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INTRODUCTION

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est thémopathie clonale, incluse
dans la classification OMS 2008 dans le groupesgiedromes myélodysplasiques/néoplasies
myeéloprolifératives (1). Elle est caractérisée pae monocytose persistante dans le sang
périphérique (monocytes >1G/L depuis plus de 3 Jnassociée a des signes de dysplasie au
myélogramme sur une ou plusieurs lignées. Le ptands cette pathologie est péjoratif, avec
une survie médiane de 20 a 40 mois, selon lesssétien risque d’évolution en leucémie

aigue myeloblastique dans 15 a 20 % des cas.

La LMMC reste un défi diagnostique car il n’exigt@s de signes obijectifs spécifiques de
cette entité parmi les criteres OMS. En effet dtislogies des monocytoses sont nombreuses
et l'interprétation de signes minimes de dyspladans la tranche d’age des patients atteints
de LMMC (médiane de 65-75 ans), requiert une graexigertise cytologique. De plus,
I'absence des signes de dysplasie n’exclut pagmtndstic. Enfin, il n’existe pas d’anomalies
cytogénétiques ou moléculaires pathognomoniquéds aaladie.

Dans ce contexte, un nouveau marqueur diagnostiopps® sur la quantification des
monocytes n'exprimant pas le CD16 en cytométrieflen, a été recemment publié par
Selimoglu-Buetet al (2). Ainsi, un pourcentage de monocytes CD16-négatipérieur ou
égal a 94% des monocytes totaux présente une emellspécificité et sensibilité
(respectivement 95.1% et 90.6%) pour le diagnas#id MMC. Dans notre laboratoire, la
stratégie de rendu en routine des numérations fesrsanguines, utilise le couple analyseur
DXH800 — cytométrie en flux avec la solution Henftw™ (Beckman Coulter, Brea, CA).
Cette stratégie permet d’obtenir sur une formuleralgine le pourcentage de monocytes
CD16-négatifs. L’objectif principal de ce travastede démontrer I'intérét de I'HematoFlow

pour le diagnostic de LMMC.

Dans une premiere étude rétrospective, comparast éehantillons sanguins de

monocytoses réactionnelles et de LMMC avérées, awoss étudié le taux de monocytes
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CD16-négatifs rendu par HematoFlow, afin d’étudliatérét de ce dernier dans le diagnostic
de la LMMC. Ces données ont été publiées sous faleuetter (Annexe 1), en réponse a
I'article princeps http://www.bloodjournal.org/content/125/23/3618ettérs

Dans un second temps, sur une cohorte prospentus, avons éetudié la corrélation entre
la technigue HematoFlow, et la cytométrie en flaxaentionnelle, technique de référence
mise en place au laboratoire, pour la quantificaties monocytes CD16-négatifs. Enfin, nous

avons évalué la pertinence de I'association deg tgmhniques pour le diagnostic de LMMC.
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GENERALITES

1. LA LEUCEMIE MYELOMONOCYTAIRE CHRONIQUE

1.1. Historique et évolution des classifications

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) a déérite pour la premiére fois par
Saarni et Linman en 1971 (3). lls constatent chex ghtients atteints de leucémies aigues
myéloblastiques (LAM) a composante monocytairexi$eence d’anomalies qualitatives de
I’'hématopoiese. Avant de déclarer la LAM, 36% de gatients présentaient une monocytose
périphérique, et 31% passérent par un stade dee ppesleucémique (présence d'un
contingent blastique dans le sang périphériqudpigaassocié a une myélémie). En 1975, la
premiere cohorte de patients atteints de LMMC adéigrite, comprenant 18 patients ayant
une monocytose inexpliquée, des cytopénies et plém@mégalie (4). Cing de ces patients
survivront plus de 5 ans, sans aucun traitemerite @dormation a donc amené a penser, que
la chimiothérapie intensive n’était pas nécesspaer cette population. Suite a ce constat,

cette pathologie sera plutdt considérée commeade giré-leucémique.

Dans les suites de ces différents travaux, le grobBmncais-Américain-Britannique
(FAB) (5), reconnait comme entité distincte la LMM@ 1976. Ensuite, c’est en 1982, que ce
méme groupe integre la LMMC dans les syndromes oaysplasiques (SMD), devant la
fréquence de signes de dysmyélopoiese dans cetigolg@e. Cependant, devant
I'hétérogénéité clinique de la pathologie, deuxsstypes sont alors créés, en fonction du
chiffre des leucocytes dans le sang périphériquetteCdichotomie a pour but de mieux
différencier le caractéere myélodysplasique, du atara myeéloprolifératif de la pathologie.
Ainsi les patients avec un compte de leucocytdss x 16L7! seront classés dans la sous-
catégorie des SMD-LMMC, et ceux avec un chiffre ldacocytes > 13 x £07! seront

catégorisés dans les SMP-LMMC (syndrome myeélopnaiif).

Cette double composante révele I'hétérogénéitéqcienet biologique de cette pathologie,
expliguant le reclassement de la LMMC dans le geoumgles syndromes
myeélodysplasiques/syndromes myéloprolifératifs (SBMP), dans la classification OMS
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2001. II sera renommé syndromes myélodysplasigéeplasies myéloprolifératives
(SMD/NMP) dans l'actuelle classification 2008 (E)dure 1).

Jeme gdition de la classification
Découverte de Ia OMS des hémopathies malignes
LMMC
— LMMC = SMD/SMP
.
v
1976 ‘ 1982 ‘ 2002 ‘ 2008

Classification FARB des
hémopathies malignes

LMMC = SMD

Figure 1 : Fresque historique de la LMMC

1.2. Définition de la LMMC

La LMMC est une hémopathie clonale de la cellulacke hématopoiétique. Elle est
caractérisée par une composante, a la fois mygiaigue et myéloproliférative, et ayant
tendance a évoluer en LAM. La classification OMSO0&0des tumeurs du tissu
hématopoiétique et lymphoide classe donc la LMM&mp les SMD/NMP. Cette entité
comprend également la LMC atypique (leucémie mygélahronique, BCR-ABL1 négative),
la leucémie myélomonocytaire juvenile, les anémiéfsactaires avec ring-sidéroblastes et
thrombocytose (RARS-T, entité provisoire), et lagres SMD/NMP inclassables. Ces
pathologies ont donc en commun, une composanteothysblasique et myéloproliférative.
L’'OMS définit alors différents criteres diagnostep) dans le but de bien les différencier.
Pour la LMMC, ces critéres sont les suivants :
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1. Monocytose sanguine périphérique persistante /L)L

2. Absence de chromosome Philadelphie ou de réarrasmgeBCR-ABL1 (dans le but
d’éliminer une LMC avec une présentation trompeuse)

3. Absence de réarrangement du Platelet-Derived Gréwtttor Receptors alpha et beta
(PDGFRA et PDGFRB, notamment s’il existe une hypsiréophilie)

4. Moins de 20% de blastes (myéloblastes, monoblastggomonocytes) dans le sang
périphérique et la moelle osseuse(MO)

5. Dysplasie sur au moins une des lignées myéloiddes Signes de myélodysplasies sont
minimes voir absents, le diagnostic de LMMC peuittde méme étre retenu si les
criteres suivants sont retrouves :

o Anomalies clonales acquises cytogénétiques ou mialiées de la lignée
hématopoiétiqueyu

o0 Monocytose persistante, depuis plus de 3 nabis,

0o Exclusion des autres causes de monocytoses (cancdection,

inflammation...)

Il est décrit différents sous types de LMMC, endion du nombre de blastes dans le sang

périphérique ou la MO :

- LMMC 1:<5% de blastes dans le sang et < 10 % t&@aMO

- LMMC 2:5 a 19 % de blastes dans le sang et/oa 19 % de blastes dans la MO, ou
présence de blastes présentant des corps d’Auer

- LMMC-1 ou LMMC-2 avec éosinophilie, si le comptesdaolynucléaires éosinophiles
(PNE) dans le sang est supérieur a 1.5°4.10

Le tableau suivant (Tableau 1) résume les prinegodifférences entre la définition FAB
et OMS de la LMMC.
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FAB 1982 OMS 2008

SMD SMD/NMP
Monocytose sanguine > 1G/L Monocytose sanguine > 1G/L
Blastes médullaires < 20 % Blastes médullaires < 2@

Absence de chromosome Philadelphie ou de géne de

Blastes sanguins < 5% i
fusion BCR-ABL1

Absence de réarrangement du PDGFRA, PDGFRB

Signe de dysplasie sur au moins une lignée

Si absence de dysplasie, diagnostic de LMMC si :

- Anomalies clonales acquises cytogénétiques ou
moléculaires de la lignée hématopoiétiqueu
- Monocytose persistante depuis plus de 3 mogs,

- Exclusion des autres causes de monocytoses

Sous-types de LMMC :

Sous-types de LMMC : - LMMC1 si blastes sanguins < 5%, blastes
médullaires < 10%
- SMD-LMMC si leucocytes sanguins 13 G/L - LMMC2 si blastes sanguins 5-19%, blastes
- SMP-LMMC si leucocytes sanguins > 13 G/L médullaires 10-19%, ou présence de corps d'Auer
- LMMC-1 ou LMMC-2 avec éosinophilie, si PNE
sanguins > 1.5 G/L

Tableau 1 :Différences entre les critéres de la LMMC dansléssification FAB et OMS 2008
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1.3. Epidémiologie

La LMMC est une maladie rare, dont I'incidencerasi connue du fait de I'’évolution des
criteres diagnostiques, au cours des classificatgrccessives. L'incidence de la LMMC,
dans la population de plus de 60 ans, serait das3pour 100 000 habitants par an. La
classification FAB considere que la LMMC représet#8o des SMD, ce qui correspond a
une incidence de 0.5 cas pour 100000 habitantamatout age confondu. L’age médian du
diagnostic est situé entre 65 et 75 ans (pic osezvs 70 ans). La LMMC est exceptionnelle
avant 50 ans. Elle touche de facon préférentieBehbmmes, puisque deux hommes pour une
femme sont atteints (6).

L’étiologie de cette pathologie est le plus souvembnnue. Toutefois, elle peut étre
secondaire a une chimiothérapie et/ou une radigpigrdans le traitement d’'un cancer. Plus
rarement, elle peut étre secondaire a des expusidiaifférents toxiques, sans réelle certitude
étiologique. Les toxiques incriminés sont le berzenles autres hydrocarbures aromatiques,

les produits utilisés dans 'agriculture, tels dgeee pesticides (7) (8)...

1.4. Physiopathologie

Les anomalies génétiques sont fréquentes chezatents atteints de LMMC. En effet,
des anomalies clonales cytogénétiques sont obseohiaz 20 a 40 % des patients. (9s
altérations fréquemment retrouvées, bien que ndmogaomoniques de la LMMC, sont la
trisomie 8, la monosomie 7 (del7q), des anomalésumrentes sur le bras court du
chromosome 12, et la trisomie 10. Les anomaliepg&yiétiques sont le plus souvent
retrouvées chez les patients avec une hyperleumse@anguine, une blastose médullaire, et
chez qui on observe des signes de dysérythropoiesie dysgranulopoiese. Ces différentes
observations ont permis de classer les patients OMi 3 groupes de risques cytogénétiques

(cf. classifications pronostiques

Par ailleurs, des anomalies moléculaires sont égale tres souvent retrouvées.

L’avenement du séquencage nouvelle génération (NG®¥mis d’identifier des aberrations
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moléculaires, chez pres de 90% des patients atdmtLMMC (10).Celles-ci peuvent étre

classées en 4 catégories :

- Mutations impliquant les genes de I'épigénétiquets que EZH2, ASXL1, TET2,
DNMT3A, IDH1 et IDH2, divisées en deux sous-groufiEk)
o celles affectant la méthylation de 'ADN : TET2, MN'3A, IDH1 et IDH2
o celles affectant la régulation des modificationdalehromatine (modification
des histones) : ASXL1 et EZH2

- Mutations impliquant les genes du spliceosome, gels SF3B1, SRSF2, U2AF1,
ZRSR2, SF3A1, PRPF40B, U2AF2 et SF1 (12)

- Mutations impliquant les génes de réparation d®NAtel que TP53

- Mutations impliquant les genes de la régulatiotutate, ou les genes codant pour des
facteurs de transcription, ou des récepteurs tyeokinase, tels que JAK2, KRAS,
NRAS, CBL, FLT3 et RUNX1 (13)

Les mutations concernant les genes de I'épigéretapumt fréquemment retrouvées chez
les patients LMMC. En premier lieu, TET2 (Ten Elev@&ranslocation 2) et ASXL-1
(Additional Sex combs Like )1 L'épigénétique est un terme désignant les diffisren
mécanismes intervenant dans la régulation de l&sgion des genes. Les histones y jouent un
réle primordial. Ce sont des petites protéines riches en acideséantiasiques (chargés
positivement), étroitement liées a 'ADN (charg@atvement).L’ensemble ADN et histone
constitue l'unité de base de la chromatine, le égngdme Ces derniers peuvent étre acétylés,

dans ce cas l'interaction entre les nucléosome@dam ceci entraine la décondensation de la
chromatine, qui peut alors étre transcrite.

Par ailleurs, les histones peuvent également émeomdi ou triméthylés, au niveau des
acides aminés lysine ou arginine. Selon les résméthylés, ou le nombre de groupement
ajouté, ce processus est soit associé a une amtivaiu bien a une répression de la
transcription. Les enzymes responsables de cesaudde groupements sur les histones sont
les enzymes du complexe polycomb. Aussi, EZH2 (Eodaof Zeste Homolog 2) et ASXL1

sont deux protéines appartenant & ce complexe extinyue.



19

1.4.1.ASXL1 et EZH2

Tout d’abord, ASXL1 est un des membres importamte complexe polycomb. Il est
’lhomologue humain d’Asx (Drosophila Additional seombs), mis en évidence chez la
drosophile. En coopération avec EZH2, il se lie 'aules membres de ce complexe
polycomb, notamment a PRC-2 (Polycomb Repressor pxm2). Cela induit alors la
méthylation de I'histone 3, provoquant ainsi pampaction de la chromatine, la répression de
la transcription(Figure 3. Les mutations d’ASXL1 entrainent donc une pegdadrégulation
négative de la transcription, et agissent prineipant au niveau de la différenciation
granulo-monocytaire. Ainsi, 40 a 50 % des patidtMMC sont porteurs d’une mutation
d’ASXL-1 (10). En outre, on observe également fréquemment degiongal’ASXL1 dans

les SMD et les néoplasies myéloprolifératives.

Cependant les mécanismes par lesquelles ces mmgtailmduisent un processus
leucémogene, ne sont pas encore clairement déRaiscontre, l'intérét de rechercher ces
anomalies moléculaires est majeur, car I'existedicme mutation non-sens ou frameshift
(décalage du cadre de lecture) d’ASXL1, a un imgaonostique. Les mutations d’'EZH2

sont également retrouvées, mais en fréquence rmopwtante.

o Histone marks (H3K27)

Active transcription

Nucleosome

Figure 2 : Les mutations d’ASXL1 ou d’EZH2 entrainent unegdt la régulation négative

de la transcription (14)
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1.42TET2

Par ailleurs, I'autre gene de I'épigénétique frégqoment muté dans la LMMC est TET 2.
En effet, des anomalies sont retrouvées chez 30 % @les patients (10). Il appartient a la
famille de génes TET, comprenant TET 1, 2,C&s 3 genes codent pour des protéines
enzymatiques qui peuvent convertir la 5-methylageg5mC) en 5-hydroxymethylcytosine
(5hmC) Par conséquent, la DNMT1 (DNA methyltransferasedapt le réle est de méthyler

la 5mC, ne peut plus remplir sa fonction, car elereconnait pas la 5hmC. Aussi, la 5hmC a
la capacité de se déméthyler de maniére passiyel(E%n suit donc une déméthylation de
I’ADN (Figure 3).

La méthylation de I'ADN joue un rble sur divers pessus cellulaires, tels que la
synchronisation de la réplicatiodu chromosome chez les bactéries, la réparation des
mésappariements dans I'ADN, et aussi sur le nivBexpression du genéa mutation de
TET2 entraine donc une perte de fonction du gérngareconséquent un exces de méthylation

de ’'ADN. Les conséquences sur I’'hématopoiése lssrguivantes :

- Augmentation de I'auto renouvellement des CSH (el souches hématopoiétiques)
- Expansion des CSH et des progéniteurs myéloides

TET2 est donc un bon candidat de géne interveramt t& processus de leucémogénese,
en interférant avec la régulation de la chromatimeamment en perturbant la méthylation de

celle-ci (Figure 3).
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Figure 3 : Déméthylation de 'ADN et réle de TET2, modifiéeAdbelel-Wahab O et al. (15)

1.4.3.SRSF2

D’autre part, en plus des mutations épigénétiquesicipalement TET2 et ASXL1
décrites ci-dessus, des anomalies des génes codantlies protéines ayant une activité sur
I'épissage des ARN pré-messagers sont frequemmaouveées dans la LMMC. L'épissage
est un processus par lequel les ARN pré-messagetschvés, les introns (éléments non
codants) sont éliminés. L'épissage a lieu dan®jan de la cellule et donne donc naissance a
un ARN messager (ARNm) dit mature, constitué detssexonsCet ARNm est alors exporté

dans le cytoplasme, ou il est traduit en une pmetéCe processus d’épissage a lieu au niveau
d’'un organite appelé spliceosomiees différentes particules du spliceosome sont elées

small nuclear RiboNucleoProteins (snRNP), petit ARNtour duquel sont associées

différentes protéines.

Ainsi, le géne codant pour la protéine Serine/angiRich Splicing Factor 2 (SRSF2) est
en effet muté dans 40 a 50 % des LMMC (10). Callest responsable du recrutement et de

la fixation sur leur site d’épissage de deux snRUPet U2).
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1.4.4 La voie RAS

En outre, des mutations affectant les voies desthaction du signal RAS (Rat viral
oncogene homolog) sont fréequentes dans les formddViMC prolifératives. La voie RAS
est une voie de signalisation intracellulaire. banille des proto-oncogenes RAS comprend
trois genes bien caractérisés HRAS, NRAS et KRA&(kely Rat viral oncogene homolog ;
Neuroblastoma Rat viral oncogene homolog ; Kirgkah sarcoma viral oncogene homolog).
Ces 3 geénes codent pour des protéines qui sorliskees a la face interne de la membrane
cytoplasmique Les protéines RAS font parties de la famille desP&Jes (Guanosine
Triphosphate hydrolase), et jouent un rble impdrtdans la transmission de signaux
extracellulaires provenant des récepteurs membemaiers le noyau. Cette voie intervient
sur la régulation de la prolifération, de la suyvie la différenciation et de la migration
cellulaire, ainsi que de I'angiogenedesur activation est déclenchée par I'intermédiaiee
récepteurs membranaires dont 'lEGFR (Epidermal @rdvactor Receptor).

Aussi, Ricciet al. (16) ont montré que les mutations de la voie RAfliquant KRAS et
NRAS, sont plus fréquemment retrouvées chez lasmatSMP-LMMC p-value= 0.033).
La conclusion de cet article dit que les mutatidesla voie RAS seraient un événement
moléculaire secondaire, qui contribuerait au dgyatonent de la maladie, sous son aspect

myeéloprolifératif, et seraient associées a un mbors pronosticf-value= 0.003).

1.4.5.RUNX1

De plus, des mutations portant sur RUNX1 (Runtteglatranscription factor 1) sont

également fréquentes dans la LMMC (environ 20 %). (1

RUNX1 est un facteur de transcription essentielrpgthématopoiese, puisqu'’il régule
'expression de plusieurs genes clés, tels que amaant pour le G-CSF (Granulocyte-
Colony Stimulating Factor), I'lL-3 (Interleukine 3)a myéloperoxydase, le TCR (T Cell
Receptor).
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Kuo et al (17) montrent dans une étude, qu’il n’y a paslifférence dans les courbes de
survie entre un patient muté, et non muté pour RUNGependant, le risque d’acutisation
vers une LAM serait plus important chez les pasenutés (16/3@ersus17/51). Le temps
moyen d’acutisation chez ces patients est de 6.8 wuntre 28.3 chez les patients sans

mutation p-value= 0.022).

1.4.6.GM-CSF et LMMC

Enfin, des études ont montré une hypersensibiétiaaellule souche hématopoiétique au
GM-CSF chez les patients atteints de LMMC (18).

1.4.7.Fréquence des anomalies moléculaires retrouvées

En définitive, bien gqu’il n'existe pas d’anomalieokéculaire pathognomonique de la
LMMC, des anomalies récurrentes sont tout de mébsergées. A ce jour, deux grandes
cohortes de patients atteints de LMMC, ont bénéfitun séquencage de ces genes d’intérét.
Elles sont décrites dans les études de Meggendetrfat et Itzyksonet al , comprenant
respectivement 312 et 275 patients (1Q).fréquence des mutations retrouvées dans ces

deux cohortes sont résumées dans la figure suiygigere 4).

On retrouve donc par ordre de fréquence, des motimpliquant TET2, SRSF2 (non
testé dans I'étude de Meggendortdral), et ASXL1, pour le trio de téte des mutations

retrouvées le plus fréquemment dans la LMMC.
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Figure 4 : Mutations retrouvées au sein de deux cohortes tderga LMMC (10)

1.4.8.Genese de la pathologie

La séquence d’apparition des anomalies moléculacegises est importante dans la
compréhension de la physiopathologie de la malafiesi, I'acquisition d’'une mutation
portant sur TET2 ou ASXL1, au sein d’'une cellulede hématopoiétique, semble étre un
évenement inaugural et primordial (mutation « drive quant au développement de cette
maladie clonale. Un second éveénement moléculaingesuwrait, impliquant SRSF2, ou un
autre géne codant pour une protéine du spliceosdinéin, une troisieme mutation
impliquant la voie de transduction du signal (dapproximativement 30 a 40 % des cas),
incluant une hypersensibilité du clone au GM-CSéudibait a I'apparition de la maladie et a
la myéloprolifération (19) (Figure 5Aussi, des études récentes ont également mises en
évidence que la LMMC pouvait étre une pathologeoadaire a un SMD, par apparition de

nouvelles mutations (20).
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Expanded HSC and progenitor compartment clonal myeloid proliferation
with skewing of HSCs to myeloid bias

polyclonal stem cell
compartment

Increased HSC self renewal
Global increase in genomic 5-mCand
decrease in 5ShmC

Figure 5 : Implication de TET2 dans le développement de la OMIb)

1.5. Présentation clinique

La LMMC peut étre asymptomatique, découverte subilemn biologique systématique
révélant une monocytose et une hyperleucocytosesiumptémes les plus fréquents sont les
signes généraux : la fatigue, l'altération de tdéénéral, la fievre. Les syndromes tumoraux
et les signes d’insuffisance médullaire accompagrienversant myéloprolifératif, ou

myeélodysplasique de la pathologie.

Parmi les signes d’insuffisance médullaire, le sgmk anémique est le plus fréquent,
altérant la qualité de vie du patiehes différentes manifestations cliniques de l'areesont
la paleur cutanéo-muqueuse, I'asthénie, la tachiedre risque, chez ce type de patient age,
est que le syndrome anémique soit insuffisammeist ggr compte, du fait de nombreuses
comorbidités liées a I'age (insuffisances respiratoccardiaque et pathologies vasculaires).
Les manifestations hémorragiques dues a une thnoémi® peuvent étre observées. Les
infections peuvent étre imputables a une neutr@pémiais également a des
dysfonctionnements immunitaires. En effet, des esgmle pathologies dysimmunitaires
peuvent étre associées a la LMMC, telles que deswarites, des colites inflammatoires, des
arthropathies inflammatoires et des polychondritess infections graves, souvent fatales

dans ce contexte, sont les complications a redouter
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Les syndromes tumoraux sont plus fréquents chez paients présentant une
hyperleucocytose. La splénomégalie et I'hépathoti@gancernent jusqu'a 50% de ces
patients. Les adénopathies sont plus rarement\a®eserOn peut constater des épanchements
des séreuses dans les formes tres proliférativéatteinte cutanée est fréquente,

correspondant a un infiltrat nodulaire spécifigae lps cellules myéloides.

1.6. Diagnostic biologique

Le diagnostic de la LMMC est difficile car les ériés positifs de la classification OMS ne
sont pas spécifiques et le bilan doit exclure letrea syndromes myéloprolifératifs et

myélodysplasiques.

1.6.1.Numération formule sanguine

Par définition, la numération formule sanguine (NFSrouve une monocytose >1G/L. Le
taux de monocytes est habituellement compris éhee5G/L, mais peut atteindre des taux
trés important jusqu'a 100G/L. Les monocytes regméant habituellement plus de 10% des
leucocytes. Cytologiquement, les monocytes sonhdgphologie mature, parfois atypiques.
Les promonocytes et monoblastes peuvent étre geésais la somme de leur pourcentage
ne doit pas dépasser 20% dans le sang ou la nusduse, permettant alors de retenir le
diagnostic de LAM. Par conséquent, la distinctiarire monocytes et promonocytes est
cruciale pour le diagnostic mais requiert une eigercytologique importante. Un monocyte
de morphologie normale est typiqguement décrit comune cellule de taille moyenne a
grande, avec une chromatine dense, un noyau awecidmnvolutions et des replis, le
cytoplasme est de couleur grisatre, dit en «cietade ». Pour les promonocytes, les
granulations cytoplasmiques sont un peu plus @silgue pour un monocyte, la chromatine
est moins dense parfois nucléolée. Le noyau, gaidmt présente moins de circonvolutions
gue pour un monocyte mature. Le cytoplasme pewgeptér un léger liseré basophile en
périphérie. Les monoblastes sont de grandes cellutdhromatine décondensée, a noyau sans

circonvolution arrondi, nucléolé, a cytoplasme lpdle (Figure 6).
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Une hyperleucocytose est retrouvée dans plus de d&¥4cas, non seulement du a la
monocytose mais également a une neutrophilie, latpaésence fréquente d’'une myélémie
n'excédant pas 10% des leucocytes. Un taux de d¢gte® normal ou légérement diminué
(avec neutropénie) est plus rarement observé. Dptess de dysgranulopoiése a type
d’hypogranulation sont fréequemment décrits. Unenaaéet/ou une thrombopénie sont

fréquentes.

Enfin, la présence de plus de 1,5 G/L de polynueséaéosinophiles doit faire

obligatoirement rechercher les réarrangements guaiit les génes PDGFR alpha ou beta.

Figure 6 : Un monocyte de morphologie normale (1), un promgteo(2) et un monoblaste(3)
(grossissement X100, coloration May-Griunwald-Giemsa

1.6.2.Le myélogramme

Il est le plus souvent hypercellulaire, avec uneehnglasie de la lignée granulo-
monocytaire, et avec des signes quasiment constiEntdysgranulopoiese (dégranulation,
noyau hypolobé). Des signes de dysmégacaryocytegp@id@cromeégacaryocytes, anomalie de
lobulation du noyau) et de dysérythropoiése (anemalcléaire, deshémoglobinisation,

sidéroblastes en couronne...), sont fréquents.
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La composante monocytaire est en général excéder(tai20 %), bien que difficile a
apprécier (difficulté de différencier la lignée gudeuse dysplasique des monocytes). La
blastose médullaire est quantifiée de la méme mamjée pour le sang, en additionnant les
monoblastes aux promonocytes. Une blastose < 10a8%secle patient en LMMC-1, alors

gu’un pourcentage entre 10 et 19 % est synonyndévigC-2.

La réalisation de cytochimie butyrate estérase @& contributive pour quantifier la

lignée monocytaire plus précisément.

1.6.3.La biopsie ostéo-médullaire (BOM)

La BOM n’est pas systématiquement recommandée @mc€y contrairement aux Etats-
Unis, ou elle est réalisée. Si elle est realisde, vient hypercellulaire. Une fibrose
réticulinique est observée dans 30 % des cas. Baidas, composés de cellules dendritiques

plasmocytoides, sont observés dans 20 % des cas (1)

1.6.4.Le caryotype

Le caryotype conventionnel permet de rechercher atesmalies cytogénétiques. On
recherchera notamment une trisomie 8, une monosordel7q), ou un caryotype complexe,
classant alors les patients a haut risque cytoggreetDe plus, il pourra permettre d’éliminer

une LMC, en I'absence de translocation t(9 ; 2Bydmosome de Philadelphie).

1.6.5.La biologie moléculaire

L’absence de transcrits BCR-ABL1 est indispensadule diagnostic, pour exclure le
diagnostic de LMC.
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Récemment, les progres du séquencage haut déhieamis de mettre en évidence des
mutations a impact pronostique (ASXL1, voie de algation RAS), et d’autres altérations
présentant un intérét diagnostique (TET2/SRSF2/ZBSkn effet, Malcovati et son équipe
(21) ont montré que l'association de deux mutatiomdiquant TET2 et SRSF2, ou TET2 et
ZRSR2 (Zinc finger RNA-binding motif and Serinefmige Rich 2) était hautement
spécifigue de la LMMC. La combinaison de ces dewtations a une spécificité de 98.4%,

chez les patients de cette étude (Figure 9).

1.7. Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel initial des monocytosesguines est tres vaste, compte tenu de
la nature méme du monocyte. C’est une cellule saegtphémere (temps de passage sanguin
de deux a trois jours), qui est destinée a unevigctimmunitaire intra-tissulaire, apres
migration, et différenciation macrophagique ou ibisttaire. Les causes de monocytoses
peuvent donc étre multiples et ce signe n’est pasique de la pathologie. Les monocytoses
sont souvent associées a une hyperleucocytose Iglotbans un contexte inflammatoire

biologique, et clinique subaigu ou chronique.

Il existe donc de nombreuses autres causes de ntoses, dites réactionnelles
(infections virales, état inflammatoire chroniqwe ¢que le cancer, ou d’autres pathologies
telles que la tuberculose, la brucellose, la leeshiose, I'endocardite bactérienne, la
sarcoidose). La monocytose est également un sigfeoge de régénération de la moelle
osseuse (MO), pouvant faire suite a un traitemeddicamenteux (notamment suite a une
chimiothérapie aplasiante) ou a une infection. abldau suivant (tableau 2), décrit les

différentes causes de monocytoses possibles.
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Causes de monocytoses sanguines

Infections : parasitoses (protozoaires : mald&@a-Azar, trypanosomiase),

rickettsiose, endocardite bactérienne subatgib&rculose, brucellose

= Pathologies inflammatoires chroniques : par gleres entéropathies
inflammatoires chroniques, maladies auto-imesufpolyarthrite
rhumatoide, lupus érythémateux disséminé..r¢gosadose, cancers...

= Maladies de surcharge lipidique : maladie dedBarl..
= Hémopathies malignes : syndromes myéloprolifistda LMC, LMMC,

LAM myélomonocytaire

= Association avec d’autres lymphopathies : lympbaatae Hodgkin,

lymphome non hodgkinien

= |ntoxication au tétrachloréthane

Récupération hématologique postchimiothérapie

Tableau 2 :Causes de monocytoses sanguines (22)

1.8. Classifications pronostiques

L’évaluation pronostique des patients atteints MC, se base sur la survie globale,
ainsi que sur le risque d’acutisation en LAM. Diéfgts paramétres sont pris en compte, pour
tenter de stratifier au mieux les patients. Towtbdrd, I'évaluation du risque peut se faire
grace a la cytogénétique. Par ailleurs, de nombr&zores clinico-biologiques ont été
développés. Enfin, plus recemment, la découvedaathalies moléculaires, ayant un impact

pronostique, a permis la création de nouveaux score



31

1.8.1.Définition du risque cytogénétique

Le registre Espagnole des SMD (23), a récemmenié&dd4 patients LMMC, qui ont
bénéficié d’une analyse cytogénétique conventidarael diagnostic. Dans ce travail, 110/414
patients (27%) étaient porteurs d’'une anomalieggnetique. Des analyses multivariables se
basant sur des courbes de survie, et un risquatdaton en LAM, ont permis de stratifier
les patients dans 3 catégories de risques cytdgérétdifférentes.

- Haut risque : Trisomie 8, anomalie du chromosomearyotype complexe (plus de 3
anomalies caryotypiques)

- Faible risque : Caryotype normal, délétion du closame Y

- Risque intermédiaire : Toutes les autres anomahesmosomiques non décrites dans

les deux groupes précedents

Ces trois groupes ont des courbes de survie diftése La survie globale a cing ans est
respectivement de 4%, 35%, et 26%. La survie mageselon le risque cytogénétique, est

respectivement de 11 mois, 37 mois, 18 mois.

1.8.2.Evolution des scores clinico-biologiques

L’'IPSS (International Prognostic Scoring Systemgta développé en 1997, pour une
population de patient SMD, et incluant la LMMCcé#tégorise les patients en 4 sous-groupes
de risques (faible, intermédiaire 1 et 2, élev@)ien avec la survie globale. Il tient compte
du risque cytogénétique, du pourcentage de blastatullaires, du nombre de cytopénie.
Cependant, I'lPSS permet d’évaluer le risque, seefd chez les patients avec une LMMC
non proliférative, c'est-a-dire avec moins de 13@4Leucocytes dans le sang. Son intérét est

donc limité dans le pronostic de la LMMC (24).

Onida et al (25) ont donc créé un score spécifigue de la LMNIE MDAPS (MD

Anderson Prognostic Scoring System), basé suubeddémoglobine, la quantification de la
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myeélémie, le taux de lymphocytes dans le sangs pblrcentage de blastes dans la MO. Ce
modéele identifie 4 catégories de risques, avecnikdianes de survie respectivement de 24,
15, 8 et 5 mois pour un risque faible, intermédidir intermédiaire-2 et élevé. Cependant, le
MDAPS a été analysé sur 212 patients LMMC dangdgstre de Dusseldorf. Il a été montré
dans ce travail, que la quantification de la myé&gm’avait pas de valeur pronostique. En
outre, il a été mis en évidence qu’un taux élevd.Del (lactate déshydrogénase), un taux
d’hémoglobine < 9 g/dL, ainsi qu’'un taux de plageet< 100 G/L, étaient de mauvais

pronostique.

L’équipe de Germingt al (26), définit alors le score de Dusseldorf. Celutlassifie les
patients en 3 catégories de risques. La survie mmeyeest de 93 (risque faible), 26
(intermédiaire) et de 11 mois (élevé). Par aille@srminget al ont également réalisé une
étude prospective sur 266 patients LMMC-1, et 7ABepts LMMC-2. La médiane de survie

était de 20 mois contre 15 mois respectivement (27)

En 2013, le CPSS (CMML-specific Prognostic Scor8ygtem) a été développé a partir
d’'une cohorte de 558 patients, et validé sur 27epa (28). Le sous-type FAB, le sous-type
OMS, le risque cytogénétique, le besoin transfustbisont les quatre facteurs pronostiques
pris en compte. Quatre groupes sont ainsi définRisque faible, intermédiaire-1,
intermédiaire-2 et élevé, avec des survies meédigesectivement de 72, 31, 13 et de 5 mois.
Mais, le défaut principal de ce score, est la peis&eompte de la place de la LMMC au sein
de la classification FAB. En effet, ce documentsh’elus considéré a ce jour, comme

référentiel.

En 2013 également, l'institut de recherche de laydMeinic développe un score. Mais,
celui-ci ne tient toujours pas compte des anomatieculaires pronostiques. C’est le MPM
(Mayo Prognostic Model), proposé par Patnatkal (29). Un point est attribué pour la

présence d’'un des quatre critéres suivants :

- Monocytose sanguine > 10G/L

- Présence de blastes circulants dans le sang
- Un taux d’hémoglobine < 10g/dL

- Un taux de plaquettes < 100G/L
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Ce modéle stratifie les patients en 3 groupes stpu@s : Faible (0), intermédiaire (1) et
élevé £2), associés respectivement a une médiane de siedg, 18 et 10 mois.

1.8.3.ASXL1

Par la suite, les récentes découvertes moléculaeesnt prises en compte. Ainsi,
'avenement du NGS n’a pas seulement permis dexriemprendre la physiopathologie de

la LMMC, mais également d’intégrer ces nouvellesirdes au sein de nouveaux scores
pronostiques.

Tout d’abord, les mutations non-sens et framesfuicalage du cadre de lecture)
d’ASXL1 méritent d’étre recherchées car elles aggna le pronostic (Figure 7). Les
mutations faux-sens n’ayant pas d'impact pronosti@o).

1
e CMML patients without ASXL1
mutations, n= 256, median survival 44 months.
® CMML patients with ASXL71
0.8 mutations, n= 164, median survival 24 months.
— 0.6
©
-
2
=]
® 04
P=<0.0001
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Figure 7 : Impact pronostique de la mutation d’ASXL1 chepbsents LMMC (30)
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C’est donc suite a ces découvertes que le GFM (teréuancais des Myélodysplasies) et
la Mayo clinique proposeront deux scores similaireggrant tous deux la recherche de la
mutation d’ASXL1.

Premierement, le score du GFM proposé a partired’'série de 312 patients LMMC

comprends les critéres suivants (31) :

- Leucocytose > 15 G/L (3 points)
- Mutations d’ASXL1 (2 points)

- Age > 65 ans (2 points)

- Plaquettes < 100G/L (2 points)

- Hémoglobine < 10g/dL pour les femmes et < 11 g/dirrges hommes (2 points)

Ce modeéle stratifie les patients en 3 groupes sigue, avec une médiane de survie
correspondante. Le risque faible (0-4 points), peguel la médiane de survie n’a pas pu étre
déterminée chez les patients de ce groupe (nointadteLe risque intermédiaire (5-7 points),
avec une médiane de survie de 38.5 mois. Le riébpwe (8-12 points), avec une médiane de

survie de 14.4 mois.

D’autre part, le Mayo Pronostic Model, décrit prdedment, est contradictoire avec les
résultats de ce travail du GFM, car il n’intégres s mutations d’ASXL1. La Mayo clinic,
tente alors de clarifier la place d’ASXL1 au sesad score pronostique. Sur une cohorte de
466 patients, ils confirment I'impact pronostiguesdmutations non-sens et frame-shift
d’ASXL1. Un nouveau score, le Mayo Molecular Mo@@MM) est donc créé. Les facteurs
pronostiques sont identigues au mayo pronostic makeepté qu’il intégre la mutation
d’ASXL1 (30). Quatre groupes de risques sont aiéfinis. Le risque élevé (> 3 facteurs de
risques), le risque intermédiaire-2 (2 facteursisigues), le risque intermédiaire-1 (1 facteur
de risque), le risque faible (absence de facteuisdgie). Avec respectivement, des survies
médianes de 16, 31, 59, 97 mois.

Enfin, dans cet article il est également démorargulpériorité du score MMM vis-a-vis de

celui du GFM, pour stratifier les patients faiblegjues. Dans cette méme étude, il est mis en



35

evidence que SETBP1 (SET Binding Protein 1) n’a ¢iaepact sur les courbes de survies
(30). De plus, ni ASXL1, ni SETBP1 ne prédisentisgue d’acutisation en LAM.

1.8.4 Autres mutations pronostiques

Dans les LMMC, les formes prolifératives ont ungphaauvais pronostic, que les formes
dysplasiques. Les mutations affectant la voie RA®t sfréquentes, dans les formes
prolifératives, et leur valeur pronostique se meé¢NRAS, KRAS) (Figure 8) (16).

P=0.003 160 P=026
= =4 = MP-CMML [ = 18) -4= MUIRAS (n=8)
e W DGR = = 75+

% Mo =22y 3 —— RASWT (n32)
7 : .
il - -
- g :
= =4
] ek k=g E 1
o S - o 254 e 4

n T T T T T 1 ]

n £ 0 45 B0 75 a0 H 15 20 P 80 75 a0

(a) Elapsed time (mo) (b) Elapsed time {mo)

Figure 8 : Influence des formes prolifératives versus dysgless (a) et des mutations de la

voie RAS (b) sur la survie de patients LMMC (16)

La découverte d'une mutation NPM1 ou FLT3 ITD pdaire suggérer une forme
frontiere avec une LAM, et peut conduire a envisage traitement par chimiothérapie
intensive. La présence de mutations du gene TEU2n{ains en I'absence de mutation

d’ASXL1) semble associéee a une meilleure répornseacitidine (32).

Par ailleurs, les mutations de RUNX1 n’auraientgiaapact sur la survie moyenne, mais
entraineraient un délai d’acutisation en LAM plapide. Enfin, plus le hombre global de

genes mutés est important, plus 'impact pronostiegt péjoratif.
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Scores

pronostiques

LMMC

(année)

Facteurs de risque

(points)

Médiane de survie
en fonction du groupe de risque,

en mois (pointg

Faible Int-1 Int-2 Elevé

Commentaire

IPSS
(1997)

Mayo

pronostic
model

(2013)

MMM
(2014)

1. Risque cytogénétique
(0,5 point si intermédiaire)

(1 point si élevé)

2. Blastose médullaire (%)
(0,5 point si 5-10%)
(1,5 point si 11-20%)

3. Cytopénies
(0,5 point si>2 cytopénies)

1. Monocytose sanguine >
10 G/L (1)

2. Blastose sanguine (1)

3. Hémoglobine < 1@/dL (1)
4. Plaquettes < 100 G/L (1)
1. Age > 65 ans (2)

2. Leucocytose > 15 G/L (3)
3. Anémie (2)

4. Plaquettes < 100 G/L (2)

5. Mutation d'’ASXL1 (2)

1. Monocytose sanguine >

10 G/L (1)

2. Blastose sanguine (1)

3. Hémoglobine < 1@/dL (1)
4. Plaquettes < 100 G/L (1)

5. Mutation d'ASXL1 (1)

684 42 13,2 438
©) (051 (152 (25-3)

32 18,5 10
©) (1) =2)
Non
) 38,5 14.-4
atteint (5-7) >7)
- >
(0-4)
97 59 31 16

() 1) @) (>3)

Non adapté pour les
formes
prolifératives

Mutations d'ASXL1
non prises en
compte

Les mutations
d'ASXL1 et de
SETBP1 ne
prédisent pas le
risque de
transformation en
LAM

Tableau 3 :Différents scores pronostiques de la LMMC, modl&éPatnaik MM et al. (33)
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1.9. Thérapeutique

I manque clairement des données dans la litte&sawoncernant la thérapeutique de la
LMMC. En effet, la plupart des essais cliniqgues a@nant des patients LMMC, intégrent
également des patients SMD, ce qui est problénmgticar I'évaluation n’est pas optimale du

fait de différences certaines, entre ces deux pajles.

Mais il est tout de méme consensuel que lattittitirapeutique doit étre guidée par
certains points clés. Premiérement, seulement ofjediffe de cellules souches
hématopoiétiques est éventuellement curative. Batre; elle nécessite I'existence d’un
donneur, I'age du patient doit étre inférieur aaf®.La balance bénéfice risque doit étre
finement analysée (absence de comorbidité majeardn mortalité est elevéar ailleurs, le
traitement symptomatique a savoir les transfusesculots globulaires, le traitement par
antibiothérapie large spectre des infections, ®ttl@nsfusions de plaquettes, restent le plus

souvent indispensables.

1.9.1.Traitements symptomatiques

Lorsque I'anémie est symptomatique et qu’elle fieter avec la qualité de vie du patient,
on préfere utiliser des agents stimulants [I'érypoiése, telle que [I'érythropoiétine
recombinante (EPO). Les transfusions globulairest varement corriger, dans la durée,
I’'hémoglobine au-dessus de 10 g/dL (taux a padiquel, les symptomes liés a I'anémie sont
négligeables). La réponse thérapeutique est a @valypartir de 12 semaines de traitement.
Environ 50 a 60 % des patients y sont répondes Eh cas de reponse, le traitement doit
étre ajusté de facon a maintenir un taux d’hémogélkentre 10,5 et 12g/dL, selon les
recommandations de I'agence nationale de sécuwiitdéldlicament et des produits de santé
(ANSM).

L’EPO n’a actuellement pas d’autorisatide mise sur le marché (AMM) en Europe dans
la LMMC, mais fait I'objet d’'une recommandation tlisation par la haute autorité de santé
(HAS).
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Si 'anémie persiste, malgré l'instauration d’uaitement par EPO, la transfusion de culot
globulaire est alors envisageable. Son objectifdestmaintenir un taux d’hémoglobine au-
dessus de 8 g/dL. Il faudra alors penser a mettigdace un traitement chélateur du fer, pour

eviter toute surcharge chez ces patients, qui sarnanés a étre multi transfuseés.

La transfusion plaquettaire doit étre a envisaggulement en cas de force majeure, car les
risques d'inefficacités sont élevés, du fait ddd@mmunisation rapidel.es indications de la
transfusion plaquettaire sont I'existence d’'un saigent chez le patient thrombopénique, un
geste opératoire, ou la prophylaxie d'un traitemintement thrombopéniant. Le seuil de
transfusion plaquettaire étant fixé a 10 G/L, eb$ence de facteur de risque, dans ce dernier
cas (recommandations de 'ANSM et de 'HAS).

Enfin, la survenue d’infections graves est la caoapion la plus redoutable, parfois fatale.

Les patients doivent étre traités par une antiBiatbie large spectre.

1.9.2 Traitements freinant I'évolutivité de la maladie

En l'absence de signe de myéloprolifération majelleacocytes <13G/L, absence de
splénomégalie), I'azacitidine (AZA, nom de spétéaNidaza®), bénéficie d'une AMM pour
la LMMC de type 2 avec plus de 10 % de blastes flees.

L’AZA est un analogue de la cytidine, et pourraiercer ses effets antinéoplasiques par
des mécanismes multiples, comprenant une cytotéxidirecte a lI'encontre des cellules
hématopoiétigues anormales de la MO, et une hypytaébn de I'ADN (agent
hypométhylant).

L’AZA agit lentement. Aussi, la réponse thérapeudiopeut n’étre obtenue qu’apres 6
cures de traitement. Il est donc recommandé deasecpnclure a un échec thérapeutique

avant la sixieme cure.
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Fenauxet al ont démontré au cours de I'essai AZA-01 (inclogie 22 patients LMMC),
un avantage de survie chez les patients ayantdet@ZA, vis-a-vis de ceux ayant recu une
chimiothérapie d’induction (24.5 mois contre 15 spéspectivement) (34). D’autres études
ont par la suite corroborées la supériorité de PA¥is-a-vis de la chimiothérapie d’induction
dans la LMMC (35).

L’AZA est donc devenu un traitement de référencezdes patients LMMC en I'absence
de signe de myéloprolifération (leucocytose < 13 ,Gdbsence de splénomégalie, de

localisations viscérales...).

La décitabine qui est un autre agent hypométhylanmontré des taux de réponses
similaires a ’'AZA dans la LMMC, et elle n’apporpas de supériorité chez les patients non
répondeurs a I'AZA (36).

Par ailleurs, Bejaet al. ont montré que la présence d’'une mutation de T&€R2blait étre
corrélée a une bonne réponse aux agents hypomdthyla7). Cependant, I'évaluation de
I'effet de la mutation de TET2, sur la réponse agents hypomeéthylants, doit encore étre

évaluée.

En présence de myéloprolifération (leucocytose>L3GAépatosplénomeégalie), le
traitement cytoréducteur de référence reste I'hyglicée, bien que son efficacité soit limitée.
Dans ce contexte, un essai randomisé de phaseeh esturs en France. La décitabine est
comparée a I'hydroxyurée. Si la conclusion de ake aboutit a une supériorité de la
décitabine, les agents hypométhylants pourronteégamt étre considérés comme traitement

de référence, au sein de cette population de LMMEloprolifératives

1.9.3.Traitement curatif

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiquasle seul traitement éventuellement

curatif, mais reste une option thérapeutique seeiéqour une minorité des patients.
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En définitive, la classification pronostique estispensable car elle va orienter la conduite

a tenir en terme de thérapeutique. De plus, l'itiégn de la biomoléculaire a la démarche

diagnostique et thérapeutique est maintenant biguise, en témoigne la figure suivante

(Figure 9).

Négahil
NGE: pamelde mutations
[ T el e A R TR 5 Coen'est pas npe LAVIVIC
I myéloides (SF om MO} ;
LN confirmée selan TET2+ERSF2+on ZRER2+
Ies critéres OMS
Dingnostic de LN
confirmée
GFA pie MMM (mutaion A5XTS )
Risgice dlend FProfifaration
Grodipe ile visgae 1
provostigue
Cioperded
Crrefte allogémique de .
cellules somches Trattement bypométhylant Traltement eytorsiucieur
himatopofklgaes TET2+: | réponse T

Figure 9 : Intégration du profil mutationnel dans la démaratiagnostique et thérapeutique
de la LMMC, modifié de Sallman DA et al. (10)
* Un profil mutationnel par NGS est recommandé plesrsuspicions et les cas

confirmés de LMMC
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2. APPORT DE LACYTOMETRIE EN FLUX DANS LE
DIAGNOSTIC DE LA LMMC

Comme décrit préecédemment, la LMMC est une patheldg diagnostic difficile et de

pronostic sombre.

Récemment, Selimoglu-Buedt al (2), ont montré l'intérét de I'immunophénotypage

monocytaire sanguin pour le diagnostic de LMMC.

2.1. Les sous-types monocytaires

La nomenclature définit trois types de monocytes k&u plan phénotypique (38).
L'expression a leur surface, de marqueurs antig&signembranaires (CD = Cluster de
différenciation), tels que le CD14 et le CD16 perrde les classer. Il est alors décrit les
monocytes dits classiques CD14+/CD16- (MO1), lésrmédiaires CD14+/CD16+ (MO2) et
les non classiques CD14low/CD16+ (MO3). Le CD14lestcepteur du lipopolysaccharide
bactérien. Le CD16 est un récepteur de faible itéfide la partie FC des immunoglobulines

de type G.

Les monocytes classiques constituent dans destmminormales, la majorité du pool
des monocytes totaux (environ 85%). Ces différecasgories de monocytes se différencient
dans leurs fonctions, par leurs expressions deptéges de cytokines, et leur activité de
phagocytose. Aussi, les monocytes classiques CRgétiis expriment fortement le CCR2
(récepteur membranaire de la cytokine CCL2) et |dailent le CX3CR1 (récepteur
membranaire de la fractalkine). C’est linverse mpoles monocytes CD16-positifs
(intermédiaire et non classique). CCL2 et la frikat@ sont deux chimiokines qui vont

conditionner la migration des monocytes (par exenapl niveau d’un site inflammatoire).

Les monocytes non classiques n'ont pas ou peu detibm phagocytaire, mais
essentiellement un rble dans la réponse inflammeatgsécrétion de cytokines pro-

inflammatoires tels que le Tumor Necrosis FactdlK), les interleukines 1 et 12). Les
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monocytes classiques sont dédiés a la phagocyebsepnt pas ou peu de fonction dans
l'inflammation. Les monocytes intermédiaires cqoeglent a des monocytes transitionnels,

et ont & la fois une fonction de phagocytose, eblendans l'inflammation (39).

2.2. Cytométrie conventionnelle

L’équipe de Selimogu-Buegt al (2) a étudié la répartition des différents soymes
monocytaires, par cytométrie en flux, dans le sdegypatients atteints de LMMC. Cette étude
a montré qu’un pourcentage de monocytes classiqdgl+/CD16- (MO1) supérieur ou égal
a 94% des monocytes totaux permettait de distinpsecas de LMMC des autres causes de

monocytoses avec une excellente spécificité eilsbtés(respectivement 95.1% et 90.6%).

Dans cette étude, l'immunophénotypage monocytait@t &éalisé sur sang total
anticoagulé a 'EDTA. Au minimum, 50000 monocytdasiént analysés. Les monocytes
totaux étaient caractérisés par leur expressionC@i4 aprés avoir exclu les autres
populations leucocytaires. Les lymphocytes B sawtus grace a un anticorps (Ac) anti CD
24, les polynucléaires et les immatures granuledgega un Ac anti CD 16, les cellules NK
grace a un Ac anti CD 56, les lymphocytes T grage Ac anti CD 2.

Les sous-populations monocytaires ont alors éténtdiges a partir d’'un graphe bi-
paramétrique CD14/CD16, permettant de distingusrn®nocytes classiques (MO1) des

monocytes intermeédiaires (MO2) et non classique®3MFigure 10).
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MO3: MO2:

CD16

CD14

Figure 10 : Représentation des 3 sous-types de monocytes,|'ssjpression du CD14 et du
CD16 (MO1=monocyte classique, MO2=monocyte inteiiggz] MO3=monocyte

non classique) (2)

Dans cette étude, 2 cohortes de patients, ditargitey, » et « validation » ont été testées.
Ces 2 cohortes comprennent i) des patients récetraimgnostiqués LMMC, non traités, ii)
des patients présentant une monocytose réactienna)l une autre hémopathie que la
LMMC, iv) des sujets sains (Co) et des sujets sdihge comparable aux patients LMMC
(aged-Co).

Il est mis en évidence, que le pourcentage de MsDawgmenté de facon statistiquement
significative chez les patients LMMC, vis-a-vis tleites les autres catégories de patients
(Figure 11).
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Figure 11 : Pourcentage de MOL1 au sein des différentes catégale patients de la cohorte
learning (LMMC = 96,6% ; patients sains et jeun€®) = 86,1% ; patients sains
(aged-Co) = 84% ; monocytoses réactionnelles = #9;hémopathies non LMMC =
84,4%)

La performance statistigue de ce nouveau marqueda MMC permet d’en faire un
élément clé dans le diagnostic de la pathologiar Bo seuil de MOZT 94%, la sensibilité et
la spécificité de ce marqueur sont respectivemeri@6% et 95.1%. L’aire sous la courbe
(AUC) de la courbe ROC (Receiver Operator Charestierest de 0.971 (Figure 12).
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Figure 12 : Courbe ROC représentant la sensibilité et la sp@tdfdu pourcentage de MO1
dans le diagnostic de la LMMC

Ce travail apporte un outil diagnostique objectitiple diagnostic de LMMC qui doit étre
intégré dans l'algorithme décisionnel devant un@ooegtose persistante.

2.3. Laformule sanguine par HematoFloW (Beckman Coulter)

2.3.1.Description

HematoFlow (HF) est une solution de rendu de foensainguine utilisant la cytométrie en
flux, compatible avec un rendu rapide au sein daboratoire d’hématologie automatisée.
Elle consiste en une combinaison d'un analyseurrddtologie, le DxH800, avec la
cytométrie en flux. L'étape de cytométrie est déchee par un algorithme décisionnel, basé
sur les alarmes qualitative ou quantitative dedlgseur DXH800. Par exemple, dans notre
laboratoire, toutes monocytoses supérieures a [, B&Jessitent la réalisation d’'une formule
en cytométrie en flux. Le marquage des leucocydegEns, avec un cocktail de 6 anticorps
couplés a 5 fluorochromes différents (CytoDiff, Beckman Coulter), est réalisé sur un
préparateur automatique FP1000. Le cocktail d’anpie (CytoDiff) comprend :
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- Un anti CD36 (clone F16.152), conjugué au FITCdffescein isothiocyanate)

- Un anti CD2 (clone 39C1.5), et un anti CD294 (CRY k2oneBM16) conjugué au
PE (phycoerythrin)

- Un anti CD19 (clone J4.119), conjugué a 'ECD (P&«ds Red)

- Un anti CD16 (clone 3G8), conjugué au PE-cyanifie®5s)

- Un anti CD45 (clone J.33), conjugué au PC7 (PEcyW)i

Les échantillons, ainsi marqués, sont ensuite aaalgur le cytometre FC500 (Beckman
Coulter). Le systéme d’analyse permet, par unéégfide fenétrage automatidueasée sur
I'exclusion successive des différentes sous-pojmuateucocytaires, d’obtenir une formule a
13 paramétres (Figure 13) (40) (41). Les 10 panmmé&juantifiés sont les polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles, basophiles, lymphocyBesles lymphocytes non-B (T/NK)
exprimant ou non le CD16, les monocytes exprimaman le CD16, la myélémie, les blastes

(B, T, monoblastique ou non-B/non-T).

! Fenétrage automatique : Sélection des différenpepulations leucocytaires par 'automate, ne

pouvant étre modifiée par I'utilisateur
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Figure 13 : Stratégie de fenétrage HematoFlow

- Date et heure de réalisation de I'analyse, idicdtion de I'échantillon (1)

- Pourcentage des différents sous-types leuco@git)

- Gate représentant les différentes populationsdeytaires, SS/CD45 (3)

- Exclusion des lymphocytes B, CD19+ (4)

- Exclusion des débris cellulaires, autres cellules leucocytaire, CD45- (5)

- Exclusion des polynucléaires neutrophiles, CD{6)+

- Exclusion des monocytes, CD36+ (7)

- Exclusion des immatures granuleux et des polyauids €osinophiles, SS fort (8)

- Exclusion des lymphocytes T et cellules NK (9)

- Exclusion des polynucléaires basophiles et gfiaation des blastes T (Xt) (10)

- Séparation des polynucléaires éosinophiles eirdesatures granuleux (11)

- Séparation des monocytes classiques des nongquasy12)

- Quantification des blastes non déterminés (X8) (1

- Quantification des blastes B (Xb) (14)

- Quantification des blastes monocytaires (Xm) (15)

2.3.2. HF et sous-types monocytaires

De facon intéressante, HF nous donne la possildé&équantifier le pourcentage de

monocytes CD16-négatifs sur une simple formule signeg Cela, grace a la présence dans le
CytoDiff, d’'un Ac anti CD36, et d'un anti CD16. Idagene CD36 humain, appartient a la

famille des récepteurs « scavenger » (€boueursjladse B. Le CD36 a initialement été

identifié comme une glycoprotéine membranaire pitigire, également connu sous le nom

de glycoprotéine 1IV. C’est un récepteur de la tHvospondine-1 (TSP-1). Le CD36 est donc
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exprimé sur les plaquettes, mais aussi sur les oyte® et macrophages matures, les cellules

endothéliales et sur certaines cellules dendrifaiégivées de macrophages.

La présence d'un Ac anti CD36, nous renseigneespolircentage de monocytes totaux.
Cela, aprés exclusion des lymphocytes B par le Cdé&8 plaquettes et débris sur le graphe
bi-paramétrigue CD36/CD45, et des neutrophilesi@atD16. La région « CD36+ » sur le
graphe bi-paramétrigue CD2+CRTH2/CD36 permet dentifier les monocytes par leur
expression du CD36. Ensuite, les monocytes CD1@tiiéget CD16-positifs sont quantifiés
sur le graphe bi-paramétrique SS (Side SE&#tED16. Ainsi, HF permet de différencier les
MO1, des autres types de monocytes (Figure 14).

Au vu de l'intérét de la quantification des mon@syCD16-négatifs pour le diagnostic de
LMMC, HematoFlow pourrait étre un outil efficaceisponible sur une simple formule
sanguine, permettant de différencier une LMMC d’'umenocytose réactionnelle, ou d’'une
autre hémopathie.
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Figure 14 : Fenétres monocytaires d’'intérét de I'HF
- monocytes totaux (CD36-positifs)

- monocytes CD16-négatifs (M-) versus monocytesogioskitifs (M+)

2 Side Scatter : Refléte la granulosité cellulaire
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

L'objectif principal de ce travail est d’évaluer I'intérét de la quantification des
monocytes CD16-négatifs (MO1), par la solution HentaFlow, dans le diagnostic de la
LMMC.

Dans la premiére partie de ce travail, consistantree étude rétrospective, nous avons
comparé la quantification des MO1 par HematoFloéglantillons diagnostiques de patients
atteints de LMMC avérée, a des patients présentammonocytose réactionnelle. Le seuil le
plus discriminatif entre les patients LMMC, et Estres causes de monocytoses a été défini
par la courbe ROC. Les performances de I'HF pousegl de positivité ont été calculées,
afin de déterminer la place de ce nouveau paramd¢reroutine, dans [lalgorithme

diagnostique des monocytoses.

L'objectif secondaire était de comparer la quantifcation des monocytes CD16-
négatifs en Hematoflow, par rapport a la techniquede référence, la cytométrie en flux

conventionnelle.

Pour cela, nous avons mis en place la quantificates monocytes CD16-négatifs, au sein
du laboratoire d’'Hématologie du CHU de Rennes,rsidanéthode détaillée dans l'article de
Selimoglu-Buetet al La corrélation du pourcentage de MO1 quantifié Ipa 2 méthodes,
ainsi que la concordance entre HF et la CMF, peutidgnostic positif de LMMC, ont été
evaluées de facon prospective, sur une série tenpaexplorés au CHU de Rennes pour une

monocytose.

Finalement, nous avons évalué la pertinence de Issciation des deux techniques

pour le diagnostic de LMMC.
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MATERIELS ET METHODES

1. PATIENTS ET ECHANTILLONS

1.1. Etude rétrospective monocentrique

Cette étude basée sur I'analyse rétrospective deéds biologiques, déja générées par le

laboratoire, a bénéficié d’'un avis favorable du ttérd’éthique du CHU de Rennes.

Un premier groupe de 42 patients présentant une CMiMérée a été constitué de fagon
rétrospective de 2011 a 2015, grace au systemariafmue du laboratoire. L'extraction de
ces patients a été permise par le classement « LMM&Tir le compte rendu des
myeélogrammes, réalisés au laboratoire entre 2020#5. Ces patients devaient présenter,
selon les criteres OMS, une monocytose persistadi€/L, associée a un myélogramme en
faveur du diagnostic, et I'absence de détectiotratescrits BCR-ABL1. Pour ces patients, les
fichiers PDF des graphes d’HematoFlow disponiblgspermis de retrouver la quantification
des monocytes (% total), la valeur absolue de |lamaogtose a partir de la leucocytose
(DXHB800), et le pourcentage des monocytes CD164ifég&n effet, nos procédures de
validation technique de la NFS imposent une fornhelieocytaire par HF systématique, pour
toutes les monocytoses 1.5G/L, sans antécédent connu, nous permettaffectieer ce

recueil rétrospectif.

En paralléle, nous avons constitué un groupe clent@@®rL) de 95 patients présentant une
monocytose sanguine (> 1G/L), mais ne remplissastigs criteres OMS de définition de la
LMMC : absence de signes compatibles avec le detgnde LMMC au myélogramme, ou
monocytose transitoire. Les patients de ce groupk @nt tous bénéficier d’'une formule

leucocytaire par HF.

Pour ces 2 groupes, les caractéristiques clinigags, sexe, présence d’'un syndrome
tumoral, évolution) et biologiques (numération s&ng, le pourcentage et la valeur absolue
des monocytes ainsi que le pourcentage de monoCiaé6-négatifs) ont été recueillies.
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1.2. Etude prospective

Le pourcentage de monocytes CD16-négatifs (MO1)n dgroupe de 49 patients
présentant une monocytose chronique, explorés danscadre d’'une consultation
d’Hématologie, au sein du CHU de Rennes ou du CiBalet-Malo, a été analysé de facon
prospective par les 2 techniques (HF et CMF). Gamipts ont été classés, selon les criteres
OMS, en deux groupes, LMMC ou non LMMC. Au sein des deux groupes, les
pourcentages de MO1 obtenus, ont étés comparés vadider les résultats de I'HF par
rapport a la méthode de référence par CMF. De fdaggésultats obtenus par les 2 techniques
ont été confrontés au reste du bilan clinico-bimlag, afin d’évaluer l'intérét de ces 2

techniques pour le diagnostic de LMMC.

2. IMMUNOPHENOTYPAGE MONOCYTAIRE SANGUIN

2.1. HematoFlow

Cette formule leucocytaire par HF est réalisée lsuméme prélévement (sang total
anticoagulé a 'EDTA) que celui servant a la NFé&ndard (automate DXH 800, Beckman

Coulter).

Les patients étudiés ont donc bénéficié d’'une natizér sanguine (DXH 800, Beckman
Coulter) et d’'une formule leucocytaire par HF (@egteur d’échantillons FP1000 et
cytometre de flux FC 500 ; Beckman Coulter).

Pour ce faire, chaque échantillon de sang totat@agulé a 'EDTA, est préparé a l'aide
d’'un automate (FP1000, Beckman Coulter). La préparateméchantillons se fait selon une
procédure dite « lyse, no wash ». Celle-ci consstieacuber pendant 15 minutes, 100de
sang avec 1QL du cocktail d’Ac CytoDiff ™ (Beckman Coulter) (Tableau 4). Cette étape est
suivie par une lyse des globules rouges, a l'aideéactif Versalyse (Beckman Coulter),

pendant 10 min.
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Nous avons donc vu, précédemment, que I'HF nousalaccés au pourcentage de MO1
(par la présence d’'un Ac anti CD36 et d’'un anti 6P XLe pourcentage est donc relevé, pour

chacun des patients, et une analyse statistiqoe derqueur est alors réalisée.

2.2. Cytométrie conventionnelle

2.2.1.Mise en place du marquage au laboratoire d’Hémgimlo

Comme pour toutes réalisations d'un nouveau maejuag cytométrie en flux
conventionnelle (CMF), la mise en place au labamatode I'immunophénotypage
monocytaire sanguin, a nécessité de répondre airmeEst questions pré-analytiques,
notamment concernant le délai de réalisation dwuzaye, garantissant un rendu de résultat
fiable. Par allleurs, il a fallu effectuer certanéglages au niveau du cytometre de flux.

2.2.2.Réglages du cytometre de flux

Tout d'abord, il est bon de rappeler que les signdel fluorescences, émis par les
différents fluorochromes couplés aux Ac, suite &tiemulation par la lumiere du laser, sont
séparés par des filtres optiques, puis collectésdea photomultiplicateurs (PMT). Ces

données sont amplifiees, numérisées puis trait@esrpsysteme informatique.

Il a donc fallu réaliser un réglage au niveau déd lu cytometre. Celui-ci a pour but, de
délimiter précisément, les évenements cellulairds gdositifs (leucocyte exprimant le
marqueur antigénique reconnu par 'Ac couplé aorfichrome), des négatifs. Cette étape
indispensable, est rendue possible, par 'emplané’suspension de billes, sur lesquelles sont
greffées des Ac du méme isotype, que ceux utiliks le panel de marquage. Ces Ac
reconnaissent donc ceux du panel, et miment ugeargi membranaire. Nous pouvons ainsi,
pour chaque Ac du panel, définir le réglage du Ridlis garantissant la meilleure séparation

entre les évenements positifs et négatifs.
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D’autre part, les fluorochromes utilisés n'ont f@xément une raie d’émission fine mais
un spectre plus ou moins large. Il en résulte quams fluorochromes vont émettre un signal
dans des longueurs d'ondes captées par un PMTeqglui est pas destiné. Ce phénomene
parasite doit étre corrigé, et cela nécessite Eeran place d'une matrice de compensation.
Cette derniere, consiste en une soustraction dalsie fluorescence parasite percu en trop
par un PMT. La matrice de compensation de notrejuaae est décrite en annexe (Annexe
2).

2.2.3.Réalisation du marquage

L’'immunophénotypage des monocytes sanguins, par Cbiiventionnelle est réalisé a
partir du méme tube de sang, que celui servantNFR (et a I'HF). Il est donc réalisé sur
sang total, anticoagulé a 'EDTA. Les leucocytestsnarquées (200 uL de sang total), avec
différents Ac (10 pL de chaque solution d’Ac), ctagpa différents fluorochromes (Tableau
4). Puis, une étape de lyse des globules rougss, (lyo wash) est effectuée (Versalyse,
Beckman Coulter). Le tube est alors passé dangtametre de flux (Navios, Beckman
Coulter). Le cytometre compte alors 50000 évenesnernocytes (CD14+) par échantillon.
Les données du cytomeétre de flux sont alors anadysgrace au logiciel Kaluza software

(Beckman Coulter).



55

CMF CONVENTIONNELLE

Antigéne CD24 CD14 CD56 CD2 CD16 CD45
Fluorochrome PE ECD PC5.5 PC7 AA750 KO
Clone PEALB9 RMO053 N901 39C1.5 3G8 J.33
Fournisseur Beckman Coulter

HF (Cytodiff TM)

Antigéne CD36 CD2 CD294 CD19 CD16 CD45
Fluorochrome FITC PE ECD PC5 PC7
Clone F16.152 39C1.5 BM16 J4.119 3G8 J.33
Fournisseur Beckman Coulter

Tableau 4 :Panel d’Ac utilisés pour le marquage par CMF cortimelle, en comparaison

au panel CytoDiff

2.2.4.Quantification des monocytes CD16-négatifs

Ce marquage mis en place au laboratoire, permgprd'eier le pourcentage de MO1. Les
leucocytes sont marqués avec un Ac anti-CD45,-CB2B14, -CD16, -CD56, -CD2. Nous
utilisons une stratégie d'exclusion des gates daoes, pour identifier différencier les sous-
types de monocytes. Les sous-types monocytaires, M2, MO3 sont séparés grace au
CD14 et au CD16. La fraction de chaque sous-typieakss quantifiée, la stratégie de

fenétrage est détaillée dans la figure suivantgufiei 15).
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Figure 15 : Stratégie de fenétrage et quantification des sgpes monocytaires par CMF
conventionnelle

- Exclusion des doublets de cellules

- Représentation des populations leucocytaires sidétex/forward-scatter (SS/FS)

- Sélection des monocytes (cellules CD45+/SS intaainésl)

- Exclusion des granulocytes et des lymphocytes B

- Exclusion des cellules NK

- Exclusion des lymphocytes T

- Exclusion des cellules résiduelles CD14-/CD16-

- Quantification des différents sous-types monoogsailCD14+/CD16- (MO1,
classique), CD14+/CD16+ (MO2, intermédiaire) et Cxdw/CD16+ (MO3, non-
classique
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2.2.5.Délai optimal de réalisation du marquage et vigbiiu paramétre MO1

Pour la mise en place de limmunophénotypage mdaoey sanguin, par CMF
conventionnelle au laboratoire, il a fallu déteremine délai optimal de réalisation de
'analyse. Pour cela, nous avons étudié la viabititi parametre monocyte CD16-négatif.
Nous avons réalisé chez un patient présentant umeocytose chronique, et ayant un
pourcentage de monocytes CD16-négati#4%, un marquage a JO (date du préléevement),
J+1, J+2. Nous intégrons a ce marquage, un marggeviabilité (DAPI Sigma D9542-IMG,

10 microlitres), afin d’apprécier la mortalité agdlire. Ce dernier, entraine une fluorescence

chez les cellules mortes ou mourantes, en se fiémirs acides nucléiques.

Le délai de réalisation de cet immunophénotypageCpsF conventionnelle, a été fixé a
24h. En effet, au-dela de ce délai, la quantitéadeiles mortes ou mourantes augmente, et le

pourcentage de MO1 devient biaisé et ininterprétédhnexe 3).
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3.  ANALYSE STATISTIQUE

Les variables quantitatives continues sont reptéssnpar la moyenne des valeurs
(minimum ; maximum) et sont comparées par un tesStudent (ung-value< 0.01 est
considérée comme significative). Les variables itptales représentées par le nombre de
patients concernés N (pourcentage) sont compavéedeatest de ChiLe logiciel GraphPad

a ete utilisé pour I'analyse statistique et laisadilon des graphiques et des courbes ROC.

L’étude rétrospective évaluait l'intérét d’'Hematowl pour le diagnostic de LMMC. La
guantification du pourcentage de MO1 par HF, supdpulation de patients LMMC, a été
comparée a la population de monocytoses réacti@snajrace a un test de Student de
comparaison des moyennes, sur deux populationhah@tons indépendantes. De plus, la
réalisation d’'une courbe ROC a permis de définimkgdlleur seuil de pourcentage des MO1
pour le diagnostic de LMMC (Index de Youden). Léagous la courbe ROC a été mesurée.

Pour ce seuil, la sensibilité, spécificité, valptédictive positive et négative ont été calculées.

La deuxiéme partie de I'étude comparait les pousges de MOL1 retrouvés par HF et la
technique de référence publiée, la CMF. Un tesStlglent de comparaison des moyennes,
sur échantillons appariés, est realisé (puvalue< 0.01 est considérée comme significative).
La corrélation entre les résultats obtenus par HEMF, est étudiée par la réalisation de la
droite de régression linéaire et le calcul du doeffit de corrélation de Pearson (r). Le calcul
du coefficient Kappa de Cohen, permet d’appréaeardncordance entre les deux techniques.
Un coefficient Kappa 0.6 est synonyme d’'une bonne concordance entnealesrs d’'HF et
de CMF. Une représentation de Bland-Altman, compaedifférence observée entre les 2
techniques, par rapport a la moyenne du pourcemtaddO1 retrouvée par les 2 techniques,
permet de mesurer I'existence d’un biais systérmat{onoyenne des différences).
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RESULTATS

1. ETUDE RETROSPECTIVE : EVALUATION DE LINTERET
D’HEMATOFLOW POUR LE DIAGNOSTIC DE LMMC

1.1. Caractéristiques clinico-biologiques des patients

Entre 2011 et 2015, 42 patients identifies comme lAdMC au diagnostic, avaient des
données d’'HF disponibles. L’age moyen de ces patidle 72 ans (16-90) n’était pas
significativement différent du groupe de 95 patenbntréles (monocytoses non LMMC)
avec une moyenne de 63 ans (13-92).

Pour les données de la numération sanguine, lesdtaémoglobine, de leucocytes et de
monocytes n’'étaient pas significativement difféselors que le groupe LMMC présentait
un taux de plaquette significativement abaissé, rppport au groupe contrdle, avec une
moyenne respectivement de 134 G/L et 229 G/L. LML retenues étaient pour 88% des
LMMC de type 1, et 12% des LMMC de type 2. Un syimde tumoral a été retrouvé chez 11
patients, dont 2 atteintes cutanées (Tableau 5).
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LMMC CONTROLE
Nombre 42 95
Age moyen (min ; max) 72 (16 ; 90) 63 (13 ; 92) p=0,06
Sexe (nombre ; pourcentage)
- homme 32 (76%) 66 (69%) p = 0.055
- femme 10 (24%) 29 (31%) p = 0.059
Hémoglobine g/dL, moyenne
) 11,13 (2,7 ; 16,4) 10,5 (6,6 ; 14,9) p=0,17
(min ; max)
Plagquettes G/L, moyenne
) 133,7 (18 ; 498) 229 (26 ; 776) p <0,001
(min ; max)
Taux moyen de leucocytes
) i 24,2 (5,1; 209,7) 21,3 (5,6 ; 52,5) p =0,53
sanguins (min ; max)
Monocytes G/L, moyenne
5,42 (1,09 ; 56,62) 2,21 (1,51 ; 4,28) p =0,06

(min ; max)

Types de LMMC

(nombre ; pourcentage)

-Type 1 37 (88%)
-Type 2 5 (12%)
Syndrome tumoral

9 (21%)
(nombre ; pourcentage)
Atteinte cutanée

2 (4,7%)

(nombre ; pourcentage)

Déces (nombre ; pourcentage 12 (28,6%)

Tableau 5 : Caractéristiques clinico-biologiques des patieths!'étude rétrospective
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1.2. Augmentation du pourcentage de monocytes CD16-niégahez les
patients LMMC

Le pourcentage de monocytes CD16-négatifs (MOL1) ntifia par HF est
significativement supérieur dans le groupe LMMCs;, mport au groupe contréle avec une
moyenne respectivement de 95.25% et de 87.43%0(PBG1) (Figure 16). La figure suivante
(Figure 17) représente les histogrammes d’inténéted flow-page d’'un patient LMMC et

celle d’'un patient contrdle.

% CD16"* Mo

60-

L]

50 - T
Control CMML

Figure 16 : Distribution du pourcentage de MO1 au sein des gesucontrble et LMMC ; la
ligne grise représente le seuil de 94% de MO1
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Figure 17 : Histogrammes représentant les populations monaegal’un patient LMMC (a)
et celles d’un patient contréle (b) ; pourcentagesMO1 respectivement de 99,823 et
de 56,6 %

1.3. Performances statistiques du parameétre pourcentdgeViO1 par

HematoFlow

Pour étudier le potentiel du taux de MO1, renduhpey comme marqueur de la LMMC,
nous avons réalisé une courbe ROC (Figure 18)e&ellnous a permis de déterminer un
seuil, ou la relation entre la sensibilité et léa@ficité du parametre MO1, est optimale. Aussi,
nous avons déterminé un seuil de M@1a 94%, ou la performance de ce marqueur

diagnostique est la plus élevée.

A ce seuil, la sensibilité du parametre est de 7RPgpécificité de 88% (Tableau 6).
L’AUC de la courbe ROC est de 0.865. En comparaibablC du parametre diagnostique de
la LMMC dans la classification OMS (monocytose >/l)Gest de 0.630. La VPP (Valeur
Prédictive Positive) et la VPN (Valeur Prédictivégstive) sont respectivement de 73% et de
86%.
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Sensitivity (%)

=—8CD16*Mo
= monocyte count

Figure 18 : Courbe ROC du paramétre pourcentage de MO1 par HF

CONTROLE LMMC

MO1 < 94% 84 13
MO1 > 94% 11 29
TOTAL 95 42

Tableau 6 :Résumé du parametre pourcentage de MO1, chez tiesisades groupes contrdle
et LMMC, au seuil de 94%



64

2. ETUDE PROSPECTIVE

2.1. Distribution, droite de régression linéaire, corion et concordance de

la quantification des MO1 par HF par rapport a lal@F conventionnelle.

Il n'existe pas de différence significative au $alpha 1% entre la quantification des
MO1 par la technique HF par rapport a celle obtesner la CMF sur les 49 échantillons

étudiés dans la cohorte prospective (p = 0,06).

La quantification des MO1 en HF est bien corréléé auantification par la CMF
conventionnelle avec un coefficient de Pearson0r72 (p < 0,001). La droite de régression
linéaire montre que les séries de valeurs sord [ une relation de type affine (y = 0,8 x +
17) (Figure 19).

100+

MO1 CMF

60 70 80 90 100
MO1 HF
Figure 19 : Droite de régression linéaire (pourcentage de M@t §MF en fonction du
pourcentage de MO1 par HF) :
- Equation de la droite de régression :y = 0,8x + 17

- Coefficient de corrélation de Pearson : r = 0,72
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Il est également important de s'assurer de la ¢dance de ces données. Le calcul du
coefficient Kappa (k) de Cohen est calculé a pdditableau suivant (Tableau 7). Ce dernier
confirme la concordance forte entre ces deux sdaafonnées (k > 0,6).

HE+ HF-
(MO13>94%)  (MO1<94%)  OTAL
CMF+
(MOL1 > 94%) 8 0 8
CMF-
(MO1 < 94%) ! e 4l
TOTAL 15 34 49

Tableau 7 :Concordance entre la quantification des MO1 patdehnique HF et CMF
- Coefficient Kappa de Cohen=0.61

La représentation de Bland-Altman a permis de coerpas couples de mesures HF et
CMF, et ainsi d’apprécier le biais entre ces desnfEigure 20). On retrouve un biais égal a —
1,482 qui nous informe qu’HF a tendance a surestlmm@ourcentage de monocytes CD16-
négatifs par rapport a la CMF. La majorité des foiest bien contenue a l'intérieur de

I'intervalle de confiance.
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Figure 20 : Représentation de Bland Altman, difféerences eesebuples de mesures, en
fonction de la moyenne du couple de mesure
- Biais (moyenne des différences, ligne en ponti#éd) 482
- Laligne supérieure et la ligne inférieure repréa I'intervalle de confiance a 95%
(-8;4)

2.2. Intérét diagnostique de la quantification des MO1

Sur ces 49 patients, 11 (22 %) remplissaient lé®eres OMS de la LMMC. La
guantification des MO1 par les deux techniques enetvidence 8 doubles positifs (MO1 HF
et CMF> 94 %) sur les 11 patients du groupe LMMC, alor&ageun double positif n'est
retrouvé dans le groupe non LMMC. Aussi, trois g du groupe LMMC présentent une
guantification de MO1 inférieure a 94% par HF etlEM’'age des patients classés en LMMC
était significativement plus élevé que ceux du geonon-LMMC. Le sex ratio était en faveur
du sexe masculin dans les 2 groupes (1,8 et 1p@ctgement). A nouveau, les plaguettes
étaient significativement diminuées dans le grdud®IC avec un taux de 155G/L et 306G/L
respectivement pour le groupe LMMC et non-LMMC (09608). Ces différentes données

sont résumeées dans le tableau suivant (Tableau 8).
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(min ; max)

Plaquettes G/L, moyenne

(min ; max)

Taux moyen de leucocytes

sanguins (min ; max)

Monocytes G/L, moyenne

(min ; max)

% myélémie, moyenne

(min ; max)

Blastes circulants, moyenne

(min ; max)

Syndrome tumoral

(nombre ; pourcentage)

Hémoglobine g/dL, moyenne

12,2 (8,4 ; 17,4)

155 (16 ; 709)

12,8 (4,5 ; 51,5)

3,9 (1,4 ; 18,5)

2,45 (0 ; 16)

0(0;0)

2 (14%)

LMMC NON LMMC

Nombre (pourcentage) 11 (22%) 38 (78%)
HF+/CMF+ 38 0
HF-/CMF- 3 31
HF+/CMF- 0 7

Age moyen (min ; max) 78 (66 ; 90) 64 (4 ; 93)
Sexe (nombre ; pourcentage)

- homme 7 (64%) 25 (66%)

- femme 4 (36%) 13 (34%)

10,3 (6,9 ; 13,6)

306 (25 ; 910)

18,12 (6,4 ; 65,3)

2 (1,17 ; 4,12)

2,46 (0 ; 13)

p < 0,001

p=0.6
p=0.5

p <0,01

p = 0,008

p=0,13

p=0,17

p=0,88

Tableau 8 :Caractéristiques clinico-biologiques des patiengd’dtude prospective
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Les criteres OMS des 11 patients du groupe LMMQ sléarits dans la figure suivante
(Figure 21). On constate que 3 patients du grol®IC présentent une autre cause possible
de monocytose, a savoir, une sarcoidose et dewersasolides. Ce sont également ces 3
patients qui présentaient un pourcentage de M@&tiaufr a 94% par HF et CMF.

11
10
9
8
7
6
5
4
3
2
: []
0
Monocytose Blastose Signe de Absence de Anomalie Absence d'autre
chronique médullaire dysplasie BCR/ABL1ou  caryotypique cause de
> 1G/L <20% médullaire chromosome monocytose
Philadelphie

B Non M OQui = Nonrenseigné

Figure 21 : Criteres OMS des patients du groupe LMMC
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DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons démontré l'intérétadquantification des monocytes CD16-
négatifs (MO1) en HematoFlow pour le diagnostid MC. Il est tout d'abord intéressant
de noter que le méme seuil de 94% de MO1, utilaé entifier les patients LMMC dans
I'étude princeps en CMF conventionnelle (2), a égent été retrouvé pour HF. Ceci facilite
la validation biologique de ce paramétre en HFneC®F avec un raisonnement identique.
Ainsi, un pourcentage de monocytes CD16-négatieiseur ou égal a 94% en HF présente
une spécificité de 88%, ce qui est particulieremetdressant pour le diagnostic de LMMC,

manquant actuellement de criteres objectifs.

Nous notons cependant que les performances diaguestde la quantification des MO1
en HF sont Iégerement moins avantageuses que la @Mirentionnelle. Il est possible
d’émettre diverses hypothéses pour expliquer cdifférence. Premierement, les panels
d’anticorps utilisés et la stratégie d’identificatide la population monocytaire totale différent
entre les 2 techniques. En CMF, les monocytesaaratctérisés par leur expression du CD14,
alors que I'expression du CD36 est utilisée darsolation HF. L’utilisation du CD36 peut
présenter des limites pour la caractérisation dasoeytes. D’abord, il existe d’exceptionnels
déficits en CD36 qui sont asymptomatiques, et pouétre révélés fortuitement en HF (42)
(Figure 22 a). Moins exceptionnellement, les plaiggeexprimant le CD36 peuvent se fixer
sur les polynucléaires et ne pas étre éliminéesesgraphique biparamétrigue CD45/CD36.
Dans ce cas, ces cellules avec satellitisme pltjreeexpriment artéfactuellement le CD36,
et en I'absence de CD16 sont comptabilisées pasnMiOl1 (Figure 22 b). D'autre part, nous
avons vu que I'nmmunophénotypage par HF analysainsnde cellules monocytaires que la
CMF conventionnelle (20000 événements CD45+ pourcetitre 50000 événements CD14+
pour la CMF). Enfin, la stratégie de fenétrage 'HE& lest automatique, ne permettant pas de
retraiter les graphiques, méme si le biologistentifie une erreur de caractérisation d’'une

sous population leucocytaire, pouvant fausserdeltd@ du pourcentage de MO1 en HF.

Cependant, HF apporte un argument fort pour lerdistic de LMMC, sur une simple

formule sanguine, réalisée dans la routine du &boe. Ce parametre est donc trés
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intéressant pour I'évaluation des monocytoses stargies. Il permet d’évoquer le diagnostic

de LMMC et de proposer un bilan hématologique péxdaustif pour confirmer cette

suspicion.
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Figure 22 : Limites d’HematoFlow et du CD36
- (&) monocytes n’exprimant pas le CD36
- (b) satellitisme plaquettaire autour des polyrates neutrophiles entrainant une

erreur dans la quantification des MO1

Pour illustrer l'intérét de I'HematoFlow dans leaghostic, nous rapportons un cas pour
lequel la quantification des MO1 par HF a appouerargument pour la LMMC, dans une

situation clinique complexe :

Monsieur L, agé de 85 ans, a consulté en Avril 2@bbir altération de I'état général, avec

asthénie. L'examen clinique retrouvait un syndranmaoral avec des infiltrations cutanées
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violacées, d’apparition récente, au niveau dergbmdroite (Figure 23), et une adénopathie
supra-centimétrique inguinale droite, sans hépétosmégalie. Dans les antécédents du
patient, on note une thrombopénie auto-immune. Hanbbiologique retrouvait une
bicytopénie avec une anémie (hémoglobine : 10,6)g@tune thrombopénie a 125 G/L. Une
hyperleucocytose modérée a 14 G/L avec une monse@®,7 G/L, et une myélémie a 3 %
sont retrouvées. La biopsie cutanée réalisée emigre intention retrouvait un infiltrat
monomorphe dermo-hypodermique de cellules blassiquexprimant faiblement Ila
myéloperoxydase (MPO), le lysozyme, CD4 et CD56ésafat suspecté le diagnostic de
sarcome granulocytaire de type monoblastique (Eidi#). Le pourcentage de monocytes
CD16-négatifs en HF était de 96,5% apportant unragnt pour le diagnostic de LMMC. Le
myélogramme associé, retrouvait des signes de dtspiyiese, et un contingent monocytaire
a 15% avec une blastose quantifiée a 8%. L’ensed#tz bilan évoquait donc une LMMC1,
en acutisation blastique, sous la forme d'un saecagranulocytaire cutané. De facon
intéressante, I'analyse moléculaire de la biopsiar®e par séquencage haut débit a permis
d’identifier I'association typique des mutations M (TET2 et SRSF2) ayant une
spécificité importante pour le diagnostic de LMMZ1). On retrouve également une mutation
touchant la voie RAS, de mauvais pronostic, assoai@ine leucocytose > 13G/L (SMP-
LMMC, classification FAB). La mutation de NPM1 pefaire suggérer une acutisation vers
une LAM.

Ainsi, ce cas illustre bien I'intérét des nouveanxrqueurs, a la fois cytométriques (MO1)
et moléculaires, pouvant étre intégrés dans la d#madiagnostigue d’'une monocytose,
apportant des arguments objectifs et spécifiquas lpadiagnostic de LMMC.



72

Figure 23 : Infiltrations cutanées, au niveau de la jambe droit

Figure 24 : Aspects histologique et immunohistochimique dédpdie cutanée ; MGG : May

Grunwald Giemsa ; MPO : myéloperoxydase
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Dans la deuxieme partie du travail, nous avons raajqie la quantification des MO1 par
HF était bien corrélée a celle réalisée par CMFs Retechniques montrent des résultats
concordants pour le diagnostic de LMMC. Le premaiggintage de ce travail a été la mise en
place de la quantification des monocytes CD16-rikgah cytométrie conventionnelle au
CHU, et de proposer cette analyse aux cliniciensédgau BREHAT (Bretagne Expertise
Hématologie). Une analyse de la stabilité du pateenau cours du temps, a montré que les
échantillons devaient impérativement parvenir dapifatoire de cytométrie, la journée du
prélevement, car un délai de traitement > 24H pibergtrainer un biais important dans le
rendu du résultat de I'analyse (Annexe 3). Aussi,constate, grace a la représentation de
Bland-Altman, qu’HF aurait tendance, par rappold &£MF conventionnelle, a surestimer le
pourcentage de MO1 (biais = -1,482). C'est d’'aifewce biais qui pourrait expliquer
I'existence de 7 patients HF+/CMF-, au sein du geonon LMMC de la cohorte prospective.
Aussi, les 3 patients du groupe LMMC de la cohprtespective présentant une quantification
de MO1 < 94 % par HF et CMF étaient atteints d’pathologie chronique pouvant expliquer
la monocytose chronique (cancers solides et sarse)d Les signes de dysmyélopoiése
n'étant pas rares chez la personne ageée, la réshaltanomalies cytogénétiques et
moléculaires, non réalisée chez ces 3 patientgjtgquu étre contributive pour confirmer ou

infirmer le diagnostic de LMMC.

Chacune des deux techniques, a ses avantages.dahb-le diagnostic de la LMMC est
moins performant que la CMF, mais il propose unaégie de fenétrage automatique, ce qui
lui conféere un avantage en terme de reproducbilEn effet, cela impligue que les
populations leucocytaires sont toujours séparéesndeiére identique. De plus, I'HF est
intégré, au sein du laboratoire d’hématologie, éhlaine d’automate de routine. Cela permet;
un rendu rapide, et n'impose pas une plateformeytiemétrie en flux spécialisée. Il est bon,
a nouveau de préciser, que I'HF, peu colteux eeyaent, est réalisé sur le méme tube de
sang, que celui servant a la NFS standard.

L’'immunophénotypage par CMF conventionnelle esinj@aui, plus performant en terme
de sensibilité et de spécificité. C’est la méthaegeréférence. De plus, il a 'avantage non
négligeable, de déclencher systématiquement ungétation de cellules sanguines, qui
pourront faire I'objeta posteriori,en accord avec le clinicien, d’'une analyse NGSgtages
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d’intérét diagnostiques et pronostiques de la LMMEgpendant, la CMF conventionnelle

nécessite une plateforme de cytométrie en fluxiafigée et du personnel qualifié.

Ce double immunophénotypage monocytaire sanguims napporte clairement un
argument de poids en cas de double positivité, tlamkagnostic de la LMMC. En cas de
double négativité, il faudra s’assurer de I'absatieatres causes éventuelles de monocytoses.
Il est également important d’interpréter ces régsjten gardant a I'esprit les criteres OMS de
définition de la LMMC.

A l'issue de ce travail, je propose d'intégrer limanophénotypage monocytaire sanguin
et le séquencage dans la démarche diagnostigboérapeutique de la LMMC (Figure 25).

[ ]

HF-, absence de critire OMS, anire

dingnostic pus probable

CMFA0OMS+

Com"esl pas ane
LMMO C'est ume LMMO C'est unme LMMO o i'est pas une LMMO

Figure 25 : Intégration de 'immunophénotypage monocytaire sémgt du profil mutationnel
dans la démarche diagnostique de la LMMC
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CONCLUSION

Un pourcentage de monocytes CD16-négatifs supédaeuégal a 94% des monocytes
totaux est un marqueur diagnostique pour la LMMQcawune excellente spécificité.
Classiquement, ce pourcentage est quantifié en €dWentionnelle. Notre travail a permis
de démontrer que ce pourcentage MO1 évalué susiomme formule sanguine de routine par
la stratégie HF, permettait également le diagnaitMMC avec le méme seuil de 94%. Les
résultats d’'HF et de la CMF conventionnelle morttrene bonne corrélation, permettant

I‘utilisation de ces 2 techniques.

L’'immunophénotypage des monocytes sanguins, enm@ttee conventionnelle, mais
€galement, sur une simple numération formule saegpar la stratégie HematoFlow, doit
maintenant faire partie de la démarche diagnostitpy@nt une monocytose persistante, dans
le but de poser le diagnostic de LMMC. Cependaptdae de la quantification des MO1 dans
la démarche diagnostigue d’'une monocytose persistaiest pas clairement établie. Nous
proposons de positionner ce marqueur facilemergsadale en routine, en premiére intention
dans le bilan de monocytose. Sa positivité peraietole réaliser un bilan médullaire
exhaustif, cytologique, cytogénétique pour recherdes criteres OMS de la LMMC. En cas
de difficulté diagnostique, I'existence de mutaticmssociées a cette pathologie recherchée
par séquencage haut débit (TET2, SRSF2, ZRSR2)gpgatrter un argument supplémentaire
pour la LMMC. Ces nouveaux marqueurs révolutiontamrise en charge de la LMMC qui
posait jusqu’alors d'importants problemes diagrpsis.
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ANNEXES

1. LETTRE AL'EDITEUR

E-letter, Blood, 4 juin 2015
http://www.bloodjournal.org/content/125/23/3618ettérs

CD16™ monocytes obtained on a routine complete blood cotias a CMML
diagnostic marker

Cedric Pastoret,Marc Le Mouel! Thierry Lamy? Thierry Festand Mikael Rousseél
Laboratory of Hematology, University Hospital of iRes

1CHU de Rennes, Pdle Biologie, Rennes, France

2CHU de Rennes, Service d'Hématologie Clinique, RenRrance

We read with interest the article by Selimoglu-Baetl colleagues validating the fraction
of CD16"Ymonocytes (%CD16Mo0) as a diagnostic criteria in chronic myelomonacy
leukemia (CMML)! In our institution, we implemented the HematoflgWF) (Beckman
Coulter, Brea, CA) as part of the complete bloodntq(CBC) workflow?? The HF uses a
cocktail of antibodies, including CD36 and CD16, report a 5-part differential and cell
subsets such as CD?8 and CD16°¢ monocyte. Here, we would like to report our
experience in identifying CMML patients with the ®C6" Mo, on the basis of a regular
CBC.

We identified retrospectively, over a period of days, 42 CMML patients with a HF at
diagnosis. We set up a control group with 95 péadievith monocytosis (>1x£0.) lacking
CMML criteria. The mean count of monocyte was &2%1CF/L (95% confidence interval
(Cl) 2.42-8.42) and at 2.21x¥0 (95%CI 2.08-2.33) for CMML and control groups,
respectively. We found an optimal %CDi®o cutoff at 94% to discriminate CMML from
control patients (sensitivity at 70.45%, specifiat 88.17% and area under the curve (AUC)
at 0.865) (Figure 1A). By comparison the AUC wa®.&30 for monocyte. Accordingly, the
mean %CD1&Mo was significantly higher in CMML samples (FigufieB). With this
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threshold, a positive predictive value at 73.81% annegative predictive value at 86.32%

were calculated.

Interestingly, we found the same cut-off than Seljin-Buet and colleagues. However,
our lowest performances can be explainedibyhe use of CD14 rather than CD36 as
monocytes markerd,) the higher number of monocytic cells analysed@80 CD14° cells
versus20,000 total CD4%9, andiii) the automatic gating strategy of FIRevertheless, we
showed that this new diagnosis marker proposeddiyn8glu-Buet and colleagues can be

obtained on the basis of a regular CBC when usikRg H
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Figure 1. CD16"Y monocytes as a CMML diagnostic marker

A- ROC are shown for %CD1®Mo (black) and for the monocyte count (gray).

B- %CD16"Mo for control and CMML groups. The mean percentagat 95.25% (95%ClI
94.22-96.29) and at 87.43% (95%CI 85.84-89.02% )L and control, respectively. A
line represents the treshold at 94%. *** p<0.001
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2. MATRICE DE COMPENSATION DE LIMMUNOPHENOTYPAGE
MONOCYTAIRE SANGUIN PAR CMF CONVENTIONNELLE

Les chevauchements des spectres d’émission dess diteorochromes utilisés en
cytométrie, nécessitent I'emploi de compensatiolest®@niques de fluorescence, afin de
soustraire la superposition des deux signaux dedicence.

FL2 FL3 FL4 FL5 FL8 FL10
FL2 - 9,7 8.8 42,8 0 0,4
FL3 39,9 - 3.8 17,6 0 0,1
FL4 1,5 5,7 - 0,5 0 0
FL5 0,4 1,8 56,3 - 2,7 0
FL8 0 0 6,2 0,8 - 0
FL10 1.3 0,2 0,2 0,2 0,2 -

Matrice de compensation des différentes fluoreseenc
- FL = canal de fluorescence ; FL2=PE ; FL3=ECD ; FERBC5.5 ; FL5=PC7 ;
FL8=AA75 ; FL10=KO
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3. DELAI OPTIMAL DE REALISATION DU MARQUAGE EN CMF
CONVENTIONNELLE ET VIABILITE DU PARAMETRE MO1
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Quantification des MO1 par CMF conventionnelle aJD, J2 chez un patient présentant

une monocytose chronique
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Résumé francgais

Un nouveau marqueur diagnostique de la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC), basé sur
I'immunophénotypage des monocytes sanguins par cytométrie en flux conventionnelle, a été récemment publié par
Selimoglu-Buet ef al. Ainsi, un pourcentage de monocytes CD16-négatifs (MO1) supérieur ou égal a 94% des
monocytes totaux présente une excellente spécificité et sensibilité pour le diagnostic de LMMC. Dans notre
laboratoire, la stratégie de rendu en routine des numérations formules sanguines, utilise le couple analyseur DXH800
— cytométrie en flux avec la solution HématoFlow™ (Beckman Coulter, Brea, CA). Cette stratégie permet d’obtenir
sur une formule de routine le pourcentage de MO1. L’objectif principal de ce travail, grace a une étude rétrospective
menée au CHU de Rennes, est de démontrer 'intérét de 1’'HematoFlow (HF) pour le diagnostic de LMMC.
Secondairement, sur une cohorte prospective, nous avons étudié la corrélation entre la technique HF et la cytométrie
en flux conventionnelle, technique de référence mise en place au laboratoire, pour la quantification des MO1. Enfin,
nous avons évalué la pertinence de l'association des deux techniques pour le diagnostic de LMMC.

Résumé anglais

A new diagnostic marker of the chronic myelo-monocytic leukemia (CMML), based on the phenotype of
circulating monocytes by flow cytometry, has been recently published by Selimoglu-Buet et al. Thus, a percentage
of monocytes that do not express CD16 (MO1) greater than or equal to 94% of total monocytes has excellent
specificity and sensitivity for diagnosis of CMML. In our laboratory, the results of the complete blood count are
made by the analyzer couple DXHS800 - flow cytometry with the solution Hématoflow (Beckman Coulter, Brea, CA).
This strategy provides the percentage of MO1 on a routine blood count. The main objective of this work is to
demonstrate the interest of the HematoFlow (HF) for the diagnosis of CMML, through a retrospective study
conducted at the University Hospital of Rennes. Secondarily, on a prospective cohort we studied the correlation
between HF and conventional flow cytometry for the quantification of MO1, actually implemented in our diagnostic
work-up for chronic monocytosis. Finally, we evaluated the relevance of the association of two techniques for the
diagnosis of CMML.
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