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Les syndromes myélodysplasiques (SMD) désignent des hémopathies clonales
acquises de la cellule souche hématopoiétique, caractérisées par une
dysmyélopoiese, une hématopoiese inefficace et des cytopénies périphériques. lls
surviennent principalement chez des sujets dont la médiane d’age est de 70 ans. La

méthode diagnostique de référence est le myélogramme (1).

Sur 'ensemble des patients suspects de SMD, le diagnostic n’est retenu que dans
20% des cas. Du fait de cette faible prévalence, de nombreux sujets agés sont non

nécessairement exposes aux risques et aux inconforts du myélogramme.

Pour limiter les préléevements de moelle dans cette population souvent fragile, un test
a partir de sang périphérique a été développé pour exclure le diagnostic de SMD. |
s’agit d’'un test basé sur la semi-quantification de la myéloperoxydase (MPO) dans
les polynucléaires neutrophiles (PN) par cytométrie en flux (CMF). Les performances
démontrées par ce test sont jusqu’a présent trés prometteuses, avec une sensibilité
et une valeur prédictive négative proches de 100%. Cette stratégie pourrait
potentiellement éviter la réalisation d’'un myélogramme chez un tiers des patients

suspects de SMD.

Si I'on considére I'aspect technique du test, la détection de la MPO intracellulaire des
PN nécessite une étape de perméabilisation membranaire. Dans le protocole de
référence, I'agent de perméabilisation utilisé a été le kit commercial Intrasure™ (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Afin de s’assurer de la validité des résultats dans
d’autres laboratoires utilisant d’autres agents de perméabilisation, il nous a paru
pertinent de tester des réactifs alternatifs. L'objectif de ce travail a été d’évaluer les

performances du test avec deux méthodes de perméabilisation différentes : le kit
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Intrastain™ (Dako, Denmark) et le réactif BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA) qui sont trés largement utilisés dans

'immunophénoypage des hémopathies.

Cette étude comparative contribue a I'applicabilité externe du test et pourrait, si les
résultats sont concluants, permettre aux différents laboratoires d’utiliser les réactifs

de perméabilisation de leur choix pour le protocole du test.
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2.1 Les syndromes myélodysplasiques

2.1.1 Définition

Les SMD sont un groupe hétérogéne d’affections clonales de la cellule souche
hématopoiétique (CSH) de la moelle. lls se caractérisent par une prolifération
excessive des cellules progénitrices myéloides associée a une différenciation
cellulaire anormale. lls sont responsables d’'un défaut de production de cellules
matures par la moelle, qui se traduit dans le sang par des cytopénies. Les SMD
évoluent dans approximativement 30% des cas en leucémie aigué myéloide (LAM) et

constituent les plus fréquents des états préleucémiques chez 'adulte (2).

2.1.2 Physiopathologie

2.1.2.1 Physiologie de I’hématopoiese

L’hématopoiese est le processus physiologique qui permet la production des
cellules sanguines. Elle se déroule dans la moelle osseuse. Selon le modele
classique d’hématopoiése pyramidale, les CSH sont a l'origine de tous les types de
cellules hématopoiétiques. Deux propriétés fondamentales leur permettent d’assurer
cette production (3) : l'auto-renouvélement (capacité de générer des CSH filles
identiques) et la multipotence (capacité de se différencier en tout type de cellule

hématopoiétique).

Au cours de I'hématopoiése physiologique (Figure 1), les CSH perdent leur propriété
d’auto-renouvélement. Les cellules résultantes, les progéniteurs multipotents (PM),

s’orientent ensuite vers un versant myéloide ou lymphoide. Les progéniteurs
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myéloides communs (PMC) se différencient en progéniteurs mégacaryocytaires
(PMK), érythroblastiques (PE), granuleux (PG) et macrophagiques (PMa). A ce stade
avancé de la différenciation, les progéniteurs ne peuvent évoluer que vers une seule
lignée myéloide : la lignée mégacaryocytaire pour les PMKk, érythroblastique pour les
PE, granuleuse pour les PG et macrophagique pour les PMa. En paralléle, les
progéniteurs lymphoides communs (PLC) se différencient en progéniteurs B (PB), T
(PT) et NK (PNK) a l'origine des lignées lymphoides B, T et NK. Dans chaque lignée,
les cellules acquiérent progressivement des caractéristiques spécifiques qui
permettent de les distinguer morphologiquement les unes des autres. Ces cellules
identifiables au microscope sont appelées des précurseurs. Aprés un processus de
maturation complet, les précurseurs aboutissent a des cellules fonctionnelles qui sont

libérées dans le sang.

Auto-renouvélement
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Abréviations : CSH : cellule souche hématopoiétique ; PM : progéniteur multipotent ; PO : progéniteur oligopotent ; PLR
progéniteur de lignée restreinte ; PCL : progéniteur commun myéloide ; PCL : progéniteur commun lymphoide ; PME :
progéniteur mégacaryocytaire et érythroblastique ; PGM : progéniteur granuleux et macrophagique ; PMk : progéniteur
mégacaryocylaire ; PE : progéniteur érythroblastique ; PG : progéniteur granuleux ; PMa : progéniteur macrophagique ; PCD :
progéniteur des cellules dendritiques ; PB : progéniteur B ; PT : progéniteur T ; PNK : progeniteur NK ; LB : lymphocyte B ;

Figure 1: Hématopoiése physiologique (3)
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2.1.2.2 Physiopathologie des SMD
2.1.2.2.1 Hématopoiese clonale

Dans les SMD, des mutations somatiques surviennent dans les CSH et
généerent un clone anormal qui impacte le versant myéloide de 'hématopoiéese. Il est
généralement admis qu’au moins deux mutations clonales sont nécessaires pour que
la pathologie se développe (4). La premiére permet a la CSH d’augmenter sa
capacité d’auto-renouvélement ou bien a la cellule progénitrice d’acquérir cette
capacité. Elle est primordiale car a l'origine de I'expansion d’un clone. La seconde
altere la différenciation du progéniteur myéloide. Il en résulte une accumulation de
cellules myéloides morphologiquement anormales qualifiées de dysplasiques et un
défaut de production de cellules matures dans le sang, responsable des cytopénies.

L’hématopoiése devient inefficace (Figure 2).

CSH Progéniteurs

— — - Cellules
Hématopoiese normale O\) O @ matures
Augmentation de F'auto- O — @ — @ = Collules
renouvelement ) matures
Augmentation de l'auto- — — D 5
renouvelement et O ) @ @ e
différenciation anormale
Acquisition de l'auto- — B.® Cytopénie
renouvelement et Q

différenciation anormale

Figure 2 : Physiopathologie des SMD (4)
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blocage de différenciation
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Au stade initial, la moelle élimine la majorité des cellules myéloides anormales par
mecanisme d’apoptose, la situation est alors temporairement sous contrdle. De
nouvelles mutations peuvent cependant survenir au cours du temps. Lorsqu’elles
conférent un avantage prolifératif ou une résistance a l'apoptose, la moelle ne
parvient plus a contenir le clone. L'accumulation dans la moelle de ces cellules

clonales immatures définit la transformation en leucémie aigué myéloide.

2.1.2.2.2 Phases pré-SMD

Au cours des derniéres annees, il a été démontré que 'hématopoiése clonale n’avait
pas toujours un caractére pathologique. Plusieurs études ont permis de détecter des
clones dans une petite proportion d’individus sains, surtout chez les sujets agés (5).
Cette découverte a fait émergé le concept de « CHIP » (hématopoieése clonale de
potentiel indéterminé), un état qui se caractérise par la présence de mutations
somatiques sans maladie hématologique. Les mutations détectées sont souvent des
mutations récurrentes dans les hémopathies qui permettent d’initier I'expansion du
clone. Par définition, seuls les variants génétiques présentant une fréquence
allélique supérieure a 2% sont considérés comme susceptibles d’évoluer en SMD.
En dessous de ce seuil, la présence d’'une mutation n’est pas prédictive d’évolution
péjorative. Lorsque le clone s’étend dans la moelle et provoque I'apparition d’'une
cytopénie mais que les criteres diagnostiques de SMD de 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) ne sont pas suffisants (absence de dysplasie > 10% sur une
lignée myéloide, absence d’excés de blaste et absence d’anomalie chromosomique
récurrente), il est admis que cette phase correspond une « CCUS » (cytopénie
clonale de signification indéterminé). La fréquence allélique requise pour employer

ce terme est fixée a 20% (6).
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Ainsi, la CHIP, la CCUS et le SMD constituent un continuum qui dépend de 3
parametres : la fréquence allélique du variant, la survenue de cytopénies et
'apparition de dysplasie (Figure 3). De maniere consensuelle, on considére ainsi que

la CHIP et la CCUS sont des phases pré-SMD (1).

- 50

-

- 25

JUBLIBA NP 8NDI|9|[e 8ousnbai

Numération des cellules sanguines
périphétiques

CHIP CCUs MDS

CHIP : hématopoiése clonale de potentiel indéterminé ; CCUS : cytopénie clonale de signification indéterminée ;
MDS : syndrome myélodysplasique. La ligne rouge discontinue représente la numération des cellules sanguines
périphériques. La ligne bleue continue représente la fréquence allélique du variant.

Figure 3 : CHIP, CCUS et SMD constituent un continuum (6)
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2.1.3 Epidémiologie

Les SMD sont des hémopathies clonales rares qui touchent généralement les
sujets agés. Selon une étude réalisée a partir des registres des cancers du réseau
Francim par I'INSEE (Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques),
le nombre de nouveaux cas incidents de SMD en 2018 est estimé a 4 735 en France
(7). Le taux d’incidence standardisé est de 3,4 pour 100 000 personnes années chez
’homme et de 1,6 chez la femme, soit un rapport hommes/femmes égal a 2,1. L’age

médian au diagnostic est de 78 ans chez ’'homme et de 80 ans chez la femme.
2.1.4 Etiologies

Dans la tres grande majorité des cas, la cause est idiopathique. Néanmoins, il
existe des formes secondaires a des agents étiologiques clairement identifiés, qu’il

convient de rechercher au cours de l'interrogatoire du patient.

Les SMD peuvent survenir dans les suites d'un traitement par chimiothérapie, surtout
lorsqu’il s’agit d’un agent alkylant. Le traitement par radiothérapie est aussi un facteur

de risque avéreé (8).

Plus rarement, les SMD peuvent étres secondaires a des agents environnementaux.
L’exposition a des radiations ionisantes et au benzéne sont des facteurs de risques
de SMD bien établis dans la littérature (9). Il est important de connaitre la profession
du patient car la reconnaissance en maladie professionnelle est possible pour les
travailleurs ayant été exposés. D’autres agents environnementaux ont également été
incriminés comme étant des facteurs de risque probables de SMD (exposition aux
pesticides (10), au tabac (11). L’association entre la consommation chronique
d’alcool et les SMD a été étudiée dans plusieurs travaux de recherche. Récemment,
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une étude cas-témoin de Duffy et al. (12) a conclu a une absence d’association

significative entre la consommation d’alcool chronique et la pathologie.

Exceptionnellement les SMD peuvent survenir dans le cadre d’'une maladie d’origine
génétique. On peut citer entre autres la maladie de Fanconi, le syndrome de
Shwachman-Diamond ou encore la dyskératose congénitale (13). Dans ces
contextes particuliers, les SMD apparaissent pendant I'enfance et sont généralement

associés a des anomalies évocatrices de maladies héréditaires.

2.1.5 Présentation clinique

Les manifestations cliniques du SMD sont non spécifiques et varient selon les
cytopénies et leur sévérité. La sensation de fatigue, liée a I'anémie, est la plus
fréquente et est souvent responsable d’une altération de la qualité de vie du patient.
Plus occasionnellement, la thrombopénie et la neutropénie peuvent provoquer des
saignements et des infections (14). Dans 10 a 20% des cas il existe également des
manifestations auto-immunes de type vascularite, connectivite, arthrite ou dermatose
neutrophile (15). En pratique, les patients sont trés souvent asymptomatiques et c’est
la découverte d’'une ou plusieurs cytopénies sur un bilan sanguin de routine qui fait

suspecter le diagnostic.
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2.1.6 Diagnostic

2.1.6.1 L’hémogramme

La présence d’'une cytopénie est un élément indispensable au diagnostic de
SMD. Elle doit avoir un caractere persistant d’au moins 6 mois (16). L'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) recommande d’utiliser les définitions de
cytopénie de I'IPSS (International Pronostic Scoring System) (17) : anémie si
hémoglobine < 100 g/L, neutropénie si polynucléaires neutrophiles < 1,8 x10%L et
thrombopénie si plaquettes < 100 x10%L. L’anémie, la neutropénie et la
thrombopénie sont respectivement présentes chez environ 80, 40 et 40% des
patients SMD au moment du diagnostic (18). L’anémie, la cytopénie la plus fréquente

observée dans les SMD, est classiguement macrocytaire et arégénérative.

Dans la pratigue hématologique, un SMD est évoqué pour des cytopénies moins
profondes que celles définies par I'lPSS. En effet, en analysant une cohorte de
patients SMD, il a été observé que 18% des patients ne présentaient pas de tels
niveaux de cytopénies (19). En utilisant les valeurs standards de cytopénies des
laboratoires  (hémoglobine < 130g/L chez les hommes ou < 120g/L chez les
femmes ; polynucléaires neutrophiles < 1,8 x10%L ; plaquettes < 150 x10%L), le
pourcentage de patients de cette cohorte ne présentant pas de cytopénies était
réduit a 1,8%. L'OMS recommande par conséquent de suspecter le diagnostic de

SMD devant des cytopénies d’intensité modérée (20).

En plus des cytopénies, il est possible d’'observer sur le frottis sanguin des signes de
dysplasie sur les cellules myéloides (Tableau I) et la présence de cellule immatures

communément appelées « blastes ».
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Néanmoins la présence de cytopénies, de signes de dysplasie ou de blastes dans le
sang ne sont pas des manifestations biologiques spécifiques du SMD. On peut les
observer dans beaucoup d’autres situations qui sont a écarter lors du diagnostic

différentiel.

2.1.6.2 Le myélogramme

La ponction de moelle est indispensable pour établir le diagnostic de SMD.
C’est un acte médical invasif qui doit étre réalisé par un médecin spécialisé en

hématologie.

2.1.6.2.1 Cytologie médullaire

L’analyse cytologique requiert un examen microscopique minutieux, effectué
par un cytologiste expérimenté. Le myélogramme dans les SMD est habituellement
hypercellulaire. Plus rarement la densité cellulaire peut étre normale ou diminuée
(20). La présence de dysplasie est un élément central de la définition des SMD.
L’OMS considere comme significatif un nombre de cellules dysplasiques supérieur
ou égal a 10% dans au moins une des lignées myéloides. On emploie les termes de
dysérythropoiése, dysgranulopoiese et dysmégacaryopoiese lorsqu’il existe une
dysplasie de la lignée érythroblastique, granuleuse et mégacaryocytaire
respectivement. Paradoxalement, la ou les lignées qui apparaissent dysplasiques sur
le myélogramme ne sont pas toujours corrélées aux cytopénies sanguines (17). Les
critéres morphologiques de dysplasie généralement retenus par les cytologistes sont

répertoriées dans le Tableau I.

Il existe un signe de dysplasie particulierement intéressant a rechercher car assez

evocateur des SMD : la présence de sidéroblastes en couronne. La coloration de
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Perls est une réaction chimique qui permet de les mettre en évidence, elle doit étre
réalisée devant toute suspicion. Un nombre de sidéroblastes en couronne supérieur
ou égal a 15% permet de retenir le diagnostic de SMD. Le seuil diagnostic peut étre

abaissé a 5% si une mutation SF3B1 est associée (17).

Enfin, en lien avec la physiopathologie des SMD, on peut observer une augmentation
du pourcentage de blastes mais toujours en quantité inférieur a 20%. Par définition,

au-dessus de ce seulil, il ne s’agit plus d’'un SMD mais d’'une leucémie aigué.

Dysérythropoiese Dysgranulopoiese Dysmégacaryopoiese

anisocytose défaut de segmentation anisocytose

poikilocytose (pseudo-Pelger-Huét) plaquettes géantes

ponctuations basophiles hypogranulation/dégranulation

Dysérythropoiese Dysgranulopoiese Dysmégacaryopoiese

multinucléarité défaut de segmentation micromégacaryocytes

pont inter-nucléaire

coutours nucléaires irréguliers
mégaloblastes

sidéroblastes en couronne
défaut d'hémoglobinisation
inclusions cytoplasmiques

vacuoles cytoplasmiques

(pseudo-Pelger-Huét)
hypersegmentation
anisocytose
hypogranulation/dégranulation
granulations anormales

(pseudo Chediak-Higashi)
corps de Dohle

batons d'Auer

mégacaryocytes multinuclées

meégacaryocytes hypolobés

Tableau | : Criteres morphologiques de dysplasie (20)
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En pratique, lorsque les signes de dysplasie sont francs ou que les blastes
médullaires sont augmentés, le diagnostic est relativement simple car ce sont des
anomalies facilement objectivables. En I'absence de ces arguments, le diagnostic
cytologique de SMD est plus délicat. En effet, bien que les criteres morphologiques
de dysplasie soient clairement définis, I'évaluation de la dysplasie reste subjective. Il
existe une variabilité inter-opérateur non négligeable, en particulier sur la lignée
érythroblastique (21). De plus, il convient de rappeler que la dysplasie n’est pas un
signe spécifique des SMD. Pour cette raison, lorsque la dysplasie est le seul
argument cytologique observe, il faut rester prudent quant a linterprétation du

résultat, d’autant plus lorsqu’elle est proche du seuil de 10%.

2.1.6.2.2 Cytogénétique médullaire

Le caryotype médullaire est une analyse extrémement informative pour le
diagnostic puisqu’il permet de mettre en évidence le caractére clonal de
'hématopoieése. Des anomalies chromosomiques sont retrouvées chez 50% des
patients SMD (22). La classification OMS 2008 a répertorié une dizaine d’anomalies
chromosomiques qui suffisent a établir le diagnostic de SMD par présomption, c’est-
a-dire méme lorsque les criteres morphologiques de dysplasie sont absents chez un
patient cytopénique (23). Plus récemment, la classification OMS 2016 a ajouté au
répertoire des anomalies chromosomigues souvent présentes mais qui he permettent
pas a elles seules de conclure a un SMD, car elles sont peu spécifiques : il s’agit de
la trisomie 8, la perte du chromosome Y et la délétion 20q (20). Elles ont une valeur
diagnostique seulement si des signes de dysplasie sont associés. Les anomalies
chromosomique les plus frequemment présentes au diagnostic sont la trisomie 8, la

délétion 5q, la monosomie 7 ou la délétion 7q. (Tableau I
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gain du chromosome 8 10
del(5q) 10
perte du chromosome 7 ou del(7q) 10
del(20q) 5-8
perte du chromosome Y 5
i(17q) ou t(17p) 3-5
del(12p) ou t(12p) 3
perte du chromosome 13 ou del(13q) 3
del(11q) 3
del(9q) 1-2
idic(X)(q13) 1-2
inv(3)(q21q26.2) 1
1(6:9)(p23:q34) 1
t(1;3)(p36.3;q21.1) 1
1(3:3)(q21.3:926.2) 1

Tableau Il : Anomalies chromosomiques récurrentes dans les SMD (20)

Le caryotype permet aussi de diagnostiquer un sous-type spécifique de SMD :
le SMD avec délétion 5q isolée. Cette entité, définie par la présence d’'une délétion
57 isolée ou associée a une autre anomalie (a I'exception de la monosomie 7 ou
délétion 7q), est caractérisée morphologiquement par la présence de
mégacaryocytes de petite taille & noyau non lobé. C’est un SMD de bon pronostic,
pour lequel il existe un traitement spécifique (20). La recherche de cette délétion

présente donc un réel intérét.

Lorsque le caryotype est en situation d’échec ou lorsque le nombre de mitoses
anormales observé est tres faible, I'analyse par FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) est recommandée. C’est une technique utilisant des sondes de
florescence qui se fixent spécifiquement sur un ou plusieurs génes d’intéréts. La
technique recherchera particulierement une trisomie 8, une monosomie 7 ou une

délétion 5q, ces anomalies cytogénétiques étant les plus fréquentes (24).
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2.1.6.3 Biopsie ostéomédullaire

La biopsie ostéomédullaire (BOM) est un examen qui apporte des
informations supplémentaires a celles du myélogramme dont la valeur est reconnue
par 'TOMS (20). Les signes caractéristigues de SMD observables sur la BOM
associée a limmunomarquage sont: 1) organisation architecturale de la moelle
altérée 2) présence d’ilots de précurseurs myéloides immatures anormalement situés
3) expression aberrante de CD34 par les mégacaryocytes. Elle a I'avantage de
permettre un compte de blastes plus précis que sur le myélogramme car elle évite la

sous-estimation liée a la présence de fibrose ou de graisse médullaire (25).

En France, cette analyse ne fait pas partie des pratigues courantes pour le
diagnostic des SMD (26). Elle est conseillée dans les cas ou la moelle serait
hypocellulaire pour faciliter le diagnostic différentiel avec une aplasie médullaire ou

une myélofibrose.
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2.1.6.4 Biologie moléculaire

2.1.6.4.1 Recherche de mutations germinales

Dans de rares cas, la survenue d’'un SMD peut étre liee a une prédisposition
héréditaire. Il faut le suspecter a fortiori chez un enfant ou un sujet jeune chez lequel
il existe une histoire personnelle ou familiale de cancers multiples. Dans ces
situations particuliéres, il est recommandé d’adresser le patient a un conseiller en
génétique afin qu’'une enquéte soit menée. Les éléments clinico-biologiques recueillis
lors de I'entretien permettent généralement d’orienter vers un syndrome et de faire
une recherche ciblée de mutations constitutionnelles (27). A titre d’exemple, un SMD
associé a un lymphcedéme et un déficit immunitaire doit faire rechercher une
mutation GATA2. La mise en évidence d’'une mutation constitutionnelle est

importante pour la prise en charge thérapeutique et le suivi chez ces jeunes patients.
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2.1.6.4.2 Recherche de mutations somatiques

Au cours de ces 10 derniéres années, I'essor du séquengage de nouvelle

génération (Next-Generation Sequencing NGS) a permis didentifier de trés

nombreuses mutations chez les patients SMD. Parmi elles, certaines ont été

observées de maniere récurrentes dans les études. Les plus fréquentes sont listées

dans le Tableau lll. La plupart sont des mutations qui surviennent sur des genes

codant pour des protéines ayant une fonction d’épissage de 'ARN (SF3B1, SRSF2,

U2AF1 et ZRSR2) ou de méthylation de ’ADN (TET2, DNMT3A, IDH1 et IDH2).

SF3B1 Epissage de I'ARN 20-30%
TET2 Méthylation de 'ADN 20-30%
ASXL1 Modification des histones 15-20%
SRSF2 Epissage de 'ARN ~15%
DNMT3A Méthylation de I'ADN ~10%
RUNX1 Facteur de transcription ~10%
U2AF1 Epissage de I'ARN 5-10%
TP53 Suppresseur de tumeur 5-10%
EZH2 Modification des histones 5-10%
ZRSR2 Epissage de 'ARN 5-10%
STAG2 Cohésine 5-7%
IDH1/IDH2 Méthylation de I'ADN ~5%
CBL Signalisation ~5%
NRAS Facteur de transcription ~5%
BCOR Facteur de transcription ~5%

Tableau Il : Mutations génétiques récurrentes (20)
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Des panels pan-myéloides ciblant ces mutations récurrentes ont été
développés et sont actuellement en cours d’évaluation. La détection d'une ou
plusieurs mutations clonales chez un patient suspect de SMD conforte le diagnostic.
A terme, si l'utilité de ces panels pan-myéloides est démontrée, ils devraient
vraisemblablement faire partie du bilan diagnostic des SMD (28). Le principal frein a
son utilisation généralisée reste son codt élevé. Il est important de souligner que les
mutations recherchées par ces panels peuvent étre présentes chez des individus
sains (CHIP) et dans d’autres hémopathies myéloides. Elles ne sont pas spécifiques
des SMD, les résultats doivent donc toujours étre interprétés avec I'ensemble des

données clinico-biologiques

2.1.6.5 Immunophénotypage par cytométrie en flux

L’'immunophénotypage par cytométrie en flux (IPCMF) permet la détection
d’anomalies phénotypiques des cellules myéloides. Cette analyse spécialisée peut
étre faite sur un préléevement médullaire ou sanguin. A ce jour, elle n’est pas
recommandée systématiquement dans le bilan diagnostique des SMD. Son utilité
dans le diagnostic des SMD sera développé en détail dans la suite de la

présentation.

2.1.6.6 Synthése

L’hémogramme est un prérequis indispensable pour mettre en évidence au
moins une cytopénie. Le diagnostic de SMD est retenu sur les arguments
cytologiques et cytogénétiques de la moelle. La recherche de mutations par biologie

moléculaire et IPCMF sont des examens complémentaires.
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2.1.7 Classification

La premiére classification des SMD a été publiée en 1976 par un groupe de
travail franco-ameérico-anglais (classification FAB) (29). L'OMS a repris cette
classification et I'a modifiée a plusieurs reprises au cours du temps. Actuellement, la
référence est la classification OMS des néoplasies myéloides et leucémies aigués
dans sa version révisée de 2016 (17). D’aprés celle-ci, les SMD peuvent étre classés
dans 3 catégories : SMD, SMD associé a un syndrome myéloprolifératif (SMD/SMP)

ou tumeur myéloide avec prédisposition germinal.

2.1.7.1 Catégorie SMD

Dans la catégorie des SMD, les sous-types sont définis selon plusieurs
parametres : le nombre de lignées dysplasiques, le nombre de cytopénies, le
pourcentage de sidéroblastes en couronne, le pourcentage de myéloblastes et la
présence d’anomalies chromosomiques. Ainsi, on distingue 7 sous-types de
SMD (Tableau IV) : SMD avec dysplasie unilignée (MDS-SLD), SMD avec dysplasie
mutilignée (MDS-MLD), SMD avec sidéroblastes en couronne avec dysplasie soit
unilignée (MDS-RS-SLD) soit multilignée (MDS-RS-MLD), SMD avec délétion 5q
isolée, SMD avec exces de blastes (MDS-EB) de type 1 si les blastes sont compris
entre 5% et 9% dans la moelle ou 2% et 4% dans le sang (MDS-EB-1) et de type 2 si
les blastes sont entre 10% et 19% dans la moelle ou 5 et 19% dans le sang (MDS-

EB-2), SMD inclassables (MDS-U) et cytopénie réfractaire de I'enfant.

De maniere intéressante, on constate que la présence de dysplasie n’est pas un

critéere indispensable au diagnostic de SMD. Un pourcentage de blaste supérieur ou

31



égal a 5% dans la moelle ou bien la présence d’'une anomalie cytogénétique typique

sont des criteres suffisants de SMD.

Une notion supplémentaire importante a détailler est la notion d'ICUS (cytopénie
idiopathique de signification indéterminée). On parle d'ICUS en présence d'une
cytopénie persistante sans signes de dysplasie suffisants pour établir le diagnostic et
sans anomalie cytogénétique spécifique. L'OMS conseille de suivre ces patients
avec attention afin de controler I'évolution de la morphologie cellulaire et du
caryotype mais il n'existe pas de recommandations concernant les modalités

précises de ce suivi (20)

2.1.7.2 Catégorie SMD/SMP

Elle regroupe les formes frontieres entre les SMD et les syndromes
myéloprolifératifs (SMP) c’est-a-dire qui présentent des caractéristiques de SMD
(dysplasie) et de SMP (prolifération d’une lignée cellulaire). Parmi elles, on retrouve
la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) la leucémie myéloide chronique
atypique, la leucémie myélomonocytaire juvénile, le SMD/SMP avec sidéroblastes en

couronne et thrombocytose et le SMD/SMP inclassable.

2.1.7.3 Catégorie tumeur myéloide avec prédisposition germinale

Il s’agit d’'une nouvelle entité diagnostique provisoire qui regroupe les SMD et

LAM qui surviennent dans un contexte de mutations constitutionnelles.
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Lignées Sidéroblastes Blastes médullaires® Anomalies
Cytopénies .
dysplasiques en couronne *  (BM]) et sanguins (BS) cytogénétiques
SMD avec dysplasie 1 12 < 15U <5% © BM=5%, BS<1%, absence | mimporte quelle anomalie
unilignée (MDS-SLD) - de corps d'Auer chromosomigue
SHD.a.w: dysplasie 2.3 13 < 15U <5 © BM=5%, BS<1%, absence | nimporte quelle elmnmahe
multilignée (MDS-MLD) de corps d'Auer chromosomigue
SMD avec sidéroblastes
en couronne (MDS-RS)
MDS-RS avec dysplasie 1 1-2 2150/259%° BM=5%, BS<1%, absence| nimporte quele anomalie
unilignée (MDS-RS-5LD0) de corps dAuer chromosomigue
MDS-RS avec dysplasie
multiignée (MDS-RS- 23 1-3 215%sesy, ¢ | BM<5%, BS<1%, absenos | nimporte quele anomalie
MLD) de corps d'Auer chromosomigue
. absents ou BM<5%, BS<1% ", . .
SMD del(5q) isolée 1-3 1-2 : s o de corps dAuer del(5q) isolee
SMD avec excés de
blastes (MDS-EB)
absents ou BM 5%-9% ou BS 2%-4%, | nlimporte quelle anomalie
MOS-EB-1 03 - présents absence de corps d'Auer chromosomigue
absents ou BM 10%-19% ou BS 5%- | nrimporte quelle anomalie
MEIS-EB-2 03 + présents 198% ou corps d'Auer chromosomigue
SMD inclassable (MDS-U)
absents ou BM=5%, PB=1%, absence | mimporte quelle anomalie
k] Lo -3 présents de corps d'Aer chromosomigue
avec dysplasie unilignée et 1 3 ahsents ou BM=5%, BS<1%, absence | nimporte quelle anomalie
pancytopénie présents de corps dAuer chromosomigue
definie par une anomalie 0 1-3 <15%" BM=5%, BS<1%, absence | anomalies chromosomigues|
cytogénétique de corps d'Auer récurrentes
Cytopénie réfractaire de absents ou nimporte quelle anomalie
I'enfant 3 L présents BM<3%, B3<2% chromosomigue
3 pourcentage de sidéroblastes en couronne médullaires par rapport aux cellules érythroblastiques "pourcentage de
blastes médullaires par rapport aux cellules nucléés ¢ si présence d'une mutation SF3B1 ¢ si persistant a 2 reprises ©
ou si del(5q) avec une anomalie additionnelle exceptée -7 ou del(7q/ ' si les sidéroblastes en couronne sont 215% i
5'agit par définition d'un signe de dysplasie érythroblastique, on classe alors le SMD en SMD-SLD

Tableau IV : Classification OMS des SMD (20)
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2.1.8 Diagnostics différentiels

En dehors des SMD, de nombreuses situations peuvent provoquer des
cytopénies chroniques. Les principales sont la carence martiale, le déficit en vitamine
B9 ou B12, la consommation d’alcool, linsuffisance rénale ou hépatique,
I'hypothyroidie, l'infection par le VIH (virus de l'immunodéficience humaine), le
syndrome hémolytique et le syndrome inflammatoire. L’'HAS (Haute Autorité de la
Santé) préconise d’éliminer ces étiologies de maniére systématique en réalisant un
bilan biologique sanguin (Tableau V). Si celui-ci ne retrouve pas d’étiologie évidente
permettant d’expliquer la cytopénie, il convient de poursuivre les investigations et de

prélever un myélogramme.

Bilan inflammatoire : VS ou CRP

Bilan ferrique : sidérémie et transferrine

Bilan rénal : ionogramme, urée, créatininémie et calcul de la clairance de la créatinine

Bilan hépatique : ASAT, ALAT, GGT, phosphatases alcalines, bilirubine totale

Bilan thyroidien : TSH

Bilan vitaminique : vitamine B9 sérique ou intra-érythrocytaire et vitamine B12

Bilan sérologique : sérologies VIH, hépatite B et C

Bilan hémolytique : haptoglobine

Tableau V : Bilan sanguin a visée de diagnostic différentiel du SMD (26)
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De méme, les signes de dysplasie médullaire ne sont pas spécifiques des
SMD. lIs apparaissent fréequemment dans le contexte d’'un déficit en vitamine B9 ou
B12. lls peuvent aussi étre liés a une toxicitt médicamenteuse, surtout chez les
patients traités par immunosuppresseurs ou biothérapie. Parmi les médicaments
incriminés, on retrouve le méthotrexate, I'azathioprine, 'adalimumab, I'etanercept et
linfliximab (30). Enfin, dans les quelques situations ou le myélogramme est
hypocellulaire, il faut savoir exclure une pathologie associée a une myélofibrose ou
une aplasie médullaire. La BOM apporte une aide précieuse dans ces situations

complexes (24).
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2.1.9 Pronostic

L’évolution du SMD se fait naturellement vers une transformation en LAM. Le
délai de survenue est trés variable, il dépend principalement du type de SMD. Par
exemple, pour les MDS-SLD et les MDS-MLD, les taux de progression en LAM a 5

ans sont de 10% et 28% respectivement (20).

Concernant la survie globale, un premier score pronostic, I'lPSS (International
Pronostic Scoring System), a été mis au point par Greenberg et al. en 1997 (31). ll a
été amélioré par 'lPSS-R en 2012 (Revised International Pronostic Scoring System)
(32). Cette version révisée a été jugée meilleur en terme de prédiction de survie que

la version originale (33).

Le score IPSS-R est calculé en fonction de 5 parameétres (Tableau VI) : la
concentration en hémoglobine, la numération des plaquettes, la valeur absolue des
polynucléaires neutrophiles, le pourcentage de blastes médullaires et le groupe de
risque cytogénétique CCSS (Comprehensive Cytogenetic Score System). Chaque
parametre, selon son résultat, correspond a un nombre de points. La somme des
points attribués permet de classer le patient dans un groupe de risque, allant du
risque trés faible au risque trés élevé. Les groupes de risque cytogénétiques du
CCSS (Tableau VII) ont été déterminés grace une étude de grande envergure
menée par Schanz J & al sur des patients atteints de SMD (22) dans laquelle il a été
analysé la survie globale et le risque de transformation en LAM pour chacune des
anomalies cytogénétiques présentes au diagnostic. Les résultats ont permis de

regrouper les anomalies chromosomiques en 5 sous-groupes pronostiques.
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A titre indicatif, la médiane de survie globale tout &ge confondu est de 8,8 années

pour le groupe de risque IPSS-R trés faible contre 0,8 années pour le groupe de

risque trés éleve.

Parametres

Valeurs des points

Groupe de risque

neutrophiles, x109/L

cytogénétique CCSS tres bon - bon - intermédiaire mauvais trés mauvais
Blastes médullaires, % <2 - 2-5 - 5-10 >10 -
Hémoglobine, g/L 210 - 8-10 <8 - - -
Plaquettes, x10%/L 2100 50-100 <50 = - - -
Polynucléaires

20,8 <0,8 - - - - -

5 groupes de risques sont définis suivant la somme des points

Tres faible <1,5
Faible >15a3
Intermédiaire >3a45
Elevé >45a6
Trés élevé > 6

Tableau VI : Score IPSS-R (32)

Groupe
pronostic

Anomalies
cytogénétiques

Trés bon Bon Intermédiaire Mauvais Trés mauvais
perte du caryotype perte d'un caryotype
del(7q) complexe (>3
chromosome Y normal chromosome 7 )
anomalies)
gain d'un inv(3), t(3q) ou
del11q) del(>a) chromosome 8 del(3q)
2 anomalies
gain d'un dont del(7qg) ou
del12p) chromosome 19 perte d'un
chromosome 7
. caryotype
sochromosome
del(20q) ! complexe (3
17q f
anomalies)
lou?2
2 anomalies an9m§]|es non caryotype
spécifiées dans complexe (>3
dont del(5q) )
les autres sous- anomalies)
arnilineg
> 2 clones
indépendents

non complexes

Tableau VII : Groupes de risque cytogénétique du CCSS (22)
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2.1.10 Prise en charge thérapeutique

A ce jour, le seul traitement curatif est l'allogreffe de CSH. C’est une option
thérapeutique généralement réservée aux patients de moins de 65-70 ans qui ont un
risque IPSS-R élevé (24). Pour ceux qui ne peuvent bénéficier de la greffe, I'objectif
de la prise en charge est d’améliorer la qualité de vie et limiter la progression du
SMD. Les SMD font partie des affections longues durées (ALD), les frais sont donc

pris en charge a 100% par la sécurité sociale.

De maniéere générale, les scores IPSS et IPSS-R permettent de distinguer deux
groupes de patients : les patient a haut risque et les patients a faible risque. En plus
des traitements médicamenteux spécifiques a chaque groupe, des traitements

symptomatiques sont fondamentaux.

21101 Traitements des patients a haut risque

Pour les patients a haut risque, I'azacitidine (VIDAZA®) offre un gain de survie
globale important. C’est un agent hypométhylant qui a été mis sur le marché en
2008, pour lequel il existe aujourd’hui des formes génériques. |l s’administre par voie
sous cutanée en milieu hospitalier au rythme de 7 jours toutes les 4 semaines. La
durée de traitement n’est pas clairement établie et il est recommandé de le
poursuivre jusqu’'a réévolution. Des chimiothérapies intensives, associant
anthracyclines et Ara-c, peuvent également étre proposées aux patients de moins de

60 ans avec un caryotype normal présentant une blastose meédullaire > 10% (24).
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2.1.10.2 Traitements des patients a faible risque

Pour les patients a faible risque, les traitements médicamenteux visent avant
tout a corriger les cytopénies lorsque celles-ci impactent leur qualité de vie. Les
agents stimulants de I'érythropoiése (ASE) sont une alternative a la transfusion chez
les patients anémiques. Leur administration est recommandée chez les patients
présentant un taux d’érythropoiétine sérique inférieur a 500 U/L. Une revue
systématique a démontré que la darbépoiétine permettait d’obtenir un taux de
réponse érythroide compris entre 38% et 72% avec une durée médiane de réponse
de 12 a 51 mois (34). A ce jour, I'érythropoiétine recombinante et la darbépoétine
alpha n’ont pas encore l'autorisation de mise sur le marché mais font I'objet d‘une
mise a disposition dans le cadre d’un protocole d’utilisation thérapeutique (14). Les
patients neutropéniques peuvent se voir proposer un traitement par G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor), en particulier s’ils ont déja présenté une
infection grave. Quelques médicaments stimulant la synthése de plaquettes sont en

cours d’évaluation dans des essais cliniques, comme eltrombopag (REVOLADE®).

Dans le cas des SMD avec délétion 5q isolée, le Iénalidomide (REVLIMID®) a
démontré une efficacité thérapeutique modérée chez les patients dépendants de

transfusion.
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2.1.10.3 Traitements symptomatiques

Lorsque les traitements médicamenteux sont en échec ou non envisages, les
transfusions sont nécessaires. Concernant le traitement de l'anémie, il est
recommandé de transfuser des concentrés de globules rouges des que
I’'hémoglobine descend sous le seuil des 80 g/L. Ce seuil est modulable selon la
tolérance clinique et les comorbidités. En cas de surcharge ferrique liée aux
transfusions répétées, des traitements chélateurs du fer peuvent étre ajoutés par
voie parentérale (déféroxamine) ou par voie orale (déférasirox ou défériprone). Chez
les patients thrombopéniques, les transfusions plaquettaires sont limitées et elles
sont faites uniquement en pré-opératoire chirurgical ou si un syndrome hémorragique
se manifeste. Pour les patients neutropéniques, il est recommandé de prescrire
d’avance des antibiotiques a large spectre a débuter au moindre probléme infectieux

(24).
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2.2 Immunophénotypage par cytométrie en flux

2.2.1 Principes

L’immunophénotypage est une technique qui consiste a marquer des cellules
en suspension avec des anticorps spécifiques d’antigénes couplés a des

fluorochromes. Aprés marquage, les cellules sont analysées par CMF.

2.2.2 Immunophénotypage

Pour comprendre en quoi consiste 'immunophénotypage, quelques notions de
biologie cellulaire sont nécessaires. Toutes les cellules hématopoiétiqgues possedent
a leur surface de nombreuses protéines membranaires. Leurs fonctions sont
variées : elles peuvent servir de récepteur, de ligand, d’enzyme ou encore de
molécules d’adhésion. Certaines d’entre elles sont particulierement intéressantes car
elles permettent d’identifier des populations cellulaires. Ces protéines d’intérét ont
été répertoriées et classées selon la nomenclature des clusters de différenciation
(CD) et sont désignées par les lettres « CD » suivies d’'un numéro. A ce jour, plus de
400 marqueurs ont été identifiés par I'organisation Human Leukocyte Differentiation
Antigen (HLDA). L’ensemble des CD exprimés par une cellule constitue ce que I'on

appelle son phénotype.

Ainsi, les CD sont des marqueurs qui aident a lidentification des cellules
hématopoiétiques. Afin de détecter leur présence, des anticorps dirigés
spécifiguement contre les CD et couplés a des fluorochromes ont été élaborés. En

présence du CD qui leur est spécifique et aprés un temps d’incubation, ces anticorps

41



se fixent sur la cellule. Ce procédé technique s’appelle limmunomarquage

membranaire (Figure 4).

fluorochrome

( anticorps spécifique d'antigéne

7 —

Anticorps marqués par des ,

fluorochromes

Incubation

antigéne de
différenciation

Cellules a marquer

a
‘s

Figure 4 : Immunomarquage membranaire

Dans certains cas, il peut étre intéressant de rechercher des marqueurs
d’expression non pas membranaires mais intracellulaires. Pour parvenir a faire
rentrer les anticorps spécifiques dans la cellule, une étape de perméabilisation
membranaire est obligatoire. Les réactifs de perméabilisation créent des pores
membranaires qui permettent aux anticorps d’accéder a l'intérieur de la cellule et de
se fixer spécifiguement au marqueur. Ce procédé technique correspond a

immunomarquage intracellulaire.
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2.2.3 Cytométrie en flux

L’objectif de la CMF est de recueillir les signaux de fluorescence des cellules
marquées afin de les caractériser et les identifier. L’automate utilisé, le cytométre en
flux, est capable d’analyser des parametres multiples sur des cellules individualisées
a tres grande vitesse. Son fonctionnement détaillé est complexe, on peut néanmoins

le simplifier en différentes étapes successives (35).
2.2.3.1 Focalisation hydrodynamique

Aussi appelée hydrofocalisation, cette premiére étape permet de faire défiler
en jet les cellules les unes derriere les autres. Pour réaliser le flux, une pression est
appliqguée sur un liquide dit « de gaine » et sur la suspension cellulaire a analyser.
Les deux fluides sont conduits dans une buse, appelée buse de focalisation, dont la
sortie est un orifice de petite taille. Il en résulte la formation d’'une gaine liquide au

centre de laquelle défilent les cellules de maniére rapide et individualisée (Figure 5).

Echantillon
(suspension)
Buse

% de focalisation
g

Figure 5 : Focalisation hydrodynamique (35)
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2.2.3.2 Excitation lumineuse

Des lasers sont utilisés comme sources d’excitation lumineuse, les trois les
plus utilisés étant le violet (émission & 405 nm), le bleu (émission & 488 nm) et le
rouge (émission a 630 nm). Les longueurs d’ondes des lasers sont déterminants
pour le choix des fluorochromes a utiliser car leurs spectres doivent étre compatibles.
Leurs faisceaux sont dirigés de maniére extrémement précise vers le jet de cellules.

Chaque cellule frappée par le faisceau émet des signaux lumineux.

2.2.3.3 Collection des signaux lumineux

Les signaux lumineux produits puis collectés sont de 3 types :

1. lafluorescence
Elle est produite par les fluorochromes liés aux anticorps. Chaque type de
fluorochrome émet une longueur d’onde qui lui est spécifique. La fluorescence est
collectée a 90° par rapport a I'axe du faisceau laser par le biais d’'un systéme optique
complexe, défini comme le banc optique de I'appareil. Il est constitué d’'un ensemble
de miroirs semi-réfléchissants (miroirs dichroiques), de lentilles et de filtres dont la
configuration permet de séparer la fluorescence en plusieurs couleurs et de les
diriger vers les détecteurs appropriés. De cette maniére, I'appareil est capable de
détecter I'émission de plusieurs fluorochromes simultanément. Les bancs optiques

actuels peuvent séparer plusieurs dizaines de couleurs différentes.

2. la diffusion aux petits angles (forward scatter FSC)
Elle est produite par diffraction et est collectée dans I'axe du faisceau. Elle donne

une indication sur la taille de la cellule
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3. ladiffusion aux grands angles (side scatter SSC)
Elles est produite par un mélange de diffusion, de réflexion et de réfraction et est
collectée a 90° par rapport a I'axe du faisceau. Elle reflete la structure interne de la

cellule et donne une indication sur la granularité et le rapport nucléocytoplasmique.

La CMF est qualifiée de « multiparamétrique » car elle permet I'analyse concomitante
de tous ces signaux. A titre d’exemple, un cytometre avec 12 canaux de fluorescence

est capable d’étudier simultanément 14 paramétres.

2.2.3.4 Traitement électronique

Les signaux lumineux collectés ne sont pas directement interprétables. Les
stratégies de traitement du signal ont beaucoup évoluées au cours des dernieres
années et sont différentes selon les fabricants. Néanmoins, le signal passe

globalement par 3 paliers de transformation pour aboutir & des données exploitables.
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1. Détection
Le banc optique conduit chaque signal lumineux jusqu’au détecteur approprié.
Le détecteur a pour fonction de transformer le signal lumineux en signal électrique. Il

en existe 2 types : les photodiodes (PD) et les photomultiplicateurs (PMT).

Les PMT sont capables d’amplifier le signal électrique et sont par conséquent plus
sensibles que les PD. Souvent, les PD sont choisies pour détecter les signaux FSC
tandis que les PMT sont utilisées pour les signaux SSC et de fluorescence qui sont
d’intensité moindre. Concernant les détecteurs de fluorescence, on en dénombre
autant que de couleurs séparées par le banc optique. Aprés transformation du signal
lumineux , on obtient une « impulsion » qui correspond a I'ensemble du signal
électrique issu d’une cellule lors de son passage sur un détecteur. Une impulsion est
caractérisée par son amplitude, (comprise entre 0 et 10 volts), sa largeur et son aire
(Figure 6). Les caractéristigues des impulsions provenant des différents détecteurs
sont transmises a un analyseur multicanaux dont la fonction est de traiter et

digitaliser les informations.

Intensité
(volt)

apnyijdwe

aire

largeur

Temps

Figure 6 : Caractéristiques d’'une impulsion
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2. Traitement

Lorsque la CMF est multi couleur, les chevauchements des spectres de
fluorescence des différents fluorochromes utilisés simultanément créent des
interférences qu’il est nécessaire de corriger par compensation. Par conséquent,
limpulsion provenant de chaque détecteur de fluorescence est traitée par un circuit
de compensation. Celui-ci soustrait a la valeur de base une valeur déterminée par

I'utilisateur.

3. Digitalisation

La derniere phase consiste a transformer l'impulsion en valeur numérique afin
d’obtenir des données transférables et exploitables sur ordinateur. Ce processus,
appelé digitalisation, utilise un convertisseur analogique-numérique capable de

convertir 'ensemble de I'impulsion en systeme binaire.
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2.2.3.5 Traitement informatique

Pour chaque cellule analysée par le cytométre, l'ordinateur regoit des
informations de 3 types : la taille via le canal FSC, la structure interne via le canal
SSC et la présence de CD via les canaux de fluorescence (Figure 8). Lors de
'analyse d’un échantillon, ce sont les informations de plusieurs milliers de cellules
qui sont acquises. Pour analyser ces données volumineuses, il existe des logiciels
d’exploitations qui permettent de mettre en forme ces données afin de les interpréter.
Les représentations les plus utilisés en travail de routine sont les histogrammes
biparamétriques. Ce sont des graphiques en deux dimensions au visuel simple :
chaque cellule est représentée par un point sur un axe orthonormé qui a pour
abscisse et ordonnée deux parametres choisis. Les populations cellulaires

apparaissent alors sous forme de « nuages de points ».

Classiqguement, un premier histogramme biparamétrigue compare la taille et la
structure des cellules. A partir de cet histogramme, il est possible de sélectionner
une population a analyser, nommeée population d’intérét, en dessinant une fenétre

autour. L’objectif est ensuite de caractériser cette population en observant un a un

les histogrammes qui étudient les parameétres de fluorescence.

Une analyse statistique des données est finalement possible. Le logiciel d’acquisition
est capable de générer des statistiques a partir des valeurs issues des événements
acquis. Les statistiques peuvent étre affichées pour tout parameétre et calculées pour

toute population définie.
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Les statistiques les plus fréquemment employées sont les suivantes :

Moyenne : valeur moyenne pour les événements de la population d'intérét

Médiane : valeur ayant un nombre égal de valeurs lui étant supérieures et

inférieures

Mode : valeur d’intensité relative la plus fréquemment obtenue pour un

parametre donné

Déviation standard (DS) : mesure de I'écart type (ET) par rapport a la

moyenne pour des événements d'une population d'intérét.

Déviation standard robuste (DSR): mesure de l'écart type robuste (ETR)

(Figure 7)

Coefficient de variation (CV) : résultat de la division de I'ET par la moyenne

dans une population définie, exprimé sous forme de pourcentage

Coefficient de variation robuste (CVR) : Résultat de la division de I'ET robuste

par la médiane dans une population définie, exprimé sous forme de

pourcentage.

Ecart type robuste  Ecart type robuste (ETr) calculé comme suit :

Em La médiane de I’échantillon de données est calculée comme suit :
0 nedian = med; {x;}
Décart absolu médian est alors calculé ainsi :
Omedian = M€d;{ (%~ 0 neqian|)}
Décart type robuste est ensuite calculé comme suit :
La constante est : 6, .4ian = Smedian’ ¢ (0.75)

Coe.ffi.cient de Coefficient robuste de variation calculé comme suit :

2’:\',':‘;"“ robuste o, CVr = ((ETr)/médiane)*100).

Figure 7 : Calcul de I'écart type robuste (ETR) et du coefficient de variation robuste (CVR) (36)
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Figure 8 : Principe de fonctionnement de la CMF
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2.3 Applications de I'lIPCMF dans les SMD

Des anomalies des cellules de la moelle ont été fréequemment observées par
IPCMF chez les patients SMD. Ces anomalies sont de deux types : proportion anormale
de progéniteurs ou expression anormale d’antigénes sur les cellules myéloides. En
combinant plusieurs de ces anomalies, des scores diagnostics ont été élaborés. Un score

élevé est associé a une probabilité élevée de SMD.

2.3.1 Anomalies décrites dans les SMD

L’'une des premiéres anomalies a avoir été décrite concerne les proportions de
progéniteurs. Dans une étude menée en 2006, Ogata et al. ont comparé les proportions
de progéniteurs myéloides (appelés aussi myéloblastes) et lymphoides (appelés aussi
hématogones) de 27 patients SMD et 90 patients contréles (37). Concernant la stratégie
de fenétrage, les progéniteurs ont été sélectionné sur I'expression du CD34 puis
distingués en myéloblastes et hématogones en fonction de leur SSC et de I'expression du
CD45. Dans la cohorte SMD, il a été démontré que 1) le pourcentage de myéloblastes sur
'ensemble des cellules nucléés de la moelle était plus élevé 2) le pourcentage

d’hématogones sur 'ensemble des progéniteurs était plus faible.

Par la suite, des anomalies d’expression d’antigénes, souvent regroupées sous le nom de
phénotypes aberrants (expression anormale d’antigéne et/ou asynchronisme de
maturation), ont été rapportées dans plusieurs études, notamment celle réalisée par Kern
et al. (38). Sur une cohorte de 1013 patients suspects de SMD, 511 étaient des SMD

averés cytologiguement. Chez ces derniers, des phénotypes aberrants ont été observées
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de maniéere significative sur les progéniteurs myéloides, le compartiment granuleux, le
compartiment monocytaire et les érythroblastes. La médiane du nombre de

caractéristiques aberrantes par patient était de 3.

En s’appuyant sur les résultats de ces études et de plusieurs autres, 'IMDSFlow
(International Working Group for Flow Cytometry in Myelodysplastic Syndromes) a publié
des recommandations sur l'utilisation de la CMF dans le diagnostic des SMD, parmi
lesquelles figurent une liste d’anomalies associées aux SMD (Tableau VIII) (39). Elles sont
a rechercher dans la moelle sur les progéniteurs, les compartiments granuleux et
monocytaires et les érythroblastes. Des anomalies sur au moins 3 parameétres dans au
moins 2 compartiments cellulaires différents sont fortement associés a un SMD ou un
SMD/SMP. Quelques-unes d’entre elles sont représentées sur la Figure 9. Il est
intéressant de noter que les mégacaryocytes, dont I'aspect cytologique est pourtant un
élément important pour le diagnostic de SMD, ne sont pas pris en compte. En effet, ils

sont présents en trop faible proportion dans la moelle pour pouvoir étre analysés par CMF

et donner des résultats exploitables.
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Progéniteurs lymphoides B

Pourcentage de CO34+ CD19+

= 5% des CO34+ totales

Pourcentage de CD18+ CD10+ Diminution
58C Augmantation
Exprassion de CD45 Diminution
Exprassion da CO117 Diminution
Pourcentage de CO34+ CD19- Augmantation
Pourcentage de HLA-DR™™ CD34+ Augmentation
Progénitaurs myakaidas
Pourcantage de CO3A™™ CD34+ Augmentation
Exprassion da CO11b Augmantation

Exprassion da CD13 at CDA3

Modala anormal

Exprassion da CD15

Présance da marquaur matura

Exprassion da CD5, CDS6, COT

Prasance da marquaur dinfidalita da lignéa

S5C (ratio par rapport au S5C lymphacylas) Diminution
Exprassion de CD45 Diminution
Exprassion da CO117 Augmantation

Exprassion de CD34

Présance da marqueur immatura

Exprassion da HLA-DR

Augmantation

Exprassion de HLA-DR at CO11b

Modéle anormal

Compartiment granulaux Exprassion de CD11b et CO16 Modalke anormal
Exprassion da CD13 &t CO11b Modala anormal
Exprassion da CO13 at CD16 Modale anormal
Exprassion da CD13 at CD33 Modala anormal
Exprassion de G015 at CD10 Modale anormal
Exprassion da CD19 CD5, CD5E, COT Présance de marquaur dinfidalitaé da lignésa
Exprassion da CD386 Augmantation
S5C Dirminution
Exprassion da CD45 Diminution
Exprassion de CD34 Présance da marqueur immatura
Exprassion de HLA-DR Diminution
Expression de CD11b Diminution
Exprassion da HLA-DR at CO11b Modale anormal

Campartimant monocylaira
Exprassion da CD11b at CD16 Modala anormal
Exprassion de CO13 at CD33 Modale anormal
Exprassion da CD14 Diminution
Exprassion de CD386 Anormalka
Exprassion de CO36 at CD14 Modale anormal
Exprassion da CD5, CDS6, CODT Modala anormal
Relation entre CDT1 et CD235a Modale anormal
Exprassion da COT1 Diminution ou hatéragéana
Enthroblastes

Exprassion de CD36

Diminution ou hatéragéna

Pourcantage de CD117+

Augmantation

Tableau VIII : Anomalies associées au SMD a rechercher en CMF (39)
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Figure 9 : Histogrammes de CMF illustrant les phénotypes aberrants (39)

Comparaison des résultats d’'un prélévement meédullaire normal (en haut) et pathologique de SMD (en bas).
Les lymphocytes sont colorés en violet, les monocytes en vert, les granuleux en rouge, les érythroblastes en
orange, les progéniteurs en bleu. (a vs a’) Diminution du SSC des granuleux. (b vs b’) Augmentation du
pourcentage de progéniteurs CD34+. (c vs ¢’) Expression aberrante du CD56 par les monocytes.
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2.3.2 Scores diagnostiques sur moelle

Il peut étre difficile de faire la distinction entre les SMD et les autres causes de
cytopénies, notamment lorsque les signes cytologiques sont peu marqués (absence
d’excés de blastes et de sidéroblastes en couronne, dysplasie modérée) et que le
caryotype est normal. Dans le but de faciliter la différenciation entre les deux, des scores
diagnostiqgues de CMF ont été élaborés a partir des anomalies découvertes. Ces scores
sont calculés a partir de prélevements meédullaires. Le Tableau IX liste les principaux de
maniére non exhaustive. Le nombre de paramétres de CMF pris en compte pour le calcul
et les populations analysées varient selon les équipes de recherche. Par exemple,
Matarraz et al. (40) ont analysé 83 parametres de CMF chez 56 patients SMD et 40
contréles (20 contrbles pathologiques, 20 controles sains). Un score = 2 a permis de
distinguer correctement les SMD des contrbles pathologiques (sensibilité 100%, spécificité
100%). Cependant, I'intérét d’un tel score est limité : analyser autant de parametres n’est
pas faisable dans les laboratoires hospitaliers non dédiés a la recherche, car bien trop

colteux, chronophage et difficile & standardiser.

Pour que les scores diagnostiques présentent un réel intérét pour la pratique clinique, il
faut qu’ils soient certes le plus sensible et spécifique possible, mais surtout qu’ils soient
applicables en routine. Avec seulement 4 paramétres de CMF, le score d’Ogata (41) fait
figure de bon compromis. Les anticorps nécessaires sont peu hombreux (CD45, CD34 et
CD10) et les paramétres sont simples a analyser : 1) pourcentage de myéloblastes CD34+
par rapport aux cellules nucléées totales 2) pourcentage de progéniteurs B CD34+ par
rapport aux cellules CD34+ 3) rapport de la moyenne de fluorescence (MFI) du CD45 des

lymphocytes sur celle des myéloblastes CD34+ 4) rapport du pic SSC des granuleux
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CD10- sur celui des lymphocytes. Un point était attribué pour chaque condition anormale
suivante : 1) myéloblastes CD34+ = 2,4% 2) progéniteurs B CD34+ < 5% 3) rapport de la
MFI du CD45 des lymphocytes sur celle des myéloblastes CD34+ < 4 ou = 7,8 4) rapport
du pic SSC des granuleux CD10- sur celui des lymphocytes < 6. Pour les deux cohortes
étudiées, les sensibilités diagnostiques étaient de 65% et 89% et les spécificités de 98%
et 90% pour un score = 2. La simplicité de ce test associé a ses relativement bonnes
performances font du score d’Ogata le score le plus utilisé dans les bilans de SMD. Son
utilisation en tant que mini-panel de dépistage a dailleurs était recommandée par

'IMDSFlow (39).

Certains auteurs ont apporté des modifications au score d’Ogata « original ». L’'ELN
(European Leukemia Net) propose une version simplifiee, dans laquelle seuls deux
anticorps monoclonaux sont utilisés (CD 45 et CD34, pas de CD10) (42). Les 4
parameétres analysés sont les mémes que ceux de I'Ogata original a quelques différences
pres : 1) le rapport du pic SSC inclut 'ensemble des granuleux (et non les granuleux
CD10-) 2) les valeurs seuil d’attribution des points sont modifiées pour les myéloblastes
CD34+ (seuil abaissée de 2,4% a 2%) et pour le rapport de la MFI du CD45 des
lymphocytes sur celle des myéloblastes CD34+ (seuil supérieur abaissé de 7,8 a 7,5). La
sensibilité diagnostique du score de I'Ogata « ELN » est de 70% et la spécificité de 93%.
Par la suite, un score d’Ogata « étendu » a été évalué par Bardet et al. (43). Ce score
nécessite 'emploi de 3 anticorps supplémentaires, a savoir le CD5, CD7 et CD56. En plus
des parameétres de I'Ogata ELN, deux points supplémentaires ont été ajoutés si : 1)
présence anormale de CD5 ou CD7 sur les progéniteurs myéloides 2) présence du CD56
sur plus de 30% des monocytes. La sensibilité et la spécificité du score d’Ogata étendu

ont été de 67% et 87% respectivement.
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De maniéere tres différente, Mathis et al. se sont focalisés sur la dysplasie érythroblastique
(44). Les 3 parameétres combinés pour €laborés le RED-score ont été les suivants : 1) CV
du CD71 des érythroblastes 2) CV du CD36 des érythroblastes 3) hémoglobine. Des
résultats de CV élevés refletent une hétérogénéité de la population érythroblastique,
suggérant la coexistence d’'une érythropoiése normale et pathologique. Pour un score =
3, la sensibilité diagnostique était de 77,5% et la spécificité de 90%. Il a été démontré que
le RED-score avait aussi un réle pronostique concernant le taux de réponse érythroide. Le
taux d’amélioration hématologique érythroide était de 39% pour les patients ayant un

score > 4 versus 75% chez les patients ayant un score <4 (45).
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Référence SMD/CP/CS Sous populations analysées Parametres Spécificité (%) Sensibilité (%)

2001 Stetler-Stevenson et al. (46) 45/25/4 PM, CG, CM, érythroblastes et mégacaryocytes >15 100 88
2005 Cherian etal. (47) £ 26/20/16 Polynucléaires neutrophiles 5 90 73
2006 Ogata et al. (37) 27/76/14 PM et PL 13 100 59
2009 Ogata et al. (41) t 134/106/0 PM, PL et CG 4 92-98 44-71
2010 Matarraz et al. (40) 56/20/20 PM, CG, CM et érythroblastes >15 100 100
2010 Kern et al. (38) 459/266/11 PM, PL, CG, CM et érythroblastes >15 95 70
2011 Della Porta et al. (42) t 416/380/0 PM, PL et CG 4 93 70
2011 Chu et al. (48) 56/27/0 PM, CG et CM >15 100 75
2013 Mathis et al. (44) 89/21/46 Erythroblastes 2 90 77,5
2015 Bardet et al. (43) T 183/111/0 PM, PL et CG 7 87 67
2018 Ogata et al. (49) 65/92/0 PM, PL et CG 5 95 50
[] Score Ogata original
[l Score Ogata ELN
Score Ogata étendu
[ ] RED-score
1 étude multicentrique 1 étude réalisée sur prélévement sanguin CP : contrles pathologiques CS : contrbles sains PM: progéniteurs myéloides PL : progéniteurs lymphoides CG :
compartiment granuleux CM : compartiment monocytaire ELN : European Leukemia Net

Tableau IX : Principaux scores CMF évaluant la myélodysplasie



2.3.3 Scores diagnostiques sur sang périphérique

S'il existe une multitude de scores CMF médullaires, les scores sur sang périphérique sont
rares. La raison qui I'explique est assez simple : dans le sang, le champ de vision est bien plus
restreint puisque seules les cellules matures circulent, peut-étre les moins pathologiques puisque
les cellules dysplasiques ont été éliminées par apoptose. Elaborer un score en se basant
uniguement sur les caractéristigues des cellules matures semble moins évident. Quelques
équipes ont pourtant relevé le défi et proposé des scores sanguins basés sur I'analyse des PN.
Par exemple, Cherian et al. (50) ont imaginé un score diagnostique de SMD dont les parametres
étaient le SSC, I'expression du CD66, du CD11a, du CD10 et du CD116 sur les PN sanguins.

Pour un score > 3, la sensibilité était de 73% et la spécificité 90%.

Plus récemment, Boutault et al. (51) ont développé un score a partir d’'un analyseur d’hématologie,
le XN-10™ (Sysmex ® Corporation, Kobe, Japon), un automate dont le fonctionnement repose sur
de la CMF. Les auteurs se sont intéressés a un nouveau parametre disponible sur les automates
de cette gamme, le Ne-WX. Il est calculé par une formule simple (Figure 10) et reflete la
dispersion de la granulosité des PN intra-individuel. Le Ne-WX a été analysé chez 109 patients
SMD et 399 patients cytopéniques non SMD dans une étude prospective. |l s’est avéré que le Ne-
WX était significativement plus élevé chez les patients SMD que chez les patients cytopéniques
non SMD. Pour une valeur supérieure a 352, la sensibilité diagnostique était de 71% et la
spécificité de 86%. En combinant le Ne-WX a deux parametres supplémentaires (volume

globulaire moyen des globules rouges et valeur absolue des PN), il a été possible d’améliorer la

.....
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Figure 10 : lllustration du calcul du Ne-WX (52)
Ne-WX : dispersion des polynucléaires neutrophiles ; Ne-FSC : médiane FSC des polynucléaires neutrophiles ; Ne-
SSC : médiane SSC des polynucléaires neutrophiles ; Ne-SFL : médiane de fluorescence latérale des polynucléaires
neutrophiles ; Ne-Width : largeur du nuage des polynucléaires neutrophiles

De maniere plus spécifique, pour le diagnostic des LMMC, un test sanguin basé sur
'analyse des monocytes a démontré d’excellentes performances. Une fraction de monocytes
CD14+/CD16- (nommée MO1) supérieure a 94% des monocytes totaux est associée a une

sensibilité de 90,6% et une spécificité de 95,1% (53).

2.3.4 Utilité des scores diagnostiques en clinique

A ce jour, aucun score de CMF ne fait partie des critéres diagnostiques de SMD. L'un d’entre
eux est néanmoins trés souvent demandé et pris en compte pour établir le diagnostic : le score
d’Ogata. Plus le score est élevé, plus la probabilité qu’il s’agisse d’'un SMD est élevée. Néanmoins
la spécificité et surtout la sensibilité sont imparfaites : le score peut étre a I'origine de faux positifs
et de faux négatifs. Les résultats sont donc toujours a interpréter avec les résultats de cytologie et

cytogénétique, qui restent la méthode de référence.
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3.1 Préambule

L’objectif de ce chapitre est de présenter au lecteur le test diagnostique qui a été utilisé
pour mon travail de thése. Il s’agit d’'un test dont le protocole a été élaboré conjointement par les
laboratoires d’hématologie biologiques des CHU (Centre Hospitalier Universitaire) de Clermont-
Ferrand et Saint-Etienne et le laboratoire d'immunologie du CHU de Grenoble. Les performances
du test pour I'exlusion du diagnostic de SMD ont été détaillées dans un article paru en 2019 dans

la revue Haematologica (54)

3.2 Intérét d’un test diagnostique d’exclusion sanguin

Sur 'ensemble des patients cytopéniques chez lesquels un myélogramme est réalisé pour
suspicion de SMD, le diagnostic n’est retenu que dans environ 20% des cas (55). Du fait de cette
faible prévalence, de nombreux patients agés sont non nécessairement exposés aux risques et
aux inconforts du myélogramme. En effet, le prélevement de moelle est un geste anxiogéne et
douloureux (56) qui peut étre a l'origine d’effets indésirables rares mais graves (hémorragies,

infections et exceptionnellement décés du patient) (57).

Quelques équipes de recherche ont élaboré des tests diagnostiques de SMD a partir de sang
périphérique, comme déja décrit préecédemment (47) (51). Pour la plupart d’entre eux, la
dégranulation des PN était une caractéristique qui contribuait au diagnostic. Il s’agit en effet d’'un
aspect cytologique classiquement décrit dans les SMD, sur les PN médullaires et sanguins (58).
Le Roux et al. ont analysé la granulosité des PN sanguins via des automates de numération
d’hématologie et ont constaté que le NEUT-X (valeur moyenne du SSC) était significativement

diminué dans le groupe SMD par rapport au groupe contrdle (59). En étudiant les frottis sanguins
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au microscope, ils ont également pu mettre en évidence que le NEUT-X était corrélé a la

granulosité cytoplasmique des PN.

Les granulations cytoplasmiques des PN contiennent en grande majorité de la MPO, une enzyme
jouant un role clé dans la destruction des agents microbiens (60). Il s’agit d’'une enzyme
synthétisée abondamment par les promyélocytes et stockée ensuite dans le cytoplasme des PN
au sein des granulations primaires. En présence de péroxyde d’hydrogéne H202, elle catalyse la
formation de l'acide hypochloreux HOCI, une espéce réactive de I'oxygéne extrémement pro-
oxydante. La détection de la MPO peut étre faite sur le myélogramme par cytochimie
enzymatique. En utilisant cette technique, sur 'ensemble des patients SMD, environ 25% des cas
présentent un déficit en MPO (58). Elle présente plusieurs inconvénients, parmi lesquels on peut
citer une sensibilité modérée, une variabilité inter-opérateur non négligeable et un risque
canceérigene lié au réactif (61). Il existe aussi une technique de détection cytochimique a partir de
sang périphérique. les analyseurs d’hématologie ADVIA™ (Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, IL, USA) utilisent la cytochimie de la peroxydase pour effectuer les formules
leucocytaires. Rocco et al. ont évalué les performances de 5 alarmes (« MDS flag ») générées par
ADVIA™ pour le dépistage de SMD : la sensibilité de cette méthode a été de 83% (62). Enfin, la
MPO peut également étre détectée par CMF par des anticorps anti-MPO. Dans les travaux menés
par Vikentiou et al., le pourcentage de PN 16+/MPO+ médullaires était plus faible chez les
patients SMD que chez les patients contrdles (63). Cependant, aucune étude de CMF n’a étudié

I'expression de la MPO des PN sanguins pour le diagnostic de SMD.

Le test qui a été développé est basé sur I'analyse de I'expression de la MPO des PN sanguins par
CMF. Il est caractérisé par deux originalités : 1) il s’agit d’un test qui est réalisé a partir de sang

périphérique 2) les résultats permettent I'exclusion du diagnostic de SMD.
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3.3 Etude cas-témoin

Dans un premier temps, une étude cas-témoin rétrospective de 44 patients SMD et 44
patients controles a été réalisée. L'expression de la MPO par les PN du sang périphérique a été
mesurée selon 3 parameétres : la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI), la médiane
d’intensité de fluorescence et le CVR. Comparativement aux cas contrlles, les cas SMD
présentaient une moyenne et une médiane de florescence de la MPO des PN comparables alors
gue le CVR était significativement plus élevé (Figure 11). Autrement dit, les PN des patients SMD
exprimaient la MPO de maniére plus hétérogene que les PN des patients contréles. Les valeurs
de CVR étaient hautes pour tous les SMD quelle que soit la catégorie OMS. L’aire sous la courbe
ROC pour le CVR (0,94 ; 95%CI : 0,86-0,97) était supérieure a celle de la moyenne et la médiane.
Une valeur de CVR inférieure a 30% permettait d’exclure le diagnostic de SMD avec une

sensibilité de 98% (54).
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Figure 11 : Histogrammes monoparamétriques de I'expression de la MPO par les PN dans le sang périphérique (54)
Les valeurs sont en intensité de fluorescence pour la moyenne et la médiane, en % pour le coefficient de variation
robuste (RCV). A : cas témoin. B : cas syndrome myélodysplasique
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3.4 Etudes de validation

Dans un deuxiéme temps, une série de 68 patients consécutifs suspects de SMD (inclus par
les centres hospitaliers universitaires de Grenoble et Clermont-Ferrand entre 2015 et 2016) a été
analysée. Le diagnostic de référence était basé sur les résultats du myélogramme comme
préconisé par les recommandations de 'OMS (20). Une valeur de CVR inférieure a 30%
permettait d’exclure le diagnostic de SMD chez 29% des patients avec une sensibilité de 100%

(54).

En 2018, une cohorte de 55 patients suspects de SMD inclus par le centre hospitalier de
Grenoble a conforté ces résultats : une valeur de CVR inférieure a 30% permettait d’exclure le
diagnostic de SMD chez 35% des patients avec une sensibilité de 100% (64) (article disponible en

Annexe).

Au total, le test sanguin a été réalisé chez 123 patients suspects de SMD. Sur I'ensemble des
patients, 38 ont été diagnostiqué d’'un SMD avec la méthode de référence. Une valeur de CVR
inférieure a 30% a exclu le diagnostic de SMD chez 32% des patients avec une sensibilité de
100%. L'utilisation de ce test sanguin en routine pourrait donc éviter le prélévement de moelle

dans pres d’'un tiers des cas.
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3.5 Protocole du test

Les échantillons sanguins ont été marqués avec le panel d’anticorps suivants : CD64 FITC,
CD15-PerCPCy55, CD11b-APC, CD16-APCH7, CD14-V450, CD45-V500. De maniére simplifiée,
le protocole d'immunomarquage se déroule de la maniéere suivante : 1) Marquage membranaire :
incubation des anticorps avec le sang périphérique 2) Marquage intracellulaire : fixation et
perméabilisation membranaire avec le kit BD Intrasure (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) et

ajout de I'anticorps anti-MPO (MPO-PE).

Pour chaque tube, un minimum de 10 000 PN a été acquis sur FACSCanto-1I"™ (BD Biosciences,

San Jose, CA, USA) a vitesse médium et analysé avec le logiciel FACSDiva.

Pour identifier les PN, la maquette utilise la stratégie de fenétrage détaillée dans la Figure 12.
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Figure 12 : Stratégie de fenétrage pour la quantification de I'expression de la MPO des PN dans le sang périphérique
(54)

Les cellules CD45+ viables ont d’abord été individualisées en croisant la fenétre singulet (A), les leucocytes FSC-SSC
(B) et la fenétre CD45+ (C). Trois populations incluant les granuleux (CD15+ CD14-), les monocytes (CD14+ CD_15'°W"
) et les lymphocytes (CD15- CD14-) ont été identifiées (D). Les éosinophiles ont été individualisés par CD45 "™
CcD16"" (E). Les neutrophiles matures ont été individualisés par intersection Booléenne : [CD15+ CD14-] (D) AND
NOT [CD45 """ CD16"" | (E) AND NOT [CD14+ CD15°""](D) AND [CD16+ CD11b+] (F). Le coefficient de variation
robuste (CVR) de la MPO a été évalué sur la population résultante (G). L’histogramme CD16 CD64 (H) a été utilisé
pour vérifier la sélection des neutrophiles matures, qui apparaissent CD16"" CD64"™". Les lymphocytes sont identifiés
en violet, les monocytes en vert, les éosinophiles en orange, les neutrophiles matures exprimant la MPO en rouge.
CD : cluster of differentiation ; FSC-H: forward scatter height; FSC-A: forward scatter area; SSC-H: side scatter height
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3.6 Perspectives

3.6.1 Recherche clinique

Dans le but de valider l'efficacité de ce test, une étude multicentrique va étre menée dans
plusieurs établissements hospitaliers francais (PHRCIR : MPO-MDS-Valid, PHRC inter-régional
PHRCI-19-064, FINESS 380780080). Ce projet a été retenu par le programme hospitalier de
recherche clinique et débutera au cours de I'année 2021. Pour faciliter la mise en place du test

dans les différents centres, le protocole nécessite d’étre standardisé et simplifié.

Afin de répondre a cette demande, deux pistes ont été envisagées :

1. Utilisation d’un tube unique prét a 'emploi contenant des anticorps lyophilisés

Son évaluation est en cours (MPO-MDS-develop,IDRCB 2019-A03341-56 ; objectif
d’inclusion n=103) et sera I'objet de mon mémoire.

2. Utilisation de kits de perméabilisation alternatifs

Cette évaluation préliminaire est 'objet de ma thése.

3.6.2 Recherche fondamentale

De maniere surprenante, les PN des patients SMD avaient en moyenne une expression de
la MPO (estimée par la moyenne des MFI) semblable aux patients non SMD. En revanche, l'indice
de distribution intra-individuel de la MPO des PN était bien plus hétérogéne au sein de ce groupe :
les PN d’'un méme sujet avaient des quantités de MPO trés variables d’'une cellule a l'autre,

comme le démontraient les CVR élevés.
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Cette observation pourrait étre expliquée par la coexistence de PN normaux et dysplasiques et
par la physiopathologie de la maladie. Pour rappel, les SMD sont caractérisés par une
hématopoiese clonale. La survenue de mutations sur des génes impliqués dans la synthese de la
MPO ou sa régulation pourrait avoir un impact sur la quantité de MPO cytoplasmique des PN du
clone. Ainsi, un CVR de la MPO des PN augmenté pourrait étre le reflet de la présence de
plusieurs clones (Figure 13). Afin de le démontrer, il serait intéressant d’étudier la corrélation

entre le CVR de la MPO et la présence de mutations génétiques détectées par NGS.
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Figure 13 : Expression hétérogene de la MPO : reflet d’'une hématopoiése clonale ?

A : Hématopoiése physiologique. L’expression de la MPO par les PN est homogéne (CVR faible). B : Hématopoiese
clonale. Une premiére mutation induit une expansion clonale (1). Au sein du clone, une seconde mutation induit un
caractere pathogene (2) L’expression de la MPO par les PN clonaux et non clonaux est hétérogéne (CVR élevé).
CSH : cellule souche hématopoietique ; PM : progéniteur myéloide ; PG : progéniteur granuleux ; PN : polynucléaire
neutrophile ; CVR : coefficient de variation robuste
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3.7 Conclusion

Le test mis au point a pour objectif d’exclure le diagnostic de SMD sans avoir recours au

myélogramme. Le protocole est basé sur la semi-quantification de la MPO des PN du sang

périphérique par CMF. Le parametre discriminant est le CVR de la MPO des PN. Un CVR < 30%

écarte le diagnostic de SMD (54) (Figure 14).

Absence de
syndrome

Suspicion de syndrome myélodysplasigue : cytopénie chronigue inexpliquée chez un sujet agé

Semi-quantification de
I'expression de la MPO des PN
du sang périphérique par CMF
v v
CVR < 30 % CVR =30 %

myélodysplasique Myélogramme

Figure 14 : Intérét du test dans la stratégie diagnostique des SMD

69



4.1 Introduction

La quantification de I'expression de la MPO des PN du sang périphérique nécessite une
étape de perméabilisation membranaire préalable au marquage intracellulaire. Le choix du
protocole de perméabilisation optimal dépend de la nature de la cible antigénique, de sa stabilité
et de sa localisation (cytoplasmique ou nucléaire en particulier). Classiquement, la
perméabilisation de la bicouche lipidigue membranaire se fait en deux temps. Dans un premier
temps, une fixation cellulaire est effectuée afin de maintenir la structure membranaire. Le principal
fixateur employé est le formaldéhyde. Dans un deuxiéme temps, un agent perméabilisant est
ajouté. Il peut s’agir d’'un détergent (saponine) ou d’'un solvant organique (méthanol, éthanol,
acétone). Cet agent perméabilisant a la capacité de générer des pores suffisamment larges pour
permettre le passage des anticorps sans dissoudre compléetement la membrane. Pour simplifier le
procédé technique, plusieurs kits de perméabilisation contenants les deux réactifs sont proposés
sur le marché. Avant leur utilisation, il est recommandé de les tester pour évaluer leur

performance vis-a-vis de la cible antigénique (65).

Le groupe Euroflow recommande d'utiliser le kit Fix&Perm™ (An der Grub, Vienna, Austria) pour
la détection de la MPO dans les blastes pour le tube d’orientation des leucémies aigués (66).
Kappelmayer et al. ont comparé les performances de détection intracellulaire de la MPO de 5 kits
commerciaux (Cytofix/Cytoperm™, Fix&Perm™, Intraprep™, Intrastain™, et Permeafix™) sur des
blastes de leucémie aigué. Il a été démontré que les moyennes d’intensité de fluorescence (MFI)
de la MPO n’étaient pas significativement différentes entre les kits (67). A notre connaissance,
aucune étude n’a comparé les performances de ces kits pour la détection de MPO dans les PN.

Dans le protocole de notre test, le kit de perméabilisation que nous utilisons pour la quantification
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de I'expression de la MPO est le kit BD IntraSure™ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Cependant, les laboratoires peuvent utiliser selon leurs habitudes et préférences d’autres kits de

perméabilisation et il est important de s’assurer de la possibilité de les utiliser pour notre test.

L’objectif de ce travail a été de comparer les performances de quantification de I'expression de la
MPO obtenues avec le kit Intrastain (Dako, Denmark), qui est utilisé en routine dans notre
laboratoire pour le tube d’orientation des leucémies aigués, et le réactif BD FACS™
Permeabilizing Solution 2 (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), fourni par notre partenaire

commercial.

4.2 Matériel et méthodes

4.2.1 Sélection des échantillons

Un total de 20 échantillons de sang périphérique incluant 10 échantillons issus de sujets
non SMD et 10 échantillons de sujets SMD ont été analysés au laboratoire du CHU de Grenoble.
Les sujets non SMD étaient des patients suspects de SMD présentant au moins une cytopénie
périphérique. Les cytopénies étaient définies par les seuils suivants: concentration en
hémoglobine < 130 g/L chez les hommes ou < 120g/L chez les femmes, concentration en
plaguettes < 150 G/L et concentration en polynucléaire neutrophiles < 1,8 G/L (19). Les sujets
SMD étaient des patients en abstention thérapeutique ou recevant des traitements
symptomatiques, les traitement par allogreffe de CSH ou par médicaments spécifiques ont été des
critéres d’exclusion. Tous les patients inclus ont eu un myélogramme de préleve. Le diagnostic de
référence non SMD ou SMD était établi selon les recommandations de 'OMS (20). Pour les
patients non SMD, le diagnostic différentiel retenu a été établi selon les données du dossier

clinique.
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4.2.2 Test diagnostique index

Pour 'ensemble des patients (n=20), l'analyse a été faite a partir de sang périphérique
prélevé le jour méme sur tube anticoagulé a 'EDTA (Ethylénediaminetétraacétique acid). Nous
avons utilisé le matériel restant apres la numération de routine réalisée par les analyseurs

d’hématologie Sysmex XN-10 (Kobe, Japan).

Chaque échantillon a été perméabilisé en paralléle par 3 kits de perméabilisation : le kit de
référence IntraSure™ (BD Bioscience), Intrastain™ (Dako) et BD FACS™ Permeabilizing Solution
2 (BD Bioscience). Les kits ont été utilisés en suivant strictement les recommandations des
fabricants (Figure 15). Selon les consignes des kits IntraSure™ et BD FACS™ Permeabilizing
Solution 2, une lyse a été réalisée par lintermédiaire de BD FACS™ Lysing Solution (BD
Bioscience). Le contenu de chaque réactif est détaillé dans le Tableau X. Le panel d’anticorps
utilisé pour le marquage membranaire était composé de CD15-PerCP-Cy5.5 (clone HI98), CD11b-
APC (clone D12), CD16-APC-H7 (clone 3G8), CD14-V450 (clone MfP9) et CD45-V500 (clone
HI30). L’anticorps anti-CD64 n’a pas été inclus dans le panel car il ne présente pas d'utilité dans la
stratégie de fenétrage (64). Pour le marquage intracellulaire, des anticorps MPO-PE (clone 5B8)

ont été ajoutés pendant I'étape de perméabilisation.

Solution A : 1,0% formaldéhyde, 0,35% mathanal
BD Intrasure
Solution B : agent parmaabilizant
Réactif A : 5 4 10% formaldéhyde
Intrastain
Réactif B : agent perméabilisant
BD FACS Permeabilizing Solution 2 = 15% formaldéhyda, < 50% diathylana glycol, agent parméabilisant
BD FACS Lysing Solution 9,99% formakdéhyde, 30% digthylane glycol, 3,51% méthanal

Tableau X : Composition des réactifs
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L’acquisition a été faite sur un cytométre BD FACSCanto-II™

(BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) a vitesse médium et l'analyse sur le logiciel BD FACSDiva. Pour chaque tube, un
minimum de 10.000 PN a été acquis. L’expression de la MPO des PN au sein d’un individu était

objectivée par le coefficient de variation robuste (CVR) exprimé en pourcentage.

4.2.3 Standard de référence

Le diagnostic de référence de SMD était établi selon les recommandations actuelles (20).
La morphologie cellulaire et le pourcentage de blastes dans la moelle ont été évalués par des
biologistes spécialisés en cytologie hématologique. La catégorisation du sous type de SMD était
basé sur le nombre de lignées dysplasiques, le pourcentage de blastes dans la moelle et le sang,
le pourcentage de sidéroblastes en couronne et le caryotype. Pour la LMMC, le critére
diagnostique était la présence d’'une monocytose sanguine > 1x10%L persistante représentant
plus de 10% des leucocytes de la formule sanguine associée a des signes de dysplasie dans la

moelle (20).

4.2.4 Analyse statistique

L’analyse d’accord entre les valeurs du test diagnostique sera réalisée conformément a

Bland et Altman (68).
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Figure 15 : Protocoles de perméabilisation




4.3 Résultats

La moyenne d’age des patients inclus était de 71 ans et 50% des patients étaient des
femmes. 7 patients provenaient des consultations d’hématologie et 3 du service d’hospitalisation
d’hématologie. Le reste des patients provenaient de différents services d’hospitalisation du CHU.
Parmi les cas SMD (n=10), la majorité était de type LMMC (n=4) et MDS-MLD (n=3), les autres
étaient des MDS-ULD (n=1), MDS-EB-1 (n=1) et MDS-EB-2 (n=1). Le diagnostic différentiel le
plus fréquemment retenu chez les cas non SMD était I'anémie inflammatoire (n=3) et I'insuffisance

rénale (n=2) (Tableau XI).

Les valeurs du CVR de la MPO des PN obtenues aprés perméabilisation avec IntraSure,
Intrastain et Permeabilizing Solution 2 sont présentés dans le Tableau XlII. Conformément aux
résultats des précédentes études obtenus avec IntraSure, les valeurs de CVR des patients SMD
étaient toutes supérieures a 30% (moyenne de CVR de 38,8%), indépendamment du type de
SMD. En comparaison avec la perméabilisation par IntraSure, la valeur moyenne des CVR avec
Intrastain était plus élevée (+22,7 points de pourcentage ; +64% en changement relatif). La
perméabilisation par Permeabilizing Solution 2 permettait d’obtenir une valeur moyenne des CVR
comparable a celle d’IntraSure (-0,3 points de pourcentage ; -1% en changement relatif) avec des

changements relatifs maximales allant de -17% a +16%.
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Patients Sexe Age Cytopénies Diagnostic Diagnostic différentiel

1 H 68 Anémie, thrombopénie Non SMD Anémie inflammatoire
2 H 80 Anémie Non SMD Insuffisance rénale
3 H 54 Anémie Non SMD Déficit en pyruvate kinase
4 F 84 Neutropénie Non SMD Neutropénie auto-immune
5 F 88 Anémie Non SMD Anémie inflammatoire
6 F 32 Neutropénie Non SMD T-LGLL
7 H 78 Anémie, thrombopénie Non SMD Insuffisance rénale
8 F 59 Anémie, thrombopénie, neutropénie Non SMD Aplasie médullaire
9 H 71 Anémie Non SMD Anémie inflammatoire
10 F 74 Anémie, thrombopénie Non SMD Déficit vitamine B9
11 F 62 Anémie, thrombopénie LMMC
12 F 75 Anémie MDS-EB1
13 H 70 Thrombopénie LMMC
14 F 79 Anémie, thrombopénie MDS-SLD
15 H 90 Anémie, thrombopénie LMMC
16 F 79 Anémie MDS-MLD
17 H 63 Anémie, thrombopénie MDS-MLD
18 F 76 Anémie, thrombopénie MDS-EB2
19 H 78 Anémie, thrombopénie MDS-MLD
20 H 60 Anémie LMMC
H:Homme ; F : Femme ; LMMC : leucémie myélomonocytaire chronigue ; MDS-EB1 : syndrome myélodysplasique avec excés de blaste de type 1 ; MDS-EB2 : syndrome myélodysplasique avec
excés de blaste de type 2 ; MDS-SLD : syndrome myélodysplasique avec dysplasie unilignée ; MDS-MLD : syndrome myélodysplasique avec dysplasie multilignée ; T-LGLL : leucémie a grands
lymphocytes granuleux T

Tableau Xl : Caractéristiques des patients



IntraSure

Intrastain

Permeabilizing Solution 2

CVR (%)

Patients non SMD

W oW ~NoOU R WwN =

10
Moyenne

Patients SMD

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
Moyenne

Moyenne

29,6
29,7
34,4
28,9
32,9
27,4
43,2
30,5
25,7
34,6
31,7

48,9
37.1
40,1
32,3
36,0
38,8
40,9
31,7
44,3
37,7
38,8

Totalite des patients

35,2

CVR (%)

45,9
43,4
38,7
43,3
45,2

108,1
48,6
46,4

115,7
40,9
57,6

55,1
47,5
107,6
65,4
41,3
49,5
50,9
71,2
50,7
41,6
58,1

57,9

(+55)
(+46)
(+13)
(+50)
(+37)
(+295)
(+13)
(+52)
(+350)
(+18)
(+82)

(+13)
(+28)
(+168)
(+102)
(+15)
(+28)
(+24)
(+125)
(+14)
(+10)
(+50)

(+64)

CVR (%)

29,1
28,2
36,0
28,5
31,8
27,6
35,9
31,3
26,4
34,0
30,9

49,6
36,8
38,0
37,6
30,4
40,3
44,9
31,6
39,5
40,3
38,9

34,9

*

(+1)

(-5)
(+16)
(-16)
(+4)
(+10)

(0)
(-11)
(+7)

(0)

1)

* changement relatif par rapport a la méthode de référence (IntraSure) exprimé en pourcentage ; CVR : coefficient de variation robuste

Tableau XII : CVR de I'expression de la MPO des PN selon différentes méthodes de perméabilisation
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La Figure 16 illustre les résultats du Tableau Xll. Avec le protocole de
perméabilisation Intrastain, pour tous les patients (non SMD et SMD) I'expression de
la MPO dans les PN est plus hétérogéne qu’avec le protocole IntraSure. En
revanche, on obtient un indice de distribution de la MPO superposable entre le
protocole de perméabilisation Permeabilizing Solution 2 et le protocole IntraSure,

pour les patients SMD et non SMD.
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Figure 16 : CVR de la MPO des PN par CMF

Le patient 2 (en haut) est un patient non atteint de syndrome myélodysplasique (SMD) tandis que le
patient 17 (en bas) est atteint de SMD. Histogrammes monoparamétriques de I'expression de la MPO

par les polynucléaires neutrophiles matures avec le coefficient de variation robuste (CVR) en

pourcentage.
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La concordance des CVR obtenus avec Intrastain et Permeabilizing Solution 2
par rapport a IntraSure a été appréciée en utilisant la méthode de Bland et Altman
(Figure 17). Les CVR du protocole Permeabilizing Solution 2 sont globalement
concordants a ceux du protocole de référence (biais = -0,3 points de pourcentage), la
différence maximale étant de -7 points de pourcentage. Concernant les CVR du
protocole Intrastain, ils sont tous plus élevés que ceux du protocole de référence

(biais = +22,6 points de pourcentage).

Finalement, nous nous sommes demandés si la valeur du seuil d’exclusion
prédéterminée dans la méthode de référence (CVR < 30%) pouvait étre utilisée dans
les protocoles de perméabilisation Intrastain et Permeabilizing Solution 2. La Figure
18 permet de visualiser la répartition des valeurs pour chaque protocole de
perméabilisation par rapport a la valeur de CVR de 30%. Avec Intrastain, les CVR
sont tous supérieurs au seuil de 30%. De plus, les CVR des patients SMD et des
patients non SMD étant trés hétérogenes, il est difficile d’établir un seuil de
distinction. En revanche, linterprétation des CVR obtenus avec la Permeabilizing
Solution 2 est identique a celle de la méthode de référence pour 'ensemble des
patients. De maniére concordante, 15 patients (10 SMD et 5 non SMD) ont un CVR =

30% et 5 patients (tous non SMD) ont un CVR < 30%.
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Figure 17 : Comparaison des CVR par méthode de Bland et Altman
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Figure 18 : CVR de I'expression de la MPO des PN et seuil d’exclusion diagnostic
La ligne rouge représente le seuil d’exclusion diagnostic (CVR < 30%).

A titre informatif, nous avons également comparé les MFI de la MPO des PN
des 3 protocoles de perméabilisation (Tableau Xlll). Conformément aux résultats des
précédentes études obtenus avec IntraSure, la MFI de la MPO des patients SMD et
des patients non SMD étaient comparables. La valeur moyenne des MFI obtenues
avec Intrastain étaient plus faibles par rapport a IntraSure (-791 en intensité de
fluorescence, -30% en changement relatif). Concernant le protocole Permeabilizing
Solution 2, la valeur moyenne des MFI étaient plus élevées par rapport a IntraSure

(+1916 en intensité de fluorescence, +74% en changement relatif).
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IntraSure

Intrastain

Permeabilizing Solution 2

Patients non SMD

O 00 ~N g WwN =

10
Moyenne

Patients SMD

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
Moyenne

MFI

1630
2065
1537
2994
1903
3258
3117
3106
2366
1653
2363

4064
3866
1392
2868
3331
1327
2518
3467
2704
2872
2841

Totalite des patients

Moyenne

2602

MFI

811

1968
1539
1813
1533

1322
4863

1118
1668
1999

2063
2353
815
2722
1638
1058
1348

2141

1102
1623

1811

(-50)
(-5)
©)
(-39)
(-19)
(-59)
(+56)
(+8)
(-53)
(+1)
(-15)

(-49)
(-39)
(-41)
(-5)

(-51)
(-20)
(-46)
(-72)
(-21)
(-62)
(-43)

(-30)

MFI

3849
1507
1571
4280
3664
6473
5074
6712
5002
5119
4325

4300
1989
2939
5030
5815
2679
4022
7032
4795
8515
4712

4518

*

(+136)
(-27)
(*+2)
(+43)
(+93)
(+99)
(+63)
(+1186)
(+111)
(+210)
(+83)

(+6)
(-49)
(+111)
(+75)
(+75)
(+102)
(+60)
(+103)
(+77)
(+196)
(+66)

(+74)

* changement relatif par rapport a la méthode de référence (IntraSure) exprimé en pourcentage ; MFI : moyenne dintensité de

fluorescence

Tableau XIII : MFI de la MPO des PN selon différentes méthodes de perméabilisation

82



4.4 Discussion

Dans les études précédemment menées, nous avons utlisé le kit de
perméabilisation IntraSure dans notre protocole de semi-quantification de la MPO
exprimée par les PN du sang périphérique par CMF (54) (64). Cependant, les
laboratoires peuvent utiliser en routine d’autres kits de perméabilisation et il est

important de s’assurer de la validité externe de nos résultats.

L’'objectif de cette étude a été de tester deux méthodes de permeéabilisation
différentes, a savoir Intrastain et Permeabilizing Solution 2, afin d’évaluer la
concordance du CVR de l'expression de la MPO des PN qui est le paramétre
d’intérét de notre test. Nous avons comparé les CVR obtenus avec les 3 méthodes
de perméabilisation pour 10 patients suspects mais nhon SMD et 10 patients SMD.
Ce travail a été entrepris pour répondre a la question d’un critique avant parution de

notre dernier article dans la revue Annals of Hematology (64).

A notre connaissance, cette étude est la premiere a avoir comparé des réactifs de
perméabilisation en se basant sur le CVR comme critére de jugement. De plus, notre
étude est la seule a avoir testé le réactif Permeabilizing Solution 2 pour I'analyse de
la MPO dans les PN. Le point fort de ce travail a été de sélectionner des patients

SMD et des patients suspects non SMD afin de limiter le biais de sélection.

Avec le protocole Permeabilizing Solution 2, les CVR de I'expression la MPO des PN
sont concordants avec ceux obtenus avec le protocole de référence (-0,3 points de
pourcentage ; -1% en changement relatif). Par ailleurs, les MFI de la MPO des PN

sont plus élevées (+1916 en intensité de fluorescence, +74% en changement relatif).
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Ce dernier résultat suggérent que la saturation des sites antigéniques est plus
importante avec le protocole Permeabilizing Solution 2 qu’avec le protocole
IntraSure. La premiére hypothese est que le réactif perméabilisant de la
Permeabilizing Solution 2 perfore davantage la membrane cellulaire que le protocole
IntraSure, facilitant ainsi le passage des anticorps anti-MPO. Il est également
possible que la Permeabilizing Solution 2 ait une performance de perméabilisation
supérieure sur notre compartiment cellulaire cible (granulations primaires des PN).
En effet, dans une étude comparant les performances de 3 kits de perméabilisation
(Cytofix/Cytoperm, Fix&Perm et Foxp3 Staining buffer set), Papagno et al.
suggéraient que la perméabilisation des granules cytotoxiques des lymphocytes T
CD8+ était différente selon le réactif utilisé (69). Il y avait des différences
significatives d’expression de la granzyme A, la granzyme B et la perforine selon le
kit utilisé. Enfin, une autre hypothése qui pourrait expliquer 'augmentation des MFI
serait le délai d’incubation prolongé des anticorps anti-MPO apres la

perméabilisation (30 minutes contre 15 minutes pour le protocole de référence).

Avec le protocole Intrastain, les CVR de l'expression de la MPO des PN sont
hétérogénes chez les patients SMD et non SMD et sont plus élevés qu'avec le
protocole de référence (+22,7 points de pourcentage ; +64% en changement relatif).
Les patients 6, 9 et 13 avaient des CVR particulierement éleves (108,1%, 115,7% et
107,6%). Pour les deux premiers, 'augmentation des CVR étaient liés a I'absence
d’expression de MPO d’une partie des PN. Pour le troisiéme, on suppose que la
perméabilisation a été inefficace en raison d’une lyse minime des globules rouges.

Nous avons également observé que les MFI de la MPO étaient inférieures a celles
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obtenues avec le protocole de référence (-791 en intensité de fluorescence, -30% en
changement relatif). En accord avec les résultats de Kappelmayer et al. (67), nous
avons aussi constaté que le SSC des PN était particulierement bien conservé.
Compte tenu de 'ensemble des résultats, la premiere hypothése que nous pouvons
formuler est que le protocole Intrastain perfore moins la membrane cellulaire que le
protocole IntraSure, expliguant ainsi un accés intracellulaire restreint pour les
anticorps anti-MPO (MFI diminuée) et au contraire une meilleur conservation de la
structure intracellulaire (SSC conservé). Une autre hypothése pourrait étre que
laction des réactifs Intrastain et IntraSure soit différente sur la membrane des
granulations primaires des PN. En conclusion, les résultats obtenus avec Intrastain
suggerent que la perméabilisation des PN est hétérogéne et non optimale au sein de

I'échantillon. Du fait de ces performances, le kit n’est pas adapté a notre utilisation.

Le réactif BD FACS Lysing Solution, utilisé dans les protocoles IntraSure et
Permeabilizing Solution 2 et absent du protocole Intrastain, semble également jouer
un réle important sur la perméabilisation. Il s’agit d’'un réactif de lyse des globules
rouges communément employé en routine. En plus de lyser les érythrocytes, BD
FACS Lysing Solution a une action perméabilisante sur la membrane leucocytaire.
Son utilisation est d’ailleurs recommandée par EuroFlow pour le marquage
intracellulaire de la TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase) dans le panel
LAM/SMD (66). Dans une étude menée par Lanza et al.,, la BD FACS Lysing
Solution permettait d’obtenir un marquage intracellulaire de la MPO intense et
homogene sur 'ensemble des PN (apres perméabilisation par BD FACS Lysing

Solution, sur la totalité des PN, 97% des étaient positifs en MPO) (70). Par
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conséquent, l'utilisation combinée de BD FACS Lysing Solution et d’'un agent

perméabilisant pourrait améliorer I'efficacité de perméabilisation.

Nous avons pu démontrer que pour les 20 échantillons analysés, les CVR de la MPO
obtenus par Permeabilizing Solution 2 étaient concordants a ceux obtenus avec
IntraSure. Le principal avantage de Permeabilizing Solution 2 est sa facilité d’emploi :
un seul réactif est nécessaire pour la fixation et la perméabilisation au lieu de deux
réactifs distincts habituellement. En revanche, le protocole est plus long et demande
un temps technique plus important par rapport a IntraSure (1h40 pour Permeabilizing
Solution 2 contre 1h20 pour IntraSure). Pour réduire ce temps technique, nous nous
sommes demandés s'il était possible de diminuer le délai d’incubation des anticorps
anti-MPO a 15 minutes au lieu des 30 minutes préconisées par le fabricant. Nous
avons comparés les CVR et les MFI de la MPO obtenus aprés 15 minutes et 30
minutes d’incubation pour un échantillon (patient 20). Les MFI de la MPO apres
15mn d’incubation étaient diminuées par rapport au protocole avec les 30 minutes
d’incubation (4301 en unité de fluorescence a 15 minutes contre 8515 a 30 minutes).
En revanche, les CVR étaient comparables (39,8% a 15 minutes contre 40,3 a 30
minutes). L’expérience suggére que bien que la saturation des sites antigéniques de

la MPO est incompléte aprés 15mn mais qu’elle influence peu le CVR.

Afin de diminuer le temps technique et simplifier davantage le protocole de
perméabilisation, il pourrait étre utile de tester les performances du kit PerFix-nc (no
centrifuge assay kit—Beckman Coulter, Brea). Il s’agit d’un kit de perméabilisation
sans aucune étape de lavage dont le protocole a une durée totale de 1h qui a déja

démontré ses performances. Dans une étude menée par Demaret et al. (71), le kit a

86



servi a doser I'expression de la MPO dans les PN et il avait notamment été démontré
que la MFI de la MPO était significativement diminuée chez les patients atteints de

chocs septiques par rapport a des patients contréles.

Notre étude présente certaines limites qui méritent d’étre mentionnées : le nombre
d’échantillons et le nombre de kits de perméabilisation testés étaient restreints. Cette
étude est un travail préliminaire qui devra étre complétée par une étude de plus
grande envergure avec plusieurs autres kits commerciaux. Nous avons présenté ce
projet (intitulé « Comparaison de 4 kits de perméabilisation dans un test diagnostique
d’exclusion des syndromes myélodysplasiques basé sur la semi-quantification de la
myéloperoxydase des polynucléaires neutrophiles du sang périphérique par
cytométrie en flux ») a un appel d’offre de la Fondation de I’Avenir 2021. Notre lettre

d’intention a été retenue, le contenu détaillé du projet est en cours de rédaction.

En conclusion, les performances du réactif Permeabilizing Solution 2 sont en accord
avec les résultats de notre méthode de référence. Ces résultats encourageants nous
permettraient de proposer Permeabilizing Solution 2 comme réactif perméabilisant
alternatif pour notre protocole. Cependant, ces résultats nécessitent d’étre validé par

une étude de plus grande envergure.
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THESE SOUTENUE PAR Laura SCHEFFEN

TITRE : DEVELOPPEMENT D'UN TEST STANDARDISE DE QUANTIFICATION DE
L'EXPRESSION DE LA MYELOPEROXYDASE DES POLYNUCLEAIRES
NEUTROPHILES DU SANG PERIPHERIQUE PAR CYTOMETRIE EN FLUX POUR
LE DIAGNOSTIC D'EXCLUSION DES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES :

EVALUATION DE DIFFERENTES METHODES DE PERMEABILISATION
CONCLUSION :

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont un groupe hétérogéne
d’hémopathies clonales qui affectent les sujets agés. Pour établir le diagnostic, la
cytologie et la cytogénétique médullaire sont les méthodes de référence. Le matériel
requis pour ces analyses étant la moelle, un myélogramme est prélevé chez tout
patient suspect de SMD. Or, la prévalence de la maladie parmi les patients suspects
est en réalité faible puisqu’elle est estimée a 20%. Par conséquent, de nombreux
patients agés sont non nécessairement exposés aux risques et aux inconforts du

myélogramme.

Le test diagnostic d’exclusion des SMD, basé sur la quantification de la
myéloperoxydase (MPO) dans les polynucléaires neutrophiles (PN) sanguins par
cytométrie en flux (CMF), a été mis au point conjointement par les CHU de Grenoble,
Clermont-Ferrand et Saint-Etienne. Il s’agit d’'un test qui a la particularité d’étre
réalisé a partir de sang périphérique et dont I'objectif est innovant puisqu’il permet

d’exclure le diagnostic de SMD. Un coefficient de variation robuste (CVR) de
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I'expression de la MPO des PN sanguins inférieur a 30% exclut avec une sensibilité
proche de 100% le diagnostic de SMD. Le concept du test a été validé au CHU de
Grenoble et un PHRC inter-régional (MPO-MDS-Valid, PHRCI-19-064) a été accepté
pour une validation multicentrique. Si les résultats se confirment, ce test facile a
utiliser permettrait d’éviter un myélogramme a un tiers des patients suspects de

SMD.

Pour une application future dans l'activité de soins, des évolutions techniques du
protocole du test sont nécessaires. Premiérement, I'utilisation de tubes préts a
'emploi contenant les anticorps lyophilisés est une solution envisagée pour
standardiser le protocole. Leurs performances sont en cours d’évaluation (MPO-
MDS-Develop NCT04399018). Deuxiémement, pour faciliter 'usage du test dans
différents laboratoires, il est important de s’assurer de la possibilité d’utiliser d’autres
réactifs que ceux que nous avons employés, notamment pour la perméabilisation
membranaire. De nombreux kits commerciaux sont disponibles sur le marché et il est
indispensable de les tester avant de pouvoir valider leur usage dans le protocole.
C’est dans ce contexte et pour répondre a ce besoin que nous avons été amenées a

tester différents kits de perméabilisation.

L’'objectif de ce travail a été d'évaluer les performances de deux kits de
perméabilisation, a savoir Intrastain™ (Dako, Denmark) et BD FACS™
Permeabilizing Solution 2 (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), par rapport a la
méthode de référence utilisant le kit Intrasure™ (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Nous avons comparé les CVR de I'expression de la MPO des PN sanguins

obtenus avec les 3 méthodes de perméabilisation pour 10 patients suspects non
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SMD et 10 patients SMD. Les CVR obtenus avec la Permeabilizing Solution 2 étaient
guantitativement comparables a la méthode de référence (changement relatif de -1%
en moyenne). Vis-a-vis du seuil prédéfini a 30%, les interprétations étaient toutes
concordantes entre les deux protocoles. Le protocole Intrastain générait des CVR
trées hétérogenes et plus élevés que la méthode de référence (changement relatif de

+64% en moyenne) et sans discrimination entre SMD et non SMD.

En conclusion, notre étude indique que le kit Permeabilizing Solution 2 pourrait étre
employé en tant que réactif de perméabilisation dans notre protocole. En revanche,
I'hétérogénéité des CVR obtenus avec le kit Intrastain suggere qu’il ne convient pas
dans le cadre de notre test. Cette étude est un travail préliminaire qui sera complétée
par une étude de plus grande envergure avec d’autres kits commerciaux. Nous
avons présenté ce projet a un appel d’offre de la Fondation de I’Avenir 2021 pour
lequel notre lettre d’intention a été retenue. A terme, cette étude permettrait de
valider 'emploi de plusieurs kits de perméabilisation compatibles avec le protocole

du test.
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ABSTRACT

Suspicion of myelodysplastic syndromes (MDS) is the commonest reason for bone
marrow aspirate in elderly patients. This study aimed to prospectively validate the
accuracy for flow cytometric analysis of peripheral blood neutrophil myeloperoxidase
expression in ruling out MDS. We enrolled 62 consecutive patients who were referred
for suspected MDS, based on medical history and peripheral blood cytopenia. The
accuracy of intra-individual robust coefficient of variation (RCV) for peripheral blood
neutrophil myeloperoxidase expression was assessed with a prespecified 30%
threshold. Cytomorphological evaluation of bone marrow aspirate performed by
experienced hematopathologists confirmed MDS in 23 patients (prevalence, 37%),
unconfirmed MDS in 32 patients (52%, including 3 patients with idiopathic cytopenia
of unknown significance [ICUS]), and was uninterpretable in 7 patients (11%). The
median intra-individual RCV values for neutrophil myeloperoxidase expression in
peripheral blood were 37.4% (range, 30.7-54.1), 29.2% (range, 28.1-32.1), and
29.1% (range, 24.7-37.8) for patients with confirmed suspicion of MDS, ICUS, and
unconfirmed suspicion of MDS, respectively (P<0.001). The area under the ROC
curve was 0.92 (95% confidence interval, 0.86—0.99). An intra-individual RCV value
lower than 30% ruled out MDS for 35% (i.e., 19/55) patients referred for suspected
disease, with 100% sensitivity (95% CI, 85%-100%) and 100% negative predictive
value (95% CI, 82%-100%) estimates. This study shows that flow cytometric
analysis of peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression might obviate the

need for bone marrow aspirate for 35% of patients with suspected MDS.
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BACKGROUND

Myelodysplastic syndromes (MDS) comprise a heterogeneous group of clonal bone
marrow neoplasms characterized by recurrent cytogenetic and molecular
abnormalities, morphologic dysplasia for one or more hematopoietic cell lineage,
ineffective hematopoiesis, peripheral blood cytopenia, and an increased risk of
progression to acute myeloid leukemia [1]. MDS predominate in the elderly, with a
median age at diagnosis of 70 years [1, 2]. Patients with MDS have poor long-term
prognosis, with median survival time from diagnosis ranging from 12.7 months for

MDS with excess of blasts to 56.1 months for MDS with single-lineage dysplasia [3].

The diagnostic work-up of MDS relies on bone marrow aspirate for evaluation
of cellular morphology and percentage of excess blasts [4]. Information obtained from
additional studies of bone marrow aspiration including conventional cytogenetic, flow
cytometry, and molecular analysis by next generation sequencing techniques may
help refine MDS diagnosis [4, 5]. Because of the relatively low prevalence of disease
among subjects referred for suspected MDS [6], many patients are exposed to
unnecessary bone marrow aspiration-related discomfort and harms [7, 8]. Therefore,
an objective assay based on a peripheral blood sample that accurately discriminates

MDS from other cytopenia etiologies is highly desirable [9, 10].

We have previously reported on the diagnostic accuracy for flow cytometric
parameters of peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression in MDS and

chronic myelomonocytic leukemia (CMML) [11]. Using a retrospective case-control

106



study design, we found that the intra-individual robust coefficient of variation (RCV)
for peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression accurately discriminated
MDS cases and healthy controls, with an area under the receiver operating
characteristic (ROC) curve estimates of 0.94 (95% confidence interval [CI], 0.86—
0.97). Interestingly, an intra-individual RCV value for neutrophil myeloperoxidase
expression lower than 30.0% accurately ruled out MDS, with 100% sensitivity and
100% negative predictive value estimates, in consecutive patients with suspected
disease [11]. Although promising, these preliminary results require replication in an

independent external validation sample [12].

The aim of this study was to examine the diagnostic accuracy of intra-
individual RCV for peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression quantified
by flow cytometric analysis among consecutive unselected patients referred for

suspected MDS or CMML.
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METHODS
Study design

We carried out a prospective diagnostic accuracy study of an index test by
comparison with a reference standard in consecutive unselected patients [12]. The
rationale and methods were pre-specified and reported in a protocol registered at
Clinicaltrials.org (NCT03363399). An institutional review board (Comité de Protection
des Personnes Sud Méditerranée |, Marseille, France) reviewed and approved the
study protocol and the information form, prior to study initiation. All procedures
followed were in accordance with the ethical standards of the responsible committee
on human experimentation (institutional and national) and with the Helsinki
Declaration of 1975, as revised in 2008. This paper complies with the 2015 update of
the Standards for the reporting of diagnostic accuracy studies (STARD) guidelines

[13].

Participants

Participants were recruited 5 days a week between February and September 2018.
Consecutive adults aged 50 years and older were eligible if they were referred for
suspected MDS, based on medical history and peripheral blood cytopenia. According
to current guidelines [5], peripheral blood cytopenia was defined by hemoglobin
concentration <10 g/dL, platelet count <100x10%L, and/or absolute neutrophil count
<1.8x10%L. Patients were excluded if they had a previous history of documented
MDS, milder levels of peripheral blood cytopenia, hematological disorder requiring
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cytomorphological evaluation of bone marrow aspirate or biopsy for reasons other
than suspicion of MDS, were hospitalized in intensive care unit, homeless,
incarcerated as prisoner, unaffiliated with a social security system, or unable to
understand research information, because of language restriction, dementia, or

altered mental status.

Index test

Using the same gating strategy as previously reported [11], flow cytometry analysis
of peripheral blood samples was performed within 24 h of bone marrow
cytomorphological evaluation and blinded to the reference diagnosis. Peripheral
blood samples were collected in BD Vacutainer® 5 ml K2E (EDTA) anticoagulant
plastic tubes (Ref 368861, BD Diagnostics, Le Pont de Claix Cedex, France) and
processed within 24 h maximum of collection. Peripheral blood samples were stored

at 4°C overnight and processed within 24 h of collection.

Blood samples were incubated with a panel of antibodies conjugated to
fluorochromes, according to the manufacturers’ recommendations. CD64 FITC (clone
10.1), CD15-PerCPCy55 (clone HI98), CD11b-APC (clone D12), CD16-APCH7
(clone 3G8), CD14-V450 (clone M®P9), and CD45-V500 (clone HI30) antibodies
were added. Aliquots were stained for 15 min at room temperature. The fixation and
permeabilization phases were performed using the BD IntraSure™ kit (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and MPO-PE was added (clone 5B8) during the

permeabilization phase. All antibodies, BD FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences,
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San Jose, CA, USA) and BD IntraSure™ kit were obtained from BD Biosciences
(San Jose, CA, USA). At least 10,000 neutrophils were acquired on a three-laser,
eight-color BD FACSCanto-1I™ flow cytometer (BD Biosciences, San José, CA, USA)

and analyzed using BD FACSDiva Software.

Myeloperoxidase expression in the peripheral blood neutrophil population
within an individual subject was expressed as RCV [11]. The intra-individual RCV
was calculated as the robust standard deviation divided by the median. The robust
standard deviation is a function of the deviation of individual data points to the
median of the study population [11]. Intra-individual RCV was expressed as
percentage and reflected the variability in myeloperoxidase expression in the

peripheral blood neutrophil population within an individual subject.

The FranceFlow standard operating procedure was used to standardize
instrument settings. Rainbow calibration particles (BD Sphero™, BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) were analyzed daily and photomultiplier tubes were adjusted if

needed.

Reference standard

The reference diagnosis of MDS was established according to current guidelines [5].
Cellular morphology and percentage of excess blasts in bone marrow were evaluated
by experienced hematopathologists who were blinded to the index test results. The
criteria for MDS diagnosis were 1) the presence of 210% dysplastic cells in any

hematopoietic lineage, 2) the exclusion of acute myeloid leukemia (defined by the
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presence of 220% peripheral blood or bone marrow blasts), and 3) the exclusion of
reactive etiologies of cytopenia and dysplasia. Morphologic assessment could be
complemented by bone marrow flow cytometric score [14], karyotype, and molecular
profiling, where relevant [1, 5]. Consistent with the 2016 revision of the WHO
classification [15], MDS subtype categorization was based on the numbers of
dysplastic lineages, the percentages of blasts in bone marrow and peripheral blood,
the percentages of ring sideroblasts, and conventional karyotype analysis. Idiopathic
cytopenia of uncertain significance (ICUS) was defined by unexplained mild

cytopenia for 6 months of follow-up not fulfilling MDS criteria [16].

The criteria for CMML diagnosis were 1) the presence of persistent peripheral
blood monocytosis =21x10%L and 2) monocytes accounting for more than 10% of the
white blood cell differential count [17]. Confirmed suspicions of MDS were
categorized as low, intermediate—1, intermediate—2, and high risk categories, using

the International Prognostic Scoring System (IPSS) [18].

Sample size

Assuming an area under the ROC curve point estimate of 0.95, we estimated that an
effective sample size of 60 participants with a 20% prevalence of MDS would provide

a precision of £0.07 (95% CI ranging from 0.88 to 1.00).

Reproducibility assessment
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To assess specimen stability, peripheral blood samples from 10 healthy individuals
were assayed by the same operator at baseline and at 24 h and 48h, under two
different storage conditions (i.e., room temperature and 4°C). We also assessed
reproducibility of intra-individual RCV value obtained with different fixation and
permeabilization kits. For this purpose, peripheral blood samples from 10 healthy
individuals were assayed by the same operator at baseline using BD IntraSure ™ kit
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA), BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), and Dako InstraStain™ kit (Dako, DK-2600,

Glostrup, Denmark) according to manufacturer recommendations.

Statistical analysis

Baseline patient characteristics were reported as numbers and percentages for
categorical variables and median along with 25™ and 75" percentiles or range for
continuous variables. We compared baseline characteristics according to MDS status
with the use of the x? test, replaced by the Fisher exact test where appropriate, for

categorical variables, and the nonparametric Wilcoxon test, for continuous variables.

We assessed the independent associations of MDS with intra-individual RCV
for neutrophil myeloperoxidase expression measured by flow cytometric analysis in
peripheral blood, using multivariable logistic regression. Odds ratio estimates were
adjusted for demographics (i.e., age and gender), C-reactive protein concentration,
and hematological parameters that were significantly associated with MDS in

univariable analysis (monocyte [P=.008] and absolute neutrophil count [P=.001]).
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Seventeen observations were imputed because of missing values for C-reactive
protein concentration, monocyte or absolute neutrophil count. Additional variables
entered in the imputation model included age, gender, RCV, and MDS diagnosis.
Fifty imputed data sets were created with a total run length of 50,000 iterations and
imputations made every 1,000 iterations. We examined trends toward higher intra-
individual RCV values across increasing IPSS categories, using the nonparametric

Wilcoxon-type test for trend.

We quantified the accuracy of intra-individual RCV for neutrophil
myeloperoxidase expression in discriminating patients with confirmed versus
unconfirmed MDS by the area under the ROC curve. We reported sensitivity,
specificity, positive predictive value, negative predictive value, and likelihood ratio
point estimates along with 95% CI for intra-individual RCV with a prespecified
threshold of 30.0%. This threshold was selected because an intra-individual RCV
value for neutrophil myeloperoxidase expression lower than 30.0% accurately ruled
out MDS, with both sensitivity and negative predictive value estimates of 100%, in a

previous study [11].

Two-tailed P-values less than 0.05 were considered statistically significant.
Analyses were performed using Stata Special Edition version 14.0 (Stata

Corporation, College Station, TX, USA).
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RESULTS

Of 104 consecutive patients screened for eligibility, 42 were excluded and 62 were
enrolled in the study (Figure 1). Cytomorphological evaluation of bone marrow
aspirate confirmed MDS in 23 patients (prevalence, 37%), unconfirmed MDS in 32
patients (52%, including 3 patients [4.8%)] with ICUS), and was uninterpretable in 7
patients (11%). Yet, cytomorphological evaluation of bone marrow aspirate was not
contributive for establishing alternate diagnosis for any of 32 patients with

unconfirmed suspicion of MDS.

The median age for all participants was 72 years (25-75" percentiles, 64—82)
and 27 (43%) were female (Table 1). Comparable distributions were observed for
baseline characteristics among patients with confirmed and unconfirmed suspicions
of MDS, with the exception of absolute neutrophil and monocyte counts (Table 1).
Unsurprisingly, patients with confirmed suspicions of MDS were more likely to have

bone marrow flow cytometric scores of two or more (Table 1).

The median intra-individual RCV values for neutrophil myeloperoxidase
expression in peripheral blood were 37.4% (range, 30.7-54.1), 29.2% (range, 28.1—
32.1), and 29.1% (range, 24.7-37.8) for patients with confirmed suspicion of MDS,
ICUS, and unconfirmed suspicion of MDS, respectively (P<0.001). The odds ratios of
confirmed suspicion of MDS associated with a 1% increase in intra-individual RCV
were 1.78 (95% CI, 1.30-2.45) in univariable analysis and 1.82 (95% ClI, 1.29-2.56)
in multivariable analysis adjusting for age, gender, C-reactive protein concentration,

monocyte and absolute neutrophil count.
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Intra-individual RCV values for neutrophil myeloperoxidase expression in
peripheral blood were elevated across all MDS types (Table 2). Median intra-
individual RCV values were 35.5%, 37.4%, 41.4%, and 40.9% for 6 low, 11
intermediate-1, 5 intermediate-2, and 1 high risk patients with MDS, according to

IPSS (P for trend = 0.22, Table 2).

Intra-individual RCV for neutrophil myeloperoxidase expression in peripheral
blood discriminated patients with confirmed versus unconfirmed suspicions of MDS
with an area under the ROC curve estimate of 0.92 (95% CI, 0.86-0.99) (Figure 2).
An intra-individual RCV value <30.0% ruled out MDS for 35% (19 of 55) consecutive
patients referred for suspected disease, with both sensitivity and negative predictive

value point estimates of 100% (Table 3).

Compared with baseline values, the mean changes in RCV were -1.4 (95% ClI,
-2.1 to -0.6) and 9.4 (95% ClI, 5.8 to 12.9) percentage points for 10 samples stored
for 24 h at 4°C and room temperature, respectively (P<0.001, Table S1). The
corresponding values were -0.7 (95% ClI, -2.3 to 0.9) and 7.3 (95% CI, 4.0 to 10.6)
percentage points after 48 h of storage (P<0.001). Compared with permeabilization
and fixation using BD IntraSure™ kit, the mean differences in RCV were -0.8 (95%
Cl, -2.6 to 1.0) and 25.9 (95% CI, 3.3 to 48.6) percentage points for 10 samples
assayed with BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 and Dako InstraStain™ kit,
respectively (Table S2). The intraclass coefficient quantifying the absolute agreement
between BD IntraSure™ kit and BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 was 0.83

(95% ClI, 0.49 to 0.96, P <0.001).
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DISCUSSION

This study provides additional evidence on the accuracy and reliability of peripheral
blood neutrophil myeloperoxidase expression quantified by flow cytometric analysis
for ruling out MDS, without requiring cytomorphological evaluation of bone marrow
aspirate. Our findings also corroborate the preliminary estimates of sensitivity and
negative predictive value for intra-individual RCV values lower than 30% derived from

previous studies.

Overall, the accuracy of peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression in
discriminating MDS patients is supported by three primary studies totaling 211
individuals, of those 82 had MDS (Table 4). One study used a retrospective case-
control design while the two others were prospective validation studies. Despite
heterogeneous definitions of peripheral blood cytopenia and varying prevalence of
high-risk MDS, the accuracy of intra-individual RCV was consistent across primary

studies, with area under the ROC curve point estimates ranging from 0.87 to 0.94.

Using a prespecified threshold of 30%, intra-individual RCV ruled out MDS for
29-35% of consecutive patients referred for suspected disease, with 100% sensitivity
and 100% negative predictive value estimates, within the two prospective validation
studies (Table 4). In the retrospective case-control study, all MDS cases but one
yielded intra-individual RCV values higher than 30%. The exception was a 72-year
old female with isolated peripheral thrombocytopenia and multilineage dysplasia on

bone marrow aspirate.
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Noticeably, flow cytometric analysis of peripheral blood neutrophil
myeloperoxidase expression does not add relevant information to cytomorphological
evaluation of bone marrow aspirate for ruling in MDS. Indeed, specificity point
estimates ranged from 32 to 59% across primary studies, with positive predictive

values as low as 31-64% (Table 4).

It has been assumed that bone marrow aspirate may establish alternate
diagnosis for patients with unconfirmed MDS suspicions. Yet, cytomorphological
evaluation of bone marrow aspirate was not contributive for any of the 77
unconfirmed suspicions of MDS ruled out by RCV for peripheral blood neutrophil
myeloperoxidase expression, within the two prospective validation studies. This latter
observation questions the relevance of performing bone marrow aspirate in patients

with intra-individual RCV values lower than 30%.

To our knowledge, only few studies have investigated the value of aberrant
phenotypic expression of peripheral blood leukocytes in the diagnostic work-up of
MDS [19-23]. Rachidi et al. reported that the mean level of CD10 expression in
peripheral blood was decreased for patients with high — but not low — grade MDS
compared with cytopenic controls [22]. The area under the ROC curve estimate was
0.87 (95% CI, 0.70 to 0.96) for a previously derived peripheral blood MDS scoring
system based on four neutrophil immunophenotypic variables (i.e., CD11la, CD66,

CD10, and CD116 antigen expression) [20].

Skewed low neutrophil CD177 expression in both peripheral blood and bone

marrow has been described in MDS cases [21]. Various altered immunophenotypic

117



features of peripheral blood platelets, including abnormal light scatter characteristics,
over or under expression of several platelet glycoproteins, decreased expression of
CD36, CD42a and CD61 have been evidenced in patients with MDS compared with

healthy controls and non-MDS cases [23].

More recently, Aires et al derived an immunophenotyping score predictive of
MDS based on flow cytometry analysis of eight parameters for neutrophils (FSC,
SSC, CD10, CD11b, CD11c, CD13, CD16 and CD45) and three parameters for
monocytes (CD14, CD16, CD56) from peripheral blood [19]. This
immunophenotyping score discriminated 14 MDS cases and 14 non-cytopenic

controls, with 93% sensitivity and 100% specificity [19].

Fewer studies investigated the value of peripheral blood flow cytometric
analysis for the diagnosis of CMML. Selimoglu-Buet et al reported that a ratio of
CD14(+)/CD16(-) mononucleated cells (classical monocytes, MO1) higher than
94.0% in peripheral blood had 95% specificity and 92% sensitivity for the diagnosis of

CMML [24].

Overall, these studies used a case-control design, which was prone to
spectrum bias [25], lacked replication of their findings in external validation samples
[12], or yielded imprecise diagnostic accuracy estimates due to relatively limited
sample sizes. In contrast, intra-individual RCV for peripheral blood neutrophil
myeloperoxidase expression consistently yielded 100% sensitivity and 100%

negative predictive value estimates, across two prospective validation samples.
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The present study confirms that our assay based on a peripheral blood sample
accurately rules out MDS, with the potential to reduce unnecessary exposure of
patients to bone marrow aspirate-related discomfort and associated costs. Yet,
prospective management studies or randomized controlled trials are needed to
demonstrate the effectiveness of this assay in altering physician practices without

compromising patient safety [12].

Our study also suggests that fixation and permeabilization with BD IntraSure™
kit and BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 yield excellent agreement (intraclass
coefficient, 0.83) for intra-individual RCV values although this finding warrants
confirmation on a larger sample size. In contrast, intra-individual RCV values were
inconsistent with the use of Dako InstraStain™ kit for the fixation and
permeabilization phase. The reasons for this latter observation are unclear and
deserve further investigations before recommending the use of this kit for flow
cytometric analysis of peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression in the
diagnostic work-up of suspected MDS. Because CD64 is not contributive to the
gating strategy, incubation of blood samples with CD64 FITC (clone 10.1) is not

required and this step can be skipped [11].

Interestingly, intra-individual RCV for peripheral blood neutrophil
myeloperoxidase expression appeared to be stable for up to 48 h of storage at 4°C -
but not at room temperature. Hence blood samples can be shipped to a central

facility, without altering reliability [11].
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Several limitations of our study deserve mention. First, our study was carried out at a

single hospital laboratory and our findings may not apply to other settings.

Second, our relatively limited sample size may not reflect the full spectrum of
MDS subtypes or disease severity. Yet, consistent accuracy estimates were found

across three primary studies totaling 82 patients with various MDS subtypes.

Third, peripheral blood cytopenia was defined according to current guidelines
[5] and our findings might have been different for patients with milder levels of
cytopenia [26]. However, we previously reported comparable accuracy estimates,
using standard laboratory values for defining cytopenia [11]. Fourth, our study
population was restricted to patients aged 50 years or more although some patients

(less than 10% [5]) may be younger than 50 years at MDS diagnosis.
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CONCLUSION

This prospective validation study confirms that intra-individual RCV values lower than
30% accurately rule out MDS, with 100% sensitivity and 100% negative predictive
value estimates. Our findings suggest that flow cytometric analysis of peripheral
blood neutrophil myeloperoxidase expression might obviate the need for bone
marrow aspirate for 29-35% of patients referred for suspected MDS. Firm
recommendations for the use of this assay in routine practice will depend on future

randomized controlled trials demonstrating its effectiveness and safety.
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FIGURE CAPTION LIST

Figure 1. Flow of participants through the study.

Figure 2. Area under the receiver operating characteristic curve for intra-individual
robust coefficient of variation for peripheral blood neutrophil myeloperoxidase

expression in discriminating myelodysplastic syndromes.

Abbreviations: CI, confidence interval; ROC, receiver operating characteristic.
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Figure 1.

Consecutive patients referred for suspicion of myelodysplastic syndrome (n = 104)

Excluded (n = 42)
Milder level of peripheral blood cytopenia (n = 29)
Suspicion of other hematological disease requiring bone marrow aspirate (n = 10)
Age <50 years (n = 3)
History of documented myelodysplastic syndrome (n = 1)

Eligible participants (n = 62)

RCV for peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression (n =62)

RCV 2 30% (n = 38)

RCV <30% (n = 24)

cal evaluation of Cytomorphological evaluation of

Cytomorphologi
bone marrow aspirate (n = 38)

bone marrow aspirate (n = 24)

Final diagnosis
Myelodysplastic syndrome (n = 23)
No myelodysplastic syndrome (n = 13)
Uninterpretable (n = 2)

Final diagnosis
Myelodysplastic syndrome (n = 0)
No myelodysplastic syndrome (n = 19)
Uninterpretable (n = 5)
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Figure 2.

Sensitivity

1.00

0.75

0.50

0.25

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75
1-Specificity
————— RCV (0.92 [95% Cl, 0.86-0.99])

Mean (0.63 [95% CI, 0.48-0.79], P=.002)
----------- Median (0.62 [95% CI, 0.47—0.77], P=.001)

T
1.00

128



Table 1. Baseline characteristics for consecutive patients with suspicion of myelodysplastic syndromes.

Characteristics?

All patients (n = 62)

Suspicion of MDSP

Unconfirmed (n = 32)

Confirmed (n = 23) P

Female gender, n (%)

Age, median (IQR), y

Hemoglobin, median (IQR), g/dL
Platelet, median (IQR), x10%/L

ANC, median (IQR), x10%/L
Lymphocytes, median (IQR), x10°/L
Monocytes, median (IQR), x10%/L
Creatinine, median (IQR), umol/L
C-reactive protein, median (IQR), mg/L
ICUS, n (%)

Bone marrow flow cytometric score =22, n
(%)°

Intra-individual RCV, median (IQR), %

27
72
9.7
146
2.3
1.0
0.5
87
12

22

30.6

(43)
(64—82)
(8.7-11.9)
(63-232)
(1.4-5.1)
(0.8-1.4)
(0.2-0.6)
(64-109)
(5-38)
(4.8)
(44)

(28.5—
34.8)

12
71
9.6
142
3.8
1.0
0.6
90
13

29.2

(37)
(64-81)
(8.7-11.7)
(65-258)
(1.9-6.0)
(0.8-1.2)
(0.3-0.7)
(71-115)
(5-38)
(9.4)
(14)

(28.4-31.0)

11
73
9.4
145
1.4
11
0.2
79
8

18

37.4

48) .44
(64-82) .69
(8.6-11.9) .64
(62-188) .90

(1.0-3.5)  .001

(0.7-1.5) .91

(0.1-0.5)  .008

(59-95) .10
(4-36) .62
(...)
(86) <.001

(31.9-41.4)  <.001
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Abbreviations: ANC, absolute neutrophil count; ICUS, idiopathic cytopenia of undetermined significance; IQR, interquartile range
(i.e., 25-75™ percentiles); MDS, myelodysplastic syndrome; RCV, robust coefficient of variation for peripheral blood neutrophil

myeloperoxidase expression.

% Values were missing for absolute neutrophil count (n=2), monocytes (n=2), C-reactive protein (n=20), creatinine (n=11)

concentrations, and bone marrow flow cytometric score (n=5).
P Bone marrow cytomorphology was uninterpretable for seven patients (See Figure 1).

¢ Bone marrow flow cytometric score was computed as the number of parameters with values outside of the reference ranges
among myeloblast-related cluster size in all nucleated cells (%), B-progenitor-related cluster size in all CD34+ cells (%),

lymphocytes to myeloblast CD45 ratio, and granulocyte to lymphocyte SSC ratio for an individual [14].
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Table 2. Demographics, bone marrow cytogenetics, molecular profiling, flow cytometric scoring, and peripheral blood neutrophil

myeloperoxidase expression for patients with confirmed suspicions of myelodysplastic syndromes (n = 23).

131



Age,y  Gender WHO MDS subtype Cytogenetic abnormalities Molecular profiling FCs? IPSS RCV, %"
54 Female MDS with excess blast type 1 Normal Karyotype DNMT3A 2 Intermediate-1 314
64 Male MDS with excess blast type 1 Normal Karyotype TET2, RAD21 3 Intermediate-1 375
68 Male MDS with excess blast type 1 Normal Karyotype SF3B1, DNMT3A, CBL Intermediate-1 54.1
69 Female MDS with excess blast type 1 Normal Karyotype No mutation 1 Intermediate-1 30.7
73 Male MDS with excess blast type 1 +8 DNMT3A, IDH1, SF3B1 3 Intermediate-2 34.4
78 Female MDS with excess blast type 1 del(20q), del(5q) Not performed 2 Intermediate-2 41.8
81 Male MDS with excess blast type 1 structural abnormality of 2q  Not performed 3 Intermediate-1 37.4
82 Male MDS with excess blast type 1 +8 Not performed 3 Intermediate-1 30.7
91 Female MDS with excess blast type 1 Complex karyotype® Not performed 2 Intermediate-2 31.9
82 Female MDS with excess blast type 2 del(20q), del(5q) Not performed 3 High 40.9
91 Female MDS with excess blast type 2 Normal Karyotype Not performed Intermediate-2 41.4
53 Female MDS with multilineage dysplasia Normal Karyotype No mutation 0 Intermediate-1 354
55 Male MDS with multilineage dysplasia Normal Karyotype TET2, ZRSR2 2 Intermediate-1 422
61 Male MDS with multilineage dysplasia Normal Karyotype Not performed 3 Low 37.8
80 Male MDS with multilineage dysplasia Normal Karyotype Not performed 2 Intermediate-1 38.3
87 Female MDS with isolated del(5q) del(5q) Not performed 2 Low 32.6
72 Female MDS with single lineage dysplasia ~ Normal Karyotype Not performed 2 Low 37.8
81 Male MDS with single lineage dysplasia ~ Normal Karyotype Not performed 2 Low 34.8

(Continued)
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Table 2. (Continued)

Age,y  Gender WHO MDS subtype Cytogenetic abnormalities Molecular profiling FCS* IPSS RCV, %'
76 Female MDS with ring sideroblasts and Normal Karyotype Not performed 0 Low 31.9
multilineage dysplasia

69 Male Chronic myelomonocytic leukemia  Normal Karyotype TET2, SRSF2, ASXL1, 2 Intermediate-2 43.3
CBL

84 Male Chronic myelomonocytic leukemia  Loss of chromosome Y Not performed 2 Low 36.1

55 Female MDS, unclassifiable del(20q) SRSF2, DNMT3A, 3 Intermediate-1 47.9
STAG2

73 Male MDS, unclassifiable Complex karyotyped Not performed 3 Intermediate-1 31.0

Abbreviations: FCM, flow cytometric score; IPSS, International Prognostic Scoring System; MDS, myelodysplastic syndrome; RCV, robust coefficient of
variation; WHO, World Health Organization.

% Bone marrow flow cytometric score was computed as the number of parameters with values outside of the reference ranges among Myeloblast-related
cluster size in all nucleated cells (%), B-progenitor-related cluster size in all CD34+ cells (%), Lymphocytes to myeloblast CD45 ratio, and Granulocyte to
lymphocyte SSC ratio for an individual [14].

® Robust coefficient of variation quantified myeloperoxidase expression in the peripheral blood neutrophil population for an individual [11].

© 48,XX,del(5)(q14q35),+19,+mar,+2min[2)/ 48,sl,add(4)(p16),?del(20)(q12),-22,+1[2)/ 79,81,idemx2,-2,-3,-3,-4,-8,-9,-10,-10,-10,-11,-12,-17,-18,-19,-19,-22[3]

9 45 X,-Y,del(11)(q21g25)[12]/45,sl,del(15)(q15q21)[6]/46,XY[2]
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Table 3. Accuracy point estimates (95% confidence interval) for 30.0% predefined threshold of robust coefficient of variation for

peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression in discriminating confirmed suspicions of myelodysplastic syndromes.

No. patients?

True False False True
positive negative positive negative
RCV, % Sensitivity,  Specificity, % PPV, % NPV, % LR+ LR-
%
30.0 23 0 13 19 100 59 64 100 2.46 0.00
(85-100) (41-76) (46-79) (82-100) (1.62-3.74) (-..)

Abbreviations: LR+, likelihood ratio of a positive result; LR-, likelihood ratio of a negative result; NPV, negative predictive value;

PPV, positive predictive value; RCV, robust coefficient of variation.

% The analytical sample consisted of 23 confirmed and 32 unconfirmed suspicions of myelodysplastic syndrome, after excluding 7

patients with uninterpretable bone marrow cytomorphology.
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Table 4. Accuracy of robust coefficient of variation for peripheral blood neutrophil myeloperoxidase expression in discriminating

myelodysplastic syndromes across primary studies.
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Author, year

Raskovalova, 2019-a [11]

Raskovalova, 2019-b [11]

Present study

Country
No. study sites
Study design
Enroliment
No. patients
Age, y, mean (SD)
Female gender, n (%)
Peripheral blood cytopenia
criteria

Hemoglobin, g/dL

Platelet count, 10%/L

ANC, 10°/L
Confirmed MDS cases, n (%)
High-risk MDS cases, n/N (%)"
ICUS, n (%)
AUC (95% ClI)

France
2
Retrospective
Case-control
88
73 (10)
38 (43)

<12 (female), <13 (male)
<150
<1.8
44 (50)
19/44 (43)
(...)

0.94 (0.86-0.97)

France
2
Prospective
Consecutive patients
68
75 9
29 (43)

<12 (female), <13 (male)
<150
<1.8
15 (22)
1/15 (6.6)
8 (12)
0.87 (0.76—
0.94)

France
1
Prospective
Consecutive patients
552
72 (11)
23 (42)

<10
<100
<1.8
23 (42)
6/23 (26)
3 (4.8)
0.92 (0.86—
0.99)

(Continued)
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Table 4. (Continued)

Author, year Raskovalova, 2019-a [11] Raskovalova, 2019-b [11] Present study

RCV <30.0%, n (%) 15 (34) 20 (29) 19 (35)
Sensitivity, % (95% CI) 98 (88-100) 100  (78-100) 100 (85-100)
Specificity, % (95% Cl) 32 (19-48) 38 (25-52) 59 (41-76)
PPV, % (95%ClI) 59 (47-70) 31 (19-46) 64 (46-79)
NPV, % (95% CI) 93 (68—100) 100  (83-100) 100 (82—100)

Abbreviations: ANC, absolute neutrophil count; AUC, area under the curve; CI, confidence interval; MDS, myelodysplastic

syndrome; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value; RCV, robust coefficient of variation; SD, standard

deviation.

& Bone marrow cytomorphology examination was uninterpretable for 7 out of 62 enrolled patients, leaving an analytical sample

made of 55 patients.

P MDS patients were categorized as low-risk (low- and intermediate-1 risk categories) versus high-risk (intermediate-2- and high-risk

categories), using the International Prognostic Scoring System [18].
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Laura SCHEFFEN

DEVELOPPEMENT D'UN TEST STANDARDISE DE QUANTIFICATION DE L'EXPRESSION DE LA
MYELOPEROXYDASE DES POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES DU SANG PERIPHERIQUE
PAR CYTOMETRIE EN FLUX POUR LE DIAGNOSTIC D'EXCLUSION DES SYNDROMES
MYELODYSPLASIQUES : EVALUATION DE DIFFERENTES METHODES DE
PERMEABILISATION

RESUME :

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont des hémopathies clonales qui surviennent
chez des sujets agés dont le diagnostic repose sur le myélogramme. Pour limiter les risques et
l'inconfort liés aux prélevements de moelle, un test a partir de sang périphérique basé sur la semi-
guantification de la myéloperoxydase (MPO) dans les polynucléaires neutrophiles (PN) par cytométrie
en flux (CMF) a été développé conjointement par les CHU de Grenoble, Clermont-Ferrand et Saint-
Etienne. Un coefficient de variation robuste (CVR) intra-individuel de la distribution de la MPO inférieur
a 30% exclut le diagnostic avec une sensibilité proche de 100%. Le concept a été validé au CHU de
Grenoble et un PHRC inter-régional a été accepté pour une validation multicentrique. Pour faciliter
l'usage du test en routine dans d’autres laboratoires, il est important de s’assurer de la possibilité
d'utiliser d’autres réactifs que ceux que nous avons employés, notamment pour la perméabilisation

membranaire. De nombreux kits commerciaux sont en effet disponibles sur le marché.

L'objectif de ce travail a été d’évaluer les performances de deux kits de perméabilisation, a savoir
Intrastain™ (Dako, Denmark) et BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 (BD Bioscience, San Jose, CA,
USA), par rapport & la méthode de référence utilisant le kit Intrasure™ (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Nous avons comparé les CVR de I'expression de la MPO des PN sanguins obtenus avec
les 3 méthodes de perméabilisation pour 10 patients suspects non SMD et 10 patients SMD. Les CVR
obtenus avec la Permeabilizing Solution 2 étaient quantitativement comparables a la méthode de
référence (changement relatif de -1% en moyenne). Vis-a-vis du seuil prédéfini a 30%, les
interprétations étaient toutes concordantes entre les deux protocoles. Le protocole Intrastain générait
des CVR tres hétérogenes et plus élevés que la méthode de référence (changement relatif de +64%

en moyenne) et sans discrimination entre SMD et non SMD.

En conclusion, notre étude indique que le kit Permeabilizing Solution 2 pourrait étre employé en tant
que réactif de perméabilisation dans notre protocole. En revanche, I'’hétérogénéité des CVR obtenus
avec le kit Intrastain suggére qu’il ne convient pas dans le cadre de notre test. Cette étude est un
travail préliminaire qui sera complétée par une étude de plus grande envergure avec d’autres kits
commerciaux. A terme, elle permettrait de valider I'emploi de plusieurs kits de perméabilisation

compatibles avec le test.

MOTS CLES : syndrome myélodysplasique, myéloperoxydase, sang, cytométrie en flux, perméabilisation





