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Introduction

Les leucémies aigués myéloblastiques constituent un groupe hétérogéne d’hémopathies
malignes. Elles sont caractérisées par la prolifération clonale de précurseurs myéloides,
appelés blastes ou myéloblastes. Ce groupe d’hémopathies touche principalement les
personnes ageées et est responsable d’'un grand nombre de décés.

La médecine se dirigeant aujourd’hui vers des thérapeutiques de plus en plus personnalisées,
une évaluation de la réponse aux traitements est indispensable afin d’adapter voire
d’intensifier ceux-ci. La maladie résiduelle estimant I'efficacité de ces derniers peut étre définie
comme le taux de cellules malignes persistantes estimé a différents points du traitement.

L’évolution des techniques au laboratoire a permis la définition d’'un nouveau concept, celui de
maladie résiduelle minimale (MRD pour minimal residual disease). Alors que la maladie
résiduelle est évaluée selon un point de vue cytologique, la MRD est déterminée par des
techniques plus sensibles permettant de détecter une cellule leucémique parmi 103, voire 10°
leucocytes. Les approches par PCR (Polymerase Reaction Chain), en biologie moléculaire,
sont devenues le premier recours pour ce type d’évaluation. Elles nécessitent cependant des
mutations et autres changements génétiques au sein des cellules recherchées, présents en
genéral chez les patients les plus jeunes, mais souvent absents pour les autres.

Parmi les différentes techniques disponibles, la cytométrie en flux permet une séparation
rapide et fiable des populations cellulaires. Les blastes pathologiques sont caractérisés par
I'expression anormale de certains marqueurs formant ainsi des phénotypes aberrants. La
description de ces combinaisons immunologiques au diagnostic peut ensuite étre utilisée lors
du suivi pour estimer la valeur de la MRD.

La mise au point d’'un nouveau panel au CHU de Limoges permettant 'immunophénotypage
des leucémies aigues myéloides au diagnostic et au suivi a été effectuée dans la premiére
étape de ce travail. La seconde partie se consacre quant a elle, a la mise en place de nouveaux
protocoles d’analyse permettant I'évaluation de la maladie résiduelle, objectif principal de ce
projet. Dans une volonté d’harmonisation des pratiques en cytométrie en flux, les
recommandations européennes mais aussi avec celles du groupe frangais ALFA-FILO (Acute
Leukemia French Association — French Innovative Leukemia Organization) émises a travers
deux études cliniques (BIG et ALFA-1200) ont été respectées pour la mise en place de ces
approches. Enfin, un rassemblement des données immunophénotypiques et moléculaires a
permis une comparaison des techniques dans I'évaluation de la MRD.
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|. GENERALITES

I.1. Leucémie Aigluie Myéloides (LAM)

1.1.1. Définition

La leucémie aigué myéloide (LAM) est un ensemble de proliférations malignes de cellules
progénitrices hématopoiétiques de nature myéloide appelées « blastes ». Ces derniers sont
caractérisés par la perte de leur capacité de différenciation, aboutissant a leur accumulation
dans la moelle, le sang et potentiellement dans d’autres organes.’

1.1.2. Epidémiologie

Les LAM sont les leucémies aigues les plus courantes avec une incidence estimée de 3,8 cas
pour 100 000 a 17,9 cas pour 100 000 personnes pour les plus de 65 ans. L’age médian de
présentation de la maladie est de 70 ans avec 3 hommes pour 2 femmes affectés (Figure 1).

Figure 1. Incidence liée a I'4ge des LAM aux Etats-Unis?

1.1.3. Etiologies

Dés les années 50-60, la notion de cellule souche liée a l'origine et a I'évolution de la leucémie
aigué myéloide est évoquée. L’hypothése formulée est que cette cellule, suite a une ou
plusieurs mutations, donne naissance a une entité fonctionnellement définie comme une
cellule souche leucémique (ou Leukemia Stem Cell ou LSC). Les cellules souches normales
(ou Haematopoietic Stem Cell ou HSC) se différencient dans la lignée hématopoiétique,
donnant naissance a tous les éléments figurés du sang. Les LSC peuvent également suivre
cette voie, donnant des cellules portant le(s) défaut(s) acquis, ou peuvent bloquer leur
maturation et s'accumuler en tant que cellules progénitrices immatures, les blastes (Figure 2).3
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Figure 2. Hypothése du développement d'une leucémie myéloide?

De nombreux facteurs de risques ont été associés au développement des LAM (Tableau 1).
lls regroupent I'age, les antécédents de maladie hématologique, les mutations génétiques, les
expositions a des virus, des radiations, des produits chimiques, ou a des traitements types
chimiothérapie.*

Tableau 1. Facteurs de risque associés au développement d'une LAM*
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1.1.4. Diagnostic

1.1.4.1. Circonstances de découverte et manifestations cliniques

Dans la LAM, les manifestations cliniques reflétent 'accumulation de cellules malignes, peu
voire non différenciées principalement dans la moelle osseuse et le sang périphérique, plus
rarement dans d’autres organes. La majorité des patients présente une symptomatologie
d’intensité variable, liée aux cytopénies :

¢ Syndrome anémique,
o Syndrome infectieux,
o Syndrome hémorragique (thrombopénie).

Une altération de I'état général (fatigue, anorexie, perte de poids) ainsi que I'absence de
syndrome tumoral sont généralement observées.

Les complications sont nombreuses et variables, selon I'intensité de la leucocytose (entrainant
une leucostase), la présence ou non d’une coagulopathie de consommation (CIVD/fibrinolyse),
les localisations extra-médullaires (neurologique)...®

1.1.4.2. Diagnostic biologique

1.1.4.2.1. Cytologie

Lors de la lecture d’'une lame de sang ou de moelle avec suspicion de leucémie aigué, le
cytologiste est en premiére ligne. Il est en charge de l'affirmation ou de linfirmation du
diagnostic ainsi que de l'orientation phénotypique de la pathologie si ce dernier se révéle
positif.

La cellule recherchée, ou blaste, est une cellule de taille variable (petite a grande), avec un
rapport nucléo/cytoplasmique élevé. Elle présente un noyau souvent nucléolé, a chromatine
fine, témoignant de sa capacité de synthése accrue et un cytoplasme uniformément
basophile®. Le taux de 20 % de blastes dans la moelle ou dans le sang périphérique suffit a
affirmer le diagnostic de leucémie aiglie.” Lors de I'examen cytologique, I'orientation myéloide
de la pathologie se fera selon le contexte clinico-biologique :

e L’age du patient (prévalence plus élevée chez la personne agée)*

e La présence de granulations myéloides et/ou de corps d’Auer dans le cytoplasme des
blastes

¢ La notion de signes de dysplasie sur les lignées médullaires

¢ Une activité myéloperoxydase spécifique des blastes myéloides peut étre mise en
évidence par une coloration particuliére.®
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1.1.4.2.1.1. Hémogramme
Il représente I'examen d’orientation majeur du diagnostic. On retrouve :

e Une anémie presque constante, de sévérité variable, normocytaire ou parfois
macrocytaire (composante myélodysplasique associée), arégénérative

e Une thrombopénie fréquente, parfois < 10G/L

o Une leucocytose variable, allant de la leucopénie (< 3 G/L) a I'hyperleucocytose
majeure (> 100 G/L), avec une neutropénie (< 1.5 G/L)

e La présence de cellules blastiques est variable d’une LA a I'autre®.

1.1.4.2.1.2. Myélogramme

La ponction médullaire a pour objectif d’affirmer le diagnostic et de proposer une premiére
orientation phénotypique de la maladie. Elle est indispensable, et ce méme si des blastes sont
présents dans le sang.

Le plus souvent, on trouve une moelle richement cellulaire, pauvre en mégacaryocytes et avec
au moins 20% de blastes (pouvant aller jusqu’a 100%).8

1.1.4.2.2. Cytométrie en flux (CMF)

La cytométrie en flux est une étape majeure de la stratégie diagnostique des LAM notamment
grace a sa rapidité et son accessibilité. L'immunophénotypage par CMF vise les objectifs
suivants :

o Déterminer l'appartenance a une lignée cellulaire, et préciser le niveau de
différenciation afin d’affiner le diagnostic”?®,

o Deétecter les leucémies aigués biphénotypiques ou MPAL (Mixed Phenotype Acute
Leukemia)’,

¢ Identifier la présence de certains marqueurs au sein des blastes en vue de ['utilisation
d'une thérapeutique ciblée par anticorps monoclonaux', comme le Mylotarg (anti-
CD33)

o Détecter le profil antigénique aberrant des blastes pouvant se révéler utile pour suivre
la maladie résiduelle'

1.1.4.2.3. Cytogénétique

Depuis la révision 2016 de la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la
cytogénétique (conventionnelle et hybridation in situ) est devenue capitale dans la prise en
charge de la pathologie. Elle rend possible une meilleure stratification des LAM, conférant un
pronostic plus précis et des stratégies thérapeutiques plus adaptées. Certains types de LAM
disposant de mutations génétiques particulieres (1(15;17), t(8;21), inv(16), ou t(16;16)) sont
exemptées du seuil cytomorphologique de 20% de blastes (Tableau 2).7:12
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Tableau 2. Stratification pronostique des LAM selon le profil cytogénétique.”

1.1.4.2.4. Biologie moléculaire (BM)

Les mutations retrouvées en biologie moléculaire ont plusieurs roles dans la prise en charge
et le suivi des LAM. Elles permettent d’'une part un affinement de la classification pronostique
(voir 1.1.6 Pronostic) et d’autre part, elles ont une utilité dans la détection de la maladie
résiduelle (voir I.1.8 Détection de la maladie résiduelle). De nouvelles thérapies sont a I'étude,
utilisant les différentes mutations moléculaires comme cible thérapeutique (inhibiteurs de
FLT3-ITD, d'IDH1/IDH2...)"2,

1.1.5. Classification

La classification FAB (French-American-British) représente la premiére tentative pour
distinguer les différents types de LAM. Etablie en 1976, elle définit huit sous-types (MO jusqu’a
M7) basée sur des critéres morphologiques et cytochimiques®. En 2001, I'Organisation
Mondiale de la Santé présente une nouvelle classification intégrant les avancées faites dans
le diagnostic et le suivi des LAM. Elle a été révisée en 2008 et en 2016. Elle se base désormais
sur I'association de critéres cliniques, morphologiques, immunologiques, cytogénétiques et
moléculaires, et définit ainsi six entités majeures'? (Tableau 3) :

o LAM avec anomalies génétiques récurrentes
e LAM avec des critéres de myélodysplasie
e LAM secondaire a un traitement

e LAM sans critere spécifié, reprenant les caractéristiques morphologiques de la
classification FAB

e Sarcome myéloide

e Prolifération myéloide liée au syndrome de Down
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Tableau 3. Classification OMS 2016 des Leucémies Aigués Myéloides et des néoplasies associées®

1.1.6. Pronostic

L’évaluation précise du pronostic est centrale dans la prise en charge de la LAM. Les facteurs
pronostiques ont pour but la stratification des patients selon le risque de résistance au
traitement ou encore selon la mortalité qui lui est associée. lls orientent le choix du médecin
entre les différentes thérapeutiques disponibles: traitement standard ou d’intensité
augmentée, chimiothérapie de consolidation ou greffe de cellules souches, utilisation de
thérapeutiques conventionnelles ou novatrices. lls sont d’ordre clinique (age, performans
status), biologique (taux de plaquette, de créatinine, d’albumine) et sont également dépendant
du type de LAM (LAM secondaire a un traitement ou a une hémopathie primitive de pronostic
défavorable)'?.

L’apport de la cytogénétique a révolutionné la prise en charge. Elle constitue le seul facteur
pronostic d'intérét dans I'obtention de la rémission compléte et la survie globale. Partant de
cette affirmation, les cas de LAM peuvent étre stratifiés en groupes de risque pronostic
favorable, intermédiaire, ou défavorable, basé sur leur seul profil cytogénétique’’'? (Tableau
2).

La découverte de mutations de génes associés a certains profils cytogénétiques dans les LAM
a permis de redéfinir et d’affiner cette stratification. La combinaison d’anomalies moléculaires
et cytogénétiques peut faire changer le statut pronostic d’'un patient. Par exemple, les patients
présentant une t(8;21) sont de pronostic favorable. La présence d’une mutation c-KIT associée
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augmente significativement le risque de rechute et diminue la survie globale a des niveaux
comparables a ceux des patients avec un risque intermédiaire'? (Tableau 4).

Tableau 4. Stratification pronostique selon les anomalies cytogénétiques et moléculaires dans les LAM?

Additionnées au profil génétique du diagnostic, les informations obtenues durant la prise en
charge du patient, et notamment le taux de maladie résiduelle aprés la premiére phase du
traitement (induction), jouent un rdle de plus en plus important dans la réévaluation
pronostique. Les patients déclarés en rémission compléte a ce stade ont une chance de survie
supérieure a ceux présentant une résistance au traitement'?,

1.1.7. Traitement

La stratégie thérapeutique générale chez les patients atteints de LAM n’a pas changé depuis
environ 30 ans. L’évaluation au diagnostic détermine la stratégie thérapeutique.

Phase d’induction

L’objectif de la phase d’induction est d’obtenir la rémission compléte (RC). La cytarabine en
perfusion continue avec une anthracycline reste le pilier du traitement d'induction. Une réponse
compléte est obtenue chez 60 a 85% des adultes de moins de 60 ans tandis que chez les
patients plus agés, les taux de RC sont inférieurs (40 a 60%). L'age avancé seul ne doit pas
étre une raison d’inéligibilité au traitement intensif initial. La prise en compte du patient dans
sa globalité est nécessaire pour déterminer la stratégie thérapeutique : facteurs pronostiques
liés a la maladie (anomalies cytogénétiques), comorbidités associées, age..."*1

Phase de consolidation

La phase de consolidation inclue deux stratégies : la chimiothérapie conventionnelle et la
greffe de cellules souches hématopoiétiques. Le choix de l'une ou l'autre des voies
thérapeutiques dépend principalement du profil de risque génétique leucémique, des scores
aux échelles établies prédisant le risque de déces lié au traitement et des facteurs spécifiques
associés a la transplantation chez le patient.
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Actuellement, il est généralement recommandé, pour les patients présentant un risque
favorable selon I'European Leukemia Net (ELN), ainsi qu'un bon état général, de recevoir des
cycles répétés de cytarabine.

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques constitue le traitement antinéoplasique le
plus puissant en raison du conditionnement cytoréducteur avant transplantation et de I'effet
immunologique anti-leucémique du greffon contre la leucémie. Elle est réservée aux patients
qui ne sont pas susceptibles d'avoir une rémission compléte prolongée avec des approches
conventionnelles.

Tous les patients, et notamment ceux présentant un haut risque selon I'ELN, peuvent
bénéficier de thérapeutiques expérimentales proposées par lintermédiaire de divers
protocoles de recherche.’®'6

Traitement des patients non éligibles a la chimiothérapie intensive

Le traitement des patients &gés ou fragiles est principalement composé de soins de support
(incluant I'nydroxyurée), de faibles doses de cytarabine et, plus récemment, d’agents
déméthylés (décitabine et azacytidine). A I'heure actuelle, aucun arbre décisionnel n’est validé
pour les patients ne pouvant suivre une chimiothérapie classique. En pratique clinique, I'age,
I'état général, les comorbidités, les souhaits du patient... orientent la décision thérapeutique.
Pour exemple, des doses faibles de cytarabine induisent une réponse dans 15 a 20 % des
patients, mais la médiane de survie est de seulement 5 a 6 mois. '3>8

1.1.8. Détection de la maladie résiduelle

1.1.8.1. Quelques définitions

Depuis 1961", ['évaluation du traitement d'une LAM est basée sur un examen
cytomorphologique de la moelle osseuse pratiqué a différents moments du schéma
thérapeutique. La rémission compléte (RC) se définit par :

o Une blastose médullaire inférieur a 5% sans corps d’Auer,
o L’absence de blastes circulants,

o Une absence de localisation extra-meédullaire

o Un taux de polynucléaires neutrophiles supérieur a 1,0 G/L
o Un taux de plaquettes supérieur a 100 G/L

L’analyse cytologique, bien qu’étant un premier pas dans I'évaluation de la maladie résiduelle,
ne permet pas une quantification assez précise et sensible du taux de blastes persistant chez
le patient atteint de LAM. C’est pourquoi, dans les années 1980, le terme de maladie
minimale résiduelle (ou minimal residual disease ou MRD) a été proposé pour distinguer la
maladie résiduelle évaluée morphologiquement de celle détectée par des techniques plus
sensibles."’

La définition de la RC a ensuite été complétée par 'ELN 2017 par I'ajout d’un critére traduisant
la présence (RC MRD+) ou I'absence (RC MRD-) de marqueurs génétique ou moléculaire ou
immunophénotypique témoignant de la persistance ou non d'une population blastique’
(Tableau 5).
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Tableau 5. Critéres de définition de la réponse au traitement”

1.1.8.2. Impact clinique
Les objectifs de la surveillance de la MRD sont multiples :

e Confirmer ou infirmer la rémission compléte avec une sensibilité plus importante que
la cytologie par la négativation ou la non-détection des marqueurs d’intérét,

e Evaluer l'efficacité du traitement par la cinétique de décroissance,

o Détecter les cas présentant un risque élevé de rechute par 'augmentation du taux des
différents marqueurs.

L’évaluation de la MRD permet une réévaluation du pronostic ainsi qu’'une meilleure prise en
charge thérapeutique du patient.'®

Une stratification des patients (MRD positive vs MRD négative) peut également étre effectuée.
Dans le cadre d’essais cliniques randomisés, celle-ci peut étre utilisé afin de définir I'efficacité
relative des thérapeutiques expérimentales dans les sous-groupes pronostiques de LAM.

Plusieurs études démontrent qu’'une MRD positive est toujours significativement associée a la
rechute, et ce quelle que soit la technique utilisée ou le moment du prélevement (post-
induction, post-consolidation) (Figure 3). L'utilisation clinique est cependant délicate. D’'une
part les sensibilités et spécificités des différents marqueurs utilisés ne sont pas optimales (un
résultat positif ne prédit pas systématiquement une rechute et l'inverse est également vrai) et
d’autre part parce que les seuils décisionnels, les techniques et les moments clés du traitement
ou la MRD est réalisée sont variables d’'une étude a l'autre ; une homogénéisation des
pratiques au niveau européen, voire international, demeure donc nécessaire.'®2°
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Figure 3. Comparaison des incidences cumulées de rechute (CIR) selon la technique d’évaluation de la MRD
utilisée : (A) Technique NGS (MRD positive en trait continu), (B) WT1 et RQ PCR (MRD positive en bleue), (C)
Cytomeétrie en flux (MRD positive en jaune) 2°
Différentes méthodes analytiques d’évaluation de la MRD ont été testées dans plusieurs
études. Il en ressort de maniére globale qu’'une MRD non détectable, aux seuils de sensibilité
respectifs des différentes techniques, diminue le risque de rechute et améliore la survie

globale.?' (Tableau 6)

Tableau 6. Revue de la littérature montrant les valeurs pronostiques de I'évaluation de la MRD selon différentes
techniques?’
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1.1.8.3. Techniques

Les stratégies moléculaires (recherche de transcrits de fusion, mutations géniques,
surexpression de marqueurs) et immunophénotypiques sont les principales techniques
évaluant la MRD. Elles présentent des seuils de sensibilités différents, allant de 10" jusqu’a
10 (1 blaste leucémique pour 1 000 000 cellules évaluées). (Figure 4)

Figure 4. Seuils de sensibilité d'évaluation de la MRD selon différentes techniques’”

Les techniques moléculaires, avec évaluation d’'un marqueur spécifique de la maladie et du
patient, restent cependant privilégiées du fait de leur sensibilité élevée (mutation NPM1,
transcrits de fusion RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-RARA). La MRD par cytométrie
en flux est une technique qui se développe dans plusieurs centres frangais avec une volonté
d’harmonisation.?°

Les critéres pour évaluer un marqueur de suivi sont :

Sa sensibilité et sa spécificité

Sa stabilité entre le diagnostic et la rechute

Son applicabilité a un grand nombre de patients

Sa détectabilité par une technique facilement réalisable en routine hospitaliére

Le co(t acceptable de cette technique.??
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1.1.8.3.1. Biologie Moléculaire

Au niveau moléculaire, les marqueurs les plus performants (en regard des critéres sus-cités)
sont les transcrits de fusion, les mutations (dont NPM1) et, dans une moindre mesure, la
quantification de WT1 (Tableau 7).%°

Tableau 7. Cibles moléculaires pour la détection de la MRD'?

Molecular targets Frequency
Fusion genes 25-30%
PML-RARA
CBFB-MYH11

RUNX1-RUNX1T1
MLL-fusion partner
Mutations 75%
NPM1
FLT3
RUNX1
MLL-PTD
Overexpression 80%
WT1

o Les génes de fusion :

Les protéines de fusion issues de translocations chromosomiques sont des cibles attractives
pour la détection de la MRD. Les génes de fusion, responsables des transcrits et de ces
protéines, sont souvent oncogéniques et sont retrouvés dans une majorité des cellules
leucémiques. La technique de RT-qPCR (Reverse Transcriptase quantitative Polymerase
Chain Reaction) permet la mesure du nombre de copies d’ARN du transcrit d’intérét. La valeur
obtenue est ensuite rationnalisée par le taux de base d’'un géne de référence (par exemple le
géne Abl). Parmi les cibles d’intérét, on peut trouver CBFB-MYH11 chez les patients avec une
translocation du chromosome 16 — t(16;16) — ou une inversion du 16 — inv(16) — ou encore
RUNX1-RUNXT1 chez les patients présentant une translocation 8-21 — t(8;21). La sensibilité
de I'évaluation de la MRD par des transcrits de fusion est importante, elle peut varier entre
10 et 106.20.21

Ces cibles de MRD représentent environ 25 a 30 % des LAM. Leur prévalence est élevée chez
les patients jeunes et diminuent avec I'age (Figure 5).2

Figure 5. Proportion de patients atteints de LAM présentant une cible spécifique de la leucémie, informative pour
la détection de MRD par RT-gPCR selon I'age?®3
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e |es mutations

Plusieurs mutations ont été identifiées dans les LAM et peuvent étre suivies par des techniques
utilisant la PCR (FLT3-ITD, IDH1/IDH2, DNMT3A, NPM1...). Les mutations du géne NPM1
présentent 'avantage d’étre stables lors de la rechute, et permettent donc une évaluation fiable
de la MRD. Elles sont retrouvées chez 30% des patients atteints de LAM et présentent un
impact favorable chez les patients a caryotype normal. Cependant, une proportion non
négligeable de patients NPM1 muté sont susceptibles de rechuter. Des analyses multivariées
incluant I'age, le statut FLT3 et le niveau de NPM1 résiduel ont été réalisées. Il a été démontré
que ce dernier paramétre est le facteur le plus significatif affectant la survie sans progression
pendant la premiére ligne de traitement. D’'une maniére plus générale, les taux de NPM1 mutés
ont un impact sur la survie globale et sur la rémission compléte. Malgré une bonne sensibilité
de la technique (jusqu’a 10°) il existe des cas de rechute présentant une MRD évaluée via
NPM1 indétectable.™

e Surexpression de génes (WT1)

Le géne WT1 (Wild Tumors) est surexprimé dans 85 a 90% des cas de LAM. L’expression de
ce marqueur peut étre suivi par RT-gPCR pour I'évaluation de la MRD. La diminution de
I'expression normalisée de WT1 de 2 log aprés traitement est corrélée avec un meilleur
pronostic. Elle peut étre évaluée dans le sang ou la moelle. N'étant pas spécifique des LAM,
il persiste cependant un bruit de fond a I'état physiologique (<0.5% dans le sang, <2,5% dans
la moelle), ce qui ne permet pas d’avoir une sensibilité aussi importante que dans les autres
suivis de biologie moléculaire. En effet, il peut étre compliqué de différencier la maladie
résiduelle du taux de base.'"?!

La limite majeure des techniques hyper-sensibles (jusqu’a 10, 10°) de biologie moléculaire
reste la nécessité d’avoir une anomalie chromosomique ou une mutation de géne. De plus,
méme avec ces sensibilités importantes, des rechutes sont observées chez des patients
présentant une MRD négative par analyses moléculaires. Cela suggére que les techniques
doivent étre améliorées (meilleure sensibilité) ou que les marqueurs biologiques impliqués ne
permettent pas I'évaluation du pool de cellules leucémiques responsables de la rechute.?*

1.1.8.3.2. Cytométrie en flux

La partie concernant I'évaluation de la MRD par cytométrie en flux sera traitée dans le
paragraphe CMF et LAM (Voir 1.3.2 Suivi).
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I.2. Cytométrie en Flux (CMF)

La cytométrie en flux est une technique analytique basée sur la mesure de plusieurs
caractéristiques, physiques et biologiques, d’'une méme cellule. Son fonctionnement dépend
des caractéristiques de diffusion de la lumiére, émise par des dérivées de colorants ou
d'anticorps monoclonaux ciblant des molécules extra ou intracellulaires.

Plusieurs systémes sont mis en ceuvre :

o Fluidique : permet I'alignement des cellules les unes derriére les autres au sein d’un
liquide appelé « liquide de gaine ».

o Optique : a pour but de transformer les caractéristiques physiques et biologiques des
cellules en informations lumineuses mesurables.

o Electronique : convertit différents signaux lumineux en donnée informatiques.

L'utilisation d’anticorps monoclonaux couplés a des fluorochromes, dirigés contre des
marqueurs cellulaires d’intérét rend ces derniers détectables par le systéme optique. Ces
épitopes, membranaires ou cytoplasmiques, sont issus d'un grand nombre de familles
moléculaires et sont regroupés sous le terme de « Cluster of Differenciation » ou CD.

En nomenclature internationale, ces marqueurs sont désignés par les initiales CD suivies d'un
chiffre (exemple : CD45).

1.2.1. Composition du cytométre

1.2.1.1. Systéme fluidique et focalisation hydrodynamique

Les cellules préalablement traitées sont injectées dans le liquide de gaine a débit constant. Le
diamétre de la buse recevant I'échantillon diminuant petit a petit, la vitesse d’écoulement du
liquide va progressivement augmenter. C’est cette accélération qui autorise une séparation et
un alignement des cellules les unes derriére les autres. Ce phénomeéne est appelé focalisation
hydrodynamique (Figure 6).2°
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Figure 6. Principe focalisation hydrodynamique?®®
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1.2.1.2. Systéme optique

1.2.1.2.1. Excitation

Une fois alignées, les cellules vont passer devant un laser afin de générer trois types
d’émission (Figure 7) :

o La diffusion axiale ou Forward Scatter (FS ou FSC) collectée dans I'axe du faisceau
correspond a la diffraction de la lumiére et est liée a la taille de la cellule.

e La diffusion latérale ou Side Scatter (SS ou SSC) collectée a 90° correspond a la
réfraction de la lumiére et est liée a 'hétérogénéité du contenu cellulaire (granulation,
polylobulation nucléaire).

e Lafluorescence également collectée a 90°. Les fluorochromes sont excités par le laser
et émettent en retour une fluorescence de longueur d’onde supérieure a celle de
I'émission. L'intensité de cette fluorescence est liée au type de fluorochrome et
d’anticorps ainsi qu’au nombre d’anticorps fixés sur la cellule.?®

Figure 7. Diffusion de la lumiere. Le FSC est proportionnel a la taille, tandis que le SSC est proportionnel a la
granularité cellulaire ou a la complexité interne?®
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1.2.1.2.2. Banc optique

Lors du passage de la cellule devant le laser, plusieurs fluorochromes peuvent étre excités
par ce méme laser. Les différentes longueurs d’ondes émises simultanément vont étre triees
et séparées par le banc optique composé de deux éléments principaux :

o Des filtres optiques nettoient la lumiére lors de sa progression vers le détecteur en
ne sélectionnant que la gamme de longueurs d’'onde a mesurer. |l existe trois types de
filtres (Figure 8) :

o Les passe-haut (ou longpass -LP-) ne laissent passer que les longueurs
d’'ondes supérieures a une valeur donnée (ex : le LP500 laissera passer toutes
les émissions dont |la longueur d’onde est supérieure a 500nm).

o Les passe-bas (ou shortpass -SP-) ne laissent passer que les longueurs
d’ondes inférieures a une valeur donnée.

o Les passe-bandes (ou bandpass) ne laissent passer que les émissions dont
la longueur d’onde est comprise entre deux valeurs données.?

Figure 8. Trois types de filtres utilisés en cytométrie de flux : passe-haut, passe-bas, passe-bande.?’

¢ Des miroirs dichroiques réfléchissent une longueur d’'onde donnée vers un détecteur
spécifique et laissent passer les autres longueurs d’'onde de la méme maniéere que les
filtres (passe-haut, passe-bas, passe-bande)

Figure 9. Banc optique®®
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1.2.1.3. Traitement du signal

Le signal lumineux est recueilli par des photodétecteurs appelés aussi photomultiplicateurs
(ou PMT). Lorsque les photons du faisceau lumineux entrent en contact avec le PMT, ils
arrachent des électrons a une photocathode par effet photoélectrique et génére ainsi un faible
courant électrique. Celui-ci est augmenté par une série de dynodes utilisant le phénoméne
d’émission secondaire, transformant ainsi le signal lumineux regu en courant électrique
amplifié (Figure 10).
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Figure 10. Schéma de fonctionnement d'un PMT?7

Le courant électrique ainsi obtenu est ensuite converti en données électroniques grace a un
convertisseur analogique-digital.

1.2.2. Traitement des données

Les données obtenues lors de I'acquisition sur le cytométre sont enregistrées sous forme de
LMD (List Mode Data) ou FCS (Flow Cytometry Standard). Ces fichiers contiennent la
moyenne de fluorescence (MFI) de chaque cellule pour chaque parameétre étudié. lls peuvent
étre modifiés ou retraités par différents logiciels tels que Kaluza® (Beckman Coulter®), ou
Infinicyt® (Becton Dickinson®).

Trois éléments clés sont a connaitre :

e Lareprésentation graphique : les données sont principalement affichées sous forme
d’histogrammes mono- ou bi-paramétriques :

o Mono-paramétrique : oppose en abscisse I'intensité de la fluorescence obtenue
pour un marqueur choisi par rapport au nombre d’évenements acquis (Count).

Figure 11. Histogramme mono-paramétrique représentant l'intensité de fluorescence du CD45 en abscisse par
rapport au nombre d'évenements acquis
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o Bi-paramétrique ou dot-plot : oppose en abscisse et en ordonnée deux
intensités de fluorescence. On obtient ainsi la représentation de chaque cellule
par un point dont les coordonnées dépendent de l'intensité d’expression de
chacun des 2 marqueurs étudiés. On obtient ainsi des nuages de points.

Figure 12. Histogramme bi-paramétrique fenétré sur la population lymphocytaire opposant le CD7+/-56 au CD19

o Le density-plot : variante du dot-plot, il rajoute une troisieme dimension en
instaurant un code couleur objectivant le nombre de cellules.

[WBC45+] CD45 KO / 55 INT
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600

SSINT

10° i 107 10!
CD45 KO

Figure 13. Différence entre un dot-plot et un density-plot.

o Le « gating » ou fenétrage : I'objectif est de sélectionner sur un dot-plot ou sur un
histogramme mono-paramétrique une population cellulaire homogéne. Pour cela on
isole nos populations d’intérét a l'aide de gate (formes géométriques créées par
l'utilisateur). On peut ensuite travailler sur les cellules isolées en observant leur
fluorescence sur d’autres marqueurs, tout en s’affranchissant du reste des cellules.
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. CD7 /756 FITC / CD19 A750 10
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CD38 PC7

T
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0 1 10 10 1o HLA DR ECD
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Figure 14. Fenétrage des lymphocytes B CD19+. Etude des marqueurs CD38 et HLA DR sur la population
sélectionnée
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Certaines phases complexes de fenétrage nécessitent de faire appel a des formules
nommeées en cytométrie « booléennes ». Elles permettent de faire ressortir des
événements répondant a une combinaison de plusieurs critéres.

e La colorisation : par défaut sur le logiciel de retraitement Kaluza © les cellules sont
représentées par des points gris. Il est cependant possible d’attribuer une couleur aux
populations d’intérét. Le Groupe de Travail Leucémies Lymphomes Francophone
(GTLLF) ainsi que le Groupe d’Etude Immunologique des Leucémies (GEIL) ont émis
des recommandations concernant le code couleur utilisé pour représenter les
populations principales?® :

O

O

Fuchsia pour les lymphocytes
Rouge pour les granuleux
Vert pour les monocytes

Cyan pour la zone dite « Bermudes » regroupant entre autres les blastes et
cellules immatures

Granuleux \
Lymphocytes \

T

Figure 15. Dot-plot et density plot CD45/SS
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1.3. Cytométrie en Flux et Leucémie Aiglie Myéoide
1.3.1. Diagnostic

1.3.1.1. Identification des blastes

La recherche des blastes est effectuée sur I'histogramme bi paramétrique CD45/SS. llIs
présentent généralement une expression faible du CD45 et des caractéristiques SS variables
selon leur degré de maturation (Figure 16)?°. Des marqueurs d'immaturité, tels que le CD34,
permettent d’affiner le fenétrage sur les cellules les moins différenciées.
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Figure 16. Fenétrage des blastes myéloides sur un histogramme SS / CD45%°
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1.3.1.2. Caractérisation et orientation phénotypique

La caractérisation et I'orientation phénotypique des blastes se font a l'aide de différents
marqueurs spécifiques de lignées cellulaires (Tableau 8) :

e Marqueurs myéloides : MPO, CD13, CD33, CD117
e Marqueurs lymphoides : CD3, CD7, CD56, CD19, CD10
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Tableau 8. Expression de marqueurs cellulaires dans le diagnostic de LAM”

1.3.1.3. Notion de marqueur aberrant

La notion de marqueur aberrant est importante dans le diagnostic et le suivi de la maladie
par cytométrie en flux. Chez un patient atteint de LAM, elle peut étre définie par
I'expression d’un phénotype anormal par les myéloblastes pathologiques. Pour étre décrite
comme aberrante, cette expression doit étre retrouvée en faible quantité, voire absente
chez un sujet sain (Figure 17).30:31

Il existe quatre grands types d’anomalies phénotypiques recensées :

e |’asynchronisme de maturation, traduit par I'expression simultanée pathologique
de marqueurs physiologiqguement présents a différents stades de maturation
(CD34, témoin d'immaturité et le CD15, marqueur des granuleux matures),

e L’infidélité de lignée mettant en jeu I'expression d’épitopes non myéloides sur les
myéloblastes (appartenant a la lignée lymphoide comme le CD7, CD19, CD56),

e La surexpression de marqueurs

e Ou, au contraire, leur sous-expression."

Figure 17. Intensité d'expression physiologique de différents marqueurs au cours de la maturation granuleuse®’
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1.3.2. Suivi

L’étude de la MRD en CMF repose sur la caractérisation des aberrations d’expression de
protéines des cellules blastiques permettant de différencier les cellules malignes de celles de
I'hématopoiése normale.

Deux stratégies peuvent étre utilisées :

- La stratégie LAIP (Leukemia Associated ImmunoPhenotype) qui peut étre appliquée a
plus de 85% des patients."

- La stratégie LSC (Leukemia Stem Cell) couvrant environ 80% des patients.*?
Utilisées ensemble, ces deux techniques permettent I'évaluation de la MRD chez plus de 95%
des patients.*

1.3.2.1. Approche LAIP : Leukemia associated Immunophenotype

Un LAIP est un phénotype associé a tout ou partie des cellules leucémiques d’un patient
(représentant au moins 10% des blastes®*34) défini par une combinaison d’antigénes et / ou
d’anomalies morphologiques observables en cytométrie de flux (Tableau 9)."

Tableau 9. Incidence des LAIP dans les LAM'

Leukemic phenotype Incidence Examples
CD34 CD14
Asynchronous expression 60-70%
CD117 CD15
Cross-lineage expression 30-40% CD19 CD2 CD7

CD34 CD13 CD33

Overexpression 20-30%
CD64 CD15 CD14
Lack of expression 20-30% DR CD33 CD13
Overall 90-95%

Pour étre déterminantes, ces aberrations phénotypiques doivent étre absentes ou trés rare
dans la moelle osseuse d’un individu sain (Figure 18).3°%5-37 | 'European Leukemia Net (ELN)
a fixé un seuil de significativité a 0.1% a partir duquel une anomalie phénotypique permet
d’affirmer la positivité de la MRD3® (Tableau 10).
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Figure 18. Fréquences de phénotypes aberrants dans la moelle osseuse de sujets sains. MM : marqueur
myéloide3?

Pour obtenir une sensibilité optimale, 'identification d’'un ou plusieurs LAIP au diagnostic est
nécessaire. La stratégie LAIP permet la définition d’'un phénotype spécifique du patient qui
sera suivi tout au long de la maladie. L'absence de données immunophénotypiques lors du
diagnostic entrainera une évaluation de la MRD via la stratégie dite DfN (Different from
Normal). Cette deuxiéme approche, similaire a la premiére, repose sur la mise en évidence de
cellules présentant des caractéristiques les différenciant de 'hématopoiése normale. Elle
permet également la détection de nouveaux marqueurs aberrants apparaissant sur les blastes
au cours de la maladie et de son traitement. Bien que ces deux techniques présentent des
caractéristiques relativement proche, la stratégie LAIP permet une définition d’'un phénotype
spécifique du patient, et donc permet une détection accrue des blastes résiduels (sensibilité
de 10* versus 102 pour la stratégie DfN). Les recommandations de I'ELN privilégient
l'utilisation combinée de ces deux stratégies sur échantillon médullaire dans une optique de
sensibilité accrue. Elles incitent également a la mise en place d’'un panel commun entre les
différents centres évaluant la MRD par CMF dans un souci d’harmonisation des données et
des pratiques (Tableau 10).20:38

Tableau 10. Recommandations de I'ELN dans I'évaluation de la MRD par CMF38

Flow cytometry
1 Use the following markers in an MRD panel:

CD7,CD11b,CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD56, CD117, HLA-DR (backbone: CD45, CD34, CD117, CD13, CD33,
forward scatter/sideward scatter)

If necessary, add a “monocytic tube” containing:

CDé4/CD11b/CD14/CD4/CD34/HLA-DR/CD33/CD45.

2 Integrate the classic LAIP approach with the DfN approach. To trace all aberrancies (at and beyond diagnosis, including newly
formed postdiagnosis aberrancies) apply a full panel both at diagnosis and at follow-up.
3 Aspirate 5-10 mL of BM and use the first pull for MRD assessment. At present, PB, with its lower MRD content, should not be

used for MRD assessment.
Pull as low as desirable BM volume because contamination with PB increases with BM volume
Estimate the contamination with PB, especially when a first pool of BM was impossible.
Use 500 000 to 1 million WBCs; use the best aberrancy available and relate it to CD45* WBCs.
To define "MRD-negative” and “MRD-positive” patient group, a cutoff of 0.1% is recommended.

If true MRD <0.1% is found, report this as “MRD-positive <<0.1%, may be consistent with residual leukemia.” If applicable, the
comment “this level has not been clinically validated” should be added.

In a multicenter setting, transport and storage of full BM at room temperature for a period of 3 d are acceptable.
9 Single center studies with no extensive experience on MFC MRD are strongly discouraged.

~N o0 B

DARRIEUX Yohan | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 43



1.3.2.2. Approche LSC : Leukemic Stem Cell

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC ou Haematopoietic Stem Cell) sont les
architectes de I'nématopoiése. Chaque HSC est programmée pour produire efficacement les
éléments figurés du sang : les globules rouges, les mégacaryocytes et leur progéniture
plaquettaire, les cellules du systéme immunitaire inné et acquis. Ces cellules progénitrices
sont définies par quatre caractéristiques :

e Leur pluripotentialité : une HSC unique est capable de générer tous les types
cellulaires hématopoiétiques fonctionnels matures.

e La capacité d’auto-renouvellement permettant de former des cellules filles ayant
conservées les caractéristiques de la cellule parentale d’origine.

o Leur capacité de résistance a différents types d’agression (résistance aux rayons
gamma, résistance aux chimiothérapies standard)

e Leur immunophénotypage présentant un marquage CD34+ / CD38- avec I'absence
d’antigénes de maturité. '3

L’approche LSC permet la mise en évidence, parmi les cellules souches médullaires, d’'une
sous population capable d’induire le développement de rechute.”® Un taux élevé de ces
progéniteurs au diagnostic a montré a un taux de survie plus faible, indépendamment des
autres facteurs de risques connus (Figure 19).4041

Figure 19. Effets du taux de LSC au diagnostic sur la survie globale. En bleu clair LAM CD34-, avec un taux de
LSC évalué a 0% ; en gris clair, LAM CD34+, avec un taux de LSC faible inférieur & 0.03% ; en bleu foncé, LAM
CD34+, avec un taux de LSC élevé supérieur a 0.03%*!

Généralement différentes de la population blastique principale, les LSC possédent cependant
des caractéristiques communes avec les cellules souches hématopoiétiques physiologiques
(HSC)." La propriété majeure les distinguant est leur capacité a induire une LAM apreés greffe
chez un modéle murin, mise en évidence dans les années 1990. 44 Cette technique reste la
méthode de référence pour identifier ces cellules initiatrices de leucémie. Néanmoins plusieurs
études ont permis d’affiner leur immunophénotypage, afin de rendre leur identification plus
rapide et plus simple.'04445
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Le Tableau 11 présente une partie des épitopes utilisés en cytométrie afin de distinguer les
LSC des HSC. La présence ou la surexpression anormales d’un marqueur, associées a
'absence de cellules phéno-identiques au sein d’'une moelle contréle suffit a confirmer la
présence de LSC. Cependant, ces antigénes ne présentant ni une sensibilité (CD25 présent
que dans 25% des cas de LAM), ni une spécificité (CD44 présent dans les moelles de sujets
sains) optimales, c’est par leur association entre eux, ainsi qu'avec d’autres paramétres
(taille/structure) que I'on peut identifier les LSC de maniére robuste et estimer leur fréquence.
Zeijlemaker et al ont ainsi défini le phénotype des LSC comme suit : CD34+/CD38- et CD44++
et/ou CD123++ et/ou CD33++ et/ou CLL-1+ et/ou TIM-3+ et/ou CD45RA+ et/ou CD2+ et/ou
CD7+ et/ou CD11b+ et/ou CD14+ et/ou CD15+ et/ou CD19+ et/ou CD22+ et/ou CD56+.104°

Tableau 11. Marqueurs utilisables en cytométrie de flux pour l'identification des LSC'°

La puissance d’'un marqueur peut étre définie selon trois axes :

e Distinction claire entre deux populations au sein de la fraction CD34 +/ CD38 —

e Valeur prédictive négative forte (pas de LSC lorsque I'épitope n’est pas présent)

e Sensibilité élevée*
Plusieurs marqueurs répondent a ces critéres : c’est le cas notamment du CD45RA, du CLL-
1, du TIM-3 pour les plus importants. Le CD33 et le CD123 sont également de trés bons
antigénes, essentiellement au diagnostic. lls présentent cependant quelques points entrainant
une interprétation plus délicate : la distinction entre une expression physiologique et une
surexpression peut parfois étre difficilement visualisable, surtout au suivi ou une augmentation

du taux de ces marqueurs sur les HSC peut étre observée lors de la régénération
médullaire.3444:4°

Dans environ 25% des cas de LAM, il n’y a pas d’expression de marqueur aberrant au sein du
compartiment CD34+/CD38- et dans encore plus de cas, I'expression des marqueurs est faible
et les événements positifs ne peuvent pas étre discriminés efficacement des cellules
négatives. Les propriétés de taille et de structure deviennent alors indispensables : les LSC
présentent un FS et un SS plus fort que les HSC.46
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La détection des LSC étant basée sur le phénotype des cellules souches (CD34+ / CD38-), il
est nécessaire d’avoir une sous-population leucémique CD34+ (taux supérieur a 1% des
blastes totaux**). Environ 20% des LAM sont de phénotype CD34- et n'ont pas de population
CD34+ / CD38- significative. Elles ne peuvent donc pas étre suivies selon la stratégie LSC. I
a été montré le caractére initiateur de leucémie au sein de populations blastiques CD34-, sans
toutefois aveérer le caractére pronostic péjoratif d’'une augmentation significative du contingent
de cette population au diagnostic.'

1.3.2.3. Intérét des méthodes LAIP et LSC

Les stratégies LAIP et LSC permettent d’obtenir des résultats complémentaires. Terwijn et al
ont montré I'apport de la combinaison des deux stratégies sur un échantillon de 91 patients.
Les sujets étaient divisés en quatre groupes répartis selon la positivité en MRD (stratégie LAIP,
positif pour un taux supérieur a 0.1%) ou en LSC (positif pour un taux supérieur a 0.0001%) :
dans le sous-groupe avec une MRD négative par la stratégie LAIP (n = 64), les patients LSC+
(n =31, seuil a 0.0001%) présentent un pronostic significativement plus sombre que celui des
patients LSC - (n = 33; p = 0,01). Parmi les individus LSC +, les sujets MRD -, bien qu’ayant
un pronostic péjoratif, ont de meilleurs résultats que les patients MRD + (p = 0,04). Les sous-
groupes extrémes présentent des pronostics significativement différents avec d’une part les
patients LSC - / MRD — et leur pronostic relativement bon, et d’autre part, le groupe LSC + /
MRD + avec un ratio de survie cumulé faible.*®

1,0
0,8 pLSC-/MRD- n=33
p<0.001
= p=0.01 ~—p=0.14
2 0,67 pLSC-/MRD+ n=9
> .
=
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E 0. PO pLSC+/MRD- n=31
(&)
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Figure 20. Apport de la combinaison des stratégies LAIP et LSC pour la détection de la MRD évalué chez 91
patients ; (A) Survie sans rechute (RFS) évaluée selon la stratégie LSC ; (B) RFS évaluée selon la stratégie
LAIP ; (C) RFS évaluée par la combinaison des 2 stratégies ; Seuils utilisés pour la détection de la MRD : 0.1%,
pour I'évaluation des LSC : 0.0001%%

Selon plusieurs publications, le seuil de positivité de détection de la MRD par la stratégie LAIP
est de 0.1% des leucocytes totaux.34+346 Pour la recherche des LSC, le seuil de positivité est
variable selon les différents articles allant d’une sensibilité de 0.0001%% (1 LSC pour 10°
leucocytes) a 0.03% (3 LSC pour 10* leucocytes)*'. Ces différents niveaux de positivité
engendrent une disparité dans I'analyse des données. Ainsi Zeijlemaker et al montrent, sur
une population de 242 patients en rémission compléte, que seuls les sujets présentant des
taux supérieurs aux seuils par les deux stratégies combinées ont un pronostic péjoratif

DARRIEUX Yohan | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 46



significatif concernant la survie globale ou le développement de rechute, comparé aux autres
groupes (Figure 21).

Figure 21. Apport de la combinaison des stratégies LAIP et LSC pour la détection de la MRD évalué chez 242
patients ; Seuils utilisés pour la détection de la MRD : 0.1%, pour I'évaluation des LSC : 0.03%*

Au vu de ces résultats, une standardisation de I'évaluation de la MRD en CMF est nécessaire
afin d’évaluer I'impact clinique apporté par ces deux stratégies.
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Il. OBJECTIFS

L’objet principal de ce travail est la mise en place de I'évaluation de la MRD par technique de
cytométrie en flux au laboratoire d’hématologie du CHU Limoges, et ce pour I'ensemble des
patients atteints de LAM. Celui-ci est motivé par I'implication des hématologues et biologistes
dans les protocoles BIG et ALFA-1200. Le BIG est un essai de phase Il incluant les patients
entre 18 et 60 ans comparant plusieurs stratégies thérapeutiques, tandis que I'étude ALFA est
une étude observationnelle des patients de plus de 60 ans. Un protocole d’analyse de la MRD
par CMF a été établi pour ces deux études et a servi de base pour ce projet.

Le panel utilisé jusqualors pour le diagnostic des LAM ne répondant pas aux
recommandations du groupe ALFA-FILO pour I'évaluation de la MRD, la mise au point de
nouvelles combinaisons d’anticorps a été I'un des objectifs de ce travail. Une comparaison
entre ce nouveau panel et 'ancien utilisé jusqu’alors a ainsi été effectuée.
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lll. MATERIELS ET METHODES

lll.1. Logiciels utilisés
Dans le cadre de ce travail, deux logiciels ont été utilisés :

e Kaluza® (version 2.1) de la société Beckman Coulter®, permet aux données brutes
issues du cytomeétre (« data ») d’étre réinterprétées a 'aide de protocole (« Protocol »).
Ce dernier regroupe I'ensemble des histogrammes, fenétres, réglages, couleurs,
tableaux nécessaires a linterprétation ou a la réinterprétation des données du
cytométre.

e R® (version 3.1) et Rstudio® (version 1.2), logiciel de programmation basique, utilisé
pour le retraitement des moelles témoins.

lll.2. Mise en place du nouveau panel
Avant la mise en production du nouveau panel LAM, une comparaison a été effectuée avec
'ancien utilisé jusqu’alors.
111.2.1. Choix des patients

Tous les patients avec suspicion de LAM entre octobre 2018 et janvier 2019 ont été inclus
dans la comparaison, de méme que les échantillons ayant servi de moelles contréles durant
cette période.

1ll.2.2. Mode opératoire

Dans le cadre du diagnostic classique de LAM, un prélevement de moelle osseuse sur tube
EDTA est systématiquement effectué pour 'immunophénotypage. Pour opposer les deux
approches, ancienne et nouvelle, celles-ci ont été réalisées en paralléle.

L’objectif de cette évaluation est de vérifier la cohérence des phénotypes obtenus pour les
différentes populations cellulaires. Pour cela, une comparaison visuelle a été effectuée par
deux opérateurs différents a I'aide du logiciel de retraitement Kaluza®.
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lll.3. Stratégie

111.3.1. Panel

Tableau 12. Panel LAM mis en place au laboratoire d'hématologie du CHU de Limoges

FITC | PE | ECD | PC5 | PC7
LA orientation (To)| cMPO | c13 | c45 | c79a | c3
Tubes FITC | PE | ECD |PC5.5| PC7 | APC |AA700 AA750, PB | KO
™ 7/56* | 13 |HLADR| 33 | 38" | 34 10 19 | 117* | 45
T2 90 |Mix*™| 19 123 | 38" | 34 36 |[45RA*| 117* | 45
T3 65 4 |HLADR| 33 | 11b | 34 36 14 | 117* | 45
T4 15 2 19 22 56 | 24 7 64 16 | 45

*Mix : mélange de trois anticorps ciblés contre CLL-1, TIM-3 et CD97

Le Tableau 12 présente les compositions des différents tubes du panel. Le détail des anticorps
est présent dans ’Annexe 1.

Parmi les cing tubes qui composent le houveau panel, les tubes 1 et 2 sont communs avec
groupe ALFA-FILO :

e Le tube d'orientation est utilisé pour aider a la caractérisation du phénotype de la
leucémie.

o Le tube 1 sert a la fois pour la détermination phénotypique au diagnostic, mais est
également le tube principal pour la caractérisation des blastes LAIP. Les LSC peuvent
aussi étre identifiées sur ce tube.

e Le tube 2 est primordial pour I'évaluation initiale et pour le suivi des LSC.

o Le troisiéme tube est utilisé pour détecter les blastes présentant un LAIP. |l est surtout
informatif pour les LAM avec différenciation monocytaire. Il ne permet pas cependant
d’analyser les LSC de par 'absence de CD38 indispensable au fenétrage de ces
progéniteurs.

e Le tube 4 se compose de marqueurs supplémentaires pouvant étre nécessaires au
diagnostic (distinction CD7 / CD56, diagnostic de MPAL...)

1ll.3.2. Diagnostic

Lors de la prise en charge d’'un patient avec suspicion de leucémie aigué, une ponction
médullaire est réalisée. L’échantillon est d’une part, étalé sur des lames pour la cytologie, et
d’autre part, réparti dans différents tubes selon les secteurs analytiques concernés. Pour la
cytométrie en flux, 1 a 2 mL de suc médullaire est récupéré dans un tube EDTA.

Tous les patients agés de moins de 70 ans ainsi que ceux inclus dans les études BIG et ALFA-
1200 ont bénéficié d’'un immunophénotypage complet représentant un total de cing tubes et
plus de trente marqueurs différents. Les échantillons d’autres patients ont été analysés avec
les tubes 0, 1 et 2.
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11.3.3. Suivi

Pour le suivi, le choix des tubes et des marqueurs est fonction des phénotypes LAIP
déterminés lors de I'analyse du diagnostic. Les tubes 1 et 2 sont réalisés en systématique. Le
tube 3 est effectué en suivi seulement lorsqu’un ou plusieurs LAIP informatifs ont été mis en
évidence sur celui-ci lors du prélévement initial.

Lors du prélévement a JO, le tube 1 présente la particularité d’avoir deux anticorps couplés a
un méme fluorochrome (CD7 et CD56 couplés au FITC). Le choix du marqueur utilisé pour le
suivi sera fait dés le diagnostic grace au tube 4 comportant les deux mémes anticorps couplés
a deux fluorochromes différents. Cette combinaison permet un choix optimal entre le CD7 et
le CD56 selon le (ou les) LAIP impliqué(s). En cas de négativité des deux marqueurs, le CD7
est choisi par défaut lors du suivi dans le tube 1.

I11.4. Traitement des échantillons

La procédure de réalisation technique a été mise en place conformément aux
recommandations émises par le groupe dans les protocoles BIG et ALFA1200. Elle
comprend :

e Une évaluation de la dilution du prélevement de moelle osseuse, soit par :

o Calcul du pourcentage d’hémodilution selon la formule de Holdrinet*” (nécessite
les numérations sanguine et médullaire du jour). Une pureté inférieure a 70%
peut étre synonyme d’hémodilution.

GR EN.
% de pureté = <1 — (GRMO X ﬁ)) X 100
sg MO

Avec : e GRwo : érythrocytes médullaires
o ENwo : éléments nucléés médullaires
o GRyy: érythrocytes sanguins

e ENgg : éléments nucléés sanguins

o Reéalisation de la formule médullaire aprés étalement d’un frottis du tube EDTA
(si NFS non disponible)

¢ Une lyse macrovolume (Bulk Lyse) (NH4CL, BD PharmLyse, Versalyse) ainsi qu'un
ajustement de la suspension cellulaire a 10 millions de cellules/mL

e La distribution des anticorps dans les tubes T1 +/- T2 +/- T3 (Tableau 12)

e L’incubation de 1 a 1,5 million de cellules/tube avec les anticorps 15 min a I'abri de la
lumiére a température ambiante, puis un ringage avec du PBS suivi d'une
centrifugation 5min a 430g et enfin la reprise de chaque tube dans 300uL de PBS.

e Le passage au cytométre : l'acquisition d’au moins 500 000 événements CD45+
représentant tous les leucocytes est nécessaire pour chaque tube.
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lIL.5. Protocoles d’analyse appliqué a la MRD

Les données brutes du cytométre sont récupérées au format .LMD (ou .FCS) et sont retraitées
dans le logiciel Kaluza®. Pour chaque tube, un masque d’analyse a été défini. La procédure
permettant I'étude des données patients est décrite dans 1.7 "Evaluation de la MRD". Ces
masques ont une architecture commune :

e Un premier onglet « Gating» permet le fenétrage des différentes populations
leucocytaires

o Une deuxiéme partie qui définit et quantifie les blastes LAIP d’intérét
o Pour les tubes 1 et 2 seulement, une troisieme page permet la sélection et la
numeération les LSC.
111.5.1. Gating

Le premier onglet du protocole a plusieurs rdles. Il permet d’une part une vérification technique,
un fenétrage des cellules d’intérét et le positionnement des différents seuils, utiles a I'analyse
de la MRD.

» Histogrammes de vérification

Les dix premiers histogrammes (bi-paramétriques, FLX/SS) permettent de vérifier la bonne
distribution des anticorps dans le tube. Pour chaque anticorps, une sous-population présente
un marquage positif et sert ainsi de contrdle interne (lymphocytes B positifs pour le CD19,
monocytes positifs pour le CD13) (Figure 22).

Populations présentant un
marquage positif vis-a-vis des
différents anticorps couplés

Figure 22. Présentation des 10 histogrammes bi-paramétriques du tube 1 servant a vérifier la bonne distribution
des anticorps dans le tube
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» Fenétrage des cellules vivantes
Le fenétrage des cellules vivantes se fait grace a trois graphiques (Figure 23) :
¢ Time sélectionne tous les événements acquis durant le passage sur le cytométre
o LiveCells élimine les débris (FS faible)

o WBC 45+ cible les leucocytes grace au CD45 (marqueur panleucocytaire) et permet
également I'élimination a la fois des globules rouges et des débris.

Figure 23. Fenétrage des cellules vivantes

> Fenétrage des différentes populations d’intérét

Plusieurs populations leucocytaires sont utiles de maniére directe (recherche de phénotype
LAIP parmi les blastes et les CD34+) ou indirecte (placement de seuil positif / négatif) a
'analyse de la MRD.

Les granuleux et les blastes sont sélectionnés sur I'histogramme CD45/SS (Figure 24) :

e Les granuleux sont CD45+ avec un SS variable traduisant leur complexité intra-
cellulaire hétérogéne.

o Les blastes ont une intensité de marquage diminuée en CD45 et un SS faible. Le
placement de cette fenétre est variable selon le type de leucémie aigué myéloide
étudiée.

Figure 24. Fenétrage des blastes et des granuleux
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Les cellules donnent une indication sur la richesse du prélévement et peuvent
également contenir des cellules de type LAIP ou LSC (Figure 25).

Figure 25. Fenétrage des cellules CD34+

Les monocytes et les lymphocytes étant des cellules mononuclées, une premiére sélection
est effectuée sur le graphique taille/structure (FS/SS) prenant en compte les événements
présentant une complexité interne faible (SS diminué ; Figure 26A). Compte tenu de la
différence de marqueurs entre les trois tubes, la suite du fenétrage est différente selon le
protocole utilisé :

o Pour le tube 1, un histogramme CD45 / CD33 met en évidence deux populations
présentant une intensité de signal similaire en CD45, mais distincte en CD33 : positive
pour les monocytes et négative pour les lymphocytes (Figure 26B). Ces derniers sont
ensuite séparés en deux populations selon leur marquage en CD19 pour les
lymphocytes B, et en CD7 et/ou CD56 pour les lymphocytes T et NK (Figure 26C).

A B Cc

Figure 26. Fenétrage monocytes et lymphocytes sur le tube 1
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e Le tube 2 fait intervenir I'histogramme bi-paramétrique CD45 / Mix : les monocytes ont
un marquage positif pour le Mix, tandis que les lymphocytes présentent une intensité
diminuée (Figure 27).

Figure 27. Fenétrage des lymphocytes et des monocytes dans le tube 2
o Alinstar du tube 1, le tube 3 distingue les lymphocytes des monocytes via le CD33. Il
n‘est cependant pas possible de distinguer les différentes sous-populations
lymphocytaires (Figure 28).

Figure 28. Fenétrage des lymphocytes et des monocytes dans le tube 3

Les hématogones sont les précurseurs des cellules lymphoides. lls permettent de fixer
différents seuils nécessaires a I'analyse des LSC. Dans une moindre mesure ils peuvent
permettre d’apprécier la régénération médullaire. Sur un premier histogramme CD19 / SS
commun aux tubes 1 et 2, les hématogones sont ciblés par leur signal CD19+ (au sein de la

population lymphocytaire B globale).

e Pour le tube 1, la population ainsi fenétrée est nettoyée en enlevant les évenements
CD33+ (Figure 29).

Figure 29. Fenétrage des hématogones sur le tube 1
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o Pour le tube 2, c’est le 45RA (positif) ainsi que le mix (négatif) qui permettent
l'isolement des progéniteurs lymphoides (Figure 30).

Les cellules ainsi extraites (SS faible, CD19+, CD33- pour le tube 1 et SS faible, CD19+,
CD45RA+, Mix — pour le tube 2) sont reportées sur un dot plot CD34 / CD38 pour séparer les
lymphocytes des hématogones : ces derniers ont une intensité de marquage élevée en CD38.

[Heones19+45RA+mix-]
CD34 APC / CD38 PC7

Hematogones: 18 339

CD38 PC7

0w w w
CD34 APC

Figure 30. Fenétrage des hématogones sur le tube 2

> Mise en place des seuils (P6, P7, P8) :

Parmi les événements CD34+, trois populations ont été identifiées selon leur intensité de
fluorescence en CD38. Cette différence d’expression réveéle un axe de maturation des cellules
les plus immatures (CD38-) aux plus matures (CD38+). Pour une facilit¢ de lecture, trois
« boites » nommées de P6 a P8 ont permis de délimiter ces populations (Figure 31) :

e La fenétre P8 contient les cellules CD34+ CD38+,
e En P7 sont présents les événements CD34+ CD38 faible,

e La boite P6 inclut quant a elle les cellules souches, CD34+ CD38-. C’est cette fenétre
qui nous permettra d’évaluer le taux de LSC.

Figure 31. "Boites" P6, P7, P8
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Le seuil de négativité du CD38 (seuil P6/P7) a été fixé selon la technique dite FMO
(Fluorescence Minus One): passage au cytométre d’'un prélévement médullaire contréle
marqué avec un anticorps CD38 non couplé a un fluorochrome (Figure 32). Ce seuil est réglé
sur les fichiers protocoles pour les tubes nécessitant le positionnement de celui-ci (tube 1 et
2) et reste fixe durant 'analyse des données patients.

Figure 32. Histogramme bi-paramétrique fenétré sur tous les événements d’une moelle normale marquée avec un
anticorps anti-CD38 non couplé a un fluorochrome montrant une négativité complete de toutes les cellules pour le
marqueur CD38

Le seuil différenciant les cellules CD38 faibles des CD38 forts (P7 / P8) est placé selon
l'intensité de signal émise par les hématogones marqués (Figure 33).

Figure 33. Mise en place du seuil P7 / P8 grace aux hématogones

Pour la mise en place du seuil de positivité CD34, les événements CD34+ servent de témoin

positif tandis que les lymphocytes sont utilisés comme témoin négatif (Figure 34)

. I [LyTJ’NK]ICD34 APC / CD38 PC7

. I[MNC34+]l.D34 APC / CD38 PC7
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Figure 34. Mise en place du seuil CD34+
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Aprés caractérisation des différents seuils, on obtient un histogramme bi-paramétrique
découpé en plusieurs boites montrant les P6, P7 et les P8 (Figure 35).

Figure 35. Histogrammes bi-paramétriques CD34 / CD38 permettant le fenétrage de la population CD34+ / CD38-

l11.5.2. LAIP

L’onglet LAIP est composé de 4 parties :
e Vérification rapide
e Recherche du LAIP
e Résumé du LAIP
e Synthése

» Vérification rapide

Composée de deux histogrammes FS / SS et CD45/ SS, la premiére partie permet un contrble
visuel non exhaustif de I'élimination des débris ainsi que du bon fenétrage des différentes
populations leucocytaires (Figure 36).

Ces histogrammes permettent aussi d’apprécier la position des blastes type LAIP une fois
'analyse effectuée.

Figure 36. Histogrammes bi-paramétriques montrant les différentes populations leucocytaires colorisées
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» Recherche du LAIP

La recherche des LAIP se fait a I'aide de 8 histogrammes notés du LAIP 0 au LAIP 6 (Figure
37, Figure 38). Elle fait appel a une connaissance des phénotypes physiologiques retrouvés
au sein de moelles controles, notamment des blastes et des cellules immatures. Dans cette
optique, un fichier d’aide a la validation retrace les différentes images obtenues aprés passage
au cytométre de 6 moelles de patients non atteints de LAM, présentant des aspects
cytologiques différents (PTI, moelle de régénération, présence d’hématogones...) (Annexe 2).

A noter le double réle de I'histogramme CD34 / CD117 (Figure 37) :

o Sélectionne les cellules immatures myéloides CD34+ et/ou CD117+ sur lesquelles
seront appliqués les différentes fenétres LAIP du protocole.

e Permet de rechercher un premier LAIP (LAIP 0) avec, pour exemple une perte
d’expression du CD34+.

Blastes myéloides totaux

Blastes CD117+ / CD34-

LAM Moelle témoin

Figure 37. Histogrammes CD117/CD34 permettant la sélection des blastes myéloides ainsi que la recherche de
marqueurs aberrants. A gauche : patient atteint de LAM présentant une perte d'expression du CD34 sur une
partie de la population blastique. A droite : pool de moelle normale

DARRIEUX Yohan | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 59



Figure 38. Histogrammes permettant la recherche de blastes présentant un phénotype aberrant dans le tube 1
» Résumé du LAIP

La booléenne suivante sert a isoler les cellules blastiques présentant un LAIP et a les afficher
sur des histogrammes choisis (Figure 39).

MRD LAIP = (((((((((time and livecells) and mnc) and BL34+/-117+/-) and laip0) and laip1)
and laip2) and laip3) and laip4) and laip5) and laip6

Cette étape permet une meilleure visualisation du phénotype étudié.

 [MRD-LAIP] CD117 PB / CD34 APC . [MRD-LAIP] CD34 APC / CD38 PC7 [MRD-LAIP]
1o 10 w €D33 PC5.5 / HLA DR ECD
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Figure 39. Histogrammes permettant la définition du LAIP : CD34- CD117+ CD38+ CD33++ HLA DR+.
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> Synthése

Les résultats sont présentés sous forme de tableau (Figure 40) avec :

Le nom du cytométre utilisé

Le nom du fichier brut

La date d’acquisition

La pureté médullaire CD34+ (a titre indicatif, non utilisé dans le rendu de résultat)

Le nombre de cellules CD45+, CD34+ ainsi que celui des hématogones

Le nombre de cellules présentant un phénotype LAIP ([MRD-LAIP] Number)

Le pourcentage de cellules présentant un phénotype LAIP par rapport aux CD45 totaux

La limite de détection (Limit Of Detection = LOD) pour 50 événements rendue si la
sensibilité du fenétrage par rapport aux différentes moelles contréles n’'est pas
conforme.

Le pourcentage de cellules présentant un phénotype LAIP par rapport aux blastes
totaux

RESULTATS LAIP

The unique cytometer ID specified by the user  AT10081
Mame of the data file containing the data set F+56_13_t
Date of data set acquisition 06-Dec-18
purete medullaire CD34 % 99,102
[WBC45+] Number 638 716
[MNC34+] Number 13 343
[hematogones19+33-] Number 10 346
[MRD-LAIP] Humber 53
MRDLAIP en % des WBC45+ 0,008
LOD en % pour 50ev (sans correction de dilution) 0,008
MRDLAIP en % des Blastes totaux 0,148

Figure 40. Tableau de résultats du LAIP pour le tube 1
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l11.5.3.LSC
L’onglet LSC est composé de 3 parties :
e Recherche des LSC
e Résumé des LSC

e Résultats

> Recherche des LSC

L'étude des LSC est effectuée sur les cellules CD34+ / CD38- , appelées P6 et mises en
évidence lors de I'étape de fenétrage.

Booléenne sélectionnant la population P6 sur le tube 1 :
boolP6-T1 = ((((time and livecells) and blasts) and mnc) and mnc34+) and d+-

Pour chaque marqueur présentant un intérét dans la détection des LSC, 3 histogrammes bi-
parameétriques ont été représentés :

o Le premier est fenétré sur la population P6 et présente le fluorochrome d’intérét (FLi)
par rapport au CD38. Sur ce graphique, deux boites permettent la séparation des HSC
et des LSC (Figure 41A).

o Le deuxiéme sert de contréle : une population présentant un marquage positif ou
négatif pour le FLi permet de fixer un seuil de significativité. Celui-ci est mis en
évidence au moyen d’une fenétre HSC liée au premier graphique (Figure 41B).

e Le troisieme permet de visualiser les CD34+ totaux sur un plot CD34/CD38, pouvant
faire apparaitre les LSC au moyen d’un back-gating (Figure 41C).

Exemple :
A 4
A B C
Fenétres « HSC », liées, Fenétre « LSC » permettant Visualisation de la
permettant de fixer le seuil de sélectionner la population population « LSC » sur les
de positivité d’intérét CD34+

Figure 41. Stratégie d'analyse pour la détection des LSC.
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> Résumé des LSC

Grace a une booléenne, on visualise, sur différents histogrammes choisis selon la pertinence
des marqueurs, les cellules présentant un phénotype LSC (Figure 42).

Booléenne permettant la synthése des LSC :

LSC-T1 = ((((p6_Isc7 and p6_Isc13) and p6 _Isc33) and p6 _Isc19) and p6_Isc117) and
p6_Ischladr

[LSC-T1] FS INT / S5 INT _ [LSC-T1] CD45 KO / CD117 PB [LSC-T1]
1000-] 10 1 CD13 PE / CD7 +/- 56 FITC
[0} ]
800 1024
o 10%
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400 S -
T
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=
(&)

CD45 KO 0 10° IEJ‘ 10 10
CD13 PE

Figure 42. Exemple de LSC trouvées sur le tube 1

> Synthése

De la méme maniére que pour les blastes LAIP, les résultats analytiques sont présentés sous
forme de tableau (Figure 43) :

e Le nom du cytométre utilisé

e Le nom du fichier brut

e La date d’acquisition

e La pureté médullaire CD34+ (a titre indicatif, non utilisé dans le rendu de résultat)

e Le nombre de cellules CD45+ et des CD34+

e Le nombre de cellules présentes en P6 ([boolP6-T1] Number)

e Le nombre de cellules présentant un phénotype HSC ([HSC-T1] Number)

e Le nombre de cellules présentant un phénotype LSC ([LSC-T1] Number)

e Le pourcentage de cellules présentant un phénotype LSC par rapport aux CD45 totaux
e LalLOD

e Le pourcentage de cellules présentant un phénotype LSC par rapport aux blastes
totaux
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The unique cytometer ID specified by the user  AT10081
Mame of the data file containing the data set 7+56_13_H
Date of data set acquisition 05-5ep-18
purete medullaire CD34 % 569,250
[WBC45+] Number 133 368
[MNC34+] Mumber 26 259
[boolP6-T1] Humber 7215
[HSC-T1] Number 0
[LSC-T1] Number 3591
LSCT1 en % des WBC45+ 2,693
LOD en % pour 50ev (sans correction de dilution) 0,037
LSCT1 en % des Blasts 3,395

Figure 43. Tableau de synthese LSC-T1
111.6. Moelles controles

111.6.1. Role des moelles controles

La détection de la MRD par CMF fait appel & une connaissance approfondie des phénotypes
présents dans des moelles contrdles. La recherche de LAIP est différente pour chaque patient.
Les réglages du protocole d’analyse (ou « masque ») ayant permis d’obtenir un phénotype
aberrant pour un malade donné sont appliqués a plusieurs échantillons de moelles contréles
afin d’obtenir la sensibilité du LAIP. Plus un LAIP est présent dans une moelle normale, plus il
est difficile d’interprétation (vrai LAIP ? variations phénotypiques non pathologiques ?), plus
sa sensibilité est mauvaise. Pour étre validé, son taux doit étre inférieur a 0,1% dans les
moelles contrdles.

En plus de valider un LAIP, les échantillons contrbles permettent une amélioration des
connaissances sur des marqueurs peu utilisés en routine au laboratoire (CD45RA, CLL-1,
TIM-3...)

111.6.2. Choix des échantillons

Pour permettre une représentativité correcte, un pool de moelles contréles a été mis en place.
Afin de couvrir plusieurs situations médullaires, six échantillons ont été analysés. Le choix de
ces prélévements a été soumis a plusieurs critéres :

o L’age du patient : la fréquence des hémopathies augmentant avec I'age, les patients
de plus de 75 ans n'ont pas été retenus.

e La disponibilité d’un prélévement médullaire sur EDTA non utilisé dans le cadre du
diagnostic ou du suivi, ou de toute autre examen nécessaire au patient.

e L’évaluation cytologique effectuée par un cytologiste du laboratoire révélant :
o Un aspect cytologique d’aspect normal ou inflammatoire ou régénératif
o Une richesse normale ou augmentée

o L’absence de dystrophie ou de critéres évoquant une hémopathie

DARRIEUX Yohan | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 64



Enfin, I'analyse globale du dossier clinico-biologique (indication du myélogramme,
hémogramme, analyses spécialisées) est indispensable afin de déterminer si le
prélevement médullaire peut étre considéré comme contréle dans le cadre de
I'évaluation de la MRD.

Le Tableau 13 retrace les différentes situations des échantillons patients ayant servi de
moelles contréles.

Tableau 13. Récapitulatif moelles contrbles

MN1 MN2 MN3 MN4 MNS5 MN6
Date 25/10/18 26/11/18 06/12/18 01/02/19 15/01/19 05/02/19
Age 75 ans 58 ans 14 ans 29 ans 35 ans 31 ans
o Thrombopénie Thrombopénie | Fiévre prolongée | Thrombopénie | Lymphocytose Suivi hémopathie
Indication
+ AEG fluctuante
Anémie Thrombopénie | Absence Thrombopénie | Lymphocytose : | Anémie (8,50g/dL)
NFS (9.38g/dL), (86GIL) (46G/L) 4.84GIL,
thrombopénie 3.41G/L
discréte (131G/L)
Cytologie | Normale Normale Inflammatoire Normale Normale Régénération
médullaire
RC
Autre
MRD ND en BM
Diagnostic | PTI PTI Aucun PTI Aucun RC LALB
retenu

111.6.3. Retraitement

Lors de I'étude de chaque prélévement visant a quantifier le taux de maladie résiduelle, le pool
de moelles contréles est réanalysé en systématique. Au vu du nombre d’événements
nécessaires a l'obtention d’une sensibilité acceptable, les données deviennent vite
volumineuses et sont donc difficilement traitables avec le matériel informatique du laboratoire.

Les blastes, cellules d’intérét dans 'analyse de la MRD, présentent une intensité de signal
faible dans le canal SS. Le principe du retraitement des moelles contrdles est de diminuer le
nombre d’événements non nécessaires a I'analyse (cellules autres que blastes). Le logiciel de
programmation « R» a permis de supprimer informatiquement tous les éveénements
présentant un signal SS fort (regroupant principalement les cellules granuleuses matures).

111.6.3.1. Recueil des données brutes

Les échantillons contrbles ont été analysés comme un prélévement standard avec suspicion
diagnostique de LAM : préparation technique et acquisition des trois tubes du diagnostic T1,
T2 et T3. Entre 500 000 et 1 000 000 d’événements représentant des cellules vivantes ont pu
étre acquis.
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111.6.3.2. Enregistrement des données
Les données brutes ont été renommées sous le format suivant :
« MOELLE N singles X Tn.LMD »
Avec :
- X:numéro de I'échantillon
- Tn:numéro du tube (1, 2 ou 3)

Elles ont ensuite été classées de maniére systématique selon le tube utilisé lors de
I'acquisition.

Cette étape fastidieuse est nécessaire pour la simplification de la procédure de retraitement
par « R ».

111.6.3.3. Script « R »

Les scripts ayant permis l'allégement des données pour les trois tubes sont présentés en
Annexe 4. lls se décomposent en plusieurs parties :

o OQuverture du package « flowCore » préalablement installé et attribution du chemin de
travail (working directory)

library(flowCore)
setwd("C:/Users/CMF/Documents/MRD LAM/LMD_Rangés/Moelles Normales/TUBE_1")

e Lecture des fichiers :

La fonction read.flowSet permet de lire plusieurs fichiers du méme dossier (path =
« SINGLES ») présentant la méme extension (pattern = « .LMD »). Le dataset permet de
prendre les données compensées (dataset = 2).

t1_comp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD", dataset = 2)

o Réattribution des marqueurs :

Lors de la récupération des fichiers compensés, les différents canaux perdent le marqueur
auquel ils sont associés. Il faut passer par une étape de réattribution :

## Attribution des noms de marqueurs aux différents canaux afin que le logiciel
Kaluza puissent les reconnaitre.

name<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","FL1
INT LIN","FL2 INT LIN","FL3 INT LIN","FL4 INT LIN","FL5 INT LIN","FL6 INT LIN","FL7
INT LIN","FL8 INT LIN","FL9 INT LIN","FL1@ INT LIN","TIME")

## S°il n'y a qu'une moelle normale, mettre un # devant les lignes 2 et 3

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T1.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2 T1.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@parameters@datal[["name"]]<-name
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## Attribution de la description des marqueurs afin d’avoir le nom du marqueur
dans le logiciel Kaluza.

marqueurs<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT
LIN","CD7 +/- 56 FITC","CD13 PE","HLA DR ECD","CD33 PC5.5","CD38 PC7","CD34
APC","CD10 A700","CD19 A750","CD117 PB","CD45 KO","TIME")

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]«<-
marqueurs

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]«<-
marqueurs

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-
marqueurs

e Visualisation des plots :

Il peut étre utile de vérifier les histogrammes CD45 / SS afin de ne pas supprimer trop
d’événements. La présentation des graphiques peut étre effectuée dans « R » (Figure 44).

plot(log(tl_comp@frames[[« MOELLE_N_singles 1 T1.LMD »]]@exprs[1:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

plot(log(tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[1l:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

plot(log(tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

Figure 44. Exemples de représentation graphique CD45/SS de 3 échantillons médullaires contréles sur "R"
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e Elimination des événements SS fort :

Le seuil de 600 000 a été fixé aprés visualisation sur Kaluza des blastes sur les différentes

moelles contrdles (Figure 45).

Zone éliminée apres traitement par « R »

Zone contenant les cellules d’intérét

Figure 45. Représentation graphique de la zone éliminée apres retraitement par "R"

600 000 (cf plot ci-dessus)

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1_T1.
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.
ngles 1 T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2_T1.
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2_T1.
ngles 2 T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.
ngles 3 T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

## On enléve les SS fort en supprimant tous les évenements avec un signal SS >

LMD" ]]@exprs<-
LMD" ] ]@exprs[tl_comp@frames[[ "MOELLE_N_si

LMD" ]]@exprs<-
LMD" ]]@exprs[tl_comp@frames[[ "MOELLE_N_si

LMD" ] ]@exprs<-
LMD" ]]@exprs[tl_comp@frames[["MOELLE_N_si
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e Enregistrement :

Une fois les événements non voulus retirés, les fichiers sont enregistrés dans leur dossier
d’origine, sous format .FCS (Flow Cytometry Standard) et renommés comme suit :

« X_MN_SSlow_singles_Tn.FCS »

write.flowSet(tl_comp, outdir = "SINGLES", filename = "MN_SSlow_singles T1")

111.6.3.4. « Merge »

Une fois les données retraitées, une étape de fusion peut étre effectuée afin de travailler avec
un seul fichier regroupant toutes les moelles contréles. Sur Kaluza® cette étape est appelée
« merge ». Bien que ce regroupement permette la gestion des échantillons contréles sur une
seule page, il est toujours possible de visualiser et d’analyser les données moelle par moelle
grace au graphique « TIME » (Figure 46).

Figure 46. Fenétre TIME permettant la sélection une a une des différentes moelles contréles

I11.7. Evaluation de la MRD

I11.7.1. Préambule

Comme le sous-entend l'architecture du protocole d’analyse, la détection et I'évaluation des
blastes LAIP et des LSC sont précédées de deux étapes primordiales :

e Une vérification visuelle des dix premiers histogrammes communs aux trois tubes
permet la validation technique de I'acquisition.

o Le fenétrage des différentes populations d’intérét (LiveCells, CD45+, CD34+, blastes,
granuleux, lymphocytes, monocytes, hématogones) est, quant a elle, indispensable a
la suite de l'analyse.
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11l.7.2. Détermination du (des) phénotype(s)

ll.7.2.1. LAIP
Plusieurs étapes sont nécessaires a la détermination d’'un LAIP :
e Sélection des événements CD34+ et / ou CD117+ (Figure 47-1)

o Repérage parmi la population myéloblastique principale d’'une anomalie phénotypique
sur un ou plusieurs histogrammes (Figure 47-2 : perte d’expression du HLA-DR).

o Sélection de la sous-population d’intérét sur le ou les graphiques choisis (Figure 47-2).
Sur les histogrammes non déterminants pour I'extraction des blastes LAIP, la totalité
de la population blastique peut étre sélectionnée (Figure 47-3).

[BL34+/-117+/-] [BL34+/-117+/-]
. CD45 KO / CD7 +/- 56 FITC - CD19 A750 / CD10 A700
1

_LAIP5: 99.543%

0 3LAIP6: 98.554%

CD7 +/- 56 FITC
CD10 A700

160 10° 10 100 10! 10 100
CD45 KO CD19 A750

Figure 47. Exemple de détermination d'un LAIP
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Une fois déterminé, le « masque LAIP » doit étre appliqué aux moelles contréles a la recherche
de cellules présentant le méme phénotype (Figure 48). Pour valider le fenétrage, le taux de
blastes LAIP doit étre inférieur a 0.1% des leucocytes totaux pour chaque échantillon contréle.

Figure 48. Application du "masque-LAIP" a un pool de moelles contrbles

Il est possible de ne pas extraire de phénotypes aberrants au sein des différentes sous-
populations blastiques du patient. Dans ce cas, I'évaluation de la MRD par stratégie LAIP ne
peut étre réalisée.
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l.7.2.2. LSC

De la méme maniére que pour les LAIP, la détermination des LSC se décompose en plusieurs

étapes :

e Fenétrage des événements CD34+ / CD38- parmi les cellules CD34+, dans I'onglet
Gating (Figure 49-1)

o Recherche d’anomalies phénotypiques au sein des blastes sélectionnés (Figure 49-2).
Les marqueurs présents dans le tube 2 ne présentent pas tous un intérét dans la
recherche des LSC. La booléenne permettant la synthése et I'évaluation des LSC est
basée sur la fonction AND : seuls les événements présents dans toutes les fenétres
de la formule sont ainsi pris en compte. Or il suffit d’'un seul marqueur aberrant pour
affirmer la présence de ce type cellulaire. |l est donc nécessaire pour certains anticorps
non pertinents (sur la Figure 49, le CD19) de s’affranchir de leur utilisation. Pour cela,
la sélection de toutes les cellules du ou des histogrammes concernés est nécessaire
(Figure 49-3).

- [boolP6-T2] CD90 FITC / CD38 PC7

[boolP6-T2] Mix PE / CD28 PC7

10 2 - 2 PoJLSCmix: 99.895%
~ ~
o o
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Figure 49. Exemple de recherche de LSC. Phénotype retenu : CD34+, CD38-, Mix + (CD97, CLL-1, TIM-3),
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Le « masque LSC » déterminé est ensuite appliqué aux moelles contrdles a la recherche de
cellules phéno-identiques (Figure 50). Un seuil inférieur a 0.01% des leucocytes totaux pour
chaque échantillon contrdle permet la validation du fenétrage.

»[boolP6-T2] CD90 FITC / CD38 PCT . [D00IP6-T2] Mix PE / CD38 PC7
10t 2 . 2 P{_LSCmix: 0.847%]
~ ~
o =
2 o JP6_LSCO0: 97:458%.9(:: 0.847% < o JP6_HSCmix-: 99 [153%
a a8
= =
1 10° 10°
0P IEJ‘ |E)’ 10° 16“ 10 |E? IEJ’
CD90 FITC Mix PE
[boolP6-T2] [boolP6-T2]
CD123 PC5.5 / CD38 PC7 » CD45RAA750 / CD38 PC7 1 I00lP6-T2] CD19 ECD / CDI8 PCT
ol 2 |P6_L5C123: 0.847 wl 2 P6_JSC45RA: .000% 1P E-L5C19: 100.000%
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3

s 10 1 1 A 10 1 1 1 1o 10 1
CD123 PC5.5 CD45RA A750 CD19 ECD

Figure 50. Application du "masque-LSC" au pool de moelles contréles

Une population de cellules CD34+ représentant au minimum 1% des CD45+ totaux est
nécessaire pour la recherche des LSC. Dans ce cas, la MRD par 'approche LSC est non-
informative.**

11.7.2.3. Notion de sensibilité et de significativité

La sensibilité d’'un masque LAIP ou LSC est évaluée pour chaque patient et pour chacun des
différents tubes impliqués. Elle est définie par le taux de cellules phéno-identiques retrouvé
dans les moelles contrbles aprés application de ces masques.

Pour la stratégie LAIP, la limite est de 0,1% de blastes anormaux parmi les leucocytes totaux
(ou 10®). Un taux supérieur ne permet pas de valider le masque-LAIP et entraine donc une
modification de celui-ci voire méme I'impossibilité de suivre la MRD via cette stratégie.

Pour la recherche de cellules souches leucémiques, une valeur supérieure a 0,01% (ou 10*4)
entraine la non-informativité de la stratégie LSC pour I'évaluation de la MRD.

Les cellules recherchées sont en général présentes a taux faible. Le nombre de leucocytes
acquis lors de I'analyse est donc important pour une détection et une évaluation efficace du
taux de myéloblastes pathologiques. Les recommandations préconisent 'acquisition minimale
de 500 000 leucocytes par tubes. Pour étre significatif, le nombre minimum d’événements
présentant le ou les phénotypes aberrants recherchés doit étre de 50 cellules. Ces deux
données nous permettent ainsi de calculer la limite de détection (LOD pour Limit Of Detection)
selon la formule suivante :

nb significatif d'événements
LOD = gnificatif

Cellules vivantes
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Une LOD inférieure a 10* est essentielle pour obtenir une sensibilité optimale. Dans le cas ou
ce ratio est supérieur au standard attendu, la valeur de sensibilité retenue est égale au taux le
plus grand entre la LOD et le pourcentage de cellules phéno-identiques retrouvées dans les
moelles contrdles.

Le seuil de significativité est la valeur seuil au-dela de laquelle la présence de cellules
pathologiques est confirmée, concluant a un taux positif de MRD. Elle est de 0,1% (10-) pour
la stratégie LAIP et de 0,01% (10*) pour I'approche LSC.

Pour la stratégie LSC, la plus grande valeur entre la LOD, la sensibilité évaluée et le seuil de
significativité est pris comme limite de positivité.

l1.7.3. Suivi

Lors du suivi, les protocoles d’analyses du diagnostic spécifiques de chaque patient sont
appliqués aux données brutes issues du cytomeétre. La vérification visuelle ainsi que le
fenétrage des populations d’intérét sont effectuées de la méme maniére qu’au diagnostic.
L’application des « masques » LAIP et LSC sur les échantillons du suivi permet la recherche
de cellules possédant le(s) phénotype(s) aberrant(s) identifie(s) lors du premier prélévement.
Toute modification du protocole (re-fenétrage des populations d’intérét, sélection d’une
nouvelle population aberrante...) entraine systématiquement la réévaluation de la sensibilité
par le biais des moelles contréles.

Il.7.3.1. LAIP / Different from Normal (DfN)

L’évaluation de la MRD par la stratégie LAIP est effectuée en relevant le taux de blastes
présentant le phénotype recherché puis en le comparant au seuil de significativité établi. La
MRD est dite positive pour un ratio supérieur a la limite de positivité. Dans le cas contraire,
I'évaluation de la MRD est inférieure au seuil précédemment cité.

La recherche d’'un sous-clone aberrant non vu au diagnostic via I'approche DfN est
systématiquement effectuée, sans prendre en compte le résultat de la MRD selon la stratégie
LAIP. La mise en évidence d’un tel type de population entraine un re-fenétrage permettant la
détermination d’'un phénotype différent de celui du diagnostic. Le nouveau « masque » est
d’abord appliqué aux moelles contréles afin d’étre validé puis, le cas échéant, est adapté a
tous les prélévements précédents a la recherche de la sous-population précédemment décrite.
Ceci étant fait afin de déterminer le taux de base du clone nouvellement décrit.

Dans 'éventualité de la mise en évidence d’un tel type de cellules, le suivi est effectué sur les
deux populations.

l.7.3.2. LSC

Les LSC possédant une base phénotypique décrite (CD34+ / CD38- avec un ou plusieurs
marqueurs aberrants), le prélevement diagnostique n’est pas indispensable a leur recherche
lors du suivi. Le « masque » de base est néanmoins utilisé pour faciliter la mise en exergue
de ces cellules. De la méme maniére que pour les LAIP, le taux de blastes présentant un
phénotype LSC par rapport aux CD45 totaux est pris en compte et comparé a la sensibilité
choisie. S’il est supérieur, la MRD est positive. Dans le cas contraire, la MRD est dite négative
au seuil de significativité retenu.
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lll.7.4. Expression des résultats
Au final, plusieurs critéres sont indispensables pour rendre un taux de MRD positif :
o La présence d’'une ou plusieurs anomalies phénotypiques
¢ Un nombre minimum de 50 événements regroupés en cluster

e Un taux calculé supérieur a la limite de positivité définie (seuil de significativité de 10
pour les LAIP ; taux le plus élevé entre la sensibilité évaluée par rapport aux moelles
contréles, la LOD et le seuil de significativité pour les LSC)

La MRD peut étre rendue non informative ou inférieure au seuil de significativité dans les cas
suivants :

e La présence de blastes objectivée sur I'histogramme CD45/SS ne présentant pas
d’anomalies phénotypiques significatives

e Le taux de cellules anormales est inférieur aux différents seuils de significativité établis

Conformément aux recommandations du groupe ALFA-FILO émises dans les protocoles de
traitement du BIG et de 'ALFA 1200, le compte-rendu délivré aux médecins hématologues
comporte plusieurs points :

e Une évaluation de la représentativité médullaire de I'échantillon estimée par :
o Laformule de Holdrinet

o Le taux de CD34+ par tube annotant de la potentielle dilution du prélevement
pour un taux inférieur a 2000 événements CD34+

e Pour I'évaluation de la MRD via I'approche LAIP/DFN :
o Le profil phénotypique défini
o Le seuil de sensibilité de I'analyse
o Lerésultat:

» Positif (supérieur @ 102 ou 0.1%) : Valeur chiffrée en % des leucocytes
totaux (CD45+)

= Inférieur au seuil de significativité établi (10 ou 0.1%)
e Pour I'évaluation de la MRD via I'approche LSC :
o Le profil phénotypique utilisé pour identifier les LSC
o Le seuil de sensibilité de I'analyse
o Lerésultat:
= Positif :
e Au diagnostic : Valeur chiffrée en % des blastes totaux
e Au suivi : Valeur chiffrée en % des leucocytes totaux
= [nférieur au seuil de significativité établi

Tout compte-rendu fait I'objet d’'un commentaire et d’'une conclusion expliquant les différents
résultats obtenus.
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IV. RESULTATS

IV.1. Mise en place du nouveau panel LAM

IV.1.1. Echantillons

La comparaison entre le nouveau panel et I'ancien a été effectuée sur 16 échantillons, recrutés
a partir d’'octobre 2018 jusqu’en janvier 2019 :

o 12 patients atteints de LAM

o 1 patient présentant une leucémie aiglie lymphoblastique B

o 3 moelles controles
Les échantillons médullaires représentaient 13 prélevements tandis que 3 étaient issus du
sang periphérique.

IV.1.2. Résultats

Pour des raisons techniques et budgétaires, les 4 tubes n'ont pas été réalisés pour l'intégralité
des patients hormis le tube 1. Celui-ci présente des résultats cohérents sauf pour un patient.
Cela peut s’expliquer par I'oubli de deux anticorps lors de la réalisation technique.

Le tube 2 a été réalisé pour 11 échantillons. La majorité des anticorps présents dans ce tube
n’étant pas utilisée dans I'ancien panel, tous les marqueurs n’ont pas pu étre évalués (CD90,
CD97, TIM3, CLL-1, CD45RA). Aucune incohérence n’a été notée lors de la vérification.

Le tube 3 a été réalisé pour les moelles contrbles ainsi que pour les patients pour lesquels une
évaluation de la MRD était souhaitée. Ainsi parmi les 6 échantillons testés, aucun marqueur
du nouveau panel n’a montré d’incohérence avec ceux de I'ancien.

Les histogrammes obtenus durant cette évaluation sont disponibles dans I'Annexe 3. lIs
confirment la cohérence du nouveau panel. La mise en production a été effectuée suite a cette
évaluation.

IV.2. Evaluation de la maladie résiduelle minimale

IV.2.1. Patients

Un total de 26 patients a été inclus dans ce travail, représentant 70 échantillons dont 63
d’origine médullaire et 7 issus du sang périphérique. lls sont répartis comme suit :

e Echantillon diagnostique : 23

e SuiviMRD 1: 17
e Suivi MRD 2: 15
e Suivi MRD 3: 11
e Suivi MRD 4 : 2
e SuiviMRD 5: 1
e Autres: 1
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Tous les résultats de patients intégrés dans le cadre de ce travail, et rendus aux hématologues
cliniciens ont été obtenus par deux opérateurs différents puis confrontés par la suite.

Iv.2.2. LAIP

La détermination et/ou le suivi d’'un phénotype aberrant ont été effectués sur le T1 pour 66
échantillons et 4 sur le T3. Sept prélévements se sont révélés non informatifs pour la
détermination de la MRD par stratégie LAIP :

e 3 échantillons ont été analysés avant ao(t 2018 (patients 3 et 4) via un protocole ne
présentant pas les réglages définitifs (nombre d’anticorps différents).

o Pour le patient 18 (4 échantillons) : lors de I'analyse de I'échantillon diagnostique, deux
anticorps (dirigés contre le CD117 et le CD33) n'ont pas été distribués dans le tube 1
et aucun phénotype aberrant n’a été retrouvé sur aucun des trois tubes rendant
I'évaluation au diagnostic et au suivi non informative par stratégie LAIP/DfN.

IV.2.2.1. Description des LAIP

Patient Phénotype
1 CD34- CD117+ CD38+
2 CD33- CD13+ CD7+
3 CD34- CD117+ CD38+ CD13- CD33+
4 HLA DR- CD13+ CD33-
5 CD34+ CD117- HLA DR++
6 CD34- CD56+
7 CD33- CD13+
8 HLA DR- CD38f CD13+
10 CD34- CD117+ CD38+
11 CD34- CD33++ CD13f
12 CD33- CD13f CD19+
13 CD34- HLA DR-
14 CD34- HLA DR-
15 CD34+ CD117- CD19+
16 CD33- CD13f
17 CD34- CD33- CD13+ CD7+
19 CD34- HLA DR-
20 CD34++ CD33f
21 CD34- CD117+ CD13- HLA DR-
22 CD34- HLA DR-
23 CD34++ CD38f HLA DR+
24 CD34- HLA DR-
25 CD13+ CD33-
26 HLA DR- CD13+
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Tableau 14. LAIP identifiés sur le tube 1 par
patient

Au vu des résultats obtenus, la perte
d’expression du marqueur HLA DR sur
les populations blastiques permet une
bonne identification de ces cellules, de
méme que la perte d’expression du
CD33 associée a la positivité du CD13
(Tableau 14).

Des exemples de LAIP représentés
sous formes d’histogrammes et
appliqués aux moelles contréles sont
présentés dans le Tableau 15

77



Tableau 15. Histogrammes montrant des exemples de LAIP retrouvés chez différents patients comparés aux méme histogrammes issus des moelles contréles

Moelle Controle Exemple de phénotype aberrant

Moelle Controle Exemple de phénotype aberrant

Diminution d’expression de CD34 et de HLA DR

Absence de CD117

Diminution d’expression du HLA DR

Surexpression de HLA DR et diminution d’expression du CD38




Moelle Controle

Exemple de phénotype aberrant

Moelle Controle Exemple de phénotype aberrant

Diminution d’expression de CD33

Surexpression du CD33

Marqueur lymphoide CD7

Marqueur lymphoide CD19
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IV.2.2.2. Nombre d’événements

Le nombre optimal d’événements représentant les leucocytes totaux a acquérir durant
'analyse est de 500 000 ou plus. Parmi les échantillons informatifs, seuls 24 répondent a ce
critére. Au-dela de 400 000 événements la sensibilité est peu impactée lorsque le LAIP décrit
est déterminant. En deca de cette valeur I'évaluation de la MRD est rendue si elle est positive.
Si elle est négative, un commentaire accompagne le résultat signalant la mauvaise acquisition
et donc une perte de sensibilité non négligeable pour la recherche de LAIP.

Tableau 16. Nombre d'évenements CD45+ acquis lors de la recherche de LAIP

Acquisition Nombre d’événements Nombre d’échantillons
Optimale > 500 000 24
Acceptable 400 000 — 499 999 15
A interpréter 100 000 — 399 999 20
Non acceptable <100 000 4

IV.2.3.LSC

L’évaluation de la charge en cellules leucémiques a été effectuée sur 60 échantillons au total :
58 sur le T2 et seulement 2 informatifs sur le T1. En plus des prélévements sanguins (7), les
échantillons de trois patients n’ont pas bénéficié de I'évaluation de la charge en LSC :

o Les patients 1 (1 échantillon) et 19 (1 échantillon) ont un taux de blastes CD34+
inférieur a 1% des blastes totaux.

e Pour le patient 25 (1 échantillon), 'anticorps dirigé contre le CD90 n’a pas été distribué
lors de I'étape analytique rendant impossible I'interprétation.
IV.2.3.1. Description des LSC

Parmi les 60 échantillons analysés, 15 ont un taux de LSC parmi les leucocytes totaux
supérieurs au seuil de détection. Pour le tube 2, représentant 13 échantillons positifs, les
marqueurs ayant permis l'identification des LSC dans les différents échantillons sont :

e Principalement le CD45 RA (11 / 13 échantillons) ainsi que le Mix contenant les trois
anticorps CD97, TIM-3 et CLL-1 (11 / 13 échantillons)

e La présence de CD123 dans 2 échantillons diagnostics

Le tube 1 a permis la détermination de LSC dans seulement 2 échantillons. Le premier
présentant des cellules souches coexprimant le CD7 ainsi que le CD33, tandis que chez le
deuxiéme seul le CD33 présentait une significativité.



1V.2.3.2. Nombre d’événements

De la méme maniére que pour la recherche des LAIP, le nombre optimal de leucocytes totaux
a acqueérir durant I'analyse est de 500 000 ou plus. En dega de cette valeur, le taux de LSC
est rendu s'il est positif et lorsque les marqueurs utilisés pour la recherche de LSC permettent
une bonne distinction entre les différentes populations. Si elle est négative, un commentaire
accompagne le résultat signalant la mauvaise acquisition et donc une perte de sensibilité non
négligeable pour la recherche de LSC.

Tableau 17. Nombre de d'événements CD45+ acquis lors de la recherche de LSC

Acquisition Nombre d’événements Nombre d’échantillons
Optimale > 500 000 27
Acceptable 400 000 — 499 999 12
A interpréter 100 000 — 399 999 19
Non acceptable <100 000 2
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IV.2.1. Exemples de détermination de la MRD par CMF

Les deux premiers points du patient 4
(Figure 51), le diagnostic et la MRD 1, ont
été évalués avec un protocole antérieur a
celui mis en place au cours de ce travail.
Les résultats obtenus ne peuvent donc
pas étre correctement interprétés. Les
échantillons ultérieurs ont été évalués par
la stratégie different from normal (DfN). La
perte de HLA DR combinée a la faible
expression du CD33 permet de détacher
une sous-population nette présentant un
phénotype aberrant. Les taux évalués
pour les points MRD 2 et MRD 3 sont
supérieurs au seuil de significativité fixé a
0,1%. Le dernier point de suivi présente un
échantillon post-allogreffe, rendant un
ratio inférieur au seuil de significativité.

Moelles contrbles MRD 2 MRD 3 MRD 4
Se =0.03% 3.4% 1.1% ND

Figure 51. PATIENT 4 — RECHERCHE DE LAIP par DfN : Histogrammes d’intérét permettant I'évaluation du taux de
blastes LAIP au diagnostic et au suivi. De gauche a droite : « masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation de
la MRD ; la MRD4 correspond a un échantillon médullaire post-allogreffe



Moelles controles Diagnostic MRD 1 MRD 2 MRD 3
Se =0.02% 17.65% ND ND ND

Figure 52. PATIENT 6 — RECHERCHE DE LAIP : Histogrammes d'intérét permettant I'évaluation du taux de blastes LAIP au diagnostic et au suivi. De gauche a droite :
« masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation diagnostique ; évaluation de la MRD



Le patient 6 (Figure 52) posséde un marqueur lymphoide (CD7) présent sur un partie des blastes CD34 négatifs. A noter, le point de MRD 3
montre un cluster de phénotype CD34+ CD117- CD19+ CD10+ (Figure 53). Ces événements représentent les hématogones et témoignent de la
régénération médullaire.

[BL34+/-117+/-]
CD19 A750 / CD10 A700

104
i (\

LAIP6

CD10 A700

1] 10° HY:B'_ 10 10
CD19 A750

Figure 53. Patient 6 - MRD 3 - Hématogones



Moelles controles Diagnostic MRD 1 MRD 2 MRD 3
Se = 0.056% 21.36% 0.27% 4.00% ND

Figure 54. PATIENT 11 — RECHERCHE DE LAIP : Histogrammes d’intérét permettant I'évaluation du taux de blastes LAIP au diagnostic et au suivi. De gauche & droite :
« masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation diagnostique ; évaluation de la MRD ; la MRD3 correspond a un échantillon médullaire post-allogreffe
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Diagnostic

3.78%
Figure  55. PATIENT 11 -
RECHERCHE DE LSC:
Histogrammes d’intérét permettant
I'évaluation du taux de LSC au
diagnostic et au suivi pour le patient
MRD 1 11. De haut en bas: évaluation
diagnostique ; évaluation de la MRD1
0_02% puis 2 ; la MRD3 correspond a un
échantillon médullaire post-allogreffe.
Marqueurs d’intérét : CD45RA, Mix,
CD123 au diagnostic
MRD 2
0.06%
MRD 3
ND
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Le patient 11 présente un suivi positif en CMF par les deux stratégies (LAIP et LSC). Dans
cet échantillon, il est possible de distinguer au diagnostic deux sous populations caractérisées
par leur niveau d’expression du CD34 : le sous-clone CD34 négatif présentant également un
marquage CD38 positif et une surexpression du CD33, peut étre suivi par la stratégie LAIP
(Figure 54). Le taux de blastes LAIP résiduels diminue au point de MRD 1 mais reste
néanmoins supérieur aux seuils de sensibilité et de significativité induisant de ce fait, une
positivité du point de suivi. Les images de la MRD 2 font état d’'une augmentation du niveau
de maladie résiduelle avec le méme phénotype que celui identifié au diagnostic. Enfin
I'évaluation du dernier point de MRD prélevé aprés allogreffe rend un taux inférieur aux seuils
de significativité et de sensibilité.

La deuxiéme population composée d’événements CD34 positifs est quant a elle CD38
négative et exprime plusieurs marqueurs de LSC tels que le CD45RA, le Mix (CD97, CLL-1,
TIM-3) et le CD123 discriminant seulement au diagnostic (Figure 55). De la méme maniére
que lors de la recherche de blastes LAIP, la stratégie LSC évalue une MRD fortement positive
au diagnostic, limite positive pour la MRD 1 et en augmentation pour la MRD 2. Le denier point
de suivi post-allogreffe ne retrouve pas de cellules souches leucémiques.



Moelles contrbles Diagnostic MRD 1 MRD 2
Se = 0.04% 5.9% ND ND

Figure 56. PATIENT 12 - RECHERCHE DE LAIP : Histogrammes d’intérét permettant I’évaluation du taux de blastes LAIP
au diagnostic et au suivi. De gauche a droite : « masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation diagnostique ;
évaluation de la MRD ; le dernier histogramme est fenétré sur les lymphocytes et permet la détermination du seuil de
positivité pour le marqueur CD19

Le patient 12 posséde un marqueur
lymphoide (CD19) sur les myéloblastes
CD34+ CD117+ CD33 faible. La
combinaison de cet antigéne aberrant
avec la diminution d’expression du CD33
forme un phénotype informatif pour le
suivi. Pour le diagnostic, la fenétre
servant a cibler les blastes CD19+ a été
positionnée par rapport aux lymphocytes
(Figure 57).

Figure 57. Patient 12 - Marquage CD19 des
lymphocytes



Moelles controles
Se =0.01%

MRD 1
ND

MRD 2
1.5%

MRD 3 (sang)

7.4%

Figure 58. PATIENT 13 — RECHERCHE DE LAIP par DfN : Histogrammes d’intérét permettant I'évaluation du taux de
blastes LAIP au diagnostic et au suivi. De gauche a droite : « masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation de
la MRD ; la MRD3 a été évaluée sur échantillon sanguin
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Le diagnostic du patient 13 (Figure 58) n’a
pas été réalisé avec le nouveau panel
d’anticorps mis en place. La stratégie DfN
a donc été appliquée pour les points de
suivii Pour la MRD 1, seuls 83000
événements ont pu étre acquis.
L'évaluation de la MRD, rendue non
détectable, ne peut étre correctement
interprétée. Un phénotype aberrant
(CD34-, CD38+, HLA DR-, CD13 faible) a
été déterminé sur les échantillons suivants
a des taux supérieurs au seuil de
significativité, concluant a une MRD
positive.



Le patient 14 (Figure 59) a été suivi
par sa sous-population CD34- CD38+
HLA DR-. La perte d’expression
combinée du CD34 et du HLA DR est
un bon LAIP retrouvé plusieurs fois
parmi les patients suivis au cours de
ce travail. Il permet un suivi avec une
bonne sensibilité vis-a-vis des
moelles contrédles.

Moelles controles Diagnostic MRD 1 MRD 2
Se = 0.05% 4.4% 0.13% <103 (0.08%)

Figure 59. PATIENT 14 - RECHERCHE DE LAIP : Histogrammes d’intérét permettant I'évaluation du taux de blastes LAIP
au diagnostic et au suivi. De gauche a droite : « masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation diagnostique ;
évaluation de la MRD
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Moelles controles Diagnostic MRD 1 MRD 2 MRD 3
Se = 0.08% 16.07% 0.16% ND ND

Figure 60. PATIENT 26 — RECHERCHE DE LAIP : Histogrammes d’intérét permettant I’évaluation du taux de blastes LAIP au diagnostic et au suivi. De gauche a droite :
« masque » LAIP appliqué aux moelles contréles ; évaluation diagnostique ; évaluation de la MRD 1, 2, 3
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Au diagnostic, le taux de blastes LAIP (absence de HLA DR) du patient 26 représentait 16.1%
(Figure 60). Un ratio légérement positif est ensuite retrouvé au point de MRD 1, tandis que les
échantillons suivants évaluant les MRD 2 et 3 sont inférieurs aux seuils de significativité et de
sensibilité.

L’identification des LSC a pu étre réalisée par la présence du CD45RA sur les cellules CD34+
CD38- (Figure 61). La valeur initiale, était de 0.21% tandis que pour les autres points de suivi,
I'absence de cellules P6 ne permet pas la détection de cellules souches leucémiques.



IV.3. Comparaison de I’évaluation de la MRD par CMF et par BM

L’objectif de la comparaison est d’opposer I'évaluation de la MRD par CMF toute stratégie
confondue (LAIP, LSC, DfN) a celle obtenue par biologie moléculaire (surexpression de WT1,
taux de NPM1 muté, taux de transcrits AML1-ETO).

Quinze patients présentaient au moins un point de MRD en plus du prélévement diagnostique.
Ces échantillons ont été analysés a la fois par CMF ainsi que par biologie moléculaire. Les
données de 7 patients (29 échantillons) se sont révélées non informatives pour le suivi par
technique de biologie moléculaire (absence de transcrits, de mutations ou de surexpression
significative de marqueur).

Seuls 8 patients sont donc informatifs pour le suivi par BM et par CMF. Une comparaison des
résultats disponibles obtenus par ces deux techniques a été effectuée sur les préleévements
médullaires uniquement (20 échantillons au total, Tableau 18).

Tableau 18. Comparaison BM vs CMF

Positif par BM | Inférieur au seuil par BM? Total
9 1
Positif par CMF WT1:6 WT1 : 1 10
NPM1 : 2
AML1-ETO : 1
Inférieur au seuil de 6 4 10
significativité par CMF' | nPMm1 - 4 WT1:2
AML1-ETO: 2 NPM1 : 2
Total 15 5 20

(10" pour LAIP et DfN, 10 pour LSC)
2Pour WT1, inférieur au seuil normal dans la moelle (2.5%)

13 échantillons sont concordants quand 7 présentent des résultats opposés :
e 6 sont positifs en MRD par biologie moléculaire et négatifs par CMF :
o Les MRD 1 et 2 du patient 12
o Le diagnostic du patient 13
o LaMRD 2 du patient 14
o LaMRD 1 du patient 21
o LaMRD 1 du patient 24

e L’échantillon MRD 1 du patient 3 est le seul a étre positif par CMF et inférieur au seuil
normal en BM (WT1).

Ces discordances sont reprises dans la partie suivante opposant I’évolution des taux de MRD
sur différents graphiques. Cette partie a également été réalisée avec les données issues des
huit patients informatifs en BM et en CMF (31 échantillons médullaires et sanguins)
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Figure 62. Evolution du taux de MRD en BM (WT1) et CMF - Patient 3

Le patient 3 (Figure 62) est difficilement interprétable de par le peu de données disponibles.
Le diagnostic (juin 2018) a été évalué par la stratégie LAIP via un protocole antérieur, ne
présentant pas les mémes caractéristiques que l'actuel (nombre d’anticorps différent) et
rendant l'interprétation non pertinente. Pour le deuxiéme point de MRD (MRD 2), la biologie
moléculaire n’a pas pu étre rendue (technique en échec). Néanmoins, I'échantillon MRD 1
présente la particularité d’étre positif par technique DfN en CMF ainsi qu’en cytologie (blastose
a 7%) tout en étant négatif par biologie moléculaire (suivi par WT1). A noter qu’au diagnostic,
la surexpression du marqueur était faible (8.0942). Le taux de MRD1 est quant a lui inférieur
au seuil de normalité (0.03). Aprées allogreffe (février 2019), la MRD n’a pas été suivie sur
échantillon médullaire par CMF.
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Figure 63. Evolution du taux de MRD en BM (WT1) et CMF - Patient 4

Bien que le patient 4 (Figure 63) présente le méme souci de données que le sujet précédent
(absence des deux premiers points par la stratégie LAIP, absence du point MRD2 en biologie
moléculaire rendu en échec), il est a noter I'aspect similaire des courbes de décroissance. Le
taux de maladie résiduelle reste supérieur au seuil en CMF et en BM jusqu’au point MRD3,
précédant la greffe. Aucune discordance n’est a noter pour ce patient. Le dernier
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myélogramme datant d’avril 2019 (diagnostic en juin 2018) montre un aspect cytologique de
rémission compléte et une évaluation de la MRD par biologie moléculaire négative, la
cytométrie n’ayant pas été prescrite.

100,00% _ 100
BM; 37,66 Patient 11 - WT1 s
)
=10,00% LAIP; 21.36% LAIP; 4,00% =
O BM; 4,99 10 o

C

o ) o )
9 1,00% LS. 3,780 e DD e e gzt raeeeeeeeeeeeeseeeeeee et Qe oo et et eeee e e e e e e e e e e e e eeen =
S 1 3
LAIP; 0,279 o
%: 0. 10%  keeeresessesssssmsssssssssssssssssssseNgesssssssssssassssassanes ST oo LAIP; <1072 (0,03%) 3
< LSC; 0,02% o
= o
o] BM; 0,059 01 3
§ 0,01%  Fereeeeseereersssnmersssss et g s e TN o
o
LSC; ND ®

0,00% - 0,01

Diag MRD1 MRD2 MRD3
—0— LAIP e Seuil LAIP  —@—LSC oo Seuil LSC  eeeeeee Seuil WT1 —e—BM

Figure 64. Evolution du taux de MRD en BM (WT1) et CMF - Patient 11

Le patient 11 (Figure 64) présentait au diagnostic des taux de LSC et de LAIP élevés. Lors
de son suivi, il n’a jamais été en rémission compléte d’'un point de vue cytologique. L’absence
de données moléculaires dans la moelle pour le point de MRD2 est dommageable pour cette
comparaison. Néanmoins un taux positif a été retrouvé dans le sang (4.08) suggérant une
cinétique moléculaire similaire a celle retrouvée par techniques de cytométrie en flux. Le point
de MRD3 fait état d’'une moelle post-allogreffe ne détectant pas de facon significative de
blastes pathologiques par aucune des deux techniques.
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Figure 65. Evolution du taux de MRD en BM (AML1-ETO) et CMF - Patient 12

Le patient 12 (Figure 65) est suivi pour un transcrit de fusion AML1-ETO en biologie
moléculaire. Par technique LAIP il présente un phénotype aberrant caractérisé par une
absence d’expression du CD33 ainsi que par la présence d’un marqueur lymphoide (CD19+)
sur sa blastose médullaire initiale (absence de LSC). La décroissance de son taux de MRD en
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biologie moléculaire entre le diagnostic (février 2019) et le premier point de suivi est de 2 log
(624 puis 2 puis non quantifiable). Par cytométrie, le taux de base au diagnostic est de 5.8%
(ou 0.058) des leucocytes totaux pour une sensibilité de 0.1% (ou 10%). Au vu de la sensibilité,
une décroissance de 2 log entraine une non détectabilité de la MRD par technique de CMF.
On peut donc émettre 'hypothése que malgré un LAIP intéressant (marqueur lymphoide sur
une population myéloide), le taux de blastes au diagnostic présentant un phénotype aberrant
(dans ce cas 10% des blastes totaux) est trop peu représentatif pour détecter une MRD faible.
Une persistance de la maladie résiduelle par biologie moléculaire a été retrouvée dans le sang
et dans la moelle du dernier point de suivi (juillet 2019).
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Figure 66. Evolution du taux de MRD en BM (AML1-ETO) et CMF - Patient 12

Les données du patient 13 (Figure 66) paraissent, de prime abord, incohérentes. Lors de
l'analyse de I'échantillon diagnostique (aolt 2018), seulement 83000 éveénements ont été
acquis. La sensibilité n’est donc pas acceptable et I'évaluation de la MRD au diagnostic, non
significative. Les prélévements de MRD1 et MRD2 présentaient quant a eux un nombre
d’évenements satisfaisants et sont en adéquation avec les résultats de biologie moléculaire
obtenus. Sur le dernier point de suivi (mai 2019), I'évaluation de la MRD par CMF n’a pas été
effectuée.
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Figure 67. Evolution du taux de MRD en BM (AML1-ETO) et CMF - Patient 14

Au diagnostic (mars 2019), I'évaluation du taux de blastes médullaires par cytologie pour le
patient 14 (Figure 67) était inférieur a 20%. Une hémopathie de type AREB Il a été
diagnostiqué. Malgré cela, les échantillons ont été traités comme un diagnostic de LAM. Pour
ce patient, la derniére évaluation de la MRD disponible est discordante entre la BM et la CMF.
Cependant, lors de I'analyse de I'échantillon par technique LAIP, la sensibilité estimée sur les
moelles contrdles était de 5.10*, pour un taux de MRD évalué a 0.09% (9.10#). En I'état actuel
des connaissances, le seuil de significativité évalué a 10 conclue a une MRD négative par
CMF. Le dernier échantillon médullaire regu pour ce patient (ao(t 2019) fait état d’'une MRD
pré-allogreffe non détectable en biologie moléculaire. L’évaluation par CMF n’a pas été
demandeée.
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Figure 68. Evolution du taux de MRD en BM (NPM1-A) et CMF - Patient 21

Le patient 21 (Figure 68), agé de 36 ans, présente une mutation NPM1-A. Le suivi est donc
privilégié par biologie moléculaire compte tenu de la sensibilité et de la robustesse de ce
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marqueur. L’analyse par CMF, en accord avec celle de biologie moléculaire, ne permet pas
une sensibilité suffisante en regard de celle apportée par PCR.
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Figure 69. Evolution du taux de MRD en BM (NPM1-A) et CMF - Patient 24

Enfin, pour le patient 24 (Figure 69), les données de biologie moléculaire sont principalement
issues du sang périphérique (en échec pour les prélevements médullaires des MRD 2 et 4 ;
MRD 3 positive faible). En CMF, le niveau de la MRD 2 a été évalué sur plus de 750 000
événements CD45+ quand celui de la MRD 3 n’a été obtenu que sur 100 000 leucocytes. La
derniére numération formule sanguine de ce patient faisait état de 96% de blastes.
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V. DISCUSSION

V.1. Mise en place du panel

La mise en place au laboratoire d’hématologie du CHU de Limoges d’'un nouveau panel dans
le diagnostic et le suivi des LAM s’est révélée indispensable a plusieurs niveaux :

o L’obsolescence du panel antérieur vis-a-vis des marqueurs nécessaires au suivi des
LAM par les stratégies LAIP et LSC.

e La nécessité d’avoir un panel commun entre le diagnostic et le suivi.

o La volonté d’'une harmonisation globale (du pré-analytique au post-analytique) entre
les différents centres de cytométrie en flux de France quasi-obligatoire dans le rendu
de la MRD LAM de par sa complexite.

Le nombre d’anticorps étant éleve (43 a distribuer pour le diagnostic), la mise en routine de ce
panel s’est avérée complexe et des oublis ont eu lieu pour plusieurs patients.

V.2. Patients

Tous les patients ne peuvent pas étre suivis par cytométrie en flux selon le protocole mis en
place. La stratégie LAIP nécessite la présence d’un phénotype aberrant parmi les cellules
CD34 + et/ou CD117 +. Concernant l'approche LSC, une population CD34+ CD38- est
indispensable mais non suffisante pour étre informative. La présence de marqueurs aberrants
spécifiques des LSC est nécessaires pour leur identification et leur suivi.

V.3. Seuil de significativité et sensibilité : problématiques techniques

Un des axes d’amélioration de la détection de la MRD par CMF au CHU de Limoges est la
diminution des seuils de sensibilité et de significativité. Ceci dans l'optique de repérer les taux
faibles de MRD. La sensibilité est déterminée par plusieurs critéres mettant en jeu les 3 temps
de I'analyse biologique : le pré-analytique, I'analytique et le post-analytique.

Au niveau du pré-analytique, la sensibilité finale de I'analyse est principalement soumise a la
qualité du prélevement, 'hémodilution entrainant une perte notable de la sensibilité. Le sang
contenant moins de cellules leucémiques que la moelle, les cellules leucocytaires sanguines
(polynucléaires neutrophiles, lymphocytes, monocytes...) vont diminuer le taux de cellules
d’intérét de facon artéfactuelle.

Lors de la phase analytique, un échantillon de bonne richesse est indispensable pour obtenir
une sensibilité optimale de par la fréquence faible des cellules recherchées (pour les LSC elle
peut varier de 1 cellule pour 10% & 1 cellule pour 10° leucocytes™). Indépendamment de la
qualité du prélévement, la richesse médullaire estimée par le taux de leucocytes et la formule
de Holdrinet, est variable d’un individu a l'autre et présente également une variabilité intra-
individuelle (moelle de diagnostic en général plus riche qu’'une moelle post-induction). Une
diminution de la densité cellulaire ne permet pas, lors du passage au cytométre, I'acquisition
des 500 000 évenements CD45+ recommandés. La réalisation technique a ce stade est
également trés importante. Une mauvaise lyse des globules rouges entraine I'acquisition de
deébris, saturant le cytométre et entrainant une sous-estimation du taux de leucocytes. Un
nouveau cycle technique de lyse, de lavage ainsi qu’'une nouvelle acquisition peuvent étre
justifiés.



La phase post-analytique consiste a retraiter les données brutes issues du cytométre afin de
rechercher des phénotypes aberrants parmi les populations d’intérét (CD34+ et/ ou CD117+
pour la recherche de LAIP, CD34+ / CD 38- pour les LSC). Deux points sont a souligner dans
cette étape du rendu de la MRD. Le premier est la subjectivité dont fait preuve 'opérateur lors
de la recherche des LAIP et LSC. En effet, celui-ci recherche des regroupements
d’événements dénommés clusters partageant le méme phénotype aberrant. Si la notion de
gating en cytométrie est indispensable a la sélection et a la détermination de différentes
populations, elle est difficilement reproductible entre les différents opérateurs. Le manque
d’expérience dans le domaine de la MRD en CMF amplifie ce phénoméne, nécessitant ainsi
plusieurs acteurs dans le rendu d’'un seul point de suivi. L’évaluation des taux de maladie
résiduelle de maniére non supervisée a l'aide de programme informatique tel que FlowSom
peut étre une alternative. Cette application permet la sélection des différentes populations en
s’appuyant sur 'analyse statistique des données brutes issues du cytomeétre. La formation de
clusters et la sélection de populations étant totalement informatisées et basées sur des
nombres, le biais induit par I'appréciation humaine est ainsi éliminé.

Le deuxiéme aspect a noter lors de cette phase post-analytique est la détermination de la
sensibilité. Lors de la recherche de LAIP, cette valeur évaluée par rapport aux moelles
controles est souvent inférieure au taux de significativité défini (10 ou 0.1%). La définition
d’'une zone indéterminée comprise entre ces deux seuils rendant une MRD détectable mais
de signification indéterminée pourrait étre possible au laboratoire du CHU de Limoges (Figure
70). 36.38

Figure 70. Seuil de significativité de la MRD par la stratégie LAIP38

L’acquisition de nouveaux échantillons médullaires d’individus exempts de toute hémopathie
mais présentant des situations physiologiques variées (inflammation, régénération...) est
indispensable, de méme que l'analyse d’échantillons de patients atteints de LAM. Cela afin
d’'incrémenter les connaissances des phénotypes médullaires physiologiques et pathologiques
et ainsi permettre une restriction de cette zone grise. Néanmoins, plusieurs difficultés sont
présentes : le recrutement d’échantillons médullaires de patients sains peut se révéler
compliqué au vu des indications de I'examen, ainsi que du geste invasif que représente la
ponction de moelle osseuse. Egalement, la présence de phénotypes aberrants sur les
myéloblastes normaux (expression anormale de CD15, CD11b, CD7 ou CD56) a des taux
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supérieurs au seuil de significativité établi, pouvant aller jusqu’a 0,43%% représente une des
limites de I'évaluation de la MRD par CMF.

L’expérience du biologiste est primordiale dans la détection de populations minoritaires au
diagnostic et surtout au suivi. Des contrbles de qualité de moelles saines ont été mis en place
par le groupe frangais ALFA-FILO afin d’'améliorer la détection de ces cellules. La mise en
place de CQ virtuel (diagnostic et points de suivis) ou le partage des données brutes de
cytométrie anonymisées serait également un plus d’une part pour les cas complexes, et d’autre
part dans un objectif de standardisation de l'interprétation.

V.4. Problématiques immunophénotypiques

Des LSC peuvent étre présentes sans exprimer de marqueurs aberrants. Leurs propriétés
morphométriques deviennent alors indispensables pour leur discrimination.*® La définition des
LSC via les paramétres FS et SS nécessitent cependant une grande expertise afin d’apprécier
la différence entre ces blastes et d’autres cellules mononucléées.

Bien que non observés parmi les échantillons analysés dans ce travail, des changements
immunophénotypiques entre le diagnostic et la rechute ont été rapportés dans 88 a 91% des
patients atteints de LAM. Ajoutée a cela, la présence de sous populations minoritaires lors du
suivi, non détectées lors du prélévement initial peuvent étre source d’erreur lors de I'évaluation
de la MRD par la stratégie LAIP.21:2248-%0 | g stratégie DfN, bien que moins sensible que les
stratégies LAIP et LSC, est donc indispensable a tous les points de suivi afin de détecter une
augmentation de la MRD due a un clone différent de celui du diagnostic. La présence de deux
aberrations phénotypiques permet également de diminuer le risque de non détection d’'une
rechute.

V.5. Comparaison biologie moléculaire — cytométrie en flux

Le manque de résultats est un frein a I'établissement d’'une conclusion concernant la
comparaison entre les techniques de cytométrie en flux et de biologie moléculaire. Cependant,
plusieurs points sont a noter :

e L’évaluation de la MRD par CMF peut étre rendue en moins de 24h, comparée aux
différentes techniques de BM pouvant nécessiter plusieurs jours.

e Selon les recommandations de I'ELN®, les patients présentant des mutations
moléculaires sur NPM1, ou des transcrits de fusions (RUNX1-RUNX1T1, CBFB-
MYH11 ou PML-RARA) doivent bénéficier d’'une évaluation moléculaire de leur
maladie résiduelle. Pour les autres, l'approche par cytométrie en flux est
recommandée. Au vu de nos premiers résultats, on remarque qu’au diagnostic, parmi
les patients suivis a la fois par WT1 et par cytométrie, 'immunophénotypage semble
plus informatif que la technique de biologie moléculaire.

o Dans I'ensemble, les seuils de sensibilité des approches moléculaires sont meilleurs
que ceux déterminés a I'aide des techniques de cytométrie.
V.6. Problématiques financiéres

Le changement de panel pour les LAM a induit une hausse des dépenses de par
'augmentation de la quantité d’anticorps distribués lors du diagnostic, mais aussi de I'analyse
des différents points de suivi, non effectuée jusqu’alors.
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V.7. Problématiques informatiques

Enfin, la sensibilité de I'analyse étant intrinséquement liée aux nombres d’évenements acquis,
la taille d’'un seul fichier FCS issu du cytométre est élevée (un fichier représente I'analyse d’'un
tube). Ajouté a cela le nombre de tubes techniqués par point de suivi ainsi que les six moelles
contrbles (trois tubes chacune), un fichier patient peut contenir de 22 fichiers FCS pour le
diagnostic (4 pour le patient, 18 pour les moelles contrdles) a plus de 30 pour les suivis (2
fichiers FCS minimum par point de MRD) représentant jusqu'a 1Go de données. Les
ordinateurs disponibles au laboratoire ne permettent pas de retraiter aisément tant de données
a I'aide du logiciel Kaluza®. L’analyse post-analytique est donc longue et fastidieuse pouvant
représenter jusqu’a une demi-journée compléte pour un point de suivi.

V.8. Revue des données

Dans le cadre des protocoles BIG et ALFA-1200, les données de MRD évaluées par cytométrie
en flux ainsi que par biologie moléculaire issues des différents centres participants vont étre
collectées puis analysées a I'échelle nationale.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons mis au point un nouveau panel de cytomeétrie en
flux utilisé dans le cadre du diagnostic et du suivi des leucémies aigiies myéloides. En
paralléle, les protocoles nationaux d’évaluation de la maladie résiduelle minimale des
études BIG et ALFA-1200 ont été adaptés au laboratoire du CHU Limoges. Ce travail
a été effectué en suivant les recommandations du groupe ALFA-FILO dans l'optique
d’'une harmonisation globale des techniques de cytométrie en flux.

Malgré les difficultés techniques rencontrées, liées en grande partie a la mise en place
d’'un nouveau panel ainsi que d’'un nouveau protocole, les résultats obtenus confirment
l'importance de la cytométrie en flux dans le diagnostic et le suivi des leucémies aigles
myéloides. Le nombre de patient inclus n’étant pas suffisamment élevé, il est difficile
de conclure quant a la place des techniques immunophénotypiques dans I'évaluation
de la maladie résiduelle minimale. Toutefois, il semble se dégager que, bien qu’étant
moins sensible que certaines approches moléculaires, les différentes stratégies de
suivi de la MRD par cytométrie en flux semblent s’adapter a un plus grand nombre de
patient.

L’approche immunophénotypique de la maladie résiduelle dans les LAM présente de
nombreuses difficultés. L’'une d’entre elles est la subjectivité dont fait preuve le
cytométriste lors de la détermination des populations cibles. Malgré I'action de deux
opérateurs différents dans notre travail, il est compliqué d’étre a la fois sensible et
spécifique lors de la sélection des populations. Un travail sur la cytométrie non
supervisée apparait dés lors intéressant, voire indispensable.
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Annexe 1. Anticorps utilisés

Anticorps CLONE Volume | Tube 1 Tube2 Tube3 autre tube
CD10 AA700 ALB1 Sul X
CD117 BV421 104D2 5ul X X X
CD11b PC7 Bearl Sul X
CD123 PC5.5 SSDCLY107D2 5ul X
CD13 PE SJ1D1 10ul X
CD13 PE SJ1D1 Sul X
CD14 AA750 RMO52 5ul X
CD15 FITC S5ul X
CD16 PB 3G8 Sul X
CD19 AA750 J3-119 Sul X
CD19 ECD J3119 Sul X
CD2 PE 39C1,5 Sul X
CD2 PE 39C1.5 Sul X
CD22 PE Cy5.5 $J10.1H11 Sul X
CD24 APC ALB9 Sul X
CD3 PE Cy7 UCHT1 Sul X
CD33 PC5.5 D3HL60.251 Sul X X
CD34 APC 581 Sul X X X
CD36 AA700 FA6,152 Sul X X
CD38 PC7 HB7 10pl X X
CD4 PE 13B8 2 5ul X
CD45 Krome Orange J33 Sul X X X
CDA45 ECD 133 Sul X
CD45 RA APC H7 HI100 Sul X
CD56 FITC NCAM16,2 ioul X X
CD56 PE Cy7 N901[NKH-1] Sul X
CD64 A750 22 S5ul X
CD64 PC7 22 S5ul X
CD65 FITC 88H7 Sul X
CD7 A700 8H8.1 Sul X
CD7 FITC 8H8.1 10ul X
CD79a PC5.5 HM47.1.1 Sul X
CD90 FITC F15-42-1-5 10ul X
CD97 PE VIM3b 25 X
CLL1 PE (CD371) 50C1 2.5 X
HLADR ECD Immu-357 Sul X X
MPO FITC MPO-7 Sul X
TIM3 PE (CD366) 7D3 2.5 X
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Annexe 2. Aide a la validation : « images » de moelles contréles

e Tube 1

Tube 1

Moelle contréle 1

Tube 1

Moelle contrble 2
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e Tube 3
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Tube 3
Moelle controle 5

Tube 3
Moelle contrbéle 6
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Annexe 3. Evaluation nouveau panel par rapport a 'ancien
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Annexe 4. Script « R » moelles contréles

S S e R POOL MOELLE NORMALE  ##t#H it
HEHAHAHHAHHF AR A TUBE 1 #HAHHFHAHHH A
library(flowCore)

## setwd A CHANGER --> dossier de travail

setwd("C:/Users/CMF/Documents/MRD LAM/LMD_Rangés/Moelles Normales/TUBE_1")

## Lecture des fichiers LMD. Le tl _noncomp sert a avoir les noms exacts des marqueurs mais ATTENTION, ils ne sont pas
dans le méme ordre pour les fichiers compensés et non compensés. Ils doivent étre recopiés manuellement.

t1_comp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 2)
t1_noncomp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 1)

## Attribution des noms de marqueurs

name<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","FL1 INT LIN","FL2 INT LIN","FL3 INT LIN",
"FL4 INT LIN","FL5 INT LIN","FL6 INT LIN","FL7 INT LIN","FL8 INT LIN","FL9 INT LIN","FL1© INT LIN","TIME")

## S’il n'y a qu'une moelle normale, mettre un # devant les lignes 2 et 3

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name # Si une seule MN garder cette ligne

t1l_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@parameters@datal[["name"]]<-name

t1l_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@parameters@datal[["name"]]<-name

marqueurs<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","CD7 +/- 56 FITC","CD13 PE",

"HLA DR ECD","CD33 PC5.5","CD38 PC7","CD34 APC","CD1@ A700","CD19 A750","CD117 PB","CD45 KO","TIME")
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs # Idem si une seule MN
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T1.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs




# Pour avoir une idée du graphique en 45/SS enlever les #

#plot(log(tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#plot(log(tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#plot(log(tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3_T1.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

## On enleve les SS fort : supprime tous les événements avec un signal SS > 600 000 (cf plot ci-dessus)

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1_T1.LMD"]]@exprs<-
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1_T1.LMD"]]@exprs[tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1_T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs<-
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T1.LMD"]]@exprs<-
t1_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3_T1.LMD"]]@exprs[tl_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3_T1.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

## on exporte la/les moelle/s indépendamment : elles auront toutes le méme nom mais auront un chiffre devant pour les
distinguer. Et elle conserve le nom du patient dans Kaluza au besoin.

write.flowSet(tl_comp, outdir = "SINGLES", filename = "MN_SSlow _singles T1") # le outdir permet de fixer le dossier
# d'écriture final

HHHAHAHHAHH AR A H TUBE 2 #H#HHHHAEHH A R

## Script valable pour 3 moelles témoins a 16 parametres
library(flowCore)
setwd("C:/Users/CMF/Documents/MRD LAM/LMD_Rangés/Moelles Normales/TUBE_2")
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## Lecture des fichiers LMD. Le t2_noncomp sert a avoir les noms exacts des marqueurs mais ATTENTION, ils ne sont pas
## dans le méme ordre pour les fichiers compensés et non compensés. Ils doivent étre recopiés manuellement.
t2_comp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 2)

t2_noncomp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 1)

## attribution des noms et description des marqueurs

name<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","FL1 INT LIN","FL2 INT LIN","FL3 INT LIN",
"FL4 INT LIN","FL5 INT LIN","FL6 INT LIN","FL7 INT LIN","FL8 INT LIN","FL9 INT LIN","FL1© INT LIN","TIME")

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T2.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T2.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T2.LMD"]]@parameters@data[["“name"]]<-name

marqueurs<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","CD90 FITC","Mix PE","CD19 ECD",
"CD123 PC5.5","CD38 PC7","CD34 APC","CD36 A700","CD45RA A750","CD117 PB","CD45 KO","TIME")
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T2.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2 T2.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T2.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs

## Plot si besoin

#tplot(log(t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T2.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1_T2.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#plot(log(t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 _T2.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t2_comp@frames[["MOELLE_N singles 2 T2.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#tplot(log(t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T2.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T2.LMD"]]@exprs[1:100000,5])
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## On enleve les SS fort :

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T2.LMD"]]@exprs<-
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T2.LMD"]]@exprs[t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T2.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T2.LMD"]]@exprs<-
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T2.LMD"]]@exprs[t2_comp@frames[[ "MOELLE_N_singles 2 T2.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T2.LMD"]]@exprs<-
t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3_T2.LMD"]]@exprs[t2_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3_T2.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

## on exporte les moelles indépendamment :

write.flowSet(t2_comp, outdir = "SINGLES", filename = "MN_SSlow_singles T2")

PR A A . TUBE 3 SR o R A T A T A
library(flowCore)
setwd("C:/Users/CMF/Documents/MRD LAM/LMD_Rangés/Moelles Normales/TUBE_3")

## Lecture des fichiers LMD. Le t3_noncomp sert a avoir les noms exacts des marqueurs mais ATTENTION, ils ne sont pas
## dans le méme ordre pour les fichiers compensés et non compensés. Ils doivent étre recopiés manuellement.
t3_comp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 2)

t3_noncomp<-read.flowSet(path = "SINGLES", pattern = ".LMD",dataset = 1)

name<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","FL1 INT LIN","FL2 INT LIN","FL3 INT LIN",
"FL4 INT LIN","FL5 INT LIN","FL6 INT LIN","FL7 INT LIN","FL8 INT LIN","FL9 INT LIN","FL1© INT LIN","TIME")

t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T3.LMD"]]@parameters@datal[["name"]]<-name

t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T3.LMD"]]@parameters@datal[["name"]]<-name

t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T3.LMD"]]@parameters@data[["name"]]<-name
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marqueurs<-c("FS PEAK LIN","FS INT LIN","FS TOF LIN","SS PEAK LIN","SS INT LIN","CD65 FITC","CD4 PE","HLA DR ECD",
"CD33 PC5.5","CD11b PC7","CD34 APC","CD36 A700","CD14 A750","CD117 PB","CD45 KO","TIME")
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T3.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T3.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T3.LMD"]]@parameters@data[["desc"]]<-marqueurs

#plot(log(t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#tplot(log(t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 2 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

#plot(log(t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,15]),
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T3.LMD"]]@exprs[1:100000,5])

## On enleve les SS fort :
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T3.LMD"]]@exprs<-
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_1 T3.LMD"]]@exprs[t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 1 T3.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2_T3.LMD"]]@exprs<-
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2_T3.LMD"]]@exprs[t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_2_T3.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles 3 T3.LMD"]]@exprs<-
t3_comp@frames[["MOELLE_N_singles_3 T3.LMD"]]@exprs[t3_comp@frames[[ "MOELLE_N_singles 3 T3.LMD"]]@exprs[,5]<600000, ]

## on exporte les moelles :

write.flowSet(t3_comp, outdir = "SINGLES", filename = "MN_SSlow_singles_T3")
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais
aussi les régles de I'honneur, de la probité et du désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et
sa dignité humaine, de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état
pour corrompre les mceurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’'opprobre et méprisé de mes confreres, si j'y manque.
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Mise en place de I’évaluation de la maladie résiduelle dans les leucémies aigués
myéloides par technique de cytométrie en flux au laboratoire d’hématologie du CHU de
Limoges

Pour les patients atteints de leucémie aigie myéloide (LAM), le statut de la maladie résiduelle
minimale (MRD) est capital pour le pronostic et le traitement. Utilisée comme outil diagnostic
au laboratoire d’hématologie du CHU de Limoges, la cytométrie en flux (CMF) permet
également I'évaluation de la MRD de fagon rapide et sensible. L’adaptation de cette technique
a nécessité 'application d’un nouveau panel de cytométrie basé sur les recommandations
nationale et européenne. Deux approches d’évaluation de la MRD ont été mises en place au
cours de ce travail. La premiére stratégie est basée sur la recherche de cellules blastiques
exprimant un phénotype immunologique aberrant associé a la leucémie (LAIP) tandis que la
seconde consiste a évaluer le taux de cellules souches leucémiques (LSC). Celles-ci partagent
la méme base phénotypique que les cellules souches hématopoiétiques physiologiques
(CD34+ CD38-) associée a un ou des marqueurs aberrants.

L’évaluation de la MRD a été réalisée chez 26 patients par cytométrie en flux, combinant les
stratégies LAIP et LSC, et comparés aux techniques de biologie moléculaire (surexpression
de WT1, mutation de NPM1, recherche de transcrit AML1-ETO) lorsque cela était possible.
Les résultats obtenus confirment I'importance de la cytométrie en flux dans I'évaluation de la
MRD chez les patients ne présentant pas d’anomalies moléculaires de type CBF, NPM muté
ou PML RARA.

Mots-clés : Maladie résiduelle minimale ; Cytométrie en flux ; Leucémie Aigtie Myéloide ;
LAIP ; LSC

Establishment of the residual disease evaluation in acute myeloid leukemias by
multiparameter flow cytometry in the hematology laboratory of Limoges University
Hospital

Minimal residual disease (MRD) status evaluation for patients with acute myeloid leukemia
(AML) is critical for prognosis and treatment. Used as a diagnostic tool in the hematology
laboratory of Limoges University Hospital, multiparameter flow cytometry (MFC) also allows
quick and sensitive evaluation of MRD. To adapt this technique we design a new cytometry
panel based on national and European recommendations. Two approaches to MRD evaluation
were implemented during this work. The first strategy is based on the search for blast cells
expressing a leukemia associated immunophenotype (LAIP) characterized by the presence of
an aberrant phenotype. The second is to evaluate the rate of leukemia stem cell (LSC). These
share the same phenotypic basis as physiological hematopoietic stem cells (CD34 + CD38-)
associated with one or more aberrant markers.

MRD evaluation was performed in 26 patients by flow cytometry, combining LAIP and LSC
strategies, as well as molecular biology techniques (WT1 overexpression, NPM1 mutation,
AML1-ETO transcript search) when it was possible. The results obtained confirmed the
importance of flow cytometry in the evaluation of MRD in patients without molecular
abnormalities like CBF, NPM1 mutated, or PML RARA.

Keywords : Minimal Residual Disease ; Multiparameter Flow Cytometry ; Acute Myeloid
Leukemia ; LAIP ; LSC



