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MPP : Progéniteur MultiPotent

NFS : Numération Formule Sanguine

NGS : Séquencage Nouvelle Génération

NK : Natural Killer

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

p : p-value
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PB : Pacific Blue

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells
PBS : Phosphate Buffer Salin

PC5 : R Phycoerythrin-Cyanine 5.1

PC7 : R Phycoerythrin-Cyanine 7

PCR : Polymerase Chain Reaction

PCT : ProCalciTonine

PE : R PhycoErythrin

PNB : PolyNucléaire Basophile

PNE ou Eo : PolyNucléaire Eosinophile

PNN ou Ne : PolyNucléaire Neutrophile
Rapport N/C : Rapport NucléoCytoplasmique
ROC : Receiver Operating Characteristic
RCP : Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
Se : Sensibilité

SFL : Side Fluorescence Light

SMD : Syndrome MyéloDysplasique

SMD/SMP-RS-T : Syndrome MyéloDysplasique/Syndrome MyéloProlifératif avec Sidéroblastes en
couronne et Thrombocytose

SMP : Syndrome MyéloProlifératif
Sp : Spécificité

SSC : Side SCatter

TNF : Tumor Necrosis Factor

VA : Valeur Absolue

VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive
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Préambule

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une maladie clonale de la cellule
souche hematopoiétique dont I’age moyen de diagnostic est de 72 ans. Cette pathologie est
rare car elle a une prévalence d’environ 4 cas pour 100000 personnes. Le pronostic est plutot
défavorable puisque la médiane de survie est d’environ 2-3 ans aprés le diagnostic. Les
patients décedent en général des conséquences des cytopénies, ou encore apres une
transformation en leucémie aigué myéloide. A ce jour, 1’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques est la seule thérapie permettant une guérison. Ce traitement est rarement

envisageable en raison de I’age avancé des patients diagnostiqués.

La LMMC a été treés longtemps classée parmi les syndromes myélodysplasiques jusqu’en
2002 ou I’OMS en a fait une entité a part entiere. De ce fait, plusieurs équipes de recherche se
sont intéressées specifiquement a cette pathologie permettant une grande avancée sur le

diagnostic, le pronostic et le traitement.

Malgré les progres réalisés, le diagnostic reste a ce jour difficile a établir car il s’agit en
général d’un diagnostic d’exclusion. Le diagnostic précoce de la LMMC reste un point clé
pour une prise en charge thérapeupique optimale. Or encore aujourd’hui, il repose le plus
souvent sur une persistance de la monocytose sanguine ce qui constitue un retard de la prise

en charge du patient.

Des études récentes ont montré 1’intérét de nouveaux outils diagnostiques pouvant entrer en
jeu dés la premiére numération formule sanguine (NFS). Ceux-ci pourraient permettre de faire

plus précocement le diagnostic de LMMC et améliorer la prise en charge thérapeutique.

L’objectif de ce travail a été d’évaluer 2 nouveaux outils diagnostiques publiés récemment
dans la littérature en comparaison avec la cytologie sanguine au microscope optique chez des
patients qui présentent une monocytose > 1G/L dans le service d’Hématologie et de Biologie

Vasculaire du CHU Conception a Marseille.

Le premier est un score appelé «monoscore», paramétré sur 1’automate d’hématologie
cellulaire XN-10 Sysmex®. Ainsi, en présence d’une monocytose suspecte et en fonction du
seuil établi par le fournisseur, un frottis sanguin est étalé. Il permettrait ainsi de rationaliser le

nombre de frottis sanguin pour les numérations présentant une monocytose.
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Le second outil est I’analyse de la population monocytaire par la technique de cytométrie en

flux en fonction de I’expression de 2 marqueurs : le CD14 et le CD16.

Les performances analytiques de ces 2 outils ont été étudiées sur une cohorte de patients
inclus de maniére prospective entre février et mai 2018 et comparées a la cytologie sanguine
afin de déterminer comment ces nouveaux outils pourraient se positionner dans la démarche
de diagnostic différentiel de la LMMC afin de modifier la prise en charge des patients atteints
de LMMC.
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PARTIE | : Généralités de la Leucémie MyéloMonocytaire
Chronique.

1/ Définition

a) Evolution de la classification

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une pathologie rare qui concerne
essentiellement les sujets &gés. Il s’agit d’une hémopathie maligne clonale acquise de la
cellule souche hématopoiétique (CSH) caractérisée par un versant prolifératif et un versant
dysplasique(1). Le versant prolifératif se manifeste par une prolifération maligne d’une ou
plusieurs lignées hématopoiétiques (principalement la lignée monocytaire) sans blocage de
maturation. Le versant dysplasique se manifeste lui par une prolifération excessive de
progeniteurs myeloides qui se différencient de facon anormale aboutissant a une apoptose
prématurée. Cette dualité lui a valu pendant longtemps d’étre classé parmi les syndromes
myélodysplasiques (SMD). En effet en 1976, la LMMC était déja évoquée au sein de cette
entité au c6té des anémies réefractaires avec excés de blastes (AREB), puis définitivement
classée en 1982(2,3).

En 1994, le groupe FAB propose de différencier deux type de LMMC en fonction du taux de
leucocytes (cut-off = 13 G/L) et ainsi de reclasser les LMMC hyperleucocytaires au sein des
LMC(4). Deux sous entités se distinguent : LMMC myélodysplasiques (LMMC-MD) si le
taux de leucocytes est inférieur a 13 G/L et LMMC myeloprolifératives (LMMC-MP) si le
taux de leucocytes est supérieur a 13 G/L. Cette sous classification a été trés discutée par la
suite dans la littérature, notamment sur le fait que la différence entre les deux entités

représenterait plutdt d’une évolution de la maladie.

Ce n’est qu’en 2002 que la LMMC est reclassée par I’OMS comme une entité a part entiére,
appelée syndrome myélodysplasique/syndrome myéloprolifératif (SMD/SMP)(5). La notion

de LMMC hyperleucocytaire ou non n’est plus mentionnée.
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Ce groupe des SMD/SMP est ainsi composé de la fagon suivante :

LMMC :
o LMMC-1: Blastes inférieurs a 5% dans le sang et inférieurs a 10% dans la
moelle osseuse (MO)
o LMMC-2 : Blastes compris entre 5 et 19% de blastes dans le sang et entre 10
et 19% dans la MO
Leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ)
Leucémie myéloide chronique (LMC) atypique
SMD/SMP avec sidéroblastes en couronne et thrombocytose (SMD/SMP-RS-T)
SMD/SMP non classable

En 2008, la classification des néoplasies myéloides et des leucémies aigués est révisée, on ne

note pas de changement concernant la LMMC (6).

b) Classification OMS 2016 des SMD/SMP

En 2016, le groupe des SMD/SMP se compose de la LMMC, la LMMJ et de la LMC
atypique. On ne retrouve plus les SMD/SMP non classables. Les SMD/SMP-RS-T constituent

désormais une entite a part entiére.

a. LMMC

Selon I’OMS 2016(6), la LMMC se définit par :

Une monocytose persistante > 1 G/L, avec un taux de monocytes représentant au
moins 10 % des cellules de la formule leucocytaire (critére principal)

Absence du chromosome Philadelphie au caryotype ou du réarrangement BCR-ABL
afin d’¢éliminer une LMC et absence de critére évoquant tout autre SMP définit selon
I’OMS.

Absence de réarrangements PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 et absence de géne de
fusion PCM1-JAK2 (doivent étre spécifiguement exclus dans les cas avec
éosinophilie)

Le pourcentage de blastes dans la moelle et le sang doit étre inférieur a 20% afin

d’éliminer une leucémie aigué. On comptabilisera en blastes : les myeloblastes, les
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monoblastes et les promonocytes. Les monocytes anormaux sont comptés dans le
contingent monocytaire.
- Au moins l'un des critéres suivants :

o Présence de signes de dysplasie sur au moins une lignée. Si la dysplasie est
absente ou minime il faut que les autres critéres soient présents et
gu'une anomalie cytogénétique clonale ou moléculaire soit présente dans les
cellules hématopoiétiques

o Présence d’une monocytose depuis au moins 3 mois et absence d'autre cause

de monocytose (infection/inflammation/cancer)

On distingue également 3 sous types de LMMC, on les différencie uniquement par le nombre
de blastes présents dans le sang et dans la moelle osseuse (MO). En effet il s’agit d’un des
parameétres les plus importants dans le pronostic de la maladie de LMMC(7).

- LMMC-O0 : Blastes inférieurs a 2% dans le sang et inférieurs a 5% dans la MO

- LMMC-1 : Blastes compris entre 2 et 4% dans le sang et entre 5 et 9% dans la MO

- LMMC-2 : Blastes compris entre 5 et 19% dans le sang et entre 10 et 19% dans la MO

(ou présence de corps d’Auer quel que soit le pourcentage de blastes)

De plus la notion de LMMC-MD et LMMC-MP avec le cut-off a 13 G/L pour le taux de
leucocytes est réapparue. En effet, suite a des études menées entre 2010 et 2014(8,9), il a été
montré que la différence entre ces deux sous entités était principalement liée a la présence
d’anomalies des voies de signalisation RAS/MAPK, et que par conséquent le pronostic était

différent (Cf épidémiologie).

b. LMMJ

Cette maladie rare de 1’enfant a une incidence de 1 cas pour 1 million d'habitants par an, mais
représente 25 % des SMD de I'enfant de moins de 15 ans.
C’est une maladie hématopoiétique clonale agressive caractérisée par la prolifération
excessive de cellules des lignées monocytaire et granulocytaire.
Cette pathologie se définie dans un premier temps par 4 criteres clinicobiologiques
obligatoires(6):

- monocytose sanguine supérieure a 1 G/L

- moins de 20 % blastes dans le sang et la MO

23



- splénomégalie
- absence de remaniement BCR-ABL
Ensuite, il suffit d’avoir au moins un critére génétique suivant pour poser le diagnostic :
- mutation somatique de NRAS, KRAS ou de PTPN11 (les mutations germinales de
PTPN11 sont exclues car évoqueraient le syndrome de Noonan)
- mutation du géne NF1 ou le diagnostic clinique de la neurofibromatose

- mutation germinale de CBL ou perte de I’hétérozygotie pour CBL

Néanmoins, si aucun des critéres génétiques n’est présent, le diagnostic peut étre pose si les
critéres suivants sont réunis :
- présence des 4 critéres obligatoires et
- soit:
o monosomie 7 ou une quelconque autre anomalie cytogénétique
o 2 des criteres suivants :
= myélémie ou érythromyeélémie
= HbF augmentée pour I'age du patient
= hypersensibilité in vitro des progéniteurs au GM-CSF
= hyperphosphorylation de STAT5

c. LMC atypique

Il s’agit d’une maladie rare, représentant environ 1 % des LMC portant le chromosome
Philadelphie.
La LMC atypique se définit selon les critéeres suivants(6):
- leucocytose sanguine, avec polynucléose neutrophile et myélémie (> 10% de
leucocytes)
- dysgranulopoiése (dont anomalie de condensation de la chromatine)
- polynucléaires basophiles < 2% des leucocytes
- monocytose absente ou minime (inférieure a 1 G/L et inférieure a 10 % des
leucocytes)
- moelle osseuse hypercellulaire avec hyperplasie granulocytaire et dysgranulopoiése,
avec ou sans dysplasie des autres lignées

- moins de 20 % de blastes dans le sang et dans la MO
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- absence de critéres évoquant une LMC avec géne de fusion BCR-ABL, une
Myélofibrose, une Polyglobulie de Vaquez ou une Thrombocytémie Essentielle
- absence de réarrangement PDGFRA, PDGFRB, FGFR1, ou PCM1-JAK?2

2/ Epidémiologie

L'age médian du diagnostic de la LMMC varie de 71 a 74 ans selon les études, avec une
prépondérance masculine (1,5-3: 1). L'incidence exacte de la LMMC reste encore inconnue,
elle est estimée a environ 4 cas pour 100 000 personnes par an(10). Elle est probablement
sous-estimée du fait des difficultés diagnostics et de I’impact thérapeutique encore limite.

La leucémie myélomonocytaire chronique est I’entité la plus fréquente dans ce groupe de
SMD/SMP(11). Lorsque le diagnostic est fait chez des patients inférieurs a 65 ans, le
pronostic semble meilleur(12).

Environ 10 % des cas de LMMC seraient secondaires a de la chimiothérapie cytotoxique, et
selon une étude rétrospective de Subari et al, les temps de survie médian globaux sont plus
courts que les LMMC de novo(13). Dans une autre étude de 2014, on montre que 6 % des
LMMC seraient secondaires a des syndromes myélodysplasiques(14).

La littérature décrivant I'exposition environnementale et le risque de LMMC est limitée.
Certains chercheurs ont émis I'nypothese que les facteurs de risque connus pour les SMD ou
les Leucémies Aigués Myéloides (LAM) tels que les rayonnements ionisants, la
chimiothérapie cytotoxique, le benzéne ou d'autres hydrocarbures, les produits chimiques
agricoles et la fumée de tabac pourraient s'avérer étre des facteurs de risque pour la LMMC.
Cependant, les preuves sont actuellement non concluantes. Il n'y a pas de LMMC familiale
rapportée, mais plusieurs syndromes congénitaux sont associes a la leucémie

myélomonocytaire juvénile (LMMJ) comme le syndrome de Noonan.

3/ Physiopathologie

a) Hématopoiese normale
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L’hématopoiése peut se définir comme étant 1’ensemble des mécanismes impliqués dans la
production des diverses cellules sanguines a partir de la cellule souche hématopoiétique
(CSH). Ceci implique la présence d’un micro environnement spécifique permettant 1’auto-
renouvellement et la différentiation des cellules souches de 1’hématopoiese, 1’intervention de
molécules extracellulaires (facteurs de croissance), intracytoplasmiques (récepteurs et voies
de transduction du signal), et intranucléaires (facteurs de transcription et génes spécifiques).

Elle connait deux phases au cours du développement :

Une phase primitive qui débute a J21 de la vie embryonnaire. Des flots sanguins se forment a
partir du mésoderme du sac vitellin. Les cellules centrales se différencient en cellules
érythroblastiques (nucléées) et les cellules périphériques forment les premiéres cellules
endothéliales (vaisseaux).

Une phase définitive qui débute a J28, lors de 1’apparition des premicres cellules souches
hématopoiétiques dans 1’aorte dorsale de la région Aorte-Gonades-Mesonephros, qui iront
ensuite coloniser le foie puis la rate.

Vers 4 mois de grossesse, la moelle osseuse commence a étre colonisée par les CSH et sera le
site exclusif de I'nématopoiese a la naissance et pour toute la vie (présentes dans tous les o0s

jusqu’a 4 ans, puis uniquement les 0s courts et plats : sternum, cotes, bassin, crane, vertébres).

Le systéeme hématopoiétique est organisé de facon pyramidale. Au sommet de la pyramide se
situent les CSH localisées dans les niches de la moelle osseuse. Elles ont la particularité d’étre
multipotentes, donc capable de donner naissance a toutes les cellules de I’hématopoicse. Elles
sont en tres faible nombre, et pour la plupart quiescentes (donc protégées contre les agressions
de type radio ou chimiothérapie par exemple). Elles ont aussi bien la capacité de s’auto-
renouveler, ou de donner une cellule fille équivalente, ou encore, de se différencier en

progéniteur (lignée myéloide ou lymphoide).

Le progéniteur a une grande capacité de prolifération et de différenciation mais a perdu la
capacité d’auto-renouvellement. A partir de ce progéniteur, chaque étape de la différenciation
s’accompagne de la génération de progéniteurs de plus en plus engagés dans la différenciation
en lignée spécifique. La CSH multipotente va donner un progéniteur commun lymphoide
(CLP) qui a son tour va donner toutes les lignées lymphoides, ou un progéniteur commun

myéloide (CMP). Le CMP donne un progéniteur commun aux lignées mégacaryocytaire et

26



érythroblastique (MEP) et un progéniteur commun aux lignées granuleuse et monocytaire
(GMP).

Une fois que le progéniteur s’est suffisamment différencié, il aboutira a un précurseur
spécifique d’une lignée cellulaire. Les précurseurs de 1’hématopoic¢se représentent le
compartiment de maturation de la moelle osseuse. Dans chaque lignée on observe une
amplification du nombre de cellules (3 a 5 divisions cellulaires), avec des criteres

morphologiques propres a chaque stade de maturation, observable au microscope.

Les cellules les plus matures presentes dans la moelle osseuse vont pouvoir sortir pour aller
dans le sang et effectuer leurs fonctions. Les cellules de la lignée myéloide présentes dans le
sang sont les plaquettes, les érythrocytes, les polynucléaires neutrophiles, éosinophiles,
basophiles et enfin les monocytes. Les plaquettes ont un rdle dans I’hémostase et la
coagulation, les érythrocytes transportent 1’oxygeéne via 1’hémoglobine, les polynucléaires
neutrophiles ont un role dans les infections, les monocytes ont un réle dans I’immunité innée
ou acquise ainsi que dans I’inflammation [Figure 1].
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FIGURE 1 : L’hématopoiese myéloide (adapté de
http://www.toutsurlatransfusion.com/transfusion-sanguine/medecine-transfusionnelle/notions-
d-hematologie.php)
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Le monocyte réside environ 24 heures dans la MO, puis migre dans le sang périphérique ou il
est présent 1 a 3 jours, avant de migrer par diapédese active au travers des parois vasculaires
pour se localiser dans les divers tissus de l'organisme. Il se transforme alors en histiocyte,
ayant une activité macrophagique et immunitaire. Il n’existe pas de réserve médullaire.

Leur role dans I’'immunité innée se matérialise principalement par la phagocytose. Le
chimiotactisme permet leur attraction vers un territoire précis. L’adhésion aux éléments a
¢liminer se fait par I’intermédiaire du complément et des récepteurs Fc des immunoglobulines
ou encore des Toll-like récepteurs. L’ingestion de 1’élément va aboutir a la dégradation et a
1’épuration de celui-Ci.

Cette dégradation peut également aboutir a la formation d’un peptide antigénique qui sera a la
base de la réponse immunitaire. Couplé au CMH de classe Il sur la membrane externe de
I’histiocyte, ce peptide antigénique pourra étre présenté aux lymphocytes T et B au niveau des

organes lymphoides : les histiocytes sont des cellules présentatrices d'antigénes.
b) Hématopoiese pathologique : Focus sur la LMMC

Des facteurs de transcription (PU.1, IRF8, KLF4) associés a des facteurs de croissance (M-
CSF et IL-34) vont permettre la différenciation et la maturation des CSH vers la lignée

monocytaire [Figure 2].

f. Ly6Chi g. Ly6Cl
Monocyte  Monocyte

@ PU.1 @ @ IRF8 @ KLF-4 @ @NRAAI@
— — —_— — — —_—

a. HSC b. CMP c. GMP d. MDP e. cMoP

Sca-1* CD34* CD34* CD115* CD115* CD115* CD115*
CD16/32* CX3CR1* CX3CR1* CX,CR1' CX,CR1M

FLT-3* Ly6C* CCR2M CCR2'°

CcD62Lh cD62L"

FIGURE 2 : Monocytopoiese d’aprés Terry RL et al. Cell Immunol, 2014

On rappelle que la LMMC se traduit par une composante myéloproliférative entrainant une
monocytose persistante avec ou sans polynucléose neutrophile, ainsi qu’une composante
myeélodysplasique qui se traduit par des cytopénies périphériques (anémie, thrombopénie,
neutropénie).

Cette maladie est issue de la transformation d’un progéniteur myéloide trés immature CD34+,

CD38-, CD90+ conduisant a I’accumulation de monocytes. Il a également été retrouve des
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cellules granuleuses immatures qui ont la faculté d’avoir des propriétés immunosuppressives.
Elles bloguent la différenciation des monocytes en sécrétant des alpha-défensines qui
interagissent avec le récepteur purinergique P2Y6 a la surface des cellules. Elles inhibent
aussi I’activation lymphocytaire T. Le clone leucémique génere donc des cellules myéloides
suppressives analogues a celles identifiées dans le sang des patients atteints de tumeurs
solides.
Il a été montré que seules les cellules myéloides portaient les mutations somatiques. Cela
suggere que la cellule pathologique d’origine soit un progéniteur déja engagé dans une lignée
cellulaire. Ces mutations permettraient a celle-ci de retrouver des propriétés d’auto-
renouvellement ou encore d’induire un désavantage compétitif lors de la différenciation
lymphoide.
La LMMC se caractérise fréquemment par une hypersensibilité des progéniteurs myéloides au
GM-CSF qui dépend de la voie STATS. Cette caractéristique semble associée a la présence
d’altérations génétiques affectant des genes de signalisation, en particulier ceux de la voie
RAS (NRAS, KRAS, CBL et NF1)(15). L’hyperactivation de la voie STAT provoquerait
également une surexpression de Mcl-1 et de Bcl-XL, protéines anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2(16). Ceci serait une cause du défaut d’apoptose des monocytes. En ce qui concerne le
biais de différenciation vers la lignée granulomonocytaire, des mutations semblent contribuer
a ce désequilibre [Figure 3].
Ces anomalies génétiques récurrentes peuvent étre regroupées en trois catégories selon leur
fréquence (15):

- Anomalie fréquentes (chez plus de 30 % des patients):

o TET2, un géne affectant la méthylation de I’ADN et qui est muté chez 50-60
% des patients.

o ASXL1, un gene qui régule les modifications de la chromatine en agissant sur
les histones, qui est muté chez 40-50 % patients.

o SRSF2, un géne de 1’épissage des pré-ARN messagers, qui est muté chez 35 %
des patients (plus fréquent chez le sujet agé avec anémie modérée et caryotype
normal).

- Anomalies de frequences intermédiaires (chez 10 a 30 % des patients) :

o RUNX1, un géne appartenant a la famille des facteurs de transcription,

indispensable a I’hématopoiese.

o KRAS/NRAS, souvent associées aux LMMC prolifératives
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o SETBP1, géne codant pour une protéine impliquée dans la réplication de
I’ADN
o DNMTS3A, un gene codant pour une enzyme jouant un role spécifique dans la
différenciation des CSH.
o CBL, un proto-oncogéne ayant un role dans la dégradation du protéasome.
o U2AF1, un gene jouant un role dans 1’épissage de I’ARN constitutif.
o SF3B1 : mutation associée aux cas de LMMC avec sidéroblastes en couronnes.
- Anomalies rares (chez moins de 10 % des patients) : EZH2, IDH2, ASXL2, TET3,
NPM1, ZRSR2, LUC7L2, JAK2, FLT3, CSF3R, RIP1, SH2B3, DOCK2, ETNK1,
PHF6, BCOR et HUWEL1.
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FIGURE 3 : Répartition des différentes mutations en fonction de leur fréquence parmi la
population étudiée d’aprés Patnaik MM et al. Blood Cancer J, 2016

Aucune de ces altérations somatiques récurrentes identifiées dans les régions codantes de
I’ADN des cellules du clone leucémique n’est spécifique de la LMMC, suggérant que la

maladie est la conséquence de combinaisons particuliéres, chacune pouvant générer des
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nuances phénotypiques(17). Par exemple, les LMMC dans lesquelles il existe une mutation de
RUNX1 sont souvent thrombopéniques. Ou encore chez environ 30% des patients lorsqu’il
existe des mutations impliquant les genes N/KRAS, cela provoque la plupart du temps une
myeéloprolifération plus importante faisant entrer les patients dans la catégorie LMMC-MP
qui est de moins bon pronostic(8,9).

Des études ont montrées que la plupart des patients accumulaient plusieurs mutations. 1l a été
retrouvé au moins 2 mutations chez 80 % des patients atteints de LMMC(18).

L’analyse a 1’échelle unicellulaire a permis également de montrer qu’il y avait un ordre
d’apparition et d’accumulation des anomalies du génome dans les progéniteurs de la LMMC,
ce qui permettrait la distinction entre la LMMC et les autres syndromes myéloprolifératifs
ayant les mémes mutations génétiques. L’analyse séquenticlle des séquences codantes du
génome dans les monocytes de ces patients montre I’accumulation linéaire de nouvelles
mutations dans le clone pendant la différenciation myéloide. Le plus souvent, la premiere
mutation affecte un géne codant pour un régulateur épigenétique (TET2 ou ASXL1
notamment) puis survient la mutation d’un géne de 1’épissage (SRSF2 notamment) suivie
d’une mutation d’un géne de signalisation. Mais toutes les autres combinaisons semblent
possibles. Ces mutations sont observées dans la plupart des cellules hématopoiétiques les plus
immatures, on parle de dominance clonale précoce. Tout ceci orienterait la différenciation
myéloide vers la lignée granulomonocytaire, au détriment des lignées érythrocytaires et
thrombocytaire (11,15,17).

Dans I’étude d’Ttzykson R. et al de 2013, des cellules plus matures (progéniteurs granulo-
monocytaires, puis monocytes) ont été analysées et il a été retrouvé beaucoup moins
d’hétérogénéité. Ainsi toutes les mutations sont présentes dans toutes les cellules, suggérant
que les cellules les plus mutées prennent 1’avantage sur les cellules moins mutées au cours de
la différenciation. En effet chez 75% des patients ayant deux mutations somatiques, la
premiere mutation est présente dans plus de 85% des CSH, MPP, CMP et GMP alors que la
deuxiéme mutation est plus fréquente dans les GMP que dans les CSH et MPP. Cela suggere
gue ces événements secondaires donnent un avantage au clone pendant la différenciation
myeéloide. Un modeéle montrant la relation entre d’une part la mutation précoce associée a une

dominance clonale, et d’autre part la LMMC a été proposé [Figure 4] :
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FIGURE 4 : Modeéle adapté d’Itzykson R. et al montrant la relation entre la dominance clonale
précoce et ’avantage de différenciation de la lignée granulomonocytaire.

Des modéles murins sont donc utilisés pour explorer les conséquences fonctionnelles de
toutes ces anomalies retrouvées chez les patients atteints de LMMC.

Une étude montre qu’une mutation de type delétion TET2 induit un phénotype de LMMC
chez une fraction de souris lorsqu’elles vieillissent. Ce n’est pas le cas de la délétion ASXL1
ou de la mutation P95 du géne SRSF2 car elles geénereraient un phénotype de SMD sans
composante myéloproliférative. On remarque également qu’une délétion du géne Tifl génére
un modeéle murin évoquant une LMMC. Chez I’Homme, le promoteur de ce géne est
hyperméthylé chez plus de 35% des patients, ce qui souligne I’importance de la composante
épigénétique dans cette maladie. Il existe toujours une hyperméthylation globale de I’ADN
dans les cellules du clone leucémique, d’ou I’importance du réle de TET2 dans 1’oxydation de

la 5-méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine conduisant a la déméthylation (15).
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Au final, de nombreux travaux ont été réalisés afin de comprendre la physiopathologie de la
LMMC mais a ce jour, seules des hypotheses sont élaborées et encore aucune certitude. De
nombreuses anomalies cytogénétiques ont ¢t¢ mises en ¢vidence mais aucune d’entre elles

n’est spécifique de la maladie.

4/ Diagnostic

a) Clinique

Le diagnostic de la LMMC se fait le plus souvent de maniére fortuite car la maladie peut étre
asymptomatique, ou alors induire des signes cliniques trés peu specifiques. La
symptomatologie reflete le plus souvent le caractere dysplasique et/ou prolifératif de la

maladie.

Chez les patients LMMC-MD, la clinique sera principalement le reflet des cytopénies
périphériques :

- Présence de fatigue, étourdissements ou essoufflements en cas d’anémie

- Infections a répétitions en cas de neutropénie

- Epistaxis, ecchymoses, hématomes, saignements des gencives en cas de thrombopénie
Chez les patients LMMC-MP, la clinique sera le reflet de I’hypermétabolisme en général :
présence de signes généraux comme de la fievre, des sueurs nocturnes, un amaigrissement,
des douleurs osseuses ou encore une cachexie. On peut observer une splénomégalie ou plus
rarement une hépatomegalie.
Il est possible d’observer des signes cliniques extra-hématopoiétiques, mais cela reste
relativement rare. Notamment des lésions infiltratives cutanées peuvent étre observées, des
localisations neurologiques ou digestives ont également été rapportées.
La progression de la LMMC en leucémie aigiie est également possible, les infiltrats cutanes

peuvent parfois en étre le signe(19).
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b) Biologique

a. Hémogramme

C’est un des examens biologiques les plus importants, notamment parce que c’est a partir de
cet examen et de I’analyse du frottis sanguin que I’on va émettre I’hypothése d’une LMMC.
Cette premicre étape permettra d’orienter le clinicien a savoir poursuivre ou non les
investigations biologiques. Selon I’OMS 2016, un des critéres principaux du diagnostic de la
LMMC est fondé sur I’hémogramme : il s’agit d’une monocytose persistante > 1 G/L, avec un
taux de monocytes représentant au moins 10 % des cellules de la formule leucocytaire.

Pour rappel, c’est une pathologie rare qui touche principalement le sujet agé, il est donc
nécessaire de faire le diagnostic différentiel avec d’autres causes de monocytoses plus
fréquentes.

Il s’agit donc éliminer les causes reactionnelles ou transitoires : infections bactériennes
(tuberculose, brucellose, syphilis, fievre typhoide, ...), parasitaires (leishmaniose, paludisme,
trypanosomiase, ...), virales, grands états inflammatoires, phases de régénérations (apres une
aplasie chimio induite par exemple), traitements médicamenteux (corticoides), hémodialyse.
Il n’est pas toujours facile de faire ce diagnostic différentiel, sachant qu’il s’agit d’une
population de personnes agées qui présentent plusieurs comorbidités associées le plus
souvent.

Les anomalies morphologiques des monocytes sont inconstantes. On peut observer dans
certains cas une série monocytaire associant monocytes et promonocytes, avec parfois méme

quelques monoblastes [Figure 5], ce qui oriente fortement le diagnostic.
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Monocyvte mature:

Grande taille, 20-40 ym de diamétre, rapport N'C=05a0.6

Noyau arrondi ou ovalaire, souvent réniforme ou
serpentiforme, la chromatine est peu dense, non mottée.

Cytoplasme étendu gris bleuté (dit en « ciel d’orage »)
parfois vacuolé, avec defines granulations rosées.

Promonocyte : monocyte immature entre le monocyte et le
monoblaste

Grande taille, 20-30 ym de diamétre, rapport N/C=0,6a0.8

Noyau de forme irréguliére, convoluté avec aspect de replis,
1 a 2 nucléoles. chromatine fine

Cytoplasme plus basophile parfois vacuolé, quelques
granulations

Monoblaste :
Grande taille, 20-30 pm de diamétre, rapport N/C=0,62a0.8

Novau arrondi ou ovalaire, chromatine fine, avec souvent un
volumineux nucléole unique

Cytoplasme basophile, rares granulations

FIGURE 5 : Cytologie des différentes cellules monocytaires

Les promonocytes et les monoblastes sont comptés en blastes sur le frottis sanguins, et ne
doivent pas excéder 19% des cellules périphériques dans le cadre d’'une LMMC. En cas de

blastes supérieurs a 20%, il s’agira d’une leucémie aigiie (LA).

Il est important de rechercher sur le frottis sanguin un éventuel contingent de blastes et des
signes de dysplasie. Les dysmorphies érythrocytaires sont minimes et variables, les signes de
dysgranulopoiése sont quant a eux plus présents mais souvent moins marqués dans les formes
hyperleucocytaires. 1l s’agit principalement de PNN hypogranulés voir compléetement
dégranulés, de PNN hypolobés voire de type pseudo Pelger-Huet, de PNN avec anomalie de
condensation de la chromatine. Une myélémie (parfois dégranulée également) peut étre
présente.

L’anémie est fréquente, souvent normo ou macrocytaire et la thrombopénie existe dans 50%

des cas(20).
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Ainsi dés les premiers résultats de I’hémogramme, on peut classer les LMMC en fonction de
la leucocytose : soit LMMC-MD (si GB < 13 G/L) soit LMMC-MP (si GB > 13 G/L).

b. Myélogramme

Il s’agit d’une ponction de moelle osseuse qui se fait généralement au niveau du sternum, ou
encore au niveau de la créte iliaque postérieure. Des étalements du suc médullaire seront
réalisés puis colorés au May Grinwald Giemsa (MGG). En parallele, une seringue de moelle
sera dédiée a une analyse cytogenétique et a de la biologie moléculaire.

Le frottis médullaire va permettre d’évaluer quantitativement et qualitativement les trois
lignées cellulaires : thrombocytes, leucocytes, érythrocytes.

Actuellement, 1’analyse médullaire est essentielle pour établir le diagnostic de LMMC.

La richesse médullaire est évaluée au faible grossissement (objectif x10), elle est augmentée
dans 75 % des cas(7). Puis on observe dans 80 % des cas de nombreux meégacaryocytes et
dysmorphiques pour la plupart. La dystrophie des mégacaryocytes est illustrée par des tailles
hétérogenes, la présence de micromégacaryocytes, des images de noyaux séparés (« sac de
billes ») ou encore de noyaux hypolobés voire monolobés.

A T’objectif x50, la dysmyélopoiése est évaluée lignée par lignée, sur au moins 200 éléments.
Concernant la lignée granuleuse, les anomalies cytologiques seront identiques a celles déja
observées dans le sang mais seront en général plus franches dans la moelle.

La dysérythropoiése (moins fréquente) peut étre illustrée par des anomalies cytoplasmiques
ou nucléaires des érythroblastes. Les anomalies cytoplasmiques sont représentées par des
images de lacunes dans le cytoplasme ou encore de ponctuations basophiles. Les anomalies
nucléaires sont représentées par des images de caryorrhexie, d’érythroblastes binuclées ou
multinucléés et des signes de mégaloblastose.

L’association d’une monocytose (nombre de monocytes supérieur a 3 %) et de signes de
dysplasie permet de conclure a une cytologie en faveur d’'une LMMC.

Un compte précis du pourcentage de blastes est fait en général sur au moins 500 éléments
nucléaires (en incluant les blastes indifférenciés, les myéloblastes, les monoblastes et les
promonocytes) afin de classer la LMMC en type 0, 1 ou 2.

Une coloration de Perls est systématiquement faite au moment du diagnostic afin de mettre en
évidence une LMMC avec sidéroblastes en couronne. Les sidéroblastes sont des
érythroblastes dont les mitochondries contiennent des granules de fer apparaissant sous la

forme de granulations vertes. On parle de sidéroblastes «en couronne » quand les

36



granulations sont disposées sur au moins un tiers du noyau. La LMMC avec sidéroblastes en
couronne est évoquée lorsque le nombre de sidéroblastes en couronne est supérieur ou égal a
15 % des érythroblastes.

La lecture d’un frottis médullaire au microscope optique par le biologiste est pertinente
lorsque le prélevement est fait correctement. En effet un prélévement hémodilué, des frottis
mal étalés (épaisseur importante, cellules altérées, ...) ou encore une moelle fibrotique
peuvent rendre 1’analyse cytologique difficile ne permettant pas au biologiste de faire un
diagnostic formel.

La reconnaissance des signes de dysplasie, la présence ou non d’une Série monocytaire, le
décompte précis de blastes peuvent étre parfois difficiles et demandent un ceil averti avec une
grande expérience de la part du cytologiste. La plupart de ces anomalies cytologiques
notamment celles de la lignée granuleuse peuvent se retrouvées dans des états réactionnels. Il
est donc important de lire plusieurs frottis différents, de faire plusieurs comptes sur chacun
d’entre eux, et si possible d’effectuer la lecture par plusieurs biologistes(21). Des grilles
élaborées par le Groupe Francais des Myélodysplasies (GFM) permettent une meilleure

harmonisation des pratiques en cytologie pour les signes de dysmyélopdiese(22).

c. Biopsie-osteomédullaire (BOM)

La ponction biopsique se fait généralement au niveau de la créte iliaque postérieure et
rapporte un petit fragment cylindrique (= carotte) de moelle osseuse. Elle n’est pas obligatoire
pour le diagnostic de LMMC ou de SMD car en général le myélogramme est suffisant. Elle
peut étre pratiquée en cas de myélofibrose associée car dans ce cas la moelle est difficile a
aspirer et le myélogramme est pauvre. On peut parfois voir sur la BOM une petite fibrose
réticulinique chez certains patients.

On retrouve en général les mémes caractéristiques que dans le myélogramme, a savoir une
richesse cellulaire augmentée, des signes de dysplasie et une monocytose. On peut faire
également des marquages immunohistochimiques, notamment avec 1’anticorps anti-CD123
qui mettrait en évidence des nodules composés de cellules dentritiques plasmocytoides que
I’on retrouverait principalement dans la LMMC et que tres rarement dans d’autres syndromes
myéloprolifératifs (23).

Malgré tout, I’identification précise de la composante monocytaire étant difficile sur la BOM,

celle-ci n’est pas utilisée dans les algorithmes diagnostiques et pronostiques.
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Pour le diagnostic de LMMC, ce type de prélévement est peu suivie en France mais reste tres

consensuel dans les autres pays.

d. Caryotype

Comme precisé précedemment, aucune altération somatique dans les régions codantes de
I’ADN des cellules du clone leucémique n’est spécifique de la LMMC(17). Par contre le
caryotype reste un examen important pour le diagnostic différentiel et le pronostic de la
maladie.

Au caryotype, des anomalies cytogenétiques sont détectées chez environ 20 a 40% des
patients atteints de LMMC au moment du diagnostic (24). De plus il nous permet de répondre
a un des criteres de classification de I’OMS, a savoir 1’absence du chromosome Philadelphie.
Il est surtout important pour le pronostic car en fonction des anomalies trouvées, la médiane
de survie ne sera pas la méme. Les patients atteints de LMMC avec un caryotype anormal ont
une survie globale plus faible par rapport aux patients qui ont un caryotype normal(25). En
effet la médiane de survie chez les patients ayant un caryotype normal est de 33 mois. Or chez
les patients ayant une, deux ou trois anomalies caryotypiques, les médianes de survie sont
respectivement de 23, 16 et 15 mois(25).

Le caryotype est inclus dans de nombreux scores pronostiques que 1’on détaillera ci-apres.

De plus il est également important de renouveler 1’analyse au cours de la maladie pour
détecter d’éventuelles acquisitions d’anomalies cytogénétiques, qui surviennent chez environ
20-30% des patients, et qui sont significativement associées a la progression en leucémie
aiglie myéloide et a une médiane de survie plus courte.

Ainsi les anomalies caryotypiques, présentes au moment du diagnostic ou acquises au cours
de la maladie, ont un impact pronostique chez les patients atteints de LMMC(24).

Les anomalies les plus a risque sont la trisomie 8, la délétion 7/7q ou encore la présence d’au
moins 3 anomalies. Les moins a risque sont la perte isolée du chromosome Y et le caryotype
normal(26).

e. Biologie moléculaire

Les analyses de biologie moléculaire permettent de mettre en évidence dans environ 90% des

LMMC la présence d’une ou plusieurs mutations au sein de divers genes impliqués dans
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I’oncogenése hématopoiétique. On rappelle que les mutations les plus fréquemment
retrouvées sont TET2, ASXL1 et SRSF2, comme nous 1’avons précisé auparavant(15).

De méme que pour le caryotype, aucune anomalie moléculaire n’est spécifique de la maladie
mais 1’analyse moléculaire reste indispensable pour le diagnostic différentiel et le pronostic de
la maladie.

En effet selon les critéres de classification de ’OMS 2016, deux des cinq critéres font
intervenir cet examen. On ne doit pas mettre en évidence la présence de gene de fusion BCR-
ABL, ni de réarrangements PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou de géne de fusion PCM1-JAK2.
Dans la pratique courante, la biologie moléculaire est principalement utilisée pour le
diagnostic différentiel avec d’autres hémopathies myéloides. Par exemple il est important de
chercher un réarrangement genique impliquant PDGFRB, qui exclut la maladie du groupe des
SMP/SMD et indique une probable sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase comme
I’imatinib. L’éosinophilie accompagne généralement ces réarrangements. Il est également
important de rechercher le géne de fusion BCR-ABL pour exclure une LMC.

Selon des études récentes, il serait intéressant d’intégrer certaines mutations dans les scores
pronostiques. En effet la mutation du géne ASXL1 par exemple serait plutdt de mauvais

pronostic (11) [Figure 6].
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FIGURE 6 : Courbes de survie globale chez les patients LMMC avec ou sans la mutation
ASXL1 d’apres Itzykson R, et al. J Clin Oncol, 2013
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5/ Pronostic

Le pronostic général des patients atteints de LMMC est plutdt sombre car la survie varie de
quelgues mois a plusieurs années et la médiane se situe entre deux et trois ans(27). Le déces
est le plus souvent la conséquence de complications infectieuses ou hémorragiques,
notamment lorsque la maladie se transforme en leucémie aigu€. Compte tenu de 1’age avancé

de ces patients, les comorbidités jouent un role important dans 1’espérance de vie.

L’étude de Schuler et al. publiée en 2014 a demontré I’intérét de la nouvelle classification
OMS 2016, notamment en prouvant 1’intérét pronostique des 2 parametres cités, le nombre de
blastes dans le sang et dans la MO ainsi que le taux de leucocytes. lls ont classé 386 patients
ayant une LMMC dans 6 groupes différents en fonction des variables suivantes : LMMC-0 ou
LMMC-1 ou LMMC-2 et LMMC-MD ou LMMC-MP(27) [Figure 7].

LMMC-MD [ LMMC-MP | Médiane
mois | LMMC-0 48 17 31
de | LMMC-1 29 15 19 e LMM C-MD e LMIM C-MP

survie | LMMC-2 17 10 13 LMMC-0

Les médianes de survie sont significativement différentes
entre les groupes LMMC-MD et LMMC-MP. Elles sont
également significativement différentes entre les groupes
LMMC-0, LMMC-1 et LMMC-2.

LMMC-24 S LMMC-1

FIGURE 7 : Médianes de survie des patients en sein des différents types de LMMC d’aprés
Schuler E et al. Leuk Res, 2014

La transformation a 2 ans en leucémie aigue est significativement différente entre les groupes
LMMC-0, LMMC-1 et LMMC-2, par contre elle ne 1’est pas entre les groupes LMMC-MD et
LMMC-MP(27). Ainsi le décompte de blastes dans la moelle osseuse reste un facteur

pronostique important pour 1’évolution en leucémie aigué.
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Selon des études parues en 2013, les analyses de biologie moléculaire ont permis d’identifier
diverses mutations geniques conférant un pronostic défavorable (ASLX1, EZH2) ou favorable
(TET2) aux LMMC. Ces données sont toutefois d’interprétations délicates, voire divergentes,
et ne font pas encore I’objet d’un consensus suffisant. En outre, ce type d’analyses n’est pas
encore d’usage courant au sein des laboratoires(11,18,28).

Tous les modeles pronostiques actuels utilisent les résultats clinico-biologiques, dont les plus
récents integrent également I'analyse cytogénétique. Les premiers modeles ont été congus
principalement pour les SMD, puisque la LMMC était initialement classée dans cette entité.
Ainsi, la classification par défaut de la pathologie associée au manque de spécificité de ces
scores, expliquent la grande variabilité des médianes de survie. Parmi les anciens scores, on
retrouve le score de Bournemouth en 1985 avec sa version modifiée en 1988, le score de
Spanish en 1989, le score de Dusseldorf en 1992 et le score de Lille en 1993.

Le score MDAPS (MD Anderson Prognostic Score) est le premier score a étre basé sur une
étude de patients exclusivement LMMC (29). En effet cette étude de 2002 a regroupé 213
patients diagnostiqués LMMC de 1966 a 1999. Le score pronostique proposé prend en compte
quatre variables qui donneront un point chacune :

- hémoglobine inférieure a 120 g/L

- lymphocytes supérieurs a 2.5 G/L

- présence de myélémie

- présence d’au moins 10% de blastes dans la moelle osseuse.
Ce score compris entre O et 4 permet de créer des catégories de risque :
faible (score 0 ou 1), intermédiaire | (score 2), intermédiaire 11 (score 3), éleve (score 4).
Les médianes de survie pour ces différents groupes sont respectivement de 24, 15, 8 et 5
mois.
Les inconvénients majeurs de ce score sont d’une part qu’il est basé sur une étude ou le
diagnostic de LMMC est fait selon la classification FAB de 1985, et d’autre part, que les

patients ayant plus de 5% de blastes dans le sang ont été exclus de 1’étude.

Puis des scores plus récents sont apparus en 2013 comme celui du modele pronostiqgue Mayo
établi sur une étude de 226 patients LMMC de la Mayo Clinic (28). Plusieurs facteurs de
risque pour la survie comme 1’anémie, la thrombopénie, 1’hyperleucocytose, la polynucléose
neutrophile, la monocytose, la présence de myélémie, ont été identifiés. Mais dans 1’analyse

multivariee, quatre variables sont restées significatives (une monocytose supérieure a 1 G/L,
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une hémoglobine inférieure a 100 g/L, des plaquettes inférieures a 100 G/L et la présence de
cellules myéloides immatures). Un score pronostique est donc fait a partir de celles-
ci permettant de classer les patients en trois catégories de risque : élevé, intermédiaire et

faible. La médiane de survie est respectivement de 10 mois, 18.5 mois et 32 mois [Figure 8].

Survival data for 466 CMML patients
stratified by Mayo Prognostic Model.

® Low risk CMML patients, n= 101,
median survival 67 months.

® Intermediate risk CMML patients, n= 171,
median survival 48 months.

High risk CMML patients, n= 194,
median survival 19 months.

Survival

P=<0.0001

i—l

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Months

FIGURE 8 : Courbes de survie des patients LMMC selon le modéle pronostique Mayo
d’apreés Patnaik MM, Itzykson R et al.

En 2013, le Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) est le premier a proposer un
score pronostique incluant de la biologie moléculaire(11). Sur une étude de 312 patients
LMMC, un score pronostique est proposé en prenant en compte cing variables, dont le statut
ASXL1, permettant de définir trois groupes de risque différents: faible (0 a 4 points),
intermédiaire (5 a 7 points) et élevé (8 a 11 points).
Les variables sont :

o Age>65ans > 2 points

o Leucocytes > 15 G/L - 3 points

o Hémoglobine (Hb) < 110 g/L (homme) ou Hb < 100 g/L (femme) - 2 points

o Plaquettes < 100 G/L - 2 points

o Mutation ASXL1 - 2 points
La médiane de survie dans le groupe a risque faible est de 65 mois, celle dans le groupe a
risque intermédiaire est de 38.8 mois, et celle dans le groupe a risque élevé de 14.4 mois
[Figure 9].
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Survival data for 420 patients with
CMML stratified by the GFM Model.

® GFM low risk patients, n= 188

@ GFM intermediate risk patients,
n=154
0.8 @ GFM high risk patients, n= 78
_ 06+
ER
£
= [}
@ 0.4 4
a t.i P=<0.0001
. . )
0.2 1 111 b ]
4 b .ﬂ
04 L]

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Months

FIGURE 9 : Courbes de survie des patients LMMC selon le modéle pronostique du Groupe
Francophone des Myélodysplasies d’apres Patnaik MM, ltzykson R et al.

Les deux équipes de ces deux derniers scores ont mis en commun leurs données afin de

publier en 2014 un score commun, le Modele Mayo Moléculaire.

Les variables permettant d’établir ce score sont les suivantes :

o

o

o

o

o

Monocytes > 1 G/L - 2 points

Présence de myélémie > 2 points

Hémoglobine < 100 g/L (quel que soit le sexe) = 2 points
Plaquettes < 100 G/L - 1.5 points

ASXL1 muté - 1.5 points

Les groupes de risque sont définis de la fagon suivante : faible (0 point), intermédiaire-1 (< 2

points), intermédiaire-2 (2.5 a 4.5 points) et élevé (> 5 points) (30). Les médianes de survie

sont respectivement de 97, 59, 31 et 16 mois [Figure 10].
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Survival data for 420 patients with
CMML stratified by the Molecular Mayo Model.

® MMM low risk patients, n= 64,
median survival 37 months.

@ MMM intermediate-1 risk patients,
n= 128, median survival 53 months

® MMM intermediate-2 risk patients,
n= 118, median survival 31 months

@ MMM high risk patients, n= 110,

median survival 16 months.
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0.6 1

Survival

0.4

0.2 4

0 25 50 75 100 126 150 175 200
Months

FIGURE 10 : Courbes de survie des patients LMMC selon le modéle pronostique Mayo
moléculaire d’aprés Patnaik MM, Itzykson R et al.

Bien que ces scores soient plutdt fiables de par la qualité des cohortes étudiées, ils ne sont
finalement que tres rarement utilisés par les cliniciens. En effet certains d’entre eux utilisent
des méthodes de biologie moléculaire qui ont un colt non négligeable.

Actuellement, les scores pronostiques habituellement utilisés sont les scores :

- IPSS (International Prognosis Scoring System) avec la variante IPSS-R

- CPSS (CMML Prognostic Scoring Systems)

a) Scores IPSS et IPSS-R

En 1997, Greenberg et son équipe propose le score IPSS qui prend en compte trois variables :
- Le nombre de blastes dans la MO
- Le caryotype :
o Favorable : caryotype normal, délétion Y isolée, délétion 5q isolée, délétion
20q isolée
o Défavorable : Anomalie du chromosome 7, caryotype complexe (au moins 3
anomalies)

o Intermédiaire : autres anomalies
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- Le nombre de cytopénies

o Hémoglobine < 100 g/L

o Polynucléaires neutrophiles < 1.8 G/L
o Plaquettes < 100 G/L

Ce score va permettre de séparer quatre groupes de risque pronostic : faible, intermédiaire I,

intermédiaire 11, élevé(31). Il est tres utilisé dans le pronostic des SMD en général, mais il a

ses limites dans la LMMC car dans cette étude les patients dont les leucocytes étaient

supérieurs a 12 G/L ont été exclus.

Risque pronostique Faible Intermédiaire | Intermédiaire Il Elevé
Score pronostique 0 0,5 1 15 2
Blastose médullaire (%) <5 5a10 - 11220 21a30

Caryotype Favorable | Intermédiaire | Défavorable
Cytopénies Ooul 2ou3
Médiane d,e survie 57 35 12 0.4
(année)
Médiane d'évolution en 9.4 33 11 0.2

LAM (année)

TABLEAU 1 : Score IPSS

En 2012, le score IPSS a été amélioré par la méme équipe, il s’agit du score IPSS-R. Les

variables sont pratiquement les mémes, mais elles ont été affinées et sont au nombre de cing

désormais(32) :

- Le nombre de blastes dans la moelle osseuse (3 seuils : 2, 5 et 10 %)

- Le caryotype :

o Tres favorable : délétion Y isolée, délétion 11q isolée

o Favorable : caryotype normal, délétion 12p isolée, délétion 20q isolée, deux

anomalies incluant la délétion 5q

o Intermédiaire : trisomie 8, trisomie 19, délétion 7q isolée, inversion 17q

o Défavorable : monosomie 7 plus ou moins associée a une délétion 7q,
inv(3)/t(3g)/del(3q), 3 anomalies

o Treés défavorable : plus de 3 anomalies
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- Hémoglobine (2 seuils : 80 et 100 g/L)
- Plaquettes (2 seuils : 50 et 100 G/L)

- Polynucléaires neutrophiles (seuil a 0.8 G/L)

Dans ce nouveau score IPSS-R, les patients sont répartis dans cing groupes de risques

pronostiques différents : tres faible, faible, intermédiaire, élevé, tres éleve. De méme que pour

le score IPSS, les patients dont les leucocytes étaient supérieurs a 12 G/L ont été exclus.

Score pronostique

0

0,5 1 15 2 3 4
Blastose médullaire (%) <2 2<n<5 5<n<10 >10
Trés e ) Trés
Caryotype favorable Favorable Intermédiaire | Défavorable défavorable
Hémoglobine (g/L) > 100 80<n<100| <80
Plaquettes (G/L) >100 | 50<n<100 <50
PNN (G/L) >0,8 <0,8
Risque pronostique Trés faible Faible Intermédiaire Elevé Tres élevé
Score <15 1,5<S<3 3<S<45 45<S<6 >6
Médiane d,e survie 8.8 5.3 30 16 0.8
(année)
Médiane d'évolution en Non
LAM (année) renseignee 10.8 32 14 0.73

TABLEAU 2 : Score IPSS-R

Ce score a été mis au point a partir d'une population ayant un SMD, et parmi eux certains

patients avaient une LMMC. En raison de 1’exclusion des patients ayant plus de 12 G/L de

leucocytes dans la cohorte d’étude, les patients atteints de LMMC-MP n’étaient pas
représentés. Ainsi sa validité dans le cadre de la LMMC a toujours été assez limitée.

b) Score CPSS et CPSS-Mol

Le score CPSS, qui est spécifique de la LMMC, a été créé a partir d’une étude rétrospective

de 2013 par Such et son équipe(26). Ce score est base sur une cohorte d’étude espagnole de
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558 patients diagnostiqués entre 1980 et 2010. La cohorte de validation était composée de 274

patients d’origine allemande et italienne. Ce score prend en compte quatre variables :

- Le type de LMMC selon la classification OMS de 2002 : LMMC-1 et LMMC-2 en

fonction du pourcentage de blastes
- Le type de LMMC selon la classification FAB de 1994 : LMMC-MD et LMMC-MP

en fonction du taux de leucocytes

- Le caryotype :

o Favorable : normal, délétion Y isolée

o Défavorable : trisomie 8, anomalie du chromosome 7, complexe (> 3

anomalies)

o Intermédiaire : autres anomalies

- La dépendance aux transfusions de culots globulaires (définit par une transfusion

toutes les 8 semaines sur une période de 4 mois).

Ce score va permettre de définir quatre groupes de risque pronostic différent: faible,

intermédiaire |, intermédiaire 11, élevé.

Score pronostique 0 1 2
LMMC selon la classification OMS LMMC-1 LMMC-2 )
de 2002
LMMC selon la classification FAB LMMC-MD LMMC-MP i
de 1994 Leucocytes < 13 G/L | Leucocytes > 13 G/L
Caryotype Favorable Intermédiaire Défavorable
Dépendance aux transfusions Non Oui
Risque pronostique Faible Intermédiaire-1 Intermédiaire-2 Elevé
Score 0 1 20u3 4o0u5
Médiane de survie (mois) 61 31 15 9
Evolution en LAM a 2 ans (%) 8 25 49 100

TABLEAU 3 : Score CPSS

La dépendance aux transfusions est préférée au taux d’hémoglobine car elle prend en compte

en plus du taux d’hémoglobine, 1’age, le poids, les comorbidités et les symptomes liés a
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I’anémie. L’inconvénient majeur de ce score est qu’il prend en compte d’anciennes

classifications : la classification FAB de 1994 et la classification OMS de 2002.

En 2016, 1’équipe d’Elena améliore ce score sur une cohorte de validation de 260 patients
atteints de LMMC (33). Deux variables restent inchangées, la LMMC selon la classification
FAB et la dépendance aux transfusions. La troisiéme variable est le nombre de blastes dans la
moelle osseuse, en se basant sur la nouvelle classification OMS 2016. La quatrieme variable
associe le caryotype a la biologie moléculaire avec la recherche de la mutation de 4 genes :
ASXL1, NRAS, RUNX1, SETBP1.

L’association du caryotype et de la biologie moléculaire va permettre de quantifier un risque
génétique. Ce risque génétique est ensuite inclus dans le score final appelé CPSS-Mol.

A partir de ce score (S), il a été définit quatre groupes de risque différent : faible (S = 0),
intermédiaire-1 (S = 1), intermédiaire-2 (2 < S < 3) et élevé (S >4) [Tableau 4].

Les médianes de survie et le pourcentage de patients évoluant en LA sont significativement

différents entre chaque groupe [Tableau 4].

Score (risque génétique) Caryotype ASXL1 NRAS RUNX1 SETBP1
0 Favorable non muté non muté non muté non muté
1 Intermédiaire muté muté - muté
2 Défavorable - - muté -
Risque génétique Favorable Intermédiaire 1 | Intermédiaire 2 | Défavorable
Score 0 1 2 >3
Score pronostique CPSS-mol 0 1 2 3
LMMC selon la classification LMMC-0 LMMC-1 ou LMMC-2 i i
OMS de 2016 Blastes dans MO < 5 % | Blastes dans MO > 5 %
LMMC selon la classification LMMC-MD LMMC-MP ) i
FAB de 1994 Leucocytes <13 G/L | Leucocytes > 13 G/L
Risque génétique Favorable Intermédiaire 1 Intermédiaire 2 | Défavorable
Dépendance aux transfusions Non Oui - -
Risque pronostique Faible Intermédiaire-1 Intermédiaire-2 Elevé
Médiane de survie (mois) NC 68 30 17
Evolution en LA a 48 mois (%) 0 8 24 52

TABLEAU 4 : Score CPSS-mol
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En routine, le score utilisé est le plus souvent le CPSS, bien que le CPSS-Mol soit plus
approprié, mais demande I’utilisation de technologies colteuses, notamment le séquengage a
haut débit de I’ADN par NGS.

Au final, depuis que I’OMS en 2002 a reclassé cette maladie au sein des SMD/SMP, plusieurs
modeles pronostiques visant a fournir des outils cliniquement utiles pour la prise de décision
individuelle ont été développés au fil du temps, conduisant a une amélioration progressive de
I'évaluation des risques au diagnostic. Néanmoins, aucun de ces systémes de score pour la

LMMC n'a été valide jusqu'a présent de facon universelle(34).

6/ Traitement

Malgré la réalisation d’essais thérapeutiques qui sont dédiés a la LMMC, indépendamment
des SMD, il n’y a toujours pas de traitement consensuel de cette pathologie.

Le traitement n’est pas systématique devant une LMMC, notamment chez les personnes
agées, D’abstention est habituelle dans les formes peu prolifératives ou encore peu
symptomatiques. Aujourd’hui, il n’a pas été déterminé¢ de moment optimal pour démarrer une
thérapie. Les patients sont traditionnellement mis sous traitement quand ils commencent a
avoir des signes cliniques ou biologiques montrant des complications de leur maladie :
présence ou accentuation des cytopénies, présence de fiévre ou d’infections, avoir une
dépendance transfusionnelle ou encore une augmentation du pourcentage du blastes. Si les
patients sont en abstention thérapeutique, ils devront nécessairement étre surveillés. Selon une
étude récente, il serait recommandé chez les LMMC-MD de faire une numération formule un
mois aprés le diagnostic puis tous les trois mois avec un examen clinique afin d’évaluer la
stabilité hématologique. Pour les patients diagnostigués LMMC-MP, un suivi de la
numération formule est recommandé mensuellement les trois premiers mois apres le
diagnostic, pour voir I’évolution des leucocytes notamment, puis tous les trois mois avec
toujours un examen clinique (taille de la rate, recherche de lymphoadénomégalies, etc). Une
réévaluation hématologique et cytogénétique est recommandée en cas d’évolution
significative entre deux bilans ou d’évolution clinique(35).

Lorsqu’un traitement est décidé lors d’une Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP),
il est toujours adapté au patient, en fonction de I’age et de ses comorbidités. Ainsi on identifie

plusieurs lignes de traitement : les soins de support, les thérapies ciblées incluant les
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chimiothérapies cytotoxiques, les agents hypométhylants et 1’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques.

a) Soins de support

Les soins de support visent principalement a réduire les symptémes et aident a améliorer la
vie du patient. Des facteurs de croissance ou des supports transfusionnels sont prescrits en cas
d’anémie ou de thrombopénie. En cas de neutropénie, du G-CSF et/ou une antibiothérapie
préventive sont prescrits. Suite aux transfusions itératives, les patients doivent parfois étre mis
sous chelateurs de fer. Les vaccinations doivent étre a jour, en particulier contre le

pneumocoque, et le vaccin antigrippal annuel est recommande.

b) Chimiothérapie

Le choix de thérapeutique dépend principalement de la vitesse et du degré de
myeéloprolifération. On utilise :
- soit un traitement cytoréducteur (Hydroxyurée = Hydrea®), généralement préférée
pour les patients présentant des symptémes dus a une myéloprolifération intense
- soit un traitement hypométhylant (Azacitidine = Vidaza®, Décitabine = Dacogen®)
pour les patients ayant des cytopénies profondes ou les non répondeurs au traitement

cytoréducteur.

a. Traitement cytoréducteur

L’hydroxyurée (HU) a longtemps été le traitement de choix dans les formes prolifératives
(LMMC-MP) car il s’agit d’un agent myé¢losuppressif, pouvant étre utile en cas de
splénomégalie importante ou pour contréler les cellules myélomonocytaires prolifératives. En
effet une étude randomisée de 1996 avait montré que 1’hydroxyurée était plus efficace et
moins toxique que 1’étoposide par voie orale : apres un suivi médian de 11 mois, 60% des
patients sous hydroxyurée ont répondu contre 36% sous étoposide (36). Les patients ne

tolérant pas I'HU peuvent bénéficier d'autres anti-métabolites oraux, tels que la 6-thiopurine,
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bien que moins de données soient disponibles. On peut envisager ['utilisation de
chimiothérapies d'induction de la leucémie aigué myéloide chez des patients en bonne
condition présentant une intense myéloprolifération qui est réfractaire a I'HU. Le réle des
thérapies intensives de cytoréduction n'est pas tres clair, car la plupart des patients ne
retrouveront pas une hématopoiése normale.

La dose habituelle d'HU est de 500 mg deux fois par jour ou de 1000 mg une fois par jour par
voie orale (36). Les doses sont ensuite ajustées en fonction de I'équilibre entre I'effet desiré
sur le nombre de polynucléaires neutrophiles, qui doit étre maintenu au-dessus de 0.5 a 1 G/L,
et les effets indésirables tels que I'anemie sévere et la thrombocytopénie. L'action est plutot
rapide (3-5 jours apres la premiére prise) et de courte durée. Par conséquent, les ajustements
posologiques ne doivent pas étre effectues plus d'une fois par semaine afin d'éviter de grandes
fluctuations du nombre de plaquettes. Les effets secondaires sont généralement minimes, on
peut voir des ulcéres buccaux, une hyperpigmentation, des éruptions cutanées, des
modifications des ongles (37). De facon plus rare, de la fiévre ou une altération de la fonction
hépatique. Des numérations formules et des bilans hépatiques doivent étre effectues

fréguemment dans les trois mois suivant le début du traitement.

b. Traitement hypométhylant

Les patients atteints de LMMC ont été inclus dans des études, notamment en 2002 et 2006,
qui ont étudié l'utilisation de la 5-azacitidine (azacitidine) et de la 5-aza-déoxycytidine
(décitabine) dans les SMD (38,39). Aujourd’hui, ces deux molécules ont 1’approbation de la
Food and Drug Administration (FDA) dans le traitement de la LMMC.

Elles exercent leurs effets antinéoplasiques par des mécanismes multiples comprenant une
cytotoxicité directe a [l'encontre des cellules hématopoiétiques malignes et une
hypométhylation de I'ADN par inactivation des ADN méthyltransférases. Cette fonction
entrainerait une réexpression des genes suppresseurs de tumeurs et une restauration de leurs
fonctions. On peut facilement comprendre leur efficacité en connaissant en partie la
physiopathologie de la LMMC, notamment avec le role de TET2 par exemple. En effet il joue
un role dans I’oxydation de la 5-méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine conduisant a la
déméthylation. Cette déméthylation permet in fine d’avoir une activité inhibitrice sur la
croissance et la division des cellules. La protéine TET2 agit comme un suppresseur de

tumeur.
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Ces molécules ont un effet thérapeutique, attesté par une hématopoiése plus équilibrée, chez
30 & 40% des patients (15).

En France, I’azacitidine a la dose de 75 mg/m?/j par cycles de 7 jours mensuels, a recu
I’AMM dans les LMMC non prolifératives et non ¢€ligibles a I’allogreffe avec une blastose
médullaire supérieure & 10% (LMMC-2 selon I’OMS 2016). La décitabine quant a elle est
encore utilisée dans des protocoles d’études chez des patients atteints de LMMC. Un essai de
phase Il de la décitabine chez 39 patients atteints de LMMC ayant un pronostic médiocre (par
exemple un score IPSS intermédiaire-2 ou élevé) a rapporté un taux de réponse global de 38%
et un taux de survie global a deux ans de 48% (40). De plus il a été montré qu’elle semble
active dans les formes prolifératives car elle serait plus myélosuppressive que 1’azacitidine
(40). Une étude de phase Il est en cours pour déterminer si la décitabine prolongerait la
survie sans progression dans ces formes, par rapport a la cytoréduction de 1’hydroxyurée. I

n’existe pas encore d’AMM.

c) Allogreffe de Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH)

Chez les sujets les plus « jeunes » dont 1’état de santé est conservé, on pourra proposer le seul
traitement offrant un espoir de guérison, la greffe de cellules souches hématopoiétiques qui se
fait le plus souvent aprés un conditionnement d’intensité réduite. Malheureusement, les
comorbidités, 1'age avancé au moment du diagnostic et I'absence d'un donneur sont des
obstacles sérieux a la candidature a l'allogreffe. Le risque de rechute aprés 1’allogreffe reste
néanmoins élevé, avoisinant 25-30 % (15). On peut voir apparaitre plusieurs complications,
comme le rejet du greffon, la maladie du greffon contre hote (GVH) aigué ou chronique, une
rechute de la maladie post-allogreffe, une insuffisance d’organe ou encore la mortalité non
due a une rechute. C’est pour cela que la décision finale sur 'admissibilité a la transplantation
doit étre fondée sur une évaluation des risques et des avantages, ainsi que sur les besoins et les
souhaits du patient.

Voici quelques exemples d'études évaluant le bénéfice de I'allogreffe dans les LMMC :

Une étude a été menée a Seattle chez 21 patients atteints de LMMC qui ont été allogreffes.
L’age médian était de 47 ans avec des extrémes de 1 a 63 ans. Il a été montré que la survie
sans maladie a trois ans était observée chez 39% des patients (41). 1l a été suggéré également

que la survie des patients etait améliorée lorsque la durée de la maladie était courte avant la
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greffe. Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude monocentrique incluant 18
patients avec une survie globale de 31% a trois ans (42).

Egalement, les résultats chez 50 adultes allogreffées dont 1’4ge meédian était de 44 ans
(extrémes de 19 a 61 ans) indiquent une mortalité liée au traitement de 52%, avec une survie a
5 ans sans maladie de 18% (43).

Dans une étude récente et plus compléte issue du registre de la société francaise de greffe de
moelle et de thérapie cellulaire, une survie globale a 3 ans de I’ordre de 32% a été retrouvée.
Parmi les 73 patients allogreffés de cette étude, 35% ont rechuté, et on dénombre 36% de
mortalité non due & une rechute. 1l a été montré que dans ce groupe de patients, la présence
d’une splénomégalie avant la greffe était de mauvais pronostic, mais qu’assez étonnamment,
la survie globale n’était pas influencée par la cytogénétique ou encore la réduction du nombre
de blastes dans la MO avant la greffe, donc que ’intérét de la rémission complete avant la

greffe etait minime (44).

De nombreuses questions demeurent quant a la prise en charge thérapeutique idéale des
patients atteints de LMMC. Bien que les taux de réponse globale a l'azacitidine et a la
décitabine soient élevés, on ne sait pas vraiment juger cliniquement une réponse thérapeutique
incompléte.

Lors d’une réunion de consensus international, il a été proposé des criteres de réponses

adaptés a la maladie, qu’il faut désormais valider prospectivement(45).
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PARTIE Il : Les nouveaux outils d’aide au diagnostic de la
LMMC

Comme nous I’avons déja vu, le diagnostic de LMMC est fortement orienté par les résultats
de I’hémogramme, notamment devant une monocytose persistante. Cependant, il existe de
nombreuses causes de monocytose réactionnelle. En milieu hospitalier, de nombreux frottis
sanguins correspondant aux monocytoses réactionnelles sont encore réalisés et sont le plus
souvent sans intérét diagnostique. Afin d’améliorer le diagnostic différentiel de la LMMC,

des nouveaux outils ont été proposés.

1/ Le monoscore de I’automate XN-10 Sysmex®

L’hémogramme est un des examens biologiques les plus importants, notamment parce que
c’est celui-ci que ’on fait en premier lors d’un bilan a visée diagnostique. Un taux de
monocytes > 10% et une monocytose > 1G/L peuvent faire suspecter une LMMC. L’intérét de
la revue du frottis sanguin au microscope est de rechercher des anomalies qualitatives et/ou
guantitatives associées comme des signes de dysgranulopoiese, des monocytes anormaux
et/ou une blastose circulante. Ainsi le biologiste pourra orienter le clinicien soit vers une

LMMC, soit vers une monocytose réactionnelle.

Dans la pratique courante, les monocytoses > 1G/L sont tres fréquentes dans un laboratoire de
biologie médicale privée ou hospitalier, dont les causes sont pour la plupart réactionnelles.
Cette revue de lame devant toute monocytose inconnue engendre un trés grand nombre de
frottis sanguins pouvant générer un risque de sous diagnostiquer des LMMC.

Ainsi le groupe de travail du Groupe Francophone d'Hématologie Cellulaire (GFHC) a fixé a
1,5 G/L le seuil de monocytes pour la revue du frottis sanguin au microscope (46). Ce seuil
semble étre un compromis satisfaisant en terme de sensibilité et spécificité. Or de véritables
LMMC dont les monocytes seraient inférieurs au seuil de 1,5 G/L mais supérieurs a 1 G/L ne
seraient pas revues au microscope. Ainsi, une étude multicentrique a été menée entre juillet

2013 et juillet 2014 en combinant des donnees de plusieurs centres hospitaliers francais
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utilisant comme analyseur d’hématologie le XN-10 Sysmex® (Sysmex Corporation, Kobe,
Japon) (47). Afin d’étre plus discriminant en routine, ils ont émis 1’hypothése qu'une
combinaison de parameétres pourrait aider a exclure le diagnostic de LMMC et ainsi réduire le
nombre de frottis sanguins examinés en cas de monocytose réactionnelle. L'objectif de cette
étude était de développer et de tester un systeme de score basé sur les parametres les plus
pertinents permettant de distinguer les patients avec une LMMC probable des patients
présentant une monocytose reactionnelle et d'optimiser I'examen microscopique des frottis

sanguins devant une monocytose.

Pour cela, I’étude a été faite sur une cohorte d'apprentissage de 61 adultes atteints de LMMC
(diagnostic établi selon les criteres OMS 2016) non traités, répartis dans 11 centres en France
et en Belgique, et de 635 patients adultes ayant une monocytose réactionnelle analysés au
laboratoire de Besangon. Une numération formule complete (CBC-DIFF) a été realisée pour
chaque patient. Dans le canal DIFF, les analyseurs XN fournissent une formule leucocytaire
comprenant les PNN (Ne), PNE, PNB, lymphocytes (Ly), monocytes (Mo) et les granuleux
immatures par cytométrie en flux (CMF) aprés marquage spécifique de I’ARN par un
fluorochrome. Ainsi, chacune des cellules sera identifiée par sa structure (axe X
correspondant au SSC), sa fluorescence (axe Y correspondant au SFL) et sa taille (axe Z

correspondant au FSC).

L’analyseur a donc permis de voir pour chaque patient la position médiane sur les 3 axes des
Ne (Ne-X, Ne-Y, Ne-Z) appelée Ne-SSC, des Ly (Ly-X, Ly-Y, Ly-Z) appelée Ly-SSC et des
Mo (Mo-X, Mo-Y, Mo-Z) appelée Mo-SSC, ainsi que leur dispersion (Ne-WX, Ne-WY, Ne-
WZ | Ly-WX, Ly-WY, Ly-WZ /| Mo-WX, Mo-WY, Mo-2Z). La dispersion est le résultat d’un
rapport entre la largeur du nuage cellulaire appelée Width et la valeur de la position médiane

de celui-ci [Figure 11].
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FIGURE 11 : Hllustration du calcul de Ne-WX d’aprés Schillinger F et al. Scand J Clin Lab
Invest, 2018

Trois variables ont retenu ’attention car elles étaient significativement différentes entre les

deux groupes : Monocytose, Ratio Ne/Mo, Ne-WX(47) [Figure 12].

LMMC | Réactionnelle
Taux de Monocytes (G/L) 3,46 1,16
Ratio Ne/Mo 1,75 5,38
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FIGURE 12 : Les 3 variables significativement différentes entre les 2 groupes d’apres
Schillinger F et al. Scand J Clin Lab Invest, 2018
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Un score appelé « mono-dysplasie » a pu étre mis en place suite a cette étude. Ce score fait
intervenir ces trois variables précédemment citées au sein d’une équation permettant une
quantification de 0 a 1 selon la formule mathématique suivante :
1
Ne

—(—11.623 + 0.026 x NeWX — 1.385 Mo T 2.714 x Mo)

1+e

L'analyse ROC a permis d’établir un seuil de 0,160 au-dela duquel un examen du frottis
sanguin devra étre réalisé. On trouve alors une sensibilité de 96,7% (2 faux négatifs parmi 61
patients LMMC) et une spécificité de 97,8% (14 faux positifs parmi 635 monocytoses
réactionnelles).

Ce seuil a ensuite été testé sur une cohorte de validation contenant 1809 échantillons dont 26
LMMC. La sensibilité et spécificité étaient respectivement de 92,3 et 93,6% (47).

Ainsi, il a été proposé a la fin de cette étude une nouvelle stratégie concernant 1’examen du
frottis sanguin chez des patients ayant une monocytose, chez les utilisateurs de la gamme XN
de Sysmex.

- Si monocytes > 1 G/L et > 10% des cellules de la formule leucocytaire et score
«mono-dysplasie » > 0,160 -> Il'examen microscopique doit étre fait afin de
rechercher des signes de dysplasie sur toutes les lignées et de réaliser une analyse
cytologique des monocytes

- Si monocytes > 1 G/L et > 10% des cellules de la formule leucocytaire, et score
« mono-dysplasie » < 0,160 - monocytose probablement d’origine réactionnelle, et
en I’absence de toute autre alarme quantitative et/ou qualitative, 1’examen
microscopique n’est pas nécessaire.

En respectant les recommandations du GFHC (étalement du frottis en cas de monocytose >
1.5 G/L), dans la cohorte d'apprentissage, 90 monocytoses réactionnelles sur 635 patients
(14,1%) étaient supérieures a 1,5 G/L, générant donc un frottis sanguin, contre seulement 14
(2,2%) en utilisant le score « mono-dysplasie ». Et inversement, 10 patients LMMC sur 61 au
total (16,4%) présentaient une monocytose inférieure a 1,5 G/L, dont seulement deux avaient
eu un frottis sanguins pour 1’alarme « Blast / Abnormal lymph ».

Au total, au moins 8 patients LMMC n’auraient pas bénéficié d’une analyse microscopique

contre seulement 2 avec le monoscore.

57



L’intérét de ce score serait de permettre de réduire le nombre d’échantillons a étaler pour
verification de la monocytose sur frottis sanguin, et donc de permettre une économie sur le
temps technicien et biologiste. Ce score « monocytose et dysplasie » aide le biologiste a étre
plus pertinent dans sa démarche diagnostique et lui permettra d’assurer une prestation de
conseil plus adaptée a la situation. Le biologiste pourra alors recommander des examens
complémentaires (myélogramme, la biologie moléculaire, caryotype) souvent plus colteux
uniquement chez ces patients a forte suspicion de LMMC (47) pour établir un diagnostic de
certitude. A ce jour, il s’agit de la seule étude publiée évaluant la performance du monoscore
dans le diagnostic différentiel de la LMMC. Ceci nécessiterait d’autres évaluations afin de
verifier la pertinence de cet outil.

D’autres outils sont développés dans ces approches diagnostiques comme par exemple, la

cytométrie en flux adaptée a la population monocytaire.

2/ Analyse de la population monocytaire par cytométrie en flux

Cette technique permet d’étudier la population monocytaire chez les patients atteints de
LMMC avec une monocytose persistante.
Les marqueurs associés a la lignée monocytaire sont les CD14 (le plus spécifique), CD13,
CD33, CD11h, CD18, CD4, et CD64. Ces marqueurs membranaires sont en fait des
récepteurs de nature protéique mis en évidence en immunofluorescence par cytométrie en flux
en utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques. On peut également trouver d’autres
marqueurs corrélés a une activité particuliére, comme :

- les récepteurs aux chimiokines (CCR1, CCR2, ...) qui jouent un rdle dans la migration

des monocytes dans les tissus

- les intégrines (CD54, CD36 par exemple) qui jouent un role dans I’adhérence

- les marqueurs d’activation cellulaire comme le HLA-DR, le CD68 et le CD69.
La caractérisation des monocytes sanguins peut paraitre a premiere vue difficile en raison de
I’hétérogénéité des marqueurs présents a leur surface, et de 1’hétérogénéité de leur expression
en fonction du stade de maturation de la cellule et de sa fonctionnalité physiologique.
De plus, il a été décrit dans la littérature que les monocytes chez les patients LMMC
pouvaient exprimer certains marqueurs de facon aberrante, comme le CD56 qui est le plus

connu car le plus fréquent(45). Pour autant cette augmentation de I’expression du CD56 n’est
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pas spécifique de la LMMC, car elle a également été observée chez des personnes saines, ou
encore lors de phase de régénération aprés une cure de chimiothérapie(49).

Dans une étude américaine de 2014 menée sur 118 patients LMMC, des altérations
immunophénotypiques sur les monocytes ont été observées chez 96% d’entre eux(49). Celles-
ci n'étaient pas spécifiques car également détectées de facon aléatoire chez 37% des 26
patients témoins. Par contre elles étaient plus fréquentes et plus profondes chez les patients
LMMC. Ces aberrations incluaient une expression diminuée du CD45 et de HLA-DR, une
expression altérée des CD64 et CD14 (soit nettement augmentée ou diminuee), et une
expression aberrante du CD56 et du CD2. Ces altérations étaient détectées de maniere
similaire chez les patients LMMC-MD et LMMC-MP(49).

D’autres études auparavant ont également montré ’expression de marqueurs aberrants,
comme ceux présentés précédemment, mais au final aucune de ces aberrations n’est
specifique de la maladie(49,50). Ceci explique que I’immunophénotypage des populations
monocytaires ne soit pas encore intégré au diagnostic de LMMC.

Cependant, une équipe francaise a montré en 2015 que cet outil permettrait de raccourcir le
temps de diagnostic de la maladie (monocytose persistante pendant 3 mois selon ’OMS
2016) en étudiant la répartition de trois sous-populations monocytaires, définies par deux
marqueurs :

- Le CD14 qui est une protéine facilitant la liaison aux lipopolysaccharides bactériens

des germes gram négatif

- Le CD16 qui est un récepteur pour le fragment Fc des IgG
On distingue alors 3 catégories de monocytes :

- Les monocytes classiques : CD14+ / CD16-

- Les monocytes intermédiaires : CD14+ / CD16+

- Les monocytes non classiques : CD14 dim / CD16+
Les monocytes classiques sont les plus représenteés, ils ont une forte activité de phagocytose.
Les autres monocytes ont principalement un role dans I’inflammation en sécrétant les
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et aussi anti-inflammatoires (11-10).
La cohorte d’étude (N = 175) intégre 53 patients LMMC (selon la classification de I’OMS
2008), 39 donneurs sains d’age similaire, 26 jeunes donneurs sains, 33 patients avec une
monocytose réactionnelle et 24 patients ayant une hémopathie autre que la LMMC (12 SMP,
7 SMD, 1 LMMJ et 4 pathologies lymphoides). La cohorte de validation (N = 307) quant a

elle comprend 86 patients LMMC, 68 donneurs sains d’age similaire, 74 patients avec une
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monocytose réactionnelle et 79 patients atteints d’une autre hémopathie (non-LMMC)

[Tableau 5].

Cohorte d'étude Cohorte de validation
LMMC Donneurs sains | Non-LMMC | Réactionnelle LMMC Donneurs sains | Non-LMMC Réactionnelle
(n=53) (n=39) (n=24) (n=33) (n=86) (n=68) (n=79) (n=74)
Age médian (année)
. 78 (53-91) 79 (62-94) 74 (2-94) 63,5 (36-87) 77 (46-97) 79,5 (50-92) 73(0,5-92) 65 (37-91)
+ extrémes
S Homme n(%) 37(70) 13 (33) 13 (54) 20 (61) 59 (69) 16 (24) 43 (55) 40 (54)
exe Femme n(%) 16 (30) 26 (67) 11 (46) 13(39) 27(31) 52(76) 36 (45) 34 (46)
Médiane GB (G/L)
N 9,25(3,7-84,7) 6,8 (4,9-16,4) 7,4(2,3-79,9) 11,8 (4,7-33,4) 9,3 (3,2-122,3) 6,6 (4,6-9,9) 5,7 (0,89-112,3) 10,2 (4,2-658)
+ extrémes
Médiane ':'b (g/dL) 12,1(7,5-14,9) 12,8 (11,1-16,7) 13,2 (8-26,8) 10,6 (8-14,3) 11,7 (6,1-16,9) 13 (11,6-15,9) 10,6 (5-18,2) 10,7 (7,9-19)
+ extrémes
Médiane Plaquettes (G/L)
R 86,5 (13-457) 229 (156-406) 207,5 (37-1045) 298,5 (57-1143) 132,5 (13-529) 244 (129-443) 151 (17-869) 259 (7-1037)
+ extrémes
Médiane Mon?cytose (G/L) 2,51(1-28,8) 0,62 (0,31-0,96) 0,72(0,2-2) 1,3 (1,1-7) 1,85 1-60) 0,6 (0,4-0,6) 0,63 (0,11-21,98) 1,4 (1-5,9)
+ extrémes
LMMC-1 / LMMC-2 48/5 63/11
Rlsqye cytolge'ngthule fallble / - 45/5/6
intermédiaire / élevé

Donneurs sains: donneurs sains d'age similaire que le groupe LMMC ; Non-LMMC: patients avec hémopathie autre que LMMC ; Réactionnelle: Patients avec

monocytose réactionnelle.

Les caractéristiques des jeunes donneurs sains (n=26) ne sont pas connues.

Patients LMMC étudiés avant tout traitement.

TABLEAU 5 : Ensemble des données de 1’étude de Selimoglu-Buet D et al. Blood, 2015

L’analyse en cytométrie en flux a été réalisée pour chaque patient a partir du sang total et de

cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC). Afin d’identifier des sous-ensembles de

monocytes, le protocole de cytométrie en flux inclut :
- 5anticorps pour les PBMC : CD45, CD24, CD56, CD14, CD16
- 6 anticorps pour le sang total : CD45, CD2, CD24, CD56, CD14, CD16

Une étape de lyse sans lavage est ajoutée lors du traitement du sang total. L’analyse s’effectue
dans la fenétre des monocytes (CD14 / CD16) sur au moins 60 000 monocytes classiques a
partir des PBMC et 50 000 a partir des sangs totaux.

Une stratégie d’exclusion des différentes sous-populations a été utilisée afin de sélectionner
specifiquement les monocytes :

- Une élimination des doublets se fait en tout premier lieu en fonction de la taille et de
la structure des cellules. Ces évevements sont presents lorsque des cellules passent en
méme devant le laser.

- Ensuite, une sélection est faite de fagon tres élargie des cellules de structure
intermédiaire grace au CD45, récepteur présent sur toutes les cellules nucléées, et au

SSC (Side SCatter) : ces cellules correspondent aux monocytes
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- Les cellules exprimant le CD24 a leur surface sont sélectionnées grace a 1’anticorps

anti-CD24 et au SSC : cette population correspond aux lymphocytes B

- Grace au CD16 et au SSC, on peut éliminer la population exprimant fortement ce

récepteur : cette population correspond aux cellules granuleuses

- De la méme maniere, on élimine la population exprimant le CD56 a sa surface : il

s’agit des lymphocytes NK

- Enfin, on élimine la population exprimant le CD2 & sa surface: il s’agit des

lymphocytes T

- Une fenétre est ensuite créée avec en abscisse 1’expression du CD14 et en ordonnée

I’expression du CD16. On sélectionne la population n’exprimant aucun de ces

récepteurs a sa surface pouvant correspondre a des lymphocytes résiduels non

éliminés auparavant.

Toutes ces étapes ont permis d’éliminer une a une les différentes populations cellulaires dans

le but de sélectionner la population d’intérét : les Monocytes.

Cette fenétre finale est représentée ci-aprés [Figure 13], en « Density Plot » afin de mieux

séparer les trois populations qui nous intéressent déenommées MO1, MO2 et MO3.

Ces trois sous-populations ont été étudiées cytologiquement apres les avoir récupérées par tri

cellulaire et les étalements ont été colorés au MGG.
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FIGURE 13 : Fenétre finale en « Density Plot » et cytologie des populations monocytaires

d’aprés Selimoglu-Buet D et al. Blood, 2015
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Dans la cohorte d’étude, parmi le groupe des 53 patients LMMC, le pourcentage de MO1 est
en moyenne de 96,6+/-1,7%. Dans les groupes «non-LMMC » et « réactionnelle », les
moyennes des populations MOL1 sont respectivement de 84,4+/-10,6% et 79,1+/-10,5%. La
proportion de MO1 est significativement plus élevée chez les patients LMMC que dans les
autres groupes étudiés (p < 0.0001). La différence n’est pas significative entre les autres
groupes de la cohorte d’étude [Figure 14].
Une valeur supérieure a 94,0% de MO1 montre une spécificité de 95,1% et une sensibilité de
90,6% pour le diagnostic de LMMC. Cette valeur a été validée dans un second temps dans
une cohorte de validation. Parmi le groupe des 86 patients LMMC, le pourcentage de MO1
est en moyenne de 96,4+/-2,5%. Dans les groupes «non-LMMC », « réactionnelle » et
« donneurs sains » les moyennes des populations MO1 sont respectivement de 81,9+/-11,5%,
85,8+/-9,9% et 85,1+/-5,6%. En prenant en compte seulement les patients ayant une
monocytose > 1 G/L avec le cut-off de MO1 placé a 94% en cytométrie, on obtient les
résultats suivants :

- une specificité de 100% et une sensibilité de 90,4% dans la cohorte d’étude

- une spécificité de 94,5% et une sensibilité de 91,7% dans la cohorte de validation.
Ces données indiquent que le pourcentage de MO1 avec un seuil de 94% pourrait étre
utilisé afin d’améliorer le diagnostic de LMMC parmi les patients ayant une monocytose
> 1 G/L(48).
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FIGURE 14 : Répartition de la sous-population monocytaire MO1 dans la cohorte de
validation de 1’étude de Selimoglu-Buet D et al. Blood, 2015
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Il a été observé que le pourcentage de MOL chez les patients LMMC était indépendant du
nombre absolu de monocytes circulants, d’éventuelles mutations de génes, du statut
prolifératif ou dysplasique de la maladie selon la classification FAB et du sous-type de la
maladie (LMMC-1, LMMC-2) selon les critéres de la classification 'OMS. La répartition
caractéristique des sous-ensembles de monocytes dans le sang périphérique des patients
atteints de LMMC montre une augmentation de MO1 et une diminution de MO3 par rapport
aux donneurs sains. A l'inverse, les patients avec une monocytose réactionnelle montrent une
augmentation significative des sous populations MO2 et MO3.

Chez 18 patients LMMC, une augmentation de la sous population MO1 dans la moelle
osseuse a été observée. Ce résultat est comparable a celui observé dans le sang périphérique.
Ainsi la diminution de la fraction MO3 dans le sang n’est pas liée a leur rétention dans la
moelle osseuse(48).

Lors du suivi des patients LMMC, il a été remarqué que le pourcentage de MO1 restait
supérieur a 94% chez 21 patients non traités sur une période de 26 mois. Chez les patients
traités par 5-azacytidine, il a été observé une normalisation des sous-populations
monocytaires chez 7 patients répondeurs, avec une disparition de la monocytose, alors que la
répartition des monocytes est restée inchangée chez les patients non répondeurs. Ainsi,
I’immunophénotypage semble également étre intéressant dans le suivi de la maladie afin

d’évaluer la réponse thérapeutique des agents hypométhylants(48).
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PARTIE 11l : Objectif de I’étude

Le diagnostic de LMMC reste a ce jour difficile a établir car il s’agit en général d’un
diagnostic d’exclusion. Le diagnostic précoce de la LMMC reste un point clé pour une prise
en charge thérapeutique optimale.

Des études récentes ont montré 1’intérét de nouveaux outils diagnostiques pouvant entrer en
jeu dés la premiére numeration formule sanguine (NFS). Ceux-ci pourraient permettre de faire

plus précocement le diagnostic de LMMC et améliorer la prise en charge thérapeutique.

Notre étude a été réalisée entre février et mai 2018 dans le service d’Hématologie et de
Biologie Vasculaire du Pr. F. Dignat-George en collaboration avec le service d’onco-
hématologie et de thérapie cellulaire adulte du Pr. R. Costello a I’hdpital de la Conception, a
Marseille.
Le but de ce travail est de comparer les performances de 3 outils dans le diagnostic
différentiel de la LMMC :

- le « monoscore » calculé par ’automate d’hématologie cellulaire XN-10 Sysmex®

lors de la NFS
- la caractérisation des sous populations monocytaires par cytométrie de flux

- la cytologie sanguine au microscope optique.
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PARTIE IV : Matériels et méthodes

1/ Cohorte

Dans le cadre de cette étude, 48 patients ont été inclus présentant les criteres suivants :
I’age supérieur a 18 ans
- la présence d’une monocytose sanguine > 1 G/L et représentant au moins 10% des
leucocytes.
Le recrutement des patients s’est fait sur une période de 4 mois, entre février et mai 2018.
Il s’agit d’une étude cas-témoin dans laquelle pour tout patient présentant un diagnostic ou
une forte suspicion de LMMC, 3 a 5 patients présentant les critéres d’inclusions de 1’étude ont
été inclus le méme jour. La confirmation du diagnostic de LMMC a pu étre faite avant ou

aprés 1’inclusion selon les critéres OMS 2016.

A partir du recueil de I’ensemble des données cliniques, biologiques et thérapeutiques, les

patients ont été ensuite répartis en deux groupes distincts :

- Groupe 1: 11 Patients « LMMC » = Cas

Les patients constituant ce groupe sont des patients pour lesquels le diagnostic de LMMC a
¢été¢ formellement posé par le service clinique selon ’OMS a 1’aide notamment de la NFS
(monocytose chronique), du myélogramme, du caryotype ou encore de la biologie
moléculaire. Il s’agit soit de patients nouvellement diagnostiqués, soit de patients déja connus
dans le service d’onco-hématologie pour une LMMC. Un traitement par Vidaza est en cours
pour 2 patients et un traitement par corticoide pour un patient. Les 8 autres n’ont soit pas de

traitement, soit seulement des traitements de support (transfusions par exemple).

- Groupe 2 : 37 Patients « réactionnels » = Témoins

Ce groupe de patients a €té recruté au quotidien sur les simples résultats de I’hémogramme en

présence d’une monocytose > 1G/L et représentant plus de 10% de la formule leucocytaire.
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Seuls les patients qui présentaient une monocytose de novo avec syndrome inflammatoire
avéré et/ou sous antibiothérapie ont été conservés dans ce groupe. De plus, le critére de
disparition de la monocytose a été également recherché dans les bilans de suivi afin de

confirmer la notion de monocytose réactionnelle chez ces patients.

2/ Méthodologie

Un prélévement sanguin a été réalisé au diagnostic ou lors du suivi des patients. Un tube
d’acide Ethylene Diamine Tétra Acétique (EDTA) de 4 ml de sang est recueilli. Il est ensuite
acheminé dans les plus brefs délais au laboratoire d’Hématologie et de Biologie Vasculaire de

la Conception.

a) Automate d’hématologie cellulaire XN-10 Sysmex®
Le prélévement est analysé sur I’automate XN-10 Sysmex®. Cet analyseur utilise différentes
technologies pour effectuer la numération formule sanguine (NFS). Les globules rouges et les

plaquettes sont mesurés simultanément au niveau d’un orifice de comptage par la technique

de I’impédance combinée a la focalisation hydrodynamique [Figure 15].

Sheath Mulkd

e
. Collection tube

FIGURE 15 : Schéma du principe de comptage cellulaire par la technique de 1I’impédance
Un réactif sans cyanure est utilisé pour mesurer I'némoglobine par photométrie.

Cet automate utilise également la fluoro-cytométrie comme principale méthode de détection

pour la formule leucocytaire, la numération des réticulocytes et des érythroblastes.
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Dans un premier temps, 1’échantillon de sang est marqué a I'aide d'un fluorochrome qui se lie
specifiquement aux acides nucléiques. Puis il est ensuite transporté dans la chambre de
mesure. L'échantillon est illuminé par le faisceau d’un laser semi-conducteur, capable de
séparer des cellules au moyen de trois signaux differents :

- Diffusion frontale de la lumiére (FSC : « forward scatter »)

- Diffusion latérale de la lumiére (SSC : « side scatter »)

- Fluorescence latérale de la lumiére (SFL : « side fluorescence light »)

L'intensité de la diffusion frontale indique le volume de la cellule, la diffusion latérale fournit
des informations sur le contenu de la cellule, telles que la taille du noyau ou les granulations.
La fluorescence latérale indique la quantité d’ADN et d'’ARN que contient la cellule.

Les cellules ayant des propriétés physiques et chimiques similaires forment une population
similaire sur un graphique appelé diagramme de dispersion (scattergram).

Ce diagramme vous est presenté dans la figure ci-aprés [Figure 16] :

Lymphocytes

P Monocytes

P Polynucléaires neutrophiles et basophiles

Polynucléaires éosinophiles

FIGURE 16 : Diagramme de dispersion des leucocytes chez un patient normal

b) Cytologie au microscope optique Leica®

Un frottis sanguin manuel est fait de fagon systématique et coloré au May-Griinwald Giemsa

(MGG) a I’aide du colorateur automatique (SP-10 XN Sysmex®) dans un délai de moins de
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2h. Les frottis sanguins sont ensuite analysés au microscope par un seul et méme opérateur

afin d’améliorer la reproductibilité selon une grille pré établie détaillée ci-apres [Tableau 6].

Plusieurs items sont analysés et renseignés dans le tableau :

- L’aspect des monocytes : normal, anormal ou de type promonocytaire

- La présence ou non de blastes et leur decompte

- Laprésence ou non d’une myélémie et son décompte

- La présence ou non de signes de dysgranulopoiese principalement observes dans les
PNN: dégranulation, anomalie de condensation de la chromatine, présence de spicules,
anomalies de la segmentation nucléaire

- La présence de lymphocytes d’aspect réactionnel : lymphocytes hyperbasophiles

- La présence ou non de signes de dysplasie sur les plaquettes : anisocytose plaquettaire
(plaquettes de grande taille ou plaquettes geantes), ou dystrophie plaquettaire

(plaquettes dégranulées)

L’analyse de ces critéres cytologiques a été codifiée de la fagon suivante.
Pour chaque item cytologique analyse, un nombre de points a été attribué :
- soit en fonction de la présence ou non de I’item étudié
- soit en fonction de I’intensité de 1’anomalie présente pour I’item étudié.
Ces points ont été additionnés, donnant ainsi un score : le C-score.
Selon la classification OMS 2016, des signes de dysgranulopoiese inférieurs a 10% ne sont
pas jugés comme significatifs.
De méme, I’anisocytose plaquettaire a ¢été notifiée uniquement en cas d’anisocytose
plaquettaire marquée soit > 50%.

La méthode d’attribution des points est résumée dans le tableau suivant :
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Items Critéres Points
Aspect normal 0
Aspect anormal 1
Promonocytes :
rajeunissement de la chromatine
Absence
Présence
0%
1-9%
PNN dégranulés 10-19%
20-49%
>50%
0%
1-9%
10-19%
20-49%
>50%
0%
1-9%
PNN avec des spicules 10-19%
20-49%
>50 %
0%
1-9%
PNN hyposegmentés 10-19 %
20-49%
>50%
Aspect normal

Monocytes

N

Blastes

PNN avec troubles de
condensation de la chromatine

ROl |WIN|IRP[OIR|[WIN|IRPIOIRPRWIN|IRIOIP|W|IN|(FL O] |O

Anisocytose plaquettaire

Aspect anormal :
dystrophie plaquettaire

Plaquettes

N

TABLEAU 6 : Grille d’évaluation cytologique

c) Cytomeétre de flux Navios®

Les prélevements sont analysés le jour méme ou le lendemain (conservation du tube a
température ambiante) sur 1’automate de cytométrie en flux Navios® de la société Beckman
Coulter®.

Le cytometre en flux est un instrument qui possede trois systemes : le systeme fluidique qui
entraine et présente 1’échantillon cellulaire au niveau de la cellule d’analyse, le systéme
optique comprenant les lasers comme source de lumiére, et les filtres optiques qui séparent la
lumiere émise par la cellule et la dirigent vers les détecteurs, et enfin le systeme électronique

qui va convertir la lumiére en signaux électroniques analysables par 1’ordinateur [Figure 17].
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Cependant, le « coeur » du systéeme est représenté par la cellule d’analyse. En effet, c’est la
que les cellules traversent le ou les lasers et que le systeme optique collecte la lumiere
diffractée et la fluorescence eémise par la cellule. Le passage des cellules les unes derriere les
autres, réalisé par le principe de centrage hydrodynamique est primordial pour une analyse
précise des signaux optiques.

Au final, les parametres cellulaires analysés sont essentiellement relatifs :

- Aux propriétés optiques intrinséques des cellules qui correspondent aux phénomenes
de diffraction lumineuse liés aux dimensions de la cellule et a sa structure interne. La
taille relative (FSC) et la granularité relative (SSC) des cellules sont ainsi mesurées.
Cela permet d’identifier les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes

- Aux propriétés optiques induites de fluorescence obtenues par des marquages
spécifiques d’antigénes ou de fonctions cellulaires. En général, des anticorps
monoclonaux couplés a des fluorochromes sont nécessaires pour ces mesures
optiques. Le fluorochrome absorbe I’énergie du laser et réémet 1’énergie absorbée par
vibration et dissipation de chaleur, d’ou une émission de photons d’une longueur
d’onde plus ¢élevée.

Ces signaux, séparés par des filtres optiques, sont collectés par des photomultiplicateurs,

amplifiés, numérisés, traités et stockés par un ordinateur.

OPTIQUE &
- N%’ WuEhioue
/ nalyse
S
i

FLUIDIQUE

FIGURE 17 : Principe simplifié d'un cytométre en flux

Les données ont été analysees avec le logiciel Kaluza®. Concernant la méthode de fenétrage,
la méthode de manipulation et les anticorps fluorescents a utiliser, le protocole est inspiré de

la publication de Selimoglu-Buet D et al.

Les difféerents anticorps utilisés sont : CD45, CD24, CD2, CD56, CD14, CD16
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ANTICORPS FLUOROCHROMES
Spécificité | Isotype Clone Nom Aexcitation (nm) | Aémission (nm)
CD45 1gG1 K J33 Krome Orange 405 528
Cbh24 1gG1 ALB9 R Phycoerythrin (PE) 488 575
CD16 1gG1 3G8 Pacific Blue 405 455
CD56 1gG1 N901 (NKH-1) [ R Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC7) 488 770
CD2 IgG2a 39C1.5 Allophycocyanine-Alexa Fluor 700 633/638 720
Cbi4 lgG2a RMO52 R Phycoerythrin-Cyanine 5.1(PC5) 488 670

TABLEAU 7 : Anticorps fluorescents utilisés pour I'analyse en cytométrie en flux

On préléve une prise d’essai de 100uL de sang total et on ajoute SuL de chaque
anticorps

Apres avoir légerement homogénéisé, on place le tube a température ambiante et a
I’abri de la lumiere pendant 20 minutes

On ajoute ensuite 2mL de solution de lyse des globules rouges

Aprés agitation de quelques secondes, on replace le tube a température ambiante et a
I’abri de la lumiére pendant 10 minutes

On réalise une centrifugation a 194 G pendant 4 minutes, puis on élimine le
surnageant

On rajoute 400uL de PBS BSA-azide pour une bonne conservation des cellules

Lecture sur le cytométre de flux

La stratégie d’analyse a été la suivante [Figure 18]:

Aprés avoir éliminé les doublets, une sélection est faite de facon trés élargie des
cellules de structure intermédiaire grace au CD45 et au SSC (Side SCatter)

Les lymphocytes T, NK, B et les cellules granuleuses sont éliminés respectivement
gréce aux anticorps anti CD2, CD56, CD24, CD16

Enfin les cellules CD14-/ CD16- (double négatif) qui serait des lymphocytes résiduels

sont éliminées.

Une fenétre finale est obtenue contenant exclusivement des monocytes, représentée en

« Density Plot » afin de mieux séparer les trois populations d’intérét : monocytes classiques

(MO1), intermédiaires (MO2), non classiques (MO3). Cette fenétre est encadrée en Figure 18.

A noter que séparation des populations MO2 et MO3 est relativement arbitraire. Dans le cadre

de cette étude, elle a éte fixé par un méme opérateur afin d’avoir une bonne reproductibilité.
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FIGURE 18 : Méthode de fenétrage en cytométrie en flux
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3/ Recueil des données

Les données biologiques et cliniques suivantes ont été collectées pour chaque patient:

L’age et le sexe

Les données hématologiques: hémoglobine, plaquettes, leucocytes, polynucléaires
neutrophiles, lymphocytes, monocytes, myélémie, blaste, rapport Ne/Mo, Ne-WX

Le monoscore

L’analyse qualitative du frottis sanguin selon les items cités ci-dessus (C-score)

Les résultats de la CMF : pourcentages de MO1, MO2 et MO3

La CRP

Un tableau récapitulatif du recueil de ces données est illustré en Annexe 1.

D’autres données biologiques et cliniques ont été collectées pour chaque patient permettant

leur répartition au sein des groupes de notre cohorte :

Les NFS antérieures et/ou postérieures si disponibles

Les résultats du caryotype et de la biologie moléculaire (si réalisées)

Les résultats du myélogramme : en cas de monocytose persistante chez les patients
nécessitant une exploration en service d’onco-hématologie.

Autres données biologiques : ProCalciTonine (PCT), fibrinogene, cultures
bactériennes, sérologies et PCR virales.

Les données cliniques (motif d’hospitalisation, symptomes, ...)

La notion d’instauration d’un traitement.

4/ Statistiques

Une analyse statistique a été faite pour chaque donnée recueillie en Annexe 1. Les résultats de

ces données sont présentés sous forme de médiane et écart-type. Ces analyses ont été réalisées

a I’aide du logiciel GraphPad Prism software version 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, US).

Nous avons comparé les différentes variables entre les deux groupes de notre cohorte grace a

un test de comparaison de deux moyennes expérimentales, échantillons indépendants. Les
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valeurs sont significativement différentes lorsque la p-value est inférieure a 0,05 selon la loi
de Student. Lorsque les données recueillies montraient une différence significative entre les 2
groupes (p-value < 0,05), une courbe ROC a eté faite. Elle permet de mesurer la performance
d’un test a une valeur seuil donnée. La courbe ROC correspond a la représentation graphique
du couple (1-spécificité ; sensibilité) pour les différentes valeurs seuil. A partir de cette
courbe, un indice synthétique est calculé : I’aire sous la courbe (AUC) qui correspond a la
probabilité pour qu’un éveénement positif soit class¢ comme positif par le test sur 1’étendue
des valeurs seuil possibles. On considére que le modele est bon lorsque I’AUC est supérieure

a 0,7 et excellent lorsqu’elle est supérieure a 0,9. Pour un modéle idéal, I’AUC est égale a 1.
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PARTIE V : Résultats

1/ Caractéristiques démographiques et biologiques

La cohorte est constituée de 48 patients (31H, 17F) adultes dont 1’age médian est de 71 ans.
Les parameétres clinico-biologiques significativement différents entre les 2 populations sont

représentés dans le tableau suivant :

Patients LMMC (N=11) Patients réactionnels (N=37)
P-value
Médiane [25%me ; 758me percentile] Médiane [25%me ; 758me percentile]

Age (année) 81 [71; 84] 68 [48 ; 74] 0,0038

Hb (g/L) 91 [81;112] 115 [99; 134] 0,007
Plaquettes (G/L) 77 [35;136] 260 [212; 323] <0,0001
Monocytes (%) 27,4 [20,7 ; 37,7] 12,9 [11,5; 15,3] <0,0001
Monocytes (G/L) 2,1 [1,5;4,9] 1,3 [1,2;1,6] 0,0005
Ne / Mo 1,6 [1,3;3,1] 5 [3,3,;6,4] <0,0001
Ne-WX 387 [360 ; 469] 312 [298 ; 326] <0,0001
Blasts/Abn Lymph 75 [55; 82] 40 [30; 60] 0,0014

TABLEAU 8 : Parametres clinico-biologiques significativement différents entre les 2 groupes
de patients

* L’age médian des patients « LMMC » est de 81 ans alors que celui des patients ayant une
monocytose réactionnelle, que 1’on appellera « patients réactionnels », est de 68 ans.
Comme observé sur la figure 19, ’age de la population réactionnelle est trés hétérogene par

rapport a celui de la population « LMMC ».

o
o

Age (année)
8 &5 3 8
[

p=0.0038

=

T
LMMC Réactionnelle

FIGURE 19 : Différence d’age entre les deux populations
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* Au sein du groupe de patients LMMC, 10/11 patients ont une anémie. Ceci est expliqué

d’une part par la maladie en elle-méme mais également pour certains patients (2 d’entre eux)
par l’instauration de traitement comme le Vidaza® qui majore le syndrome anémique.
Probablement que leur taux d’hémoglobine serait plus bas encore si la plupart d’entre eux ne
recevaient pas des traitements de support (transfusions régulieres ou facteurs de croissance).

A T’inverse, au sein du groupe de patients réactionnels, 23/37 patients sont anémiés. Parmi ces
patients, on retrouve des situations post-chirurgicale ou obstétricale, des greffés rénaux ou
encore des patients présentant une hémoglobinopathie. Ceci explique le nombre important de
patients anémiés au sein de ce groupe réactionnel a des taux qui ne nécessitent pas de support

transfusionnel.

* Au sein du groupe de patients LMMC, 9/11 patients présentent une thrombopénie. A noter
que les 2 seuls patients avec un taux de plaquettes normal présentaient un syndrome
inflammatoire concomitant.

A T’inverse, au sein du groupe de patients réactionnels, un seul présente une thrombopénie.
L’origine de cette thrombopénie est expliquée par la mise en évidence d’un syndrome
d’activation macrophagique au myélogramme dans un contexte de septicémie a
Staphylococcus aureus.

La présence d’une monocytose associée a une thrombopénie est donc dans notre cohorte un
¢lément fortement discriminant en faveur d’'une LMMC. [Figure 20]. En effet, on obtient une
excellente spécificité (Sp = 97,3%) lorsque les patients ont une thrombopénie inférieure a 140
GIL.

Plaquettes

p=0.0001 L]

=
400 -
L]

Pg (Gl

L1 L]
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B

(122 Reactionnelle

Sonsibiite (%)
o B & 8B B

AUC=0,899

I T T S
10075 - Spécificité®™:

FIGURE 20 : Analyse du taux de plaquettes dans les deux populations

* Comme le montre le tableau 8, le pourcentage et la valeur absolue de la monocytose sont
également significativement différents entre les 2 groupes de patients. De maniére
intéressante, les courbes ROC montrent une aire sous la courbe du taux de monocytes en

pourcentage plus élevée qu’en valeur absolue (AUC%=0,951 vs AUCva=0,687) [Figure 21].
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Ce résultat montre que dans 1’étude, le pourcentage de monocytes est plus discriminant que la
valeur absolue pour le diagnostic différentiel de la LMMC.

Selon les courbes, on remarque que lorsque la monocytose est supérieure a 26% des
leucocytes ou supérieure a 2,5 G/L, la spécificité est de 100% en faveur du diagnostic de
LMMC dans notre cohorte.

Monocytes (VA)
u .
5 8 * p = 0.0005 .
a . &

g ° =
E‘ 4 - § &

£ % "y @ AUC=0,687
T T o

LMMAC Réactiennelle o L L2 & - &

100°% - Spécilicitéit

Courbe ROC
Monocytes (%)
=0 00
- p< 00001 -
g g
- E g
E‘ il .:-- % 40
* L]
g, T & . AUC=0,951

T o
LAC Riactiannelbe L -] L & & &
100% - Spécificite’s

Courbe ROC

FIGURE 21 : Analyse du taux de monocytes en pourcentage et en valeurs absolues dans les
deux populations

* Le ratio Ne/Mo correspond au rapport entre le taux de PNN et le taux de monocytes en
valeur absolue. Les médianes de ce ratio chez les patients LMMC et chez les patients
réactionnels sont respectivement de 1,6 [1,3 ; 3,1] et 5,0 [3,3 ; 6,4].
Comme pour les autres parameétres pre-cités, une courbe ROC a été réalisée [Figure 22] et une
spécificité de 100% a été retrouveée lorsque le seuil est placé a 1,7.
Ainsi, un ratio Ne/Mo inférieur a 1,7 serait trés en faveur d’une LMMC. En revanche la

sensibilité est seulement de 63,6%.

Ratio Ne/Mo
# 100
p<0.0001 [R—
s . z ¥
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100% - Spécificité®s
Courbe ROC

FIGURE 22 : Analyse du ratio Ne/Mo dans les deux populations
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* La médiane de Ne-WX chez les patients LMMC est significativement plus élevée que chez
les patients réactionnels. Par conséquent, la granularité des PNN chez les patients atteints de
LMMC est plus hétérogéne, ce qui peut représenter un signe de dysgranulopoiése.

Comme le montre la courbe ROC [Figure 23], ce paramétre présente I’AUC la plus élevée de
tous les parametres étudiés de I’hémogramme (AUC = 0,958).

Ainsi, ce parameétre est le plus discriminant de 1’hémogramme pour différentier une

monocytose réactionnelle et pathologique. Ce parameétre est constitutif du monoscore.

Ne-WX
00 100
p<0,0001 i
0 - g
» = &0
% a0 . . ]
2 33 =2 e
w0 R @ g AUC=0,958
ANIMC Réacticrnelle ® - W ] $ @

100% - Spécificité’

Courbe ROC

FIGURE 23 : Analyse de la valeur Ne-WX dans les deux populations

* Le parameétre « Blast/Abnormal lymph » est significativement supérieur chez les patients
LMMC comparé aux monocytoses réactionnelles. Ce parameétre est mesuré par 1’automate
XN-10 Sysmex® en fonction du nombre de cellules présentes dans certaines zones du
diagramme de dispersion des leucocytes [Figure 24]. Deux zones sont analysées:

- Une zone située entre le nuage des lymphocytes et le nuage des monocytes.

- Une zone située au-dessus du nuage des monocytes
Ces cellules peuvent correspondre par exemple a des monocytes anormaux avec un
rajeunissement de la chromatine, ou encore a des blastes significativement plus présents chez
les patients LMMC que dans la population contréle.

Diagramme de dispersion des leucocytes

scent

Abnormal lymph
Blast

Atypical lymph

Abnormal lymph
Blast MoNO

Left shift

NEUT+BASO

SFL : Side fluores

LYMPH

SSC : Side scattered

FIGURE 24: Schéma représentant les différentes alarmes analytiques en fonction de
I’emplacement des cellules sur le diagramme de dispersion des leucocytes
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L’AUC de la courbe ROC est de 0,833 montrant une bonne spécificité (94,4%) avec un seuil

a 80 (unité arbitraire) pour ce paramétre [Figure 25].

BlastiAbn Ly
188 p=0,0014
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AUC=0,833

Blasts/Abn Lymgh
1 |.F
L]
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0% - Specificité®s
Courbe ROC

FIGURE 25 : Analyse de I’alarme « Blast/ Abnormal lymph » dans les deux populations

Au final, en comparaison avec les patients présentant une monocytose réactionnelle, les
patients atteints de LMMC de notre cohorte sont plus anémiés, plus thrombopéniques,
présentent une monocytose plus importante (VA et %), un ratio Ne/Mo assez faible, et
déclenchent plus souvent I’alarme « Blast/ Abnormal lymph ». Ces résultats sont bien en
adéquation avec la littérature. On en conclut que notre cohorte d’étude est, malgré un effectif
faible, représentative pour pouvoir comparer les performances analytiques des nouveaux

outils de diagnostic differentiel de la LMMC: le monoscore, la cytologie et la CMF.

2/ Monoscore

Les médianes du monoscore chez les patients LMMC et chez les patients réactionnels sont
respectivement de 0,984 [0,42 ; 1] et 0,001 [0 ; 0,021]. Ce parametre est tres significativement
différent entre les 2 groupes car la p-value est inférieure a 0,0001 [Figure 26]. L’AUC de la
courbe ROC esta 0,978.
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FIGURE 26 : Analyse du monoscore dans les deux populations
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* Les performances analytiques du monoscore ont été calculées dans un premier temps avec
le seuil décisionnel de 0,160 (issu de la littérature).

Parmi les 35 patients ayant un monoscore négatif, 34 présentent une monocytose réactionnelle
et un seul une LMMC. Ainsi la Valeur Prédictive Négative (VPN) du monoscore dans notre
cohorte est de 97,1%.

Parmi les 13 patients ayant un monoscore positif, 10 présentent une LMMC et 3 une
monocytose réactionnelle. Ainsi la Valeur Prédictive Positive (VPP) du monoscore dans notre
cohorte est de 76,9%.

Parmi les 11 patients LMMC, le monoscore est positif pour 10 patients, ce qui donne une
sensibilité de 90,9%.

Parmi les 37 patients réactionnels, le monoscore est négatif pour 34 patients, ce qui donne une
spécificité de 91,9% [Tableau 9].

Monoscore
20,160 <0,160 Total
LMMC (+) 10 1 11
LMMC (-) 3 34 37
Total 13 35 48

TABLEAU 9 : Performances analytiques du monoscore

Au total, le monoscore a permis de classer correctement 44/48 patients, soit 91,7%.

Analyses des faux positifs et faux négatifs avec le seuil de la littérature :

- Concernant le seul patient faussement négatif pour le monoscrore. Il s’agit d’un patient connu pour
une LMMC depuis avril 2014, qui est greffé rénal et traité uniquement par corticothérapie.

La formule sanguine de ce patient rendue par 1’automate a été¢ controlée au microscope et a été
modifiée. Ainsi, en prenant en compte le nouveau taux de monocytes et le nouveau rapport Ne/Mo, le monoscore
a été recalculé a 0,077 (initialement égal a 0,020) ce qui reste malgré tout inférieur au seuil de positivité de
0,160.

Si on s’intéresse plus en détail aux différents parameétres qui définissent le monoscore, a savoir le taux de
monocytes (G/L), le ratio Ne/Mo et la valeur Ne-WX. On s’apergoit comme cela est représenté dans le tableau
10 que ce patient a des valeurs de Ne/Mo et Ne-WX qui sont en dehors des intervalles de confiance établis pour
les 2 groupes définis a partir des résultats du monoscore (monoscore négatif (N=35) et monoscore positif
(N=13)). On remarque également que le taux de monocytes est méme inférieur a la borne inférieure du groupe «
monoscore négatif ». On peut donc affirmer que, pour ce patient, ¢’est le taux de monocytes qui impacte le plus

la valeur du monoscore.
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Groupe de patients avec un monoscore Groupe de patients avec un monoscore positif
négatif (N=35) (N=13)
Moyenne Ecart-type Int.ervalle de Patient | Moyenne Ecart-type Int.ervaIIe de
confiance (95%) confiance (95%)
Taux de Monocytes (G/L) 1,409 0,3382 1,29-1,53 1,28 3,161 2,228 1,81-4,51
Ne/Mo 5,089 1,577 4,54 - 5,63 3,33 1,995 1,038 1,36 - 2,63
Ne-WX 313,9 23,98 305,6 - 322,1 343 394,7 56,66 360,5 - 428,9

TABLEAU 10 : Analyse du cas faux négatif en monoscore

- Concernant les 3 patients faussement positifs en monoscore [Tableau 11].

- Pour le patient 1 (monoscore = 0,161), le taux de monocytes est compris dans I’intervalle de confiance du
groupe de patients avec le monoscore positif, contrairement aux deux autres parametres. Le poids de la positivité
du monoscore est principalement dii au taux de monocytes trés élevé. Ce patient présentait une fievre a 38,4°C et
une CRP a 84,6 g/L. Devant ce tableau inflammatoire, une infection aigué est supposée, faisant augmenter le
taux de monocytes assez rapidement. Cette monocytose a été recontrdlée sur un bilan biologique ultérieurement :
la formule sanguine s’est normalisée.

- Pour le patient 2 (monoscore = 0,212), le ratio Ne/Mo et la valeur de Ne-WX sont dans I’intervalle de
confiance du groupe de patients ayant un monoscore positif, contrairement au taux de monocytes. Le poids de la
positivité du monoscore repose donc sur ces 2 paramétres. Ce patient est traité par chimiothérapie pour un
carcinome épidermoide.

- Pour le patient 3 (monoscore = 0,232), la valeur du ratio Ne/Mo est incluse dans I’intervalle de confiance du
groupe de patients ayant un monoscore positif, contrairement aux 2 autres parametres. Le monoscore est
probablement positif & cause de ce ratio Ne/Mo trop faible. Dans le cadre d’un traitement par chimiothérapie, il a
recu des injections de G-CSF (Zarzio®) qui sont des facteurs de croissance des leucocytes.

Il est également important de remarquer que pour ce patient, devant la présence d’une myélémie non connue
représentant 7,2% des leucocytes, la formule leucocytaire a été contr6lée au microscope. En raison de 1’absence
de myélémie constatée sur le frottis sanguin, la formule manuelle a été rendue. De ce fait, la population des PNN
est majorée ce qui modifie ainsi le calcul du monoscore. Une fois recalculé avec le bon taux de PNN et de

monocytes, le monoscore se négative a 0,070.

Groupe de patients avec un monoscore Groupe de patients avec un monoscore
négatif (N=35) positif (N=13)
Intervalle de . . . Intervalle de
Moyenne | Ecart-type confianes (95%) Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Moyenne | Ecart-type confiance (95%)
Taux de 1,409 0,3382 1,29-1,53 2,36 1,38 1,52 3,161 2,228 1,81 - 4,51
Monocytes (G/L)
Ne/Mo 5,089 1,577 4,54 -5,63 3,17 1,71 1,84 1,995 1,038 1,36-2,63
Ne-WX 313,9 23,98 305,6 - 322,1 307 375 357 394,7 56,66 360,5 - 428,9

TABLEAU 11 : Analyse des cas faux positifs en monoscore
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* Dans un deuxieme temps, un nouveau seuil calculé a partir des résultats de notre cohorte a
¢été déterminé. Un seuil a 0,292 permet d’obtenir une spécificité du monoscore a 100 % tout
en gardant la méme sensibilité a 90,9 % permettant de classer ainsi correctement 47/48
patients.

En revanche si I’on veut augmenter la sensibilité a 100%, il faudrait un seuil de positivité a
0,018. La spécificité serait abaissée a 75,7%.

Avec un seuil a 0,018, un frottis sanguin aurait été fait pour 20/48 patients, soit 41,6%. Parmi

ces patients, seulement 11 sont des patients LMMC (55%).

3/ Cytométrie en flux

L’analyse phénotypique des monocytes permet de différentier 3 sous-populations (MO1,
MO2 et MO3).

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous [Tableau 13]:

Groupe LMMC (n=11) Groupe réactionnel (n=37)
) \ - - p-value
Médiane [25¢eme ; 75eme percentile] Médiane [25¢me ; 75¢me percentile]
MO1 (%) 84,1 [79,9;97,3] 75,4 [69,1; 82,6] 0,003
MO2 (%) 12,5 [2,1;16,7] 14,8 [9,4;22,4] 0,0714
MO3 (%) 0,4 [0,4;1,3] 6,7 [3,4;11,1] <0,0001

TABLEAU 12 : Résultats des médianes des 3 populations monocytaires MO1, MO2 et MO3
au sein des 2 groupes de la cohorte d’étude

- La population MO1 (CD14+/CD16-) est significativement plus élevée dans la
population LMMC comparée a la population réactionnelle. A noter cependant que le
pourcentage médian de MOL1 dans le groupe des LMMC (84,1%) est moins élevé que le
pourcentage obtenu par Selimoglu-Buet D et al.

- On ne note pas de différence significative entre les 2 groupes concernant les MO2
(CD14+/CD16+)

- Le pourcentage de MO3 (CD14dim/CD16+) est significativement plus élevé chez les

patients réactionnels comparés aux patients LMMC. Comme observé sur la figure 29, le
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pourcentage de MO3 est trés faible dans le groupe des LMMC (0,4 [0,4 ; 1,3]) alors qu’il est
tres hétérogene dans le groupe des patients réactionnels (6,7 [3,4 ; 11,1]).
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FIGURE 27 : Analyse des résultats de la cytométrie en flux dans les deux populations

En terme de performances analytiques :

Au seuil décisionnel de 94% de MO1 (issu de la littérature) appliqué a notre cohorte, on
observe que :
- 42/48 patients ont un pourcentage de MO1 inférieur a 94% (25 hommes et 17 femmes)

- 6/48 patients ont un pourcentage de MO1 supérieur a 94% (6 hommes).

Parmi les 42 patients ayant un pourcentage inférieur a 94%, 36 sont classés dans le groupe des
patients réactionnels et 6 dans le groupe des patients LMMC. La détection des monocytes de
type MO1 par CMF a donc une VPN de 85,7%.

Parmi les 6 patients ayant un pourcentage de MO1 supérieur a 94%, 5 sont classés dans le
groupe des patients LMMC et un seul dans le groupe des patients réactionnels. La VPP est
donc de 83,3%.

Parmi les 11 patients LMMC, le test est positif pour 5 patients, ce qui donne une sensibilité de
45,5%.
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Parmi les 37 patients réactionnels, le test est négatif pour 36 patients, ce qui donne une
spécificité de 97,3% [Tableau 14].
Au final, ce parametre a permis une bonne orientation diagnostique pour 41/48 patients, soit

dans 85,4% des cas.

MO1
294% | <94 % Total
LMMC (+) 5 6 11
LMMC (-) 1 36 37
Total 6 42 48

TABLEAU 13: Performances analytiques de la cytométrie en flux avec le pourcentage de
MO1

Analyse des faux positifs et faux négatifs avec le seuil de la littérature :

- Cas faux négatifs : 6 patients faux négatifs dont la moyenne du pourcentage de MO1 (78,8%) est trés
éloignée de la valeur attendue pour ce type de patients (> 94%). Les résultats de CMF pour ces patients

sont répertoriés dans le tableau 15 ci-dessous :

MO1 (%) MO2 (%) MO3 (%)
Patient 1 LMMC-0 (connue) 84,1 13,6 0,7
Patient 2 LMMC-0 (diagnostic) 68,6 31,2 0,2
Patient 3 LMMC-0 (diagnostic) 82,6 16,7 0,35
Patient 4 LMMC-0 (diagnostic) 79,9 16,7 1,5
Patient 5 LMMC (connue hors APHM) 79,9 16,4 3,8
Patient 6 LMMC-0 (diagnostic) 83,8 12,5 1,3

TABLEAU 14 : Résultats de la cytométrie en flux chez les patients faux négatifs en MO1

- Cas faux positifs : Le patient faussement positif a un taux de MO1 limite de 94,6% [Figure 28]. Il s’agit

d’un patient de 24 ans drépanocytaire homozygote et splénectomisé.

[MONOCYTES SANS DN]
CD14 PC5 / CD16 PB

{Mo3 : 0,05% W02 : 4,213

CD16 PB

MO1 : 94,60%
”"|‘I0: 10' 1° i 10°
CD14 PC5

FIGURE 28 : Graphe de cytométrie en flux chez un patient faux positif en MO1
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Ainsi au seuil de 94%, la population MO1 présente une bonne spécificité mais un défaut
majeur de sensibilite.

De maniére intéressante, les AUC obtenues par I’analyse des coubes ROC montrent une
meilleure performance de MO3 comparé a MO1 (AUCmo03=0,930 contre AUCmo01=0,802).
Ainsi, au seuil de 4%, on obtient une parfaite spécificité en faveur d’une monocytose
réactionnelle. Le pourcentage de MO3 pourrait donc étre également intéressant en
complément du pourcentage de MOL1 dans le diagnostic différentiel de la LMMC.

4/ Cytologie

Plusieurs items cytologiques sont analysés et renseignés pour chaque patient. Afin
d’améliorer la reproductibilité, une grille détaillée de lecture a été établie au préalable (Cf
Tableau 6 Partie 111-3/b).

Performances analytiques du C-score :

Le C-score est trés significativement supérieur pour les patients LMMC comparé aux patients
réactionnels : 11 [9; 11] vs 1 [0 ; 2], p<0,0001.

Comme le montre la courbe de ROC, a partir de notre cohorte, I’AUC est de 1,00 et un seuil &
7 permet d’obtenir une sensibilité et une spécificité de 100%, ainsi qu’une VPP et VPN de
100% [Figure 27].
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FIGURE 29 : Analyse des performances du C-score

Ainsi, un score cytologique supérieur ou égal a 7 serait en faveur d’une LMMC.
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Parmi les items montrant le plus d’impact dans la positivité du C-score, on trouve I’aspect des

monocytes, les PNN dégranulés et les PNN avec troubles de condensation de la chromatine.

Ce score permet de classer parfaitement tous les patients de la cohorte [Tableau 12].

Cytologie
Monocytose
réactior:lnelle LtMMmC | Total
LMMC (+) 0 11 11
LMMC (-) 37 0 37
Total 37 11 48

TABLEAU 15 : Performances analytiques de la cytologie au microscope optique

La cytologie sur frottis sanguin est la méthode la plus ancienne pour orienter le clinicien vers

le diagnostic d’une LMMC. Ce résultat montre donc 1I’importance de la lecture microscopique

pour le diagnostic différentiel de la LMMC.

5/ Synthese des résultats

Les résultats des performances analytiques des 3 outils de diagnostic différentiel de la LMMC

sont résumés dans le tableau 16 ci-dessous :

Seuil Sensibilité (%) | Spécificité (%)
0,16 90,9 91,9
Monoscore 0,292 90,9 100
0,018 100 75,7
C-score 7 100 100
Cytométrie | MO1 94% 45,5 97,3
en flux MO3 4% 100 70,3

TABLEAU 16 : Synthese des résultats de performances analytiques des 3 outils étudiés pour
le diagnostic différentiel de la LMMC.
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Au vu de ces résultats, la cytologie sur frottis sanguin reste le meilleur outil pour établir le
diagnostic de la LMMC. La cytométrie en flux, avec le pourcentage de MO1, serait le moins
bon outil de diagnostic en raison de sa faible sensibilité. Le monoscore se placerait entre les
deux avec sa bonne sensibilité et spécificité. La place potentielle de chacun de ces outils dans

la démarche diagnostique de la LMMC est discutée dans la deniere partie de ce travail.
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PARTIE VI : Discussion

Les résultats de notre étude ont montré que la cytologie sur frottis sanguin restait le
meilleur outil dans le diagnostic différentiel de la LMMC. La mise en place dans cette étude
d’un score cytologique (C-score) a permis de faciliter I’orientation diagnostique et donc
d’obtenir une fiabilit¢ de 100%. L’analyse des populations monocytaires par cytométrie en
flux est présentée comme étant innovante et performante dans la littérature(48). Or dans notre
¢étude il s’agit de 1’outil diagnostic le moins performant en raison de sa faible sensibilité. Le
monoscore ou score « mono-dysplasie » qui a été décrit récemment comme un outil innovant
de screening(47), montre de bonnes performances analytiques dans notre étude, lui ouvrant

des perspectives d’utilisation intéressantes dans la pratique quotidienne.

1/ Monoscore

a) Avantages

Le monoscore est un parametre obtenu en premiere intention lors de 1’analyse d’un
échantillon sanguin par I’automate d’hématolologie cellulaire XN-10 Sysmex®. Il s’agit d’un
calcul mathématique élaboré a partir de parametres rendus par défaut par I’automate (taux de
monocytes en valeur absolue, ratio Ne/Mo, Ne-WX) en présence d’une monocytose > 1 G/L.
L’obtention de ce monoscore ne nécessite pas de temps supplémentaire par rapport au rendu
d’une simple NFS et ne consomme pas plus de réactifs. Il s’agit d’un outil d’expertise
analytique dont les performances obtenues en terme de sensibilité et de spécificité sont
satisfaisantes au regard de la littérature(47). Les résultats de notre étude confirment les bonnes
performances de cet outil. En effet, il a permis chez 44/48 patients, soit dans 91,7% des cas,
de contribuer a une bonne optimisation de la gestion des monocytoses dans la pratique
quotidienne.

Par rapport aux critéres de définition de la LMMC(6), un frottis sanguin devrait étre étalé

pour tous les patients inclus dans notre cohorte.
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En 2014, le GFHC publie des recommandations ou il préconise un frottis sanguin pour toute
monocytose supérieure a 1,5 G/L(46).

D’apres les résultats de notre étude, 21/48 patients avaient une monocytose > 1,5 G/L, soit
43,8% des patients dont seulement 10 sont des patients LMMC (47,6%). On remarque qu’un
patient LMMC n’aurait probablement pas ¢été diagnostiqué en raison d’une monocytose
inférieure a 1,5 G/L.

Concernant I’impact du monoscore par rapport au taux de revue de lame, dans notre travail,
seulement 13/48 patients ont un monoscore positif, soit 27,1% de la cohorte. Ainsi,
I’utilisation du monoscore permettrait de diminuer de 72,9 % le nombre de frottis par rapport
aux recommandations OMS.

De plus, si on se référe aux recommandations du GFHC, sur les 21 patients avec monocytose
> 1,5 G/L de notre cohorte, 11 patients ont un monoscore positif et 10 ont un monoscore
négatif, ce qui générerait une réduction de 47,6% du nombre de frottis sanguin.

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par I’équipe de Schillinger F et al., parmi 90
monocytoses reactionnelles supérieures a 1,5 G/L, seulement 14 avaient un score « mono-

dysplasie » positif. Dans leur cas, 84% des frottis peuvent étre évites(47).

Cet outil a donc des avantages considérables en raison de son rendement. En effet il ne colte
rien et engendre un bénéfice dans la structure d’un laboratoire. La diminution du nombre de
frottis sanguins peut avoir plusieurs conséquences :

- Diminution de 1'utilisation de matériel et de réactifs : économie sur le stock de lames
en verre et sur la consommation de colorant May-Griinwald Giemsa (MGG)

- Diminution du temps technicien : celui-ci peut étre amené a réaliser le frottis sanguin
et a le colorer manuellement notamment dans les structures ou il n’y a pas d’étaleur
colorateur automatisé ou en cas de panne du colorateur automatique

- Diminution du temps biologiste : celui-ci est amené a lire beaucoup moins de frottis
sanguins au microscope optique

- Optimisation du temps biologiste et de son efficience : en raison de la diminution du
nombre de frottis sanguin, seuls les frottis nécessaires seront a lire au microscope
optique. Le biologiste aura donc plus de temps pour lire ces frottis sanguins et pourra
étre plus efficace pour faire le diagnostic différentiel d’'une LMMC.

Il aura plus de temps pour mieux analyser I’ensemble des données biologiques et/ou

cliniques d’un patient difficile.
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- Gain de temps pour une toute autre activité du laboratoire : le gain de temps technicien
et de temps biologiste peut leur permettre d’effectuer d’autres missions dans la
structure du laboratoire (mise au point de nouvelles techniques analytiques,
participation a I’accréditation d’une analyse, mise en place de nouvelles procédures
qualité, amélioration du systéeme informatique, améliorer les relations avec le service

clinique,...)

b) Inconveénients

Malgré de bonnes performances analytiques dans le diagnostic différentiel de la LMMC,

il existe des patients faux positifs et faux négatifs en monoscore.

Un seul patient faux négatif pour lequel le taux de monocytes est bas, impactant directement
la valeur du monoscore. Ce patient est connu pour une LMMC depuis avril 2014. Il est greffé
rénal et traité par corticothérapie. Une étude récente montre que la prise de médicaments
immunosuppresseurs peut diminuer le taux de monocytes et inhiber partiellement leurs voies
d'activation apres une transplantation rénale(51). Ainsi ce contexte clinique et thérapeutique
peut étre a I’origine de cette diminution du taux de monocytes et de la non positivité du
monoscore. Finalement, chez ce patient malgré la négativité du monoscore, un frottis sanguin
a été réalisé suite au déclenchement de 1’alarme « Blast/Abnormal lymph ». Ceci a permis une

analyse cytologique de ce frottis malgré 1’absence d’un monoscore positif.

Dans notre travail, 3 patients faussement positifs en monoscore ont été retrouvés, il s’agit de
patients sous chimiothérapie ou encore sous facteur de croissance.

En effet, les chimiothérapies entrainent souvent un effet toxique sur les éléments cellulaires
notamment en provoquant en plus d’une diminution du nombre de PNN des troubles
qualitatifs ce qui par conséquence pourra impacter le monoscore avec une diminution du ratio
Ne/Mo et une augmentation de la valeur Ne-WX. Quand un patient est sous facteurs de
croissance, les automates peuvent avoir du mal a bien cerner la population granuleuse ce qui
pourra engendrer un monoscore faussement positif, qui sera alors corrigé apres modification

de la répartition des éléments de la formule leucocytaire apreés lecture microscopique.
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Ainsi, d’aprés les résultats de notre étude, il semblerait que le monoscore puisse étre mis en
échec devant des patients sous corticothérapie au long court, sous chimiothérapie ou encore
sous facteur de croissance. Ceci est en adeéquation avec la littérature car des cas de faux
positifs en monoscore ont été retrouvés chez des patients en sepsis séveres, ou encore atteints
de tous types de leucémies ou de lymphomes(47). Dans ces situations, le biologiste doit
s’interroger sur la véracité du monoscore quand il analysera le frottis sanguin. Les
informations cliniques et thérapeutiques sont toujours trés importantes dans 1’interprétation

des résultats et un partenariat clinicien-biologiste doit s’instaurer dans les cas complexes.

c) Optimisation du monoscore

Les résultats de notre étude montrent que le monoscore est perfectible et peut étre
optimisé. Une équipe francaise a également étudié le monoscore de I’automate XN-10
Sysmex® lors d’un travail de thése(52). Le seuil de positivité utilisé dans ce travail était de
0,07. Les performances montraient une excellente sensibilité (Se = 100%) mais une moins
bonne spécificité (Sp = 21%). lls ont donc cherché a optimiser le seuil décisionnel et ont
montré que pour un monoscore supérieur a 0,410, la sensibilité est de 100% et la spécificité
de 78,3%(52).

Dans notre cohorte, nous avons également cherché a modifier le seuil décisionnel.

Un seuil a 0,292 permettrait d’augmenter la spécificité du monoscore a 100 % tout en gardant
la méme sensibilité a 90,9 %. Cette proposition est a pondérer car il s’agit d’une cohorte avec
de petits effectifs. Il faudrait augmenter le nombre de patient afin de proposer un nouveau
seuil robuste. Cette augmentation du seuil peut étre intéressante si I’on veut un outil trés
specifique. Or ce score a été congu pour diminuer le nombre de frottis sanguins en cas de
monocytose et d’augmenter la pertinence de la lecture au microscope(47). Ainsi un test tres
spécifique engendre un risque de valider une formule sanguine présentant une monocytose en
faveur d’'une LMMC sans alarme automate et donc sans réalisation d’un frottis sanguin.

Il serait donc plus judicieux d’avoir un outil trés sensible, quitte a avoir encore quelques
frottis sanguins avec une cytologie en faveur d’une monocytose réactionnelle. En effet cet
outil serait amene a étre utilise comme un outil de dépistage en raison d’un rendu de résultat

immeédiat lors de la NFS. Un test de dépistage utilisé en routine doit étre le plus sensible
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possible. L’augmentation de la spécificité se fait grace a d’autres tests ou d’autres techniques
venant apres le test de dépistage.

Nos resultats montrent qu’un seuil a 0,018 permettrait d’augmenter la sensibilité du
monoscore a 100%, tout en gardant une bonne speécificité de 75,7%. Cependant, dans le
travail de thése cité ci-dessus, la spécificité est tres inférieure a celle de notre étude avec un
seuil pourtant plus élevé (seuil a 0,07). Ainsi nos résultats sont a pondérer en raison du faible

effectif de notre cohorte.

Une autre fagon d’améliorer le monoscore serait de modifier sa formule

mathématique.

En effet, nos résultats ont permis de vérifier que les 3 parameétres déja présents dans la
formule du monoscore sont bien pertinents. Ces résultats sont similaires a ceux de 1’étude de
Schillinger F et al.(47). Mais selon les résultats de notre travail, d’autres paramétres de
I’hémogramme montrent des résultats intéressants pouvant étre exploités dans le diagnostic
différentiel de la LMMC :

- Le taux de monocytes en pourcentage (AUC = 0,951)

- Le taux de plaquettes (AUC = 0,899)

- L’alarme « Blast/Abnormal lymph » (AUC = 0,833)

Le monoscore, tel qu’il est définit actuellement, ne permet pas de s’affranchir de la cytologie
et reste un outil complémentaire a I’analyse cytologique. L’expertise du biologiste reste

toujours indispensable pour le diagnostic différentiel de la LMMC.

2/ Cytométrie en flux

a) Resultats obtenus vs résultats attendus

Notre étude s’est référée a ce qui a été réalisé par 1’équipe frangaise de Selimoglu-Buet D
et al. rapporté dans une publication de juin 2015(48).
Nous avons suivi le méme protocole, avec un systeme de fenétrage et un mode opératoire

similaire. Nous avons également utilisé un automate similaire, a savoir un cytometre Navios®
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de la société Beckman Coulter®. Les anticorps fluorescents utilisés sont les mémes (mémes
isotypes et mémes clones). Seule la nature du fluorochrome couplé a certains anticorps varie.
Notre étude montre des résultats différents surtout en terme de sensibilité avec seulement
45,5% par rapport a 91,7% publiée dans la cohorte de validation tout en ayant une spécificité
comparable pour la population MOL1 au seuil de 94%.

Dans leur étude, ils précisent que les patients LMMC ne sont pas traités par chimiothérapie.
Or, dans notre cohorte de patients LMMC, 2 patients sont traités par Vidaza et 1 patient par
corticoides. Cependant I’impact du traitement peut étre exclu par le fait que ces 3 patients
présentent une population MO1 supérieure a 94%.

Une thése d’exercice soutenue en mars 2017 a pour sujet la place de 1’étude des sous-
populations monocytaires par cytométrie en flux dans le diagnostic de la LMMC(53). La
cohorte d’étude était composée d’un groupe de 13 patients LMMC, un groupe de 50 patients
réactionnels et un groupe de 20 patients douteux. Les résultats obtenus sont également trés
différents de la publication initiale. En effet la sensibilité est de 54% et la spécificité de 74%
pour la population de MO1 au seuil de 94%. Ces résultats se rapprochent plus de ceux
retrouvés dans notre étude.

Le protocole est en tout point identique a celui de notre étude (manipulations, fenétrage,

anticorps, fournisseur d’automate).

b) Mise en défaut de la technique

Nos résultats ont mis en évidence un seul patient faussement positif (MO1 > 94%). Il
s’agit d’un patient de 24 ans drépanocytaire homozygote et splénectomisé. On note sur sa
formule sanguine en plus d’une monocytose a 1,95 G/L, une lymphocytose a 4,23 G/L, une
hyperéosinophilie a 1,15 G/L et une basocytose a 0,25 G/L.

Chez les patients splénectomisés, on retrouve généralement une hyperleucocytose chronique
avec une monocytose importante et une lymphocytose(54). Une étude récente a montré que la
splénectomie était associée notamment a une distribution altérée des macrophages de l'artere
coronaire. Ces resultats suggerent que la rate peut moduler le recrutement des
macrophages(55).

Ce patient est le seul de notre cohorte a étre splénectomisé. Notre hypothese pour expliquer
I’augmentation de monocytes classiques dans le sang du patient repose sur I’absence de rate

qui serait un probable régulateur de la population leucocytaire. Aucune étude dans la
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littérature n’a été faite a ce jour concernant les sous-populations monocytaires chez les
patients splénectomises.

On note que le monoscore s’avere négatif a 0,120 pour ce patient. De plus il s’agit d’un
patient jeune chez qui I’on ne suspecte pas une LMMC en premieére intention.

Lors d’une étude menée sur la cytométrie en flux chez les patients LMMC dans le cadre d’une
these d’exercice, il a été montré que la corticothérapie au long court pouvait augmenter le
pourcentage de MO1 et diminuer les pourcentages de MO2 et MO3 chez certains patients(52).
La prise de corticoides doit donc étre signalée par le clinicien lorsqu’une analyse par
cytométrie en flux est envisagée. lls préconisent de rendre un résultat sous réserve chez les

patients positifs en cytométrie en flux et traités par corticothérapie.

Nos résultats ont mis en évidence 6 patients faussement négatifs (MO1 < 94%). Aucun de ces
patients n’est traité par agent cytoréducteur ou hypométhylant. On observe chez 4 de ces
patients un tableau clinico-biologique inflammatoire. Ils ont une CRP élevée, certains ont une
infection bactérienne, un patient a une maladie de Horton, un autre a un prurit sévere
chronique. L’inflammation et le contexte réactionnel associé peuvent expliquer
I’augmentation des monocytes MO2 et/ou MO3. Ceci aurait pour conséquence une
diminution relative du pourcentage de MOL1 et donc ne permettrait pas d’établir le diagnostic
de LMMC. En effet, il a déja été montré dans la littérature que les monocytes exprimant le
CD16 augmentaient dans ce type de contexte(56). De plus, devant la forte prévalence de
pathologies inflammatoires et auto-immunes dans la LMMC qui selon une étude récente serait
d’environ 30%(57), un nombre non négligeable de patients faux négatifs en cytométrie en
flux est possible. Ces patients avec une inflammation chronique ont été diagnostiqués grace a
la persistance de la monocytose et l’aspect de la moelle osseuse avec des signes de
dysmégacaryopoiése et dysgranulopoiese.

Les 2 autres patients ont une CRP négative.

On observe une augmentation polyclonale des immunoglobulines pour un des deux patients
laissant supposer une infection sous-jacente pouvant expliquer 1’augmentation de monocytes
réactionnels MO2 a 12,5%.

Concernant le deuxiéme patient, récemment diagnostiqué, aucune explication n’a été trouvée

pour expliguer I’augmentation du pourcentage de MO2 a 16,7%.

Au final, la cytométrie en flux peut étre mise en défaut dans certaines situations. D’aprés nos

résultats et la littérature, I’inflammation et le contexte réactionnel associé peuvent masquer un
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diagnostic de LMMC. Dans ces cas-la, la cytométrie en flux n’est pas capable de faire le
diagnostic différentiel de la LMMC. 1l est donc préférable de faire cette analyse en dehors de
tout épisode aigu. Un résultat peut également étre erroné en cas de splénectomie ou en cas de
traitement par corticoides au long court. On note donc I’importance des renseignements

cliniques pour la bonne interprétation des résultats de cytométrie en flux.

c) Difficultés techniques

Plusieurs difficultés sont présentes au niveau pré-analytique. Selon les recommandations
de la publication de Selimoglu-Buet D et al., il est nécessaire d’acquérir un nombre suffisant
d’événements (50000 MO1 au minimum). En cas d’hyperleucocytose avec de la myélémie,
une dilution s’impose afin d’obtenir un taux de 10 G/L environ de leucocytes. Le panel
d’anticorps fluorescents nécessaire pour exclure les différentes populations est tres couteux.
L’exclusion des NK et de la myélémie est trés importante car ces cellules ont le CD16 a leur
surface, tout comme les monocytes intermédiaires et non classiques.

Cette technique demande un temps technicien trés conséquent. En effet, 1’analyse d’un
échantillon peut durer 1h & 1h30 entre la prise en charge de 1’échantillon par le laboratoire et
le rendu de résultat par I’automate. Le monoscore en comparaison est obtenu immédiatement,

au moment du résultat de ’hémogramme.

Au niveau post-analytique, le fenétrage sur le logiciel Kaluza® peut entrainer chez certains
patients quelques difficultés.

La publication nous recommande de travailler en «density plot » afin de faciliter la
distinction des 3 populations(48). Or chez certains patients, la distinction MO1/MQO2 était
difficile de par la présence d’un continuum d’événement sur I’axe CD16. Cela peut engendrer
une différence significative des pourcentages des 3 populations monocytaires et donc par
conséquent une erreur d’interprétation de résultat.

Un travail de thése a été fait sur la méthode fenétrage concernant les MO1, MO2 et MO3(52).
lIs en ont conclu que la meilleure méthode était celle utilisée dans la publication de
Selimoglu-Buet D et al., en «density plot ». Cependant, bien que cette méthode semble
donner de meilleurs résultats, il reste des situations ou la distinction des 3 populations est

incertaine entrainant un manque de reproductibilité(52).
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On peut voir dans la figure 30 ci-dessous les difficultés rencontrés dans la distinction des
populations MO1, MO2 et MO3 chez certains patients de notre étude atteint de LMMC.
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FIGURE 30 : Exemple de résultats faussement négatifs en cytométrie en flux chez des
patients atteints de LMMC

d) Optimisation de I’utilisation de I’immunophénotypage monocytaire

Nous avons vu dans nos résultats que les pourcentages de MOL1 et de MO3 pouvaient étre
intéressants a utiliser dans le diagnostic différentiel de la LMMC. La population MO3 n’a pas
été utilisée dans la littérature pour émettre des conclusions dans le diagnostic différentiel de la
LMMC. En effet les résultats rapportés des pourcentages de MO1 semblaient plus intéressants
a étudier et a discuter dans les études que les pourcentages de MO3(48,53). Dans notre
cohorte, nous avons observé une sensibilité de 100% pour un seuil de 4%. Ce parametre peut
donc avoir un intérét lorsqu’il est positif (> 4%), car il permettrait d’orienter le clinicien vers

une monocytose réactionnelle.

Ainsi en combinant les parametres MO1 et MO3, 3 profils différents de patients peut étre
définis :
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- Profil 1: Si MO1 >94 % - En faveur d’une LMMC (spécificité = 97,4%)

- Profil 2: Si MO3 >4 % - En faveur d’une monocytose réactionnelle (spécificité =
100%)

- Profil 3: Si MO1 <94 % et MO3 < 4 % -> Douteux

Appliquée a notre cohorte, cette stratégie permettrait d’apporter une réponse diagnostique
pour 32/48 patients, soit 67 %.

Au vu des résultats obtenus et des difficultés techniques constatées, la question de I’intérét de
la cytometrie en flux dans le diagnostic différentiel de la LMMC peut étre discutée. La
détection des sous populations monocytaires par cytométrie en flux est une technique
couteuse et qui demande de 1’expertise technique. Elle a une bonne spécificité mais une
mauvaise sensiblité. Elle pourrait donc étre utilisée en troisieme intention en cas de résultats
discordants entre le monoscore et I’analyse cytologique. Elle ne pourra pas toujours étre
discriminante mais elle sera intéressante a tester notamment dans le suivi des patients de
LMMC. En effet, ce test est indépendant du taux de monocytes et pourrait permettre dans

certains cas de caractériser la population monocytaire persistante en post traitement.

3/ Cytologie

Dans notre étude, la cytologie a permis de donner une bonne orientation diagnostique pour les
48 patients de la cohorte, que ce soit vers une monocytose réactionnelle ou pathologique. Il
s’agit d’un résultat intéressant pour une technique qui est souvent considérée comme

archaique.

a) Difficultés de la cytologie

La LMMC est une pathologie rare qui touche principalement le sujet agé dont les
comorbidités sont parfois nombreuses. Il est donc parfois difficile de faire le diagnostic
différentiel avec d’autres causes de monocytoses plus fréquentes.

Les résultats obtenus dans notre étude sont trés performants, mais en réalité, 1’interprétation

d’un frottis sanguin peut étre trés difficile.
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Tout d’abord, la cytologie est trés dépendante de la qualité du frottis sanguin, de la qualité de
la coloration au MGG et de la qualité du microscope optique. La qualité d’un frottis sanguin
est également trés dépendante de la personne qui le prépare, d’ou ’intérét d’avoir un étaleur-
colorateur automatisé lorsque les moyens du laboratoire le permettent. Le protocole de
coloration au MGG peut légerement varier d’un laboratoire a un autre, rendant parfois la
lecture cytologique difficile, notamment au niveau de la condensation de la chromatine et de
la granularité des cellules. On rappelle que ces parametres cytologiques sont trés importants
dans I’orientation vers un diagnostic de LMMC. La qualité du microscope optique varie
¢galement d’un laboratoire a un autre. Il doit étre suffisamment puissant et suffisamment net
afin de pouvoir apprécier les détails de la chromatine des cellules et leur granularité.

Au final, ces difficultés d’ordres techniques sont d’une importance capitale pour analyser un
frottis sanguin dans de bonnes conditions et ainsi aider le biologiste & étre plus performant
dans le diagnostic différentiel de LMMC, et pour toute autre pathologie sanguine.

La cytologie est une discipline qui demande de I’expérience afin d’avoir un ceil averti, ce qui
rend cet examen opérateur dépendant. En effet un biologiste expert en cytologie sanguine et
en lecture de myélogramme sera plus @ méme de faire un diagnostic différentiel de LMMC
qu’un biologiste non spécialisé¢ en hématologie par exemple. D’autant plus qu’il s’agit d’une
pathologie maligne dont 1’analyse qualitative est prépondérante et ou le contexte clinique est
important. En effet les monocytoses les plus fréquentes sont causées par un syndrome
inflammatoire et/ou infectieux. Ces états peuvent parfois mimer des images de dysplasie
pouvant faire douter de I’orientation diagnostique de cette monocytose.

Ainsi, la capacité d’un biologiste, expert ou non en cytologie, a pouvoir orienter un clinicien

vers un diagnostic de LMMC peut étre hétérogene.

b) C-score

Au vu des difficultés rencontrées lors de la lecture de frottis sanguin au microscope

optique, une grille a été établie avec une évaluation quantitative des difféerentes anomalies

cytologiques des lignées granuleuse, mégacaryocytaire et monocytaire permettant d’établir un
score : le C-score (Cf Partie 111 3/b).

98



Ce score a I’avantage d’associer a chaque signe cytologique une notion quantitative. Par
conséquent I’analyse qui est initialement qualitative se simplifie car il suffit de compter la
proportion de I’anomalie en question sur 100 cellules.

Les résultats de notre étude indiquent qu’un score cytologique supérieur ou égal a 7
orienterait la conclusion vers une cytologie en faveur d’une LMMC si on appliquait cette
grille aux patients tout-venant de I’hopital. Ainsi ce score cytologique établi dans ce travail
est fiable a 100%.

Ce score permettrait de formaliser la lecture au microscope et d’étre plus objectif dans
I’analyse cytologique. Ces résultats encouragent a valider au sein d’une plus grande cohorte

les performances de ce C-score.

4/ Place des 3 outils dans la pratique quotidienne

Le monoscore est un paramétre de premiére intention calculé instantanément par
I’automate d’hématolologie cellulaire XN-10 Sysmex® lors d’une NFS. Il s’agit d’un outil
d’expertise analytique dont les performances obtenues en terme de sensibilité et de spécificité
sont satisfaisantes au regard des études déja publiées et de notre travail. Il a donc toute sa
place dans une utilisation en routine dans un laboratoire de biologie médicale pour optimiser
le nombre de frottis sanguin a réaliser en présence d’une monocytose. Dans tous les cas,
I’utilisation de ce monoscore ne permet pas de s’affranchir d’une analyse cytologique pour
orienter vers une monocytose réactionnelle ou pathologique. L’établissement d’une grille
avec une évaluation quantitative des différentes anomalies cytologiques des lignées
granuleuse, mégacaryocytaire et monocytaire a permis d’étre reproductible et de s’interroger
sur chaque item de maniére isolée. Ainsi ce score cytologique (C-score) établi dans ce travail
est fiable a 100%.

Ce résultat est pondéré par ’effectif réduit de patients LMMC dans notre cohorte. A cela
s’ajoute, la difficulté d’étre reproductible lors de la lecture au microscope. En effet, nous

savons que 1’expertise cytologique de 1’opérateur est importante dans ce domaine.

On peut proposer plusieurs conduites a tenir en présence d’une monocytose > 1 G/L :
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- Si monoscore < 0,160: pas de frottis sanguin (en faveur d’une monocytose
réactionnelle). On rappelle que ce seuil serait & améliorer par une étude plus
importante afin d’obtenir une sensibilit¢ de 100%.

- Si monoscore > 0,160 ET C-score > 7 : Une conclusion cytologique orientant le

clinicien vers une monocytose pathologique avec suspicion de LMMC.
La cytométrie en flux ne semble pas avoir d’intérét dans ce cas-1a, en fonction des
résultats de notre étude. Le clinicien sera alors en mesure de décider de la poursuite
des investigations complémentaires (myélogramme, caryotype, biologie moléculaire)
en fonction de 1’age, du contexte clinique du patient.

- Simonoscore > 0,160 ET C-score < 7 : situations de discordance
La cytométrie en flux peut avoir un intéret, surtout en cas de forte suspicion clinique
de LMMC, ou encore en cas de monocytose persistante non expliquée par exemple.

o Si la cytométrie en flux montre un profil 1 ou un profil 2, on peut proposer une
réponse au clinicien: monocytose pathologique de type LMMC ou
monocytose d’aspect réactionnel en fonction du profil obtenu

o Si la cytométrie en flux montre un profil 3 (douteux), on ne peut pas proposer
de réponse pertinente au clinicien. On encourage donc a recontrdler la

monocytose a 3 mois.

Cette démarche pourrait permettre d’orienter le clinicien vers une monocytose réactionnelle
ou pathologique dés la premiere NFS. Dans les cas de discordance monoscore / cytologie
associée a un profil 3 en cytométrie en flux, une analyse plus approfondie des données
clinico-biologiques doit étre faite. En effet cette démarche est indispensable pour comprendre
la discordance des résultats des différents outils analytiques. Si aucune cause n’a été mise en
évidence, la NFS et la cytologie seront a contrdler a distance, en dehors de tout épisode aigu.
La persistance de la monocytose sera donc un argument important pour proposer au clinicien

des explorations supplémentaires (myélogramme, biologie moléculaire, caryotype).
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PARTIE VII : Conclusion

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une pathologie maligne touchant le
sujet &gé. Le critere principal périphérique est la monocytose persistante > 1 G/L, avec un
taux de monocytes représentant au moins 10 % des cellules de la formule leucocytaire (OMS
2016) associé a une exploration médullaire. Or il s’agit d’une population présentant souvent
plusieurs comorbidités avec polymédication, notamment des syndromes inflammatoires
fréquents ou au long court, des infections bactériennes a répétitions, etc. Tous ces contextes
cliniques sont des causes possibles a la présence d’une monocytose sanguine, et méme parfois
a de la dégranulation des PNN pouvant mimer des signes de dysgranolopoiese sur le frottis
sanguin. Ainsi le diagnostic de LMMC n’est pas toujours évident a porter. Apres avoir
éliminé toutes les autres causes de monocytoses, c’est sur le caractére persistant de la
monocytose a 3 mois que des explorations médullaires seront réalisées ou en cas de cytopénie
profonde comme une thrombopénie. Par conséquent cela engendre :

- un retard de diagnostic augmentant le risque d’évolution de la pathologie en leucémie

aigie.

- un retard de prise en charge thérapeutique optimale du patient.
Ce constat a permis I’émergence de nouveaux travauX de recherche, et notamment dans le
diagnostic de cette pathologie. Des études récentes ont montré 1’intérét de nouveaux outils
diagnostiques pouvant entrer en jeu deés la premiére numération formule sanguine (NFS) : Le
score « mono-dysplasie » ou monoscore proposé par Sysmex et la cytométrie en flux.
Ce travail a permis d’étudier les performances analytiques du monoscore dans une cohorte de
patients du CHU Conception. Les performances retrouvées sont tout a fait satisfaisante en
terme de sensibilité et de spécificité et correspondent bien aux données déja publiées sur cet
outil. Ce calcul intégré dans le rendu de la formule leucocytaire permet de tirer des avantages
considérables dans le rendement d’un laboratoire d’analyse médicale en réduisant le taux de
revue de frottis sanguin inutile. 1l existe néanmoins des faux positifs et des faux négatifs. Ce
qui ne permet pas de s’affranchir d’une lecture du frottis sanguin par un cytologiste
expérimenté. L’analyse cytologique des différents éléments sanguins, des résultats de
I’hémogramme et des données clinico-biologiques permettent de porter un regard critique sur
le résultat de ce nouveau test. D’autant plus que cette étude nous a permis de mettre en place

un score cytologique (C-score) permettant de formaliser la lecture au microscope et de
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faciliter la prise de décision du biologiste quant a I’orientation diagnostique qu’il souhaite
donner au clinicien.

La cytométrie en flux, technique innovante, ne semble pas intéressante pour une utilisation en
routine en raison de ses performances insuffisantes en terme de sensibilité et des difficultés
techniques et économiques constatées. Son intérét réside dans le fait que la fraction MO1 >
94% soit indépendante de la monocytose, ce qui n’est pas le cas pour le monoscore comme
nous I’avons déja vu. En revanche, une utilisation ciblée sur certains patients de maniére
ponctuelle est envisageable en raison d’une excellente spécificite.

C’est pourquoi nous proposons une utilisation de cette technique en cas de discordance entre
le monoscore et le C-score. Si tel est le cas, afin de pouvoir interpréter les résultats de
cytométrie en flux, il sera nécessaire de joindre & la demande d’analyse des renseignements
cliniques, notamment la présence d’une pathologie inflammatoire pouvant influencer la
répartition des monocytes.

Ainsi, grace a ces nouveaux outils analytiques, le biologiste sera plus @ méme de donner une
orientation diagnostique en faveur d’une LMMC ou non dés la premiére NFS. Le clinicien
pourra donc assurer une meilleure prise en charge de son patient en élaborant une stratégie

d’examens complémentaires spécialisés et une stratégie thérapeutique adéquate.
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