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Liste des abréviations

BFU

CcD

CTi

CFU

CMF

CSH

CsL

DfN

ELN

FAB

FSC

FISH

HSPC

LAL

LAM

LAIP

MRD

oms

PCM

PCR

PEM

PGM

PL

Burst forming unity

Cluster de différenciation

Chimiothérapie intensive

Colony forming unity

Cytométrie en flux

Cellule souche hématopoiétique

Cellule souche leucémique

Different from Normal

European LeukemiaNet
Franco-américain-britannique

Forward scatter

Hybridation in situ en fluorescence
Hematopoietic Stem and Progenitor Cells
Leucémie aigué lymphoblastique
Leucémie aigué myéloide

Leukemia Associated Immunophenotype
Maladie résiduelle mesurable
Organisation mondiale de la santé
Progéniteur commun myéloide

Réaction en chaine par polymérase
Progéniteur érythro-mégacaryocytaire
Progéniteur granulo-monocytaire

Progéniteur lymphoide
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PMLM

MK

NGS

NK

SSC

Progéniteur multipotent lympho-myéloide
Mégacaryocyte

Next Generation Sequencing

Natural killer

Side Scatter
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l. Introduction

Les leucémies aigués myéloides constituent un ensemble d’hémopathies caractérisé par une
prolifération de cellules malignes appelées blastes. Leurs origines diverses au sein de I’hématopoiése
entrainent une grande hétérogénéité cytologique, phénotypique, moléculaire et méme d’expression
clinique. Ces pathologies touchent principalement le sujet dgé et leur incidence est en constante

augmentation. De plus elles sont caractérisées par une létalité importante.

La gestion de la maladie est donc indispensable afin d’augmenter les chances de survie des patients et
de diminuer la mortalité. Pour cela, en plus de la cytologie, la Measurable Residual Disease ou Maladie
résiduelle mesurable (MRD) a fait son apparition et est indispensable a I’heure actuelle. La biologie
moléculaire avec les techniques de PCR et de NGS est la référence en MRD des LAM. La cytométrie en
flux est trés utilisée dans d’autres hémopathies malignes mais I’'hétérogénéité des leucémies aigués

myéloides en fait une technique compliquée a standardiser.

Dans une volonté d’homogénéisation dans le suivi par cytométrie en flux de nouveaux logiciels de
calcul et d’interprétation ont fait leur apparition. Ces programmes d’intelligence artificielle permettent
une visualisation simplifiée en deux dimensions d’'un ensemble conséquent de données représenté
dans de nombreuses dimensions non compréhensible par le cerveau humain. Dans cette étude nous
utilisons le logiciel FlowSOM pour réaliser le calcul de la maladie résiduelle chez les patients porteur

de LAM.

Les données récoltées via I'utilisation de deux panels de marqueurs puis interprétées via FlowSOM
nous ont permis de les comparer rétrospectivement aux données cliniques, moléculaires et génétiques
pour chaque patient. Ces informations nous ont permis d’établir le calcul de la MRD par méthode

multivarié, ce qui n’a jusqu’alors pas été réalisé pour les LAM.
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II. Hématopoiese

A. Hématopoiese et lignées

L’'hématopoiese est le phénoméne physiologique permettant la production des différentes lignées
cellulaires sanguines. La moelle osseuse est son point de départ exclusif a partir de la naissance. Chez

I’embryon et le feetus elle connait différents lieux de production comme le sac vitellin ou le foie foetal.

(1) (2)

L’origine de toutes nos cellules sanguines est la cellule souche hématopoiétique (CSH). Elle permet de
donner naissance a I'ensemble des lignées, et ce durant toute la vie de I'individu grace a une faculté
d’auto-renouvélement quasi illimitée, de multipotence et de prolifération. Cette cellule souche va
évoluer et se différencier au fur et a mesure, en passant du stade de progéniteur multipotent au stade
de précurseur spécifique d’une lignée. La capacité d’auto-renouvélement et la différenciation évoluent

logiquement dans le sens opposé.

L'entrée en différenciation par la cellule souche se caractérise par la perte de ses propriétés de
multipotence pour donner un progéniteur multipotent lympho-myéloide (PMLM). A partir de ce stade,
deux voies se distinguent : la lymphopoiése (via le progéniteur lymphoide PL) et la myélopoiése (via le

progéniteur commun myéloide PCM, Figure 1).

Nous allons rapidement définir la premiere qui n’est pas en rapport avec le sujet traité ici et qu’il n’est
pas nécessaire de développer. La lymphopoiese permet la production des lymphocytes B et des
plasmocytes, des cellules NK et des lymphocytes T a partir de trois progéniteurs issus du progéniteur
lymphoide. La différenciation se fera ensuite dans différents organes comme les organes lymphoides

secondaires et le thymus.

La myélopoiese quant a elle nous intéresse particulierement car les lignées qui la constituent, sont
aussi celles qui vont étre impliquées dans les Leucémies Aigués Myéloides (LAM). Le progéniteur
commun myéloide donne naissance au progéniteur érythromégacaryocytaire (PEM) et au progéniteur
granulomonocytaire (PGM) qui vont eux-mémes se différencier dans des types cellulaires

distincts (Figure 1) :

- le PEM est a I'origine du précurseur érythroblastique ou Burst forming unit-erythroid (BFU-E)

et du précurseur mégacaryocytaire ou Colony forming unit-megakaryoblastic (CFU-MK) ;
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- le PGM donne le précurseur granulocytaire ou Colony forming unit-granulocyte (CGU-G) et le
précurseur monocytaire ou Colony forming unit-monocyt/macrophage (CFU-M). C’est a partir
de ces cellules que I'engagement unipotent se fait, aboutissant aux premieres cellules
reconnaissables cytologiquement lors de I'observation des frottis médullaires ou des frottis

sanguins. (3)
On parle alors de :

- Erythropoiése pour le BFU-E

- Mégacaryopoiése pour le CFU-MK

- Granulopoiése pour le CFU-G

- Monocytopoiese (ainsi que macrophages et cellules dendritiques) pour le CFU-M

Toutes les voies principales de ces lignées sont détaillées ci-aprés. D’autres voies transversales

existent, et des découvertes a ce sujet fleurissent encore ces derniéres années.

Figure 1 : Etapes de I'hnématopoiése jusqu'aux progéniteurs.

CSH : Cellule Souche Hématopoiétique, PMLM : Progéniteur multipotent lympho-myéloide, PL : Progéniteur lymphoide,
PCM : Progéniteur commun myéloide, PGM : Progéniteur granulo-monocytaire, PEM : Progéniteur érythro-
meégacaryocytaire, BFU-E : Burst forming unit-erythroid, CFU-MK : Colony forming unit-megakaryoblastic, CFU-G : Colony
forming unit-granulocyte, CFU-M : Colony forming unit-monocyt/macrophage.
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1. Erythropoiése

Aprés une nouvelle étape de maturation permettant le passage du BFU-E au CFU-E, la stimulation par
divers facteurs de croissances, comme I’érythropoiétine (EPO) par exemple, permet la différenciation
en précurseur appelé proérythroblaste (Figure 2). A partir de ce stade, I'expression du récepteur a
I’'EPO diminue et la formation d’héme et de globine se met en place. Par une succession de mitoses,
ce proérythroblaste va évoluer vers Iérythroblaste basophile, puis en érythroblaste
polychromatophile, puis en érythroblaste acidophile. A ce stade la cellule subit une maturation
cytoplasmique ainsi qu’une énucléation permettant la formation du réticulocyte. Ce dernier passe

dans la circulation et donne un érythrocyte mature en 24h a 48h, point final de I’érythropoiése. (4)

Figure 2 : Etapes de I'érythropoiése.

La formation de 200 milliards de globules rouges se fait a partir des BFU-E.

2. Mégacaryopoiése

Sous I'action de la thrombopoiétine (TPO), le progéniteur CFU-MK apreés plusieurs divisions cellulaires,
donne naissance au précurseur appelé mégacaryoblaste (Figure 3). A ce stade un processus
caractéristique de cette lignée qu’on appelle endomitose se produit et induit une polyploidie de ces
cellules. En effet la capacité de réplication du matériel génétique est maintenue mais celle de division
cellulaire est perdue. Au cours de cette évolution la lignée passe par différents stades de maturation,
le mégacaryoblaste évoluant vers le mégacaryocyte basophile, puis granuleux, puis plaguettogene.

C’est ce dernier qui permet la formation de plaquettes par fragmentation cytoplasmique. (5)
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Figure 3 : Etapes de la mégacaryopoiése.

Les plaquettes correspondent a la fragmentation d’expansions cytoplasmiques des mégacaryocytes au travers des fenétres
des capillaires sinusoides de la vascularisation médullaire.

3. Granulopoiése

La granulopoiese neutrophile est le processus permettant d’obtenir les polynucléaires neutrophiles
(Figure 4). Elle est dépendante de facteurs de transcription comme CEBPA et PU.1 (expression du
premier et diminution du second) et de cytokines telles que le G-CSF. Cette différenciation passe par

différents précurseurs que sont le myéloblaste, le promyélocyte, le myélocyte et le métamyélocyte.

(6)

La lignée granuleuse acidophile débute a partir du PGM ou du CFU-G et est majoritairement sous la
dépendance d’une interleukine appelée IL-5. Elle va ensuite passer par des étapes similaires a la lignée
neutrophile, a savoir le promyélocyte éosinophile, le myélocyte éosinophile, le métamyélocyte

éosinophile et pour terminer par le polynucléaire éosinophile. (7)

La granulopoiese basophile se fait avec un mécanisme identique a la granulopoiéese acidophile, mais
avec une interleukine différente : IL-4. On retrouve a nouveau le promyélocyte basophile, le myélocyte

basophile, le métamyélocyte basophile qui aboutit a un polynucléaire basophile mature. (8)

Figure 4 : Etapes de la granulopoiése.
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4. Monocytopoiése

A l'inverse de la granulopoiése, on retrouve une augmentation de |'expression du facteur de
transcription PU.1 et une diminution de CEBPA. Ses précurseurs sont le monoblaste et le promonocyte
(Figure 5) avant d’arriver au monocyte mature qui va soit aller dans la circulation sanguine, soit rester

dans la moelle ou migrer dans les tissus en se différenciant en macrophage. (9)

Figure 5 : Etapes de la monocytopoiése.
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lll. Leucémies Aigués Myéloides

A. Définition et diagnostic

Les leucémies aigués (LA) sont des néoplasies du tissu hématopoiétique, a classer dans les pathologies
cancéreuses. Elles forment un ensemble d’hémopathies malignes d’expressions clinico-biologiques
différentes. Elles sont caractérisées par I'expansion clonale dans la moelle osseuse et le sang de
précurseurs des cellules sanguines bloqués a un stade précoce de leur différenciation qu’on

appelle communément « blaste ». (10)
On en distingue deux types :

- Leucémies Aigués Myéloides (LAM)

- Leucémies Aigués Lymphoblastiques (LAL)

Comme pour la lymphopoiése nous allons mettre de coté les LAL dans ce travail pour nous intéresser
uniguement aux LAM. Elles constituent un groupe trés hétérogene de pathologies agressives. Les
blastes retrouvés dans ces hémopathies dérivent des lignées myéloides évoquées lors du chapitre
précédent. On les qualifie d’aigués car sans prise en charge les signes cliniques et biologiques sont

évolutifs et conduisent rapidement au déces (médiane de survie 7-28 semaines). (11)

B. Epidémiologie

Parmi les leucémies aigués de I'adulte, la LAM est la plus représentée avec 80% des cas contre 20%

des LAL.

Les LAM touchent majoritairement les sujets agés avec une médiane de survenue établie a 71 ans (69
pour I’lhomme et 72 chez la femme). Avant 40 ans, l'incidence est relativement faible avec environ 1,3
nouveaux cas pour 100 000 personnes-années puis augmente avec I'dge. En revanche pour des
personnes agées de 85 ans, I'incidence atteint 30 pour 100 000 personnes-années chez les hommes et
19 pour 100 000 personnes-années chez les femmes. Sur I'ensemble des cas le sex-ratio est de 1,35.

(12) (13)

En France, l'incidence était de 3428 nouveaux cas pour I'année 2018 et en constante augmentation

depuis I'observation par le réseau Francim (Figure 6). (13)
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Figure 6 : Evolution du taux d'incidence des LAM selon les tranches d'dge au cours du temps.

C. Etiologies et facteurs de risque

1. Leucémogénése

Les LAM possedent une architecture similaire a I’'hématopoiese normale et prennent leur origine de
ce qu’on appelle a I'heure actuelle la cellule souche leucémique (Leukemia Stem Cell ou CSL) mise en
évidence en 1997 (14). Elles proviennent des CSH ou des progéniteurs plus différenciés ayant subi une
accumulation d’anomalies génétiques (Figure 7). Ces modifications sont le produit de différents
facteurs : mécanismes génétiques héréditaires, mutations de novo via des facteurs de risque (voir

chapitre suivant), recombinaisons lors de la division cellulaire physiologique.

Figure 7 : Modéle de la clonalité dans une LAM avec émergence d'un second clone (des le diagnostic ou a la rechute).
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Ces CSL possedent les mémes capacités que les CSH, c’est-a-dire la capacité d’auto-renouvelement, de
prolifération et de différenciation. Elles vont donner naissance aux blastes qui sont des précurseurs
bloqués a un stade précoce de leur différenciation, mais un petit contingent va éventuellement

pouvoir évoluer telle une hématopoiese normale.

2. Facteurs de risque

Certains facteurs favorisants sont actuellement bien identifiés (15) :

Chimiothérapies antinéoplasiques : agents alkylants, inhibiteurs de topoisomérase Il, dérivés

de platine, taxanes, antimétabolites

- Facteurs génétiques : des anomalies chromosomiques constitutionnelles comme la trisomie
21, le déficit de p53 dans le syndrome de Li-Fraumeni, ou les déficits immunitaires constitutifs

comme |’ataxie-télangiectasie
- Exposition aux radiations ionisantes thérapeutiques ou non
- Exposition aux toxiques et aux hydrocarbures benzéniques

- Autres hémopathies tels que les syndromes myéloprolifératifs

D. Physiopathologie des signes clinico-biologiques (16)
1. Prolifération des blastes

Les LAM étant des néoplasies elles entrainent parfois un syndrome tumoral liés aux localisations extra-

médullaires de la maladie, mais ces symptomes sont plus spécifiques des LAL.
Cependant certains signes peuvent apparaitre plus fréquemment dans les LAM :

- Localisations méningées induisant céphalées et paralysies des nerfs craniens.

- Localisation cutanée exprimée sous différentes formes (papules ou nodules, érythrodermie)

appelées leucémides.

- Gingivites hypertrophiques.
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- Hyperleucocytose majeure (>100G/L). Retrouvée dans les LAM hyperleucocytaires, elle peut
provoquer des signes cliniques du fait de la leucostase. Ce sont des amas de blastes qui
provoquent des ralentissements de la circulation sanguine, par exemple dans les capillaires
pulmonaires ou ils entrainent hypoxie et détresse respiratoire, ou dans les capillaires

cérébraux ce qui donnent des troubles de la conscience ou encore un coma et des convulsions.

2. Impact sur les autres lignées hématopoiétiques

La prolifération médullaire des blastes entraine un épuisement des autres lignées car elle empéche
leur développement normal en prenant la place qui leur est normalement dédiées dans la moelle
osseuse. Cela a pour conséquence directe la présence d’anomalies de ’lhémogramme (qui n’est jamais
normal) et un retentissement sur la clinique du patient. Ces signes sont d’ailleurs souvent le premier

point d’appel :
- Anémie = Syndrome anémique avec asthénie, dyspnée, paleur cutanéo-mugqueuse, vertiges,
tachycardie, etc.

- Thrombopénie & Syndrome hémorragique cutanéo-mugueux comme un purpura ou
extériorisées. Cela peut étre majoré pour un phénoméne de coagulation intravasculaire

disséminée (CIVD) retrouvé en particulier dans les LAM promyélocytaires (voir classification).

- Neutropénie = Syndrome infectieux sans caractére clinique spécifique, fiévre résistante aux

antibiotiques, sepsis grave ou infection de la sphere ORL.

E. Diagnostic

1. Découverte et signes cliniques (16)

Comme énoncé précédemment la clinique est le retentissement de la prolifération et de la circulation
des blastes myéloides. Celle-ci oriente vers la réalisation d’'un hémogramme permettant d’évaluer la

profondeur des cytopénies causant les trois syndromes principaux et d’identifier les blastes sanguins.
Les signes de localisations secondaires sont moins régulierement un point d’appel pour le clinicien.

Il est également classiquement retrouvé une altération de I'état général avec trois signes majeurs que

sont la fatigue, I'anorexie et la perte de poids.
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2. Diagnostic biologique

a) Hémogramme (16)

La numération formule sanguine est réalisée par un automate. Une ou plusieurs cytopénies, voir une

pancytopénie, sont retrouvées :

- Anémie de fagon quasi-constante, normocytaire, arégénérative et parfois profonde.
- Thrombopénie fréquente, également parfois profonde
- Leucopénie ou hyperleucocytose selon le type de LAM

- Neutropénie voire agranulocytose

Ces anomalies entrainent la réalisation d’un frottis sanguin afin de repérer la présence potentielle de
blastes et fait intervenir I'expertise du cytologiste. D’autres éléments comme les graphiques de la
formule sanguine obtenus par les automates de routine peut également attirer I'attention du

biologiste.

b) Cytologie

Elle est faite grace a un frottis sanguin sur une lame. C’est a ce moment que le diagnostic peut étre
posé. Le diagnostic de leucémie aigué est établi dans le sang lorsque 20% de blastes sont retrouvés.

Que ce pourcentage soit atteint ou non un myélogramme doit étre réalisé.
Un blaste posséde plusieurs caractéristiques morphologiques :

- De plus ou moins grande taille selon le type de LA, mais souvent grand dans le cadre des LAM

Rapport nucléo/cytoplasmique élevé

- Chromatine fine avec présence ou non d’un nucléole

Cytoplasme hyperbasophile

Les différences morphologiques des LAM peuvent s’expliquer par le type de précurseur bloqué dans

sa maturation, par exemple entre un précurseur granulocytaire ou un précurseur monocytaire.
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Une premiere orientation vers I'origine myéloide de la leucémie peut étre évoquée grace a différents
traits spécifiques comme la présence de granulations (voir de corps ou de batonnets d’Auer) dans le

cytoplasme ou des signes de dysplasie sur les lignées myéloides par exemple.

Il est également important de souligner que les myéloblastes, les monoblastes, les promonocytes et

les mégacaryoblastes doivent étre comptabilisé en blastes.

c) Myélogramme

Sa réalisation se fait a partir d’une ponction médullaire sternale ou iliaque puis étalée en frottis sur
une lame. Il est indispensable. C’est I'élément clef du diagnostic (si les 20% dans le sang ne sont pas
atteints) afin d’évaluer l'infiltration blastique médullaire et de classifier I’'hémopathie. Le seuil
diagnostique est toujours fixé a un taux de blastes de 20% des éléments du compartiment médullaire
(17). Sont exemptées de ce seuil les LAM avec translocation équilibrée, c’est-a-dire les t(15;17),

t(8 ;21), inv(16) ou t(16 ;16) dont la seule présence permet de faire le diagnostic de LAM.

Comme expliqué en 111.D.2., les blastes occupent la place des autres cellules. Par conséquent, les
lignées myéloide, érythroblastique et mégacaryocytaire médullaire peuvent paraitre hypoplasiques,

avec une richesse en blastes pouvant aller jusqu’a 100%.

d) Cytométrie en flux (CMF)

C’est le second niveau d’identification des blastes et est impératif. Cette analyse est fortement
recommandée. Elle peut étre réalisée sur sang mais préférentiellement sur prélevement médullaire.
La rapidité de rendu des résultats permet également une prise en charge rapide avant d’avoir les

résultats d’analyses plus longues comme la cytogénétique et la biologie moléculaire.

Le principe de cytométrie en flux ainsi que tous les marqueurs utilisés pour I'immunophénotypage sont

détaillés dans la partie IV.B.
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e) Cytogénétique

La cytogénétique est obligatoire pour toutes LAM. Un caryotype, permettant d’obtenir une image des
chromosomes sur au moins 20 mitoses, est réalisé en premiéere intention. Il sert d’abord a mettre en
évidence des anomalies chromosomiques qui permettent de classer les LAM et d’établir un pronostic

afin d’aider dans les choix de prise en charge thérapeutique.

L’hybridation in situ en fluorescence (FISH) est une option pour détecter des remaniements génétiques
lorsque la cytogénétique classique n’a pas donné de résultat probant. Dans les LAM a caryotype normal
(environ 40% des LAM), par exemple, une recherche des anomalies de KMT2A (anciennement MLL)
est indispensable ; dans les LAM de I'enfant, ce sont des anomalies de NUP98, ETV6 et GLIS2 qui sont
recherchées. Lorsque la cytologie est évocatrice d’anomalies particulieres comme la t(15;17), la
t(8 ;21) ou I'inv(16) mais que le caryotype est sans particularité il faut évoquer une anomalie cryptique

et rechercher respectivement les génes de fusion PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1 et CBF3-MYH11. (18)

f) Biologie moléculaire

La biologie moléculaire posséde, tout comme la cytogénétique, un réle majeur dans la classification et
le pronostic des LAM. Elle est également indispensable dans le suivi de la maladie résiduelle. Plusieurs
techniques sont utilisées comme la qRT-PCR (quantitative Reverse Transcriptase — Polymerase Chain
Reaction) et plus récemment le NGS (Next Generation Sequencing) permettant de balayer de

nombreux marqueurs dont les plus fréquemment mutés sont NPM1, FLT3, CEBPA, IDH1 et IDH2. (17)

De nouvelles thérapies ciblées se basent actuellement sur la présence de certaines mutations, ce qui

fait un argument de plus concernant son utilisation.

F. Classifications

1. Classification OMS

D’un point de vue historique, il faut d’abord évoquer la classification FAB (19), présentée en 1976, puis
révisée en 1985, elle a été longuement utilisée et I’est toujours en pratique courante au laboratoire du

fait de sa relative simplicité. Elle regroupe des caractéristiques cytologiques et cytochimiques.
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Elle est désormais complétée par la classification OMS (Tableau 1) depuis 2001, puis révisée en 2008
et en 2016 (20) (21). Cette derniere est plurifactorielle et regroupe des éléments morphologiques

cliniques, cytogénétiques et moléculaires. Elle permet de distinguer six entités principales (Tableau 1).

L’ancienne classification FAB est limitée, dans la nouvelle classification OMS, a la partie « AML, not

otherwhise specified ».

Tableau 1 : Classification OMS 2016 des LAM.

Types Genetic abnormalities
AML with recurrent genetic AML with t(8:21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1
abnormalities AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

APL with PML-RARA
AML with t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
AML with t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
AML with inv(3)(21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;426.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
AML with BCR-ABL1 (provisional entity)
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
AML with mutated RUNX1 (provisional entity)
AML with myelodysplasia- Complex karyotype 3 or more abnormalities balanced transclocations

related changes - t(5;10)

Unbalanced translocations :

- del(12p)/t(12p)
- idic(X)(q13)

- del(11q)

- -13/del(13q)

- i(17q)/t(17p)

- del(59)/t(5q)

- -7/del(7q)

Therapy-related myeloid

neoplasms
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AML, not otherwhise specified AML with minimal differentiation
AML without maturation
AML with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Acute erythroid leukemia
Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia Acute panmyelosis with myelofibrosis
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to  Transient abnormal myelopoiesis

Down syndrome ML associated with Down syndrome

2. Classification proposée par Lindsley et al. (22)

Dans cette publication (22), 3 groupes de LAM sont proposées selon leur ontogéneése clinique :

- Les LAM secondaires (SAML) a un syndrome myélodysplasique (SMD) ou une leucémie
myélomonocytaire chronique (LMMC).

- Les LAM développée suite a une thérapie leucémogénique (tAML) comme les
chimiothérapies listées en 111.C.2. et la radiothérapie.

- Les LAM sans exposition connue ou prodrome identifié (de novo AML)

Cependant cette classification est dépendante de la documentation. Et en étudiant ces profils d’un

point de vue mutationnel, trois catégories basées sur I'ontogénese génomique se distinguent :

- Les mutations de type secondaire dont les génes touchés sont SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2,

ASXL1, EZH2, BCOR et STAG2 connus dans les SMD (23). Elles sont retrouvées chez les

individus agés avec 4 mutations associées en moyenne.

- Les mutations de novo ou pan-AML représentées le plus spécifiquement par les mutations de

NPM1, les réarrangements de MLL/11q23 et de CBF. Ces derniéres sont retrouvées chez les

individus plus jeunes avec moins de mutations associées.
- La mutation du gene TP53 permettant la constitution d’un groupe caractérisé par un

caryotype complexe, avec trés peu de co-mutations et une survie trés courte.
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Le nombre de cas de sAML est estimée entre 10 et 30% de toutes les LAM diagnostiquées. Les tAML

représentent quant a elle 7 a 15%. (24)

G. Pronostic
Tableau 2 : Classification pronostique des LAM selon 'OMS 2016.
Pronostic-
Cytogenetic profile alone  Cytogenetic profile and molecular abnormalities
risk groupe
Favorable 1(8:21)(q22;922) 1(8:21)(q22;922) with no c-KIT mutation

Intermediate

Adverse

inv(16)(p13;1922)
t(15;17)(g22;q12)

CN-AML
t(9;11)(p22;923)

Cytogenetic abnormalities
not included in the
favorable or adverse

prognostic risk groups

inv(3)(q21926.2)
t(6;9)(p23;934)

11q abnormalities other
than t(9;11)

-5 ordel(5q)

-7

Complex karyotype

inv(16)(p13;1q922)

t(15;17)(922;912)

Mutated NPM1 without FLT3-ITD (CN-AML)
Mutated biallelic CEBPA (CN-AML)

t(8:21)(9q22;922) with mutated c-KIT
CN-AML other than those included in the favorable or adverse
prognostic group

t(9;11)(p22;923)

Cytogenetic abnormalities not included in the favorable or

adverse prognostic risk groups

TP53 mutation, regardless of cytogenetic profile
CN with FLT3-ITD

CN with DNMT3A

CN with KMT2A-PTD

inv(3)(q21926.2)

t(6;9)(p23;034)

119 abnormalities other than t(9;11)

- 5 or del(5q)

-7

Complex karyotype
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L'évaluation des facteurs pronostiques est fondamentale dans la prise en charge des LAM. Cela va
permettre au clinicien de se décider parmi les options thérapeutiques en sa possession ; c’est-a-dire
entre une chimiothérapie intensive, une greffe de cellules souches hématopoiétiques, une thérapie

ciblée, un agent hypométhylant ou une association de ces deux options.

Deux classifications pronostiques existent donc, WHO2016 (Tableau 2) (21) et ELN (Tableau 3) (17), et
s’appuient principalement sur la cytogénétique et la biologie moléculaire. Les différentes anomalies

génétiques permettent de stratifier les LAM en 3 groupes : favorable, intermédiaire et péjoratif.

La biologie moléculaire a permis d’affiner ces groupes et d’associer des mutations aux anomalies

génétiques connues.

Tableau 3 : Classification pronostique des LAM par I'ELN 2017.

Risk Category  Genetic Abnormality

Favorable 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.122) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Mutated NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD/o¥
Biallelic mutated CEBPA
Intermediate  Mutated NPM1 and FLT3-ITDhih
Wild type NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD"" (w/o adverse-risk genetic lesions)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or adverse
Adverse 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearranged
t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2,MECOM(EVI1)
-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)
Complex karyotype, monosomal karyotype
Wild type NPM1 and FLT3-ITDhigh
Mutated RUNX1
Mutated ASXL1
Mutated TP53
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Ces résultats sont évidemment a confronter aux critéres biologiques, cliniques et épidémiologiques
(Tableau 4). En France, la classification HAS (25) permet d’identifier les patients pour lesquels le

pronostic ne sera pas favorable avec des critéeres initiaux puis des critéres de réponse au traitement.

Tableau 4 : Facteurs de mauvais pronostic selon la HAS.

Facteurs de mauvais - Age>60ans

pronostic initiaux - Pathologie de pronostic péjoratif selon les classifications
- Evolution depuis un SMD ou SMP ou secondaire a une chimiothérapie
- Score de performance OMS > 2
- Comorbidités préexistantes : diabéte, maladie coronarienne, BPCO

- Hyperleucocytose initiale

Facteurs de mauvais - Absence d’obtention de la rémission compléte aprés une cure de
pronostic liés a la réponse chimiothérapie
aux traitement - MRD persistante en biologie moléculaire

H. Traitement

Lors de sa mise en place, deux objectifs sont essentiels : obtenir une rémission et éviter les rechutes.
Le traitement classique des patients en forme est une chimiothérapie associée a une greffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH) selon les facteurs pronostiques. D’autres alternatives existent et sont

discutées par la suite.

Tout d’abord la chimiothérapie se décompose en trois phases :

- La phase d’induction, subdivisée en 4 phases : la réduction blastique associant anthracycline
et cytarabine, I'aplasie liée au traitement, la régénération et la rémission. Elle a pour objectif

I’obtention d’une rémission complete définie selon les criteres de I'ELN (26) :

Présence de moins de 5% de blastes médullaires
Absence de blastes contentant des corps d’Auer
Absence de localisation extramédullaire

Indépendance transfusionnelle en globule rouge

PNN > 1 G/L

O O O o o o

Plaguettes > 100 G/L sur la NFS
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- Laphase de consolidation a pour objectif de prévenir une rechute. Elle débute donc lorsque la

rémission est compléte.

- Laphase d’entretien est plus souple et est réalisé en ambulatoire, elle n’est pas obligatoire, en

particulier lorsqu’il y a une greffe de CSH.

L'allogreffe peut intervenir selon le profil de risque génétique leucémique. Elle est utilisée en
particulier chez les patients atteints de LAM avec des pronostics sombres ou réfractaires aux autres
traitements. Elle fait suite a la phase de consolidation lorsque le patient est en rémission compléte,
apres un conditionnement cytoréducteur : une cure de chimiothérapie trés intensive induisant une
aplasie sévere. Les CSH greffées possedent un effet immunologique anti-leucémique contre les CSL.

(27)

DiNardo et Wei (28) proposent une revue (Figure 8) de l'utilisation des différentes chimiothérapies

selon la clinique du patient, la cible moléculaire, et les différentes phases de chimiothérapie.

Figure 8 : Utilisation des nouvelles molécules dans I'arsenal thérapeutique pour le traitement des LAM. (28)

GO : gemtuzumab ozogomycin, CPX-351 : cytarabine-daunorubicine, CC-486 : azacytidine oral, AZA : azacitidine, HMA :
agents hypométhylants, LDAC : cytarabine faible dose. *Pour les patients en rémission and non éligible pour une greffe de
CSH, le traitement de maintenance peut étre considéré pour les patients avec une mutation FLT3. **CC-486 peut étre une

option future pour la thérapie de maintenance des patients>55 ans en RC non éligible a la greffe de CSH.
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IV. Cytométrie en Flux
A. Définition

La CMF est utilisée pour mesurer (-métrie) et analyser un nombre conséquent de caractéristiques
cellulaires (-cyto) tout en les observant une a une via un liquide vecteur (flux). En ce qui nous concerne,
elle est réalisée a partir d’'une suspension de sang, de moelle ou de liquide d’épanchement afin
d’identifier les cellules pathologiques, les blastes, des cellules normales de I’'hématopoiéese. Ses plus
grands avantages, comparés aux autres méthodes d’étude des hémopathies sont sa vitesse d’analyse
et la quantité de cellules étudiées. Elle est donc un véritable complément de la cytologie et permet de

lever certaines incertitudes pergues au microscope par le cytologiste.

B. Principes

Un cytometre en flux est composé de 3 systemes (29) qui vont étre détaillés par la suite (Figure 9) :
- Systeme fluidique
- Systéme optique composé de lasers, de filtres optiques et de miroirs dichroiques

- Systeme informatique pour le traitement des données

Figure 9 : Schéma d’un cytométre par Life Technologies Corporation.
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1. Systeme fluidique

Dans le systeme fluidique de l'air pressurisé permet au « liquide de gaine » et a I"échantillon
préalablement traité pour les analyses ultérieures de se retrouver dans un seul et méme
compartiment, la chambre de flux, sans se mélanger grace a un écoulement laminaire et une
différence de densité entre I'échantillon et le liquide de gaine (Figure 10). Pour schématiser, cette
piece ressemble a un entonnoir qui va permettre I'alignement des cellules avant leur passage devant

le systéme optique.

air pressure

l air line
sheath line
U
sample line
. |

sheath reservoir

sample tube
flow cell |~

Figure 10 : lllustration du systéme fluidique selon Alice Longobardi Givan. (30)

Cette étape est capitale car elle permet de séparer des cellules et de trouver un équilibre entre vitesse
et résolution (Figure 11). Par exemple une pression élevée permet une vitesse d’analyse importante
mais certaines cellules vont passer en méme temps devant les lasers ce qui entraine une perte de
sensibilité. A l'inverse une pression faible entraine un allongement du temps d’analyse mais une

meilleure séparation de toutes les cellules de I’échantillon.

Figure 11 : Régulation du flux par Becton, Dickinson and Company.
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2. Systéme optique
a) Lasers

Le faisceau de lasers est également a prendre en compte pour obtenir une bonne séparation lors de
I'analyse des cellules. Sa taille et sa forme doivent étre adaptées comme expliqué dans le schéma ci-

dessous (Figure 12).
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Figure 12 : Passage des cellules devant les lasers selon Alice Longobardi Givan. (30)

Le passage devant les lasers permet trois « types » d’analyses différentes :

- Le Forward Scatter (FSC) ou la diffusion axiale qui est analysée dans le trajet initial du laser,
elle est proportionnelle a la surface et a la taille de la cellule (Figure 13).
- Le Side Scatter (SSC) ou diffusion latérale récupérée le plus souvent a 90° correspond a la

granularité de la cellule et a sa complexité interne (Figure 13).

Figure 13 : Détection du SSC et du FSC d’aprés 'EMC "Immunophénotypage des hémopathies malignes par CMF". (31)
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- La fluorescence, récoltée en contiguité avec le SSC. Elle est obtenue grace a I’excitation des
cellules préalablement mises en suspension avec des anticorps monoclonaux (AcM) associés a
des fluorochromes permettant la mise en évidence de Cluster de Différenciation ou CD.
L’'identification de ces CD permet I'immunophénotypage des cellules. Les fluorochromes
doivent posséder plusieurs caractéristiques importantes: ils doivent étre facilement

conjugables aux AcM et leurs spectres optiques ne doivent quasiment pas se chevaucher.

b) Miroirs dichroiques et filtres optiques

Tout le systéme optique placé a 90° du faisceau initial permet la réception des signaux émis par les
différents fluorochromes et également par le SSC. Tout d’abord la lumiére passe par une lentille de
recueil puis est dirigée vers les tubes photomultiplicateurs. Entre ces deux étapes on retrouve des
miroirs et des filtres qui vont permettre un tri dans les différentes longueurs d’onde obtenues (Figure

14).

Miroirs

N\

Figure 14 : Schéma du positionnement des miroirs et des filtres au sein d’un cytométre en flux par Life Technologies
Corporation.

Filtres

- Miroirs dichroiques : ils permettent de réorienter le faisceau de lumiére a 90° vers les
récepteurs des longueurs d’onde voulues et en laissant passer les autres longueurs d’onde.
- Filtres optiques : tout comme les miroirs, ils permettent d’éliminer les longueurs d’onde

« parasites » en permettant le passage de longueurs d’ondes ciblées sans dévier le faisceau.
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Figure 15 : lllustration du principe des miroirs et des filtres par Becton, Dickinson and Company.

Le schéma ci-dessus s’appliquent aussi bien aux miroirs qu’au filtres (Figure 15). Selon les bancs
optiques, les miroirs et les filtres peuvent étre « longpass » (ils laissent passer toutes les longueurs
d’onde au-dessus d’un seuil), « shortpass » (ils laissent passer toutes les longueurs d’onde en-
dessous d’un seuil) ou « bandpass » (ils laissent passer toutes les longueurs d’onde comprise dans un

intervalle).

3. Systeme informatique

La premiére étape du traitement des données est de retranscrire le signal lumineux en signal
électrique. Pour se faire une photodiode est utilisée pour le FSC. Pour le SSC et la fluorescence, des
photodétecteurs sont utilisés. lls permettent la réception de signaux plus faibles que la photodiode.

Le signal électrique est ensuite analysé par un processeur de signal qui convertit ces données en

valeurs numériques sur I'ordinateur ou sont stockées et analysées les données.

Afin d’identifier les différentes populations de cellules et leurs particularités on procede au traitement

des données grace a un logiciel dédié tel que Kaluza (Beckman Coulter) :

- Création de graphiques pour identifier les différentes populations cellulaires :

0 Histogramme : choix d’un parameétre en abscisse et nombre d’évenements en
ordonnée

0 « Dot-plot » ou graphe de nuage de points, il permet de mettre en relation deux
paramétres différents, aussi bien le FSC, le SSC ou une intensité de fluorescence d’un
CD.

0 « Density plot » : Sur le méme principe que le dot-plot, un troisieme parameétre
concernant le nombre d’évenements est utilisé. Il est ainsi plus facile de repérer la
zone ou se trouve le plus grand nombre de cellules. Cela est réalisé grace a I'utilisation

de couleurs corrélées au nombre d’évéenements.
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- Afin d’affiner l'utilisation de ces graphiques, le fenétrage est utilisé (Figure 16). Cela permet
de cibler une population cellulaire choisie et de la reporter sur un nouveau graphique pour
étudier I'expression d’un autre CD. Au fur et a mesure, il est donc possible d’identifier tous les

paramétres d’une population de cellules choisies, par exemple dans notre cas, les blastes.

Figure 16 : Stratégie de fenétrage sur des dot-plots.

C. Cytométrie et immunophénotypage de la moelle osseuse normale

La séparation de base FSC vs SSC (Figure 17) permet de distinguer grossierement les différentes
catégories de cellules. Les lymphocytes sont en vert et les monocytes en rouge. Les polynucléaires
neutrophiles ainsi que leurs précurseurs, les polynucléaires basophiles et les polynucléaires

éosinophiles dans la zone bleue.

SsC

FSC

Figure 17 : Représentation graphique FSC/SSC des éléments normaux.
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Les cellules pathologiques telles que les blastes se retrouvent dans la zone au-dessus des lymphocytes

et des monocytes et peuvent les chevaucher.

La moelle osseuse d’un sujet « sain » est composée de I'ensemble des cellules évoquées dans la partie
Il. Toutes ces éléments possedent différents marqueurs immunologiques qui dépendent de leur lignée
et de leur stade de différenciation. Méme si certaines cellules ne sont pas différenciables
cytologiquement elles peuvent posséder des caractéristiques immunologiques particulieres. Il est

important de les connaitre afin d’identifier la lignée et le stade de différenciation des marqueurs.

Le but de ce chapitre est de référencer I'ensemble des marqueurs utilisés pour caractériser une cellule
et l'insérer dans I’hématopoiese normale (Tableau 5, 6, 7, 8, 9 et 10). Cela permet ensuite de
reconnaitre les marqueurs anormaux, par leur présence ou leur absence, sur des populations
cellulaires pathologiques. Afin d’obtenir les tableaux suivants différents ouvrages et publications (32)
(33) (34) (35) ont été utilisés ainsi que les observations au laboratoire de CMF du CHU de Toulouse.

Pour évaluer I'expression d’un marqueur, I’échelle ci-dessous est utilisée.

Non exprimé  Expression inconstante  Faiblement exprimé  Exprimé  Fortement exprimé

»
»

- +/- + ++ +++

1. Précurseurs

Tableau 5 : Expression phénotypique des progéniteurs.

SC-like MPP-like CMP-like GMP-like Nom

CD34 -/+ ++ + - gp105-120

CD117 + ++ ++ -/+ Stem cell factor-receptor: SCF-R, Steel factor receptor, c-kit
CD33 - + ++ ++ gp67

CcD13 - + ++ ++ Aminopeptidase N

MPO - - + + Myéloperoxydase

Tableau 6 : Expression phénotypique des précurseurs.

CFU-Blastes =~ CFU-GEMM  CFU-GM  Myéloblaste =~ Promyelocyte ~ Nom

CD34 ++ ++ + + - gp105-120
CD117 -/+ + + ++ +/- Stem cell factor-receptor: SCF-R, Steel factor

receptor, c-kit

CD33 - -/+ ++ ++ ++ gp67
CD13 - -/+ ++ ++ ++ Aminopeptidase N
MPO - - + + ++ Myéloperoxydase
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CD10

CD11b

CD11c

CcD13
CD14

CD15
CD16
CD18
CD24
CD33
CD34
CD35

CD36

CD38
CD44

CD45

CD55

CD64
CD65
CD66a

CD66b

CD71

cD87

CD117

HLA-DR

2. Lignée granuleuse

a) Polynucléaire neutrophile et ses précurseurs

Tableau 7 : Expression phénotypique de la lignée granuleuse.

Myéloblaste Promyélocyte Myélocyte Meétamyélocyte Granulocyte Nom

- -/+ ++ ++ ++ MAC-1 chaine a (associé a
CD18)

++ ++ + +/++ Aminopeptidase N

- ++ +++ +++ +++ Lewis x

++ + +++ ++ ++ B2 integrin

++ + + gp67

- - ++ Récepteur du complément
1: CR1

- - - T10

+ + ++ Antigéne leucocytaire

commun: LCA

++ ++ - FcyRI
_ - ++ ++ ++ Biliary glycoprotein BGP,
NCA-160

- Récepteur de la transferrine:

TfR, T9

Stem cell factor-receptor:
SCF-R, Steel factor receptor,
c-kit




CcD9
CcD10
CD11b
CD11c
CD13
CD14
CD15
CD16
CD18
CD24
CD33
CD34
CD35
CD36
CD38
CD44
CD45
CD55
CD56
CD64
CD65
CD66a
CD66b
CD71
cD87
CD117
HLA-DR

b) Polynucléaires éosinophile et basophile

Tableau 8 : Expression phénotypique des polynucléaires éosinophile et basophile.

Polynucléaire éosinophile

++

++

+++

+++

++

Polynucléaire basophile

Nom

Endopeptidase neutre (NEP), cALLA

CR4 chaine a (associé a CD18)

Récepteur du lipopolysaccharide (LPS-R)

FcyRIll a/b

BA-1

gp105-120

gplV, gplllb, OKM-5, PASIV, MGFM

Pgp 1, HCAM, HERMES, ECMR IlI, gp85

Decay accelerating factor: DAF

FcyRI

Biliary glycoprotein BGP, NCA-160

Récepteur de la transferrine: TfR, T9

Stem cell factor-receptor: SCF-R, Steel factor receptor, c-kit
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3. Lignée monocytaire

Tableau 9 : Expression phénotypique de la lignée monocytaire.

Monoblaste Promonocyte Monocyte Nom
CD4 -/+ + + T4, récepteur des molécules MHC de classe Il
CD11b - ++ +++ MAC-1 chaine a (associé a CD18)
CD13 ++ +/++ ++/+++ Aminopeptidase N
CD14 - +/++ +++ Récepteur du lipopolysaccharide (LPS-R)
CD15 - ++ + Lewis x
CD16 - - -/+ FcyRlll a/b
CD33 +++ +++ +++ gp67
CD34 +/- - - gp105-120
CD36 -/+ ++ +++ gplV, gplllb, OKM-5, PASIV, MGFM
CD38 -/+ + + T10
CD45 + ++ +++ Antigéne leucocytaire commun: LCA
CD64 - ++ +++ FcyRI
cD117 +/- - - Stem cell factor-receptor: SCF-R, Steel factor receptor, c-kit
HLA-DR ++ +4++ +H/+++ HLA de classe Il
4, Lignée érythroblastique
Tableau 10 : Expression phénotypique de la lignée érythroblastique
Proérythroblaste Erythroblaste Erytroblaste Réticulocyte Nom
baso poly/acido
CD34 -/+ - - - gp105-120
D36 ++ . ++ -/+ gplV, gplllb, OKM-5, PASIV, MGFM
CD38 + -/+ - - T10
CD45 + -/+ - - Antigéne leucocytaire commun : LCA
CD71 +++ +++ +++ + Récepteur de la transferrine : TfR, T
cD117 ++ - - - Stem cell factor-receptor: SCF-R, Steel
factor receptor, c-kit
CD235a +/++ +++ +++ +++ Glycophorine a
HLA-DR ++ ++ + - HLA de classe Il
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5. Lignée mégacaryocytaire

La lignée mégacaryocytaire se distingue par différents marqueurs retrouvés également sur les

plaquettes :
- CD41 correspondant a la glycoprotéine llb/llla
- CD42b correspondant a la glycoprotéine Ib

- CD61 correspondant a la glycoprotéine llla

D. Immunophénotypage des LAM dans le cadre diagnostic

Le premier marqueur intervenant dans I'immunophénotypage des LAM et permettant un premier tri
pour l'identification des blastes est le CD45+, marqueur pan-leucocytaire. Couplé au SSC, il est possible
de définir une zone (36) dans laquelle se trouvent les cellules immatures, exprimant faiblement le CD45

et les blastes (Figure 18).

Figure 18 : Graphique SS/CD45+ sur un patient CHU de Toulouse.

Une fois définie (ici en cyan), on travaille sur cette population grace au fenétrage et en appliquant

différents marqueurs afin d’établir I'origine myéloide de la leucémie aigué.
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On retrouve des marqueurs d’immaturité, d’expression variable selon les types de LAM mais aussi des
marqueurs classiques de la lignée a laquelle les blastes appartiennent. Dans le tableau 11, se trouvent
les marqueurs permettant I'orientation vers un type de LAM selon la classification FAB. Méme si la
biologie moléculaire et la cytogénétique interviennent par la suite pour intégrer le diagnostic dans la
classification OMS, I'immunophénotypage permet une caractérisation rapide complémentaire du

cytologiste (37).

Tableau 11 : Orientation phénotypique des LAM dans la classification FAB.

Lignée Marqueurs LAMO LAM1 [AM2 L[AM3 L[AM4 LAMS5 LAM6 LAM7
CD34 + + + - +/- +/- +/- +/-
Précurseurs
HLA-DR + + + - +/- + +/-
CD13 + + + + + +/-
Granulocytaire CD33 + + + + + +/-
CDh117 + + + +/- + +/- +
CD4 +/- +
CD14 +/- +
Monocytaire
CD64 + +/- +
CD11b +/- +
CD235a +
Erythrocytaire CD36 + + + +
CD71 +
CD41 +
Meégacaryocytaire CD42b +
CD61 +
CD7 +
Aberrants/Lymphocytaire
CD19 +/-

NB : CD36 est également exprimé naturellement dans les lignées monocytaire et mégacaryocytaire

A la différence des cellules normales des lignées myéloides, des expressions aberrantes font leur
apparition selon différents schémas :
- Sur ou sous-expression de certains marqueurs
- Asynchronisme de maturation : co-expression de marqueur d’'immaturité et de maturité
- Expression de CD n’appartenant pas la lignée myéloide mais a la lignée lymphoide. Par
exemple : LAM avec maturation associée a une translocation t(8;21) qui exprime le CD19,

marqueur de la lignée lymphoide B. (38)
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L’expression doit étre retrouvée en faible quantité ou étre absente dans la moelle d’un sujet sain pour

étre considérée comme aberrante.

Figure 19 : Exemple d’un diagnostic d’une LAM CD34+ HLA-DR- CD14- CD33+ CD65- CD123+ au CHU de Toulouse.

Pour le patient ci-dessus (Figure 19), sur une population blastique CD45faible/CD34+ on observe
I’expression des marqueurs CD33 et CD123. A l'inverse le marqueur monocytaire CD14 et le marqueur

de maturité CD65 ne sont pas exprimés.

E. Un nouvel outil : FlowSOM

Comme observé dans I'exemple du chapitre précédant [interprétation des résultats
d’'immunophénotypage n’est pas aisée car nous utilisons de nombreux marqueurs et de nombreux
graphiques. De nouveaux outils d’interprétation ont fait leur apparition ces derniéres années, facilitant
I'analyse des données. Leur but est de regrouper sur un graphique en deux dimensions, lisible et
facilement compréhensible par I'ceil humain, une multitude de parametres, sans laisser place a la
subjectivité. C'est ce que I'on appelle I'analyse non supervisée, et est recommandée par I'ELN pour le
suivi des LAM (39). Différents algorithmes et logiciels permettent ces représentations grace a

I'intelligence artificielle :
- Ceux basés sur la réduction du nombre de dimensions comme : I'analyse en composante
principale, t-distributed stochastic neighbor embeding (t-SNE) (40) et visualizing data using t-

SNE (ViSNE) (41)
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- Ceux basés sur la création de clusters: Spanning-tree Progression Analysis of Density-
normalized Events (SPADE) (42), PhenoGraph (43), Citrus (44) et FlowSOM pour « Flow-Self

Organizing Map » (45).

Ce dernier est celui choisi pour cette étude car il posséde une vitesse d’exécution relativement courte
et une sensibilité importante (46). Via le logiciel en acces libre « R » (Bioconductor), il permet la
formation de clusters cellulaire ou « nceuds » de fagon non supervisée, c’est-a-dire que I'opérateur

n’intervient pas dans la stratégie de regroupement des évenements.

L’algorithme de FlowSOM se décompose en quatre étapes (Figure 20) détaillées par Van Gassen et al

(45) :

- Récupération et lecture des données du cytométre, puis I'intervention du technicien ou du
biologiste pour les compensations et la normalisation des fluorescences conditionnant le
résultat final. Un nombre binaire (0 ou 1) est ensuite attribué pour chaque cellule et pour
chaque marqueur.

- Construction d’'une « Self-Organizing Map » (SOM) ou carte autoadaptative qui va permettre
d’organiser tous nos points dans une grille au sein de laquelle les cellules se retrouvent voisines
de celles qui leur sont les plus semblables. Au fur et a mesure que l'intelligence artificielle
incorpore des points, la taille de la grille diminue pour s’affiner et donner le nombre de cluster
final.

- Construction du « Minimal Spanning Tree » qui récupére les SOM afin de les organiser dans un
espace multidimensionnel puis de les représenter sur un graphique. Les nceuds sont reliés de
fagcon a ce que la somme des « poids » des branches soit minimale.

-« Meta-clustering » qui permet d’étendre I'arbre créé en réalisant des sous-catégories des
clusters déja existants. Les cellules entre deux types peuvent donc étre représentées rendant

plus précise la représentation.
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Figure 20 : Les quatre étapes de I'algorithme de FlowSOM selon Van Gassen et al. (45)

Voici un exemple de résultat obtenu avec FlowSOM au CHU de Toulouse (Figure 21). Ce graphique
montre la distribution de la fusion de 10 moelles normales (utilisée comme référence pour la recherche

de cellules anormales chez les patients).

Figure 21 : Echantillon NBM traité par FlowSOM pour le phénotype LAIP au sein de I'étude.
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V. Maladie résiduelle

A. Définition

En anglais Measurable Residual Disease (anciennement Minimal Residual Disease) ou MRD correspond
a la quantité de blastes chez un patient présentant une LAM apres un traitement par chimiothérapie
(Figure 22). La rémission cytologique (RC) est atteinte chez la plupart des patients traités. Mais elle ne
garantit pas la guérison, effectivement entre 60% (47) et 65% (48) de ces patients rechutent dans les
mois suivant la RC. Il est donc nécessaire de détecter a des seuils plus bas, ces cellules malignes
résiduelles et d’anticiper les rechutes grace a un traitement préemptif (49). Plusieurs techniques

permettent d’évaluer celle-ci avec, pour chacune des avantages et des inconvénients.

Figure 22 : Représentations schématiques des différentes évolutions des leucémies aigués par Claude Preudhomme. (50)

B. Outils actuels et intérét

L’évaluation cytologique est un outil rapide, mais peu sensible pour évaluer véritablement la MRD et
sujette a une expertise lecteur-dépendante. D’autres techniques comme la cytogénétique (51), la FISH
(fluorescent in situ hybridization) (52), le NGS (next generation sequencing) (53), la ddPCR (digital
droplet PCR) (54) (55) permettent cette recherche mais ne sont pas installées dans la pratique

guotidienne.
Actuellement deux techniques de MRD sont utilisées en routine : 'immunophénotypage par CMF et la
biologie moléculaire par qRT-PCR. Dans le paragraphe suivant les avantages et les inconvénients de

ces deux techniques vont étre exposées et comparées I'une a I'autre (56).
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La biologie moléculaire est le standard de référence car elle posseéde une excellente sensibilité estimée

a environ 103 3 10°® contre 10 pour la CMF (57).

Cette différence de sensibilité pour la biologie moléculaire s’explique par la cible moléculaire sur
laquelle s’effectue la MRD. La mutation de NPM1 est détectable a des seuils trés bas (10°) (58)
contrairement a I'lanomalie MLLT3-KMT2A qui ne se détecte pas en dessous de 103 (59). En ce qui
concerne la CMF, le suivi de la MRD est réalisable sur environ 90% a 100% des LAM au diagnostic,

contre 50% pour la biologie moléculaire (60).

Un point difficile a gérer pour les deux techniques est le changement de cible a la rechute :
- Concernant la CMF, un changement de phénotype des blastes a la rechute est retrouvé d’en
environ 30% des cas (61). L'opérateur peut a passer a coté de ces éléments lors de I'analyse.
- La biologie moléculaire peut également étre confrontée a ce probleme : I'anomalie peut
également disparaitre a la rechute. La mutation de NPM1 par exemple n’est pas retrouvée lors
de la rechute dans 10% des cas (62). Egalement, dans I'étude de Héllein et al (63) qui
s’intéresse des LAM avec la mutation RUNX1-RUNX1T1, la perte de mutations a la rechute est
significative (p=0.0485) en particulier avec les mutations FLT3, KIT, KRAS et NRAS.
Le délai de rendu des résultats est plus court en CMF qu’en biologie moléculaire. C’est un atout
important mais cela n’est pas critique dans la prise en charge du patient.
La CMF permet également la détection sous-populations cellulaires telles que les Leukemia Stem Cells
ou Cellules Souches Leucémiques (CSL) contrairement a la biologie moléculaire, ce qui permet
d’identifier les cellules a I'origine de I’hémopathie et donc de les utiliser dans le suivi (voir chapitre
suivant). Méme si cette approche n’a pas encore prouvé son utilité en clinique, elle présente un fort

potentiel de développement.

La gRT-PCR s’affranchie également de l'interprétation de I'opérateur contrairement a la CMF «
classique », cependant I'approche par des techniques non supervisées permet de s’affranchir d’une
partie de ce biais, le fenétrage supervisé n’existant quasiment plus. Dans une volonté d’harmonisation
ce type de technique d’interprétation de résultats de CMF est essentielle. L’éventuelle utilisation dans
plusieurs laboratoires des mémes panels d’analyse, de la méme programmation de FlowSOM ainsi que
de la méme référence de moelle normale laisse envisager une harmonisation de la technique. Ces
méthodes nécessitent un matériel informatique conséquent et demandent toujours une expertise

importante dans la compréhension du logiciel et I'interprétation des résultats.
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C. Méthodes et stratégies de réalisation de la MRD en CMF

1. Leukemia Associated ImmunoPhenotype (LAIP) et Different from

Normal (DfN)

Deux approches sont utilisées dans le calcul de la MRD par CMF. Tout d’abord le LAIP qui correspond
a tout phénotype possédant des marqueurs aberrants associé a des marqueurs de précurseurs
classiques. Chez un patient atteint d’'une LAM on peut donc observer plusieurs LAIPs du fait de
I’hétérogénéité des cellules blastiques. Il se résume au final a identifier les différentes populations

blastiques et les suivre dans le temps.

Le phénotype dit DfN est un panel fixe et est défini par tout marqueur dont le niveau d’expression est
différent de ce qui est retrouvé dans I’'hématopoiése normale. Il peut donc étre tres utile lorsque le

phénotype des cellules leucémiques change et détecter des nouvelles aberrations.

Au final ces deux approches sont trés complémentaires (39) et les recommandations suggérent de les
utiliser conjointement pour le calcul de la MRD. Deux limites sont a signaler pour cette approche LAIP-
DfN :

- Elle nécessite un grand nombre d’anticorps pour obtenir un LAIP précis (64)

- Le risque de faux négatif suite aux modifications phénotypiques du clone ou a I'émergence

d’un sous clone (65) ne sont pas négligeables

La comparaison systématique avec une moelle normale (NBM) permet d’améliorer les résultats de la
MRD par CMF, ce qui est appliqué avec I'utilisation de FlowSOM.

L'ELN a fixé le seuil de significativité clinique a 0,1%. Elle a également fixé un panel d’antigenes a
rechercher ainsi que des regles, dans une volonté d’harmoniser la MRD en CMF, qui est pour I'instant

centre dépendant.
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Points

Tableau 12 : Recommandations de ELN 2017 concernant la MRD en CMF. (39)

Recommandations

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 : CD64/CD11b/CD14/CD4/CD34/HLA-
DR/CD33/CD45

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.

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 CD451
WABCs.

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.
Single center studies with no extensive experience on MFC MRD are strongly

discouraged.
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2. Cellules souches et progénitrices hématopoiétiques (HSPC)

Une autre méthode consiste a identifier les CSL au sein des cellules du HSPC, ces éléments étant
quiescents, chimiorésistants et capables d’induire les rechutes post-traitement. Cette population
possédant les mémes caractéristiques que les CSH : elles expriment le CD34 et n’expriment pas le CD38
ni des marqueurs de maturité (66).

Hanekamp et al (67) ont identifié plusieurs marqueurs utiles dans la détection des CSL dans la

population CD34+ CD38- permettant la distinction avec les CSH (Tableau 13).

Tableau 13 : Proposition de marqueurs phénotypiques pour la détection des CSL. (67)

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

ILIRAP  ILIR3 T cells 79 - +
CLL-1 CLEC12A, MICL, DCAL-2 Myeloid cells 70 - +
TIM-3 T-cell Ig Mucin 3 Activated T cells, NK cells 91 - +
CD2 SRBC, LFA2, T11 T cells, NK cells 87 - +
CD7 GP40, TP41, LEU-9 T cells 43 - +
CDl11b Integrin alpha M, Mac-1 Myeloid cells 55 — +
CD22 BL-CAM, Siglec-2 B cells 51 — +
CD25 IL2RA, TAC Activated B and T cells 25 — +
CD33 P67, Siglec-3 Myeloid cells, NK cells 82 + ++
CDh44 Adhesion molecule Ubiquitously 100 + ++
CD45RA  Tyrosine phosphatase receptor type C T cells, myeloid cells 65 — +
CD47 Integrin-associated protein (IAP) Ubiquitously 100 + ++
CD56 N-CAM, MSK39 NK cells, activated T cells 32 — +
CD96 TACTILE Activated T cells 33 - +
CD99 MIC2, single-chain type-1 glycoprotein Myeloid cells 83 — +
CD123 IL3R Myeloid cells 82 + ++

D’un autre coté Zeijlemaker et al (68) ont mis en place un tube unique composé de 13 de ces
anticorps dans le but d’homogénéiser et de faciliter la détection des CSL :

- Marqueurs communs : CD34, CD38, CD45

- Marqueurs spécifiques de lignées : CD45RA, CD123, CD33, CD44

- Marqueurs spécifiques des CSL : CLL-1, TIM-3, CD7, CD11b, CD22, CD56

A noter que le SSC et le FSC sont également plus élevés pour une CSL qu’une CSH. (69)

L’avantage majeur du panel CSL sur la population CD34+, comparé au panel DfN-LAIP est de diminuer

le nombre de faux négatifs et donc d’améliorer la valeur pronostic de la MRD en CMF (69). Cependant

son utilisation sur les patients dont les CSL sont CD34- s’aveérent plus délicates.
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VI. Matériels et méthodes

A. Cohorte

Les patients inclus dans I’étude ont tous eu un diagnostic de LAM par cytométrie en flux au CHU de
Toulouse entre 2017 et 2020. lls ont eu également un suivi de MRD 35 jours aprés le début de
I'induction par chimiothérapie intensive. Ce point de suivi a été choisi pour homogénéiser la cohorte
afin que les données soient traitées au méme stade.

lls sont au nombre de 155 (Figure 23), dont 65 femmes et 90 hommes, agés de 21 a 80 ans avec une

médiane a 60 ans et une moyenne a 52 ans.

Figure 23 : Sélection de la cohorte.

B. Cytomeétre

Le modéle utilisé au laboratoire d’hématologie de I'lUC-T Oncopole est un Navios™ EX 10 Colors/3

Lasers Beckman Coulter ®.
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C.

Panels et anticorps

Les anticorps ainsi que les fluorochromes utilisés dans nos deux panels LAIP et HSPC sont

listés dans les tableaux 14 et 15.

Tableau 14 : Anticorps et fluorochromes utilisés dans le panel LAIP.

Anticorps  Fluorochrome Clone Fournisseur Référence Volume (uL) /
tests
CD7 | PE M-T701 Becton Dickinson 555361 5
CD13 | PE CF594 WM15 Becton Dickinson 562491 2
CD19 | FITC J3-119 Beckman Coulter A07768 5
CD33 | APC P67.6 Becton Dickinson 345800 2
CD34 | BV421 581 Becton Dickinson 562577 2
CD38 | PECy7 HB-7 Becton Dickinson 335825 2
CD56 | PE N901 Beckman Coulter A07788 5
CD117 | PC5 104D2D1 Beckman Coulter IM2733 2
HLA-DR | APC-H7 L243 Becton Dickinson 641411 2
Tableau 15 : Anticorps et fluorochromes utilisés dans le panel HSPC.
Anticorps  Fluorochrome Clone Fournisseur Référence Volume (uL) /
tests
CD34 | BV421 581 Becton Dickinson 562577 2
CD38 | PECy7 HB-7 Becton Dickinson 335825 2
CD45 | Krome Orange J33 Beckman Coulter B36294 2
CD45RA | APCH7 HI100 Becton Dickinson 560674 2
CD133 | APC AC133 Miltenyi 130-090- 2
826
CD135 | PE 4G8 Becton Dickinson 558996 10

D. Logiciels

Le logiciel Kaluza ® (version 2.1) permet de traiter les données brutes provenant du cytometre,

I’affichage des différents graphiques et le paramétrage.
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Le plugin R console ® (version 3.3.2) intégré directement dans Kaluza ® permet |'application des
scripts de normalisation et la création des fichiers. Les scripts utilisés sont cryptés et ne sont pas

détaillés ici.

FlowSOM ® est un logiciel open source qui nous permet de créer les « Self organization map », chaque

échantillon de cette étude est analysé via cette méthode.

Le calcul de la MRD sur FlowSOM consiste a comparer le patient avec un échantillon de moelle normale
composé de 10 moelles de donneurs sains dont certains ont une moelle normale et d’autres sont en

post chimiothérapie.

1. Réglages préalables

Plusieurs étapes sont nécessaires afin de lancer I'analyse non supervisée :
- Sélection de I'ensemble des cellules présentes dans I'échantillon afin de ne pas exclure la
population d’intérét et ne pas compter les débris cellulaires.

- Sélection des singulets avec exclusion des doublets.

2. Vérification des réglages des compensations

Comme défini dans les prérequis, les données brutes (répertoires « Raw ») acquises a partir de patients
(Diag ou FU) ou a partir de moelles normales (NBM) doivent faire I'objet d’une vérification
systématique des parametres de compensation de fluorescences, avant de pouvoir étre normalisées

par les scripts et analysé avec FlowSOM.

3. Normalisation des fluorescences

L'utilisation de deux scripts différents dans R selon le fichier traité, permettant d’harmoniser les
fluorescences des prélevements en normalisant sur I'expression des marqueurs de la population
lymphocytaire du patient :

- 001 : Moelle au diagnostic

- 001bis : Moelle au suivi ou Follow Up (FU)
Le fichier NBM est préalablement normalisé grace au script 02 et il n’est pas retouché a chaque passage

de patient.
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4, Constitution du fichier fusionné

L'utilisation du script 005 permettant la fusion des données des moelles normales, du diagnostic et du

point de suivi et |la sélection de la région blastique.

5. Recherche de la MRD

Le ou les nceuds ol se trouvent les blastes sont identifiés sur les graphiques de la moelle normale et
du diagnostic. Ces populations doivent étre faiblement représentées dans la NBM et évidemment plus
importante au diagnostic. Le fenétrage sur ces derniéres nous permet ensuite de suivre son évolution
au point de suivi.

Les quatre situations auxquelles nous avons été confrontés : LAIP MRD+, LAIP MRD-, HSCP MRD+, HSPC

MRD- sont listées sous forme d’exemple dans les figures 24, 25, 26 et 27.

a) Phénotype LAIP-DfN

Figure 24 : Interprétation avec FlowSOM d’une MRD+ avec le panel LAIP.
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Figure 25 : Interprétation avec FlowSOM d’une MRD- avec le panel LAIP.

b) Phénotype HSPC

Figure 26 : Interprétation avec FlowSOM d’une MRD+ avec le panel HSPC.
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Figure 27 : Interprétation avec FlowSOM d’une MRD- avec le panel HSPC.
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VIl. Résultats

A. Evaluation de la valeur pronostique de la MRD par CMF

Bien que lI'impact pronostique de la MRD par cytométrie en flux dans les LAM est largement
documenté dans la littérature (47,70,71), elle n'a jamais été évaluée aprés calcul par méthode
multivariée non supervisée de type FlowSOM. Nous avons mesuré la MRD dans notre cohorte de 155
patients LAM traités par chimiothérapie intensive 3+7 avec le tube LAIP en post-induction (J35). Les
résultats obtenus montrent que 95 patients (61%) ont une MRD LAIP négative et 60 patients (39%) ont
une MRD LAIP positive, aux seuils de 0,1%, établi par I’'ELN (39) et en respectant un pourcentage
d’événements positifs au moins 2 fois supérieurs a celui des moelles normales comme déja décrit (64).
Les patients avec une MRD LAIP positive ont une survie sans événement diminuée par rapport aux
patients avec une MRD LAIP négative (médiane de survie de 7,1 contre 25,1 mois, log-rank test
p<0.0001) (Figure 28). Dans un modele statistique multivarié de Cox, la MRD LAIP+ sort comme un

facteur indépendant de pronostic (hazard ratio 3,36, p<0.0001) (Tableaul6).
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Figure 28 : Survie sans événement en fonction du résultat de MRD LAIP post-induction.
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Tableau 16 : Analyse multivariée de Cox avec les paramétres pronostiques des LAM et de la MRD LAIP pour la survie sans
événement.

Suivre la MRD selon le phénotype cellule souche a déja été décrit dans la LAM (68), mais il n’existe pas
de seuils décisionnels pour I'analyse par FlowSOM. Afin de déterminer la meilleure facon de classer les
patients, nous avons regardé la MRD HSPC exprimée en pourcentage des CD34+, en taux par rapport
au diagnostic et en taux par rapport aux cellules normales dans le groupe LAIP- et le groupe LAIP+.
Dans les 3 cas, les valeurs de MRD HSPC étaient différentes entre les 2 groupes, avec des aires sous les
courbes ROC similaires (Figure 29). Pour la suite de I'étude, nous avons donc sélectionné un taux de
cellules positives supérieur a 2 fois celui des cellules normales et un seuil supérieur a 0,6% pour définir

une MRD HSPC positive (les 2 meilleurs seuils déterminés par les 2 meilleures courbes ROC).

Figure 29 : Choix des seuils décisionnels pour la MRD HSPC.

Afin d’évaluer I'impact pronostique de la MRD HSPC, nous I'avons calculée dans notre cohorte de 155
patients. 72 patients avaient une MRD HSPC négative (46%) et 82 d’entre eux avaient une MRD HSPC
positive (54%). Les patients avec une MRD HSPC positive ont une survie sans évenement diminuée par
rapport aux patients avec une MRD HSPC négative (médiane de survie de 13 contre 21,9 mois, log-
rank test p=0.015) (Figure 30). Dans un modele statistique multivarié de Cox, seule la mutation de
DNMT3A et le statut de la LAM sortent comme des facteurs indépendants du pronostic (Tableau 17).
La MRD HSPC positive a un hazard ratio de 1,68 et reste a la limite de la significativité statistique

(p=0.058).
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Figure 30 : Evaluation de la MRD avec le tube HSPC post-induction par méthode multivariée supervisée.

Tableau 17 : Analyse multivariée de Cox avec les parametres pronostiques des LAM et de la MRD HSPC pour la survie sans
événement.

Compte tenu de la différence de pronostic entre les mesures de la MRD LAIP et HSPC (72) et
connaissant les différences déja décrites dans la littérature entre les valeurs pronostiques de la MRD
mesurée par cytométrie en flux et par biologie moléculaire (73,74), nous nous sommes demandés si
ces deux méthodes ne devaient pas étre associées. Dans notre cohorte de 155 patients, 53 (34,2%)
étaient négatifs en MRD LAIP et HSPC, 41 (26,5%) étaient positifs en MRD LAIP et HSPC, 19 (12,3%)
étaient positifs uniquement en MRD LAIP et 42 (27,1%) étaient positifs uniquement en MRD HSPC.
Nous avons donc classé les patients de la cohorte en 3 groupes selon les résultats des MRD par
cytométrie en flux post-induction : LAIP- et HSPC-, LAIP+ ou HSPC+, LAIP+ et HSPC+.

Les patients avec des MRD LAIP et HSPC positives ont une survie sans évenement diminuée par rapport
aux deux autres groupes (médiane de survie de 7,5 mois contre 14,6 mois pour les patients MRD LAIP+
ou HSPC+ et 32,9 mois pour les patients MRD LAIP-HSPC-, log-rang test p<0.0001) définissant ainsi un
groupe de mauvais pronostic dés la post-induction (Figure 31). Dans un modele statistique multivarié
de Cox, la MRD LAIP+HSPC+ sort comme un facteur indépendant de mauvais pronostic (hazard ratio
2,21, p=0.007) alors que la MRD LAIP-HSPC- sort comme un facteur indépendant de bon pronostic
(hazard ratio 0,49, p=0.035), toujours en association avec le statut de la LAM et la présence de la

mutation de DNMT3A (Tableau 18).
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Figure 31 : Evaluation de la MRD avec les tubes LAIP et HSPC post-induction par méthode multivariée supervisée.

Tableau 18 : Analyse multivarié de Cox avec les paramétres pronostiques des LAM et de la MRD LAIP et HSPC pour la survie
sans évenement.

B. Evaluation des marqueurs immunophénotypiques

Comme les mesures de la MRD se font par cytométrie en flux nous nous sommes demandés si le
phénotype des blastes pouvait avoir un impact sur la capacité de la méthode a détecter les cellules
résiduelles chimiorésistantes. Afin de répondre a cette question, nous avons regardé |'expression des
marqueurs utilisés dans les panels d'immunophénotypage.

Le panel LAIP est composé de 8 marqueurs (Figure 32). Parmi ceux-ci, on observe que le CD13 est
moins exprimé par les blastes chimiorésistants MRD LAIP+HSPC+ (moyenne : 77% contre 84% pour
MRD LAIP+ ou HSPC+, p=0.01 et 87% pour MRD LAIP-HSPC-, p=0.03), et que le CD56 est plus exprimé
par les blastes chimiorésistants MRD LAIP+HSPC+ (moyenne : 34% contre 27% pour MRD LAIP+ ou
HSPC+, p=0.03 et 21% pour MRD LAIP-HSPC-, p=0.002).
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Figure 32 : Expression des marqueurs utilisés dans le panel LAIP par les blastes.

L'utilisation de marqueurs spécifiques des cellules leucémiques chimiorésistantes est un élément
important conditionnant I'efficacité de la méthode d’analyse multivariée par clusterisation de type
FlowSOM. Dans cet optique, nous avons étudié I'expression de 8 marqueurs mesurée au diagnostic de
LAM mais non inclus dans les panels de MRD (Figure 33). Parmi ceux-la, le CD11b et le CD36 sont
surexprimés dans les LAM chimiorésistantes. En particulier le CD36 est exprimé par 27% des blastes
chimiorésistants (groupe MRD LAIP+ ou HSPC+ et MRD LAIP+HSPC+) contre 14% des blastes
chimiosensibles (MRD LAIP-HSPC-).
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Figure 33 : Expression des marqueurs non utilisés dans nos panels par les blastes.

C. Etude bio-clinique des patients selon les différents groupes

Comme les critéres classiques pronostiques des LAM (age, caryotypie, mutations) ne sortaient pas de
facon indépendante dans nos modeles statistiques multivariés, nous avons voulu étudier leurs liens
avec la chimiorésistance des blastes ou des populations leucémiques progénitrices en post-induction.
Une évaluation de ces différents marqueurs a été réalisée sur les trois groupes de MRD. Tout d’abord
concernant I'dge, avec comme énoncé précédemment une médiane a 60 ans, aucune différence
significative n’est observée entre les trois groupes (Figure 34). La distribution des différentes LAM
selon la classification FAB ne révele pas non plus de différences notables (Figure 35). Concernant les
paramétres de la NFS il en est de méme, la nombre de globules blancs (WBC) let taux d’hémoglobine
et la quantité de plaquettes (PLT count) sont statistiquement identiques dans les trois groupes (Figure
36). L’'hémodilution du préléevement médullaire (pouvant artificiellement négativer le résultat de la
MRD LAIP) est également évaluée selon un ratio CD34+patient/CD34+nem (75), et ne montre pas de
différences significatives entre les trois groupes et donc des qualités de prélévement identiques (Figure

37).
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Figure 34 : Distribution en fonction de I'Gge au sein des différents groupes de MRD.

Figure 35 : Distribution en fonction de la classification FAB au sein des différents groupes de MRD.

Figure 36 : Distribution en fonction des paramétres de la NFS au sein des différents groupes de MRD.
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Figure 37 : Evaluation de I'hémodilution au sein des différents groupes de MRD.

D. Mise en relation avec la biologie moléculaire et la cytogénétique

Afin d’étudier les liens entre la chimiorésistance post-induction et les caractéristiques cytogénétiques
et moléculaires des blastes, nous nous sommes concentrés sur 73 patients de notre cohorte (47%)
possédant des données mutationnelles complétes sur 46 génes par NGS et des données génétiques
(Figure 38). La distribution des anomalies chez ces patients est représentative de ce qui est connue

dans les LAM (76).
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Figure 38 : Distribution des anomalies mutationnelle et cytogénétique, présentes chez au moins 3 patients au sein de notre
cohorte.
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En observant quelques anomalies spécifiques, on note que plusieurs profils se distinguent. Les
mutations NPM1 et FLT3 sont trés présentes dans la population MRD LAIP-HSPC-. Les mutations
DNMT3A et NRAS sont plus fréquentes dans le groupe MRD LAIP+ ou HSPC+. Les anomalies génétiques
inv(3) et del7q sont plus fréquentes dans le groupe MRD LAIP+HSPC+ (Figure 39).

Figure 39 : Distribution de certaines anomalies selon les différents groupes de MRD.

Comme le lien direct entre les mutations et le profil de chimiorésistance post-induction n’est pas
statistiquement mis en évidence dans notre cohorte, nous avons regroupés les anomalies selon 9
classes fonctionnelles définies par TCGA (76). Il est connu que I'’émergence du clone leucémique est
un processus séquentiel d’acquisition d’anomalies liée a ces 9 classes. De facon étonnante, dans notre
cohorte, les patients chimiorésistants MRD LAIP+HSPC+ ont moins de classes mutées que les autres
groupes (médiane 2, p=0.0011 vs MRD LAIP-HSPC- et p=0.0067 vs MRD LAIP+ ou HSPC+) (Figure 40).
En regroupant ces anomalies par classe plusieurs observations se détachent (Figure 41). Précisément,
le groupe des mutations du complexe cohesin sont associés au profil MRD LAIP-HSPC- (p=0.0032) et
I'absence de la mutation NPM1 avec le profil MRD LAIP+HSPC+ (p=0.0072).
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Figure 40 : Distribution selon le nombre de classes mutées des différents groupes de MRD.
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Figure 41 : Distribution selon les classes mutationnelles et les différents groupes de MRD.

Afin d’étudier les connections entre les différentes classes de mutation et le profil de

chimiorésistance, nous avons présenté nos résultats sous forme de diagramme de Circos (Figure 42).
Il y apparait :

Groupe LAIP-HSPC- : interaction entre les classes mutationnelles touchées importante, avec

role central de NPM1.

Groupe LAIP+ ou HSPC+ : co-occurrence de classes mutationnelles touchées moins
importante, avec une place prépondérante des anomalies touchant la méthylation de I’ADN.

Groupe LAIP+HSPC+ : co-occurrence de classes mutationnelles touchées plus limitée, avec un

avec une place importante des anomalies épigénétiques.
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Figure 42 : Diagrammes de Circos selon les différents groupes de MRD.

E. Caractérisation du pool de cellules souches leucémiques au diagnostic

Compte tenu du réle des cellules leucémiques dans la chimiorésistance des LAM (77) (78), nous avons
voulu regarder le lien avec les différents profils de MRD (Figure 43). Les cellules souches leucémiques
exprimant le CD34 et faiblement le CD38 sont plus fortement représentées au diagnostic dans le
groupe MRD LAIP+HSPC+ que dans les deux autres (médiane 11,2% contre 2,5% pour les MRD LAIP-
HSPC-, p=0.024 et 3,3% pour les MRD LAIP+ ou HSPC+, p=0.075). De méme, les cellules
chimiorésistantes CD34+CD36+ sont plus fréquentes au diagnostic dans le groupe MRD LAIP+HSPC+
que dans les deux autres (médiane 5,7% contre 2% pour les MRD LAIP-HSPC, p=0.0021 et 3,3% pour
les MRD LAIP+ ou HSPC+, p=0.043).

Figure 43 : Distribution des CSL au sein des différents groupes de MRD.
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F. Emergence de deux profils

Pour résumer I’'ensemble de nos données sur les profils de chimiorésistance évalués selon la MRD LAIP
et HSPC en post-induction, il apparait que les LAM de phénotype granulocytaire dont la
leucémogénese est moléculaire et possédant peu de cellules souches sont plus chimiosensibles. Sans
gue nos données soient assez puissantes statistiquement, elles mettent aussi en avant la place de 2
groupes de mutations: celles du complexe cohesin pour les MRD LAIP-HSPC- et celles de

I’épigénétique pour les MRD LAIP+HSPC+ (Figure 44).

Figure 44 : Profils types obtenus au sein de la cohorte.

G. Patients avec une LAM avec NPM1 muté

Au sein de notre cohorte I'anomalie la plus représentée est la mutation de NPM1 (48 patients). Ce
groupe est trés intéressant puisqu’il représente un vrai défi pour notre stratégie de MRD par
cytométrie en flux (LAM souvent monocytaire, exprimant peu de CD34 et donc avec un contingent
HSPC fortement réduit) et qu’il est suivi en MRD par biologie moléculaire. Nous nous sommes donc
demandé quel pouvait étre la place de la MRD par cytométrie en flux chez ces patients (Figure 45). Les
résultats des profils de chimiorésistance des MRD LAIP et BioMol ont une bonne corrélation (p<0.0001
au seuil de 0,1% et p=0.0047 au seuil de 1% respectivement). A I'inverse, le panel HSPC ne donne pas

de résultats significatifs (p=0,91).

Figure 45: Evaluation des différentes méthodes de MRD chez les patients NPM1 muté.
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Compte tenu de ces résultats, nous avons associé les résultats de MRD LAIP et BioMol pour les patients
de notre cohorte (Figure 46). La population positive pour les 2 techniques de MRD représente un

groupe de patients de pronostic trés défavorable (médiane de survie sans événement de 4,2 mois,

p<0.0001) (Tableau 19).

w
2
e
-
[//]
S 40- —— BioMol low LAIP-
g ] - BioMol low LAIP+
Q. 20+ —— BioMol high LAIP-
. 1p<0.0001 - BioMol high LAIP+
I L] L] L] L] I L] L] L] L] L] I L] L] L] L] L] I
© N D

Event Free Survival (months)

Figure 46 : Evaluation conjointe de la MRD LAIP et BioMol chez les patients NPM1 muté.

Tableau 19 : Analyse multivarié de Cox avec les parameétres pronostiques des LAM et de la MRD LAIP et Biologie Moléculaire
pour la survie sans événements.
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VIIl. Discussion

Le défi de la MRD des LAM par cytométrie en flux est trés important du fait de I'hétérogénéité de cette
maladie, au diagnostic et au suivi. Dans ce travail, nous avons souhaité valider la pertinence clinique
d’une double approche de calcul de la MRD par cytométrie en flux, sur les blastes totaux et sur le
contingent plus immature CD34+. Pour cela, nous avons inclus dans notre étude 155 patients traités

de facon homogene, par chimiothérapie intensive et tous suivi en post-induction.

A ce point de suivi précoce, les résultats obtenus dans notre cohorte pour la MRD LAIP sont trés
satisfaisants, comme déja publié dans la littérature. L'analyse avec une méthode multivariée de
clusterisation de typer FlowSOM n’apporte pas d’avantages sur la détection de la MRD, dans ce cadre,
mais facilite grandement I’homogénéisation du rendu des résultats (phase de normalisation des
données, suivi au cours du temps avec la référence du diagnostic, aide informatique au choix du
LAIP/DfN). La rapidité avec laquelle I'analyse est produite est aussi un élément déterminant dans son
applicabilité au sein d’un laboratoire de cytométrie en flux. Il est évident que la puissance de la
clusterisation est largement dépendante du choix des anticorps du panel. A ce titre, nous avons mis
en évidence que les marqueurs CD13 et CD56 étaient différentiellement exprimés entre les LAM
détectables et non détectables. Méme si ces marqueurs font partis des profils classiques LAIP/DfN et
donc peuvent influencer notre capacité a détecter les cellules résiduelles lorsqu’ils sont fortement
exprimés, ils semblent quand méme étre aussi lié a la chimiorésistance intrinseque des LAM, et donc
ne pas représenter un biais analytique. En effet Raspadori et al (79) ont montré que I'expression des
CD56 dans les LAM était associée a une survie raccourcie et a une probabilité faible d’atteindre une

rémission compléte.

L’équipe hollandaise de Shuurhuis a beaucoup travaillé sur la MRD de type HSPC (80). En parallele,
notre équipe a aussi montré I'importance des cellules souches leucémiques dans la chimiorésistance
des LAM (78) . L’approche MRD HSPC est donc appropriée pour prédire la réponse thérapeutique des
patients. Les résultats de notre étude sur le calcul de la MRD HSPC semble toutefois montrer le
contraire avec une absence de différence statistique significative dans notre modele de Cox multivarié.
Plusieurs raisons pourraient expliquer ce résultat :
- Notre panel ne comporte pas de marqueurs forts de CSL (comme CLL-1, TIM3 ou CALCRL) mais
repose essentiellement sur une approche DfN avec des marqueurs de I’hématopoiése normale
(CD135,CD133, CD45RA), ce qui pourrait étre insuffisant pour un suivi aussi précoce que le J35

post-induction.
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- Nous avons inclus dans notre calcul de MRD HSPC, I'ensemble des sous-populations souches
et progénitrices CD34+, quel que soit leur niveau d’expression du CD38.

- Nous montrons que dans les LAM NPM1 muté, I'impact pronostique d’'une MRD calculée
uniquement sur les CD34+ est faible. Ces LAM sont majoritairement CD34- et leurs cellules
souches leucémiques sont retrouvées dans le compartiment CD34- (81). Il est donc possible
gue cette approche ne soit pas adaptée a ce sous-groupe de LAM. Ces patients représentent
31% de notre cohorte (48/155) et peuvent donc minorer I'impact de la MRD HSPC dans les
LAM.

- Les cellules immatures HSPC sont impliquées dans la chimiorésistance et les rechutes des
patients LAM. Le suivi médian de notre cohorte n’est que de 355 jours, ce qui peut étre trop
court pour observer I'impact pronostique de la MRD HSPC.

- Nous avons suivi la MRD précoce en post-induction, uniguement, afin d’avoir une cohorte de
patients homogene. Il est possible que ce point de suivi ne soit pas adapté a la cinétique de
réponse au traitement de la sous-population souche leucémique.

Notre étude des marqueurs immunophénotypiques exprimés par les LAM MRD LAIP+HSPC+ met en
avant le CD36. Ce récepteur membranaire aux acides gras est trés intéressant dans la LAM puisqu’il
est impliqué dans le métabolisme lipidique et la chimiorésistance des cellules souches leucémiques
(82). En effet, selon Ye et al, les CSL CD36+ sécretent des cytokines inflammatoires permettant la
lipolyse des adipocytes. La libération d’acides gras et leur récupération grace au CD36 permet leur
utilisation par les CSL comme une source d’énergie supplémentaire qui est normalement peu présente

dans la moelle.

La classification des patients selon leur profil de chimiorésistance révele des profils cytogénétique et
mutationnel différents.

Si I'inv(3) et la del7q sont connus pour conférer au clone leucémique un caractére chimiorésistant,
notre étude souligne le role potentiel des mutations du groupe des modificateurs épigénétiques
(ASXL1, ASLEX2, EZH2, KDM5A, KDM6A, KMT2D). Il est a noter qu’ASLX1 et EZH2, les deux mutations
de ce groupe les plus fréquentes dans notre cohorte, font partie des anomalies moléculaires
retrouvées dans les LAM secondaires (22). De méme I'inv(3) et la del7q font partie des anomalies
cytogénétiques LAM-MRD. Il serait donc intéressant d’étudier I'impact de la MRD spécifiquement dans

le sous-groupe des LAM secondaires et MRC, décrites comme chimiorésistantes.

La mutation NPM1 est, comme attendu, plus fréquente dans le groupe des patients chimiosensibles
(MRD LAIP-HSPC-). Le role des mutations du complexe cohesin (RAD21, SMCI1A, SMC3, STAG2) est

quant a lui, plus surprenant. Il a cependant été récemment rapporté par Tothova et al (83) que les
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blastes présentant des mutations du complexe cohesin sont dépendant des éléments permettant la
réplication et la réparation des dommages de I’ADN. Ces mutations leur conférent par conséquent une
chimiosensibilité aux inhibiteurs de PARP (poly ADP-ribose polymerase). Ces résultats vont dans le sens
de ceux de notre étude et poussent pour étudier I'impact de ces anomalies dans des cohortes de

patients plus larges.

L'impact pronostique de la MRD HSPC est en deca de nos attentes. Une augmentation du seuil de
senibilité du fait de la présence d’'une hématopoiese classique résiduelle, de régénération post-
induction, est possible. De plus, la caractérisation du pool de cellules souches leucémiques au
diagnostic montrent que les patients du groupe MRD LAIP+HSPC+ possédent plus de cellules
CD34+CD38-. La réanalyse du phénotype HSPC sur le versant cellule souche, pourrait permettre
d’obtenir de meilleurs résultats. L’ajout de marqueurs spécifiques des cellules souches pourraient étre

aussi un moyen d’améliorer la sensibilité de cette MRD (84).

La durée du suivi, avec une médiane a 355 jours, représente une limite a I’exploitation des données de
cette étude. Notre tube LAIP montre de bons résultats pour chimiorésistance précoce post-induction
mais il faudra aussi I'évaluer sur le long terme. Pour le tube HSPC, les résultats ne sont pas aussi
probants que ce qui était envisagé au départ, mais le suivi court n’exclut pas un impact de cette MRD

sur la survenue d’évéenements tardifs.

La présence de la mutation DNMT3A comme un facteur indépendant dans I'évaluation de la
chimiorésistance précoce post-induction peut paraitre surprenante. Néanmoins, cette mutation est
connue pour assombrir le pronostic des LAM NPM1 muté (85). Ce groupe de patients reste trés
intéressant a cibler car les origines de leur chimiorésistance ne sont pas élucidées (hématopoiese

clonale (86), échappement immunologique (87) ou hypométhylation de I’ADN (88)).

Un suivi de la MRD en fonction de la chimiothérapie recue par le patient peut s’avérer intéressante.
En effet I'utilisation du traitement Venetoclax-Azacytidine est sensé réduire le pool de cellules souches
leucémiques (89). Il serait donc intéressant d’observer le comportement des MRD de nos tubes LAIP
et HSPC chez cette population et celle traitée par chimiothérapie classique, la MRD HSPC ciblant
principalement les cellules immatures pourrait étre impactée. Selon I'étude préliminaire de DiNardo
et al (90), les patients ayant recu Venetoclax-Azacytidine atteignent une rémission compléete dans 73%
des cas. Il serait utile d’évaluer la MRD par cytométrie en flux pour comparer une population ayant

recu cette chimiothérapie avec une population en ayant recu une différente.
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IX. Conclusion

L'utilisation de méthode multivariée de clusterisation de type FlowSOM permet le rendu de MRD LAM
en routine sur un grand nombre de patients en facilitant I'analyse et également en ’lhomogénéisant.
En effet la méthode est reproductible entre opérateurs, et de ce fait permet d’harmoniser le rendu de

résultat lors des différents points de suivi.

La MRD LAM par cytométrie en flux montre un fort impact pronostique. Nos résultats montrent que
I'utilisation de la MRD HSPC est utile, en association avec la MRD LAIP et peut certainement étre
améliorée. Le panel LAIP, quant a lui, montre de bons résultats utilisé seul, mais posséde un impact

pronostic d’autant plus fort quand il est associé au résultat de la biologie moléculaire.
L'utilisation de nouveaux marqueurs, dans des cohortes de patients traitées par de nouvelles

thérapies, va certainement bouleverser I'utilisation de I’outil MRD par cytométrie en flux et nécessiter

de nombreuses autres études.
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CALCUL DE LA MALADIE RESIDUELLE DES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES PAR
CYTOMETRIE EN FLUX

Toulouse, le 1¢" octobre 2021

Le calcul de la maladie résiduelle est un enjeu majeur pour le suivi des patients atteints de leucémies
aigués myéloides. Déja utilisée en routine pour la mesure de la maladie résiduelle d’autres
hémopathies malignes, sa mise en place est plus difficile pour les LAM du fait de leur hétérogénéité.
L'utilisation d’une technique plus performante et plus homogene est donc essentielle, spécifiquement
pour la cytométrie en flux.

Afin d’évaluer I'impact pronostique de la MRD des LAM par cytométrie en flux, nous I'avons calculée
pour cohorte de 155 patients diagnostiqués au CHU de Toulouse entre 2017 a 2020 et traités par
chimiothérapie intensive. Nous avons réalisé ces analyses en méthode multivariée grace au script R
FlowSOM, a partir de deux panels de marqueurs permettant |'identification des blastes leucémiques
et des progéniteurs CD34+. Cette approche d’analyse supervisée mais aidée par une technique de
clusterisation des cellules, permet de simplifier et d’harmoniser les résultats.

Au final, nous montrons que le calcul de la MRD par nos deux approches est complémentaire et
fortement corrélé avec la réponse thérapeutique des patients.

The calculation of residual disease is a major issue for the follow-up of patients with acute myeloid
leukemia. Already used routinely for the measurement of residual disease of other hematological
malignancies, its implementation is more difficult for AML because of its heterogeneity. The
development of a more efficient and homogeneous approach is therefore essential, especially by flow
cytometry.

In order to evaluate the prognostic impact of MRD of AML by flow cytometry, we calculated it in a
cohort of 155 patients diagnosed at the Toulouse University Hospital between 2017 and 2020 and
treated by intensive chemotherapy. We performed these analyses in a multivariate method using the
R script FlowSOM, from two panels of markers allowing the identification of leukemic blasts and CD34+
progenitors. This supervised analysis approach, but helped by a cell clustering technique, allows
simplification and harmonization of results.

Finally, we show that the calculation of MRD by our two approaches is complementary and strongly
correlated with the therapeutic response of patients.
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MOTS-CLES : Leucémie Aigué Myéloide, Cytométrie en flux, Immunophénotypage, Maladie
résiduelle, Leukemia associated immunophenotype, Cellule souche leucémique.
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