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Résumé :

Une accumulation relative de monocytes classiques (MO1, CD14"°CD167) 294% des
monocytes totaux circulants, déterminée par cytométrie en flux, permet de distinguer la
leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) des autres étiologies de monocytose
périphérique. Pour évaluer l'impact pronostique de la répartition des sous-populations
monocytaires, nous avons étudié le devenir de 107 patients atteints de LMMC,
diagnostiquée selon les criteres de la classification OMS révisée en 2017, dans quatre
centres. Une accumulation de MO1 >94% était retrouvée comme attendu chez 98 patients
(92%) tandis que les neuf patients restants (8%) présentaient un profil phénotypique dit
inflammatoire avec un aspect en bulbe et un pourcentage de MO1 <94%. Aprés un suivi
médian de 26,7 mois [IQR, 13,3 - 35,5], 38% des patients étaient décédés, le plus souvent en
raison d’une évolution en leucémie aigué. En analyse multivariée, le profil phénotypique dit
inflammatoire était associé a une moins bonne survie globale (HR = 3,86, [IC95%, 1,65 —
9,05], p=0,0019), indépendamment du statut mutationnel d’ASXL1, du taux de leucocytes,
d’hémoglobine et de plaquettes. En médiane, la survie globale des patients avec profil
phénotypique dit inflammatoire était de 13,7 mois [2,2 - 18,6] contre 42,2 mois [28,6 - NA]
pour les autres patients. Ce travail montre I'intérét pronostique de I'immunophénotypage
monocytaire puisqu’il permet d’identifier dés le diagnostic de LMMC une catégorie de
patients présentant un profil phénotypique dit inflammatoire associé a un pronostic

défavorable.

Spécialité :
Hématologie clinique

Mots clés frangais :
Leucémie myélomonocytaire chronique; cytométrie en flux; monocytes classiques;
pronostic ; inflammation

Forme ou Genre :
Dissertation universitaire
Rameau : Theses et écrits académiques



Abstract:

Peripheral blood monocyte repartition assessed by flow cytometry is currently used
for chronic myelomonocytic leukemia (CMML) diagnosis supported by a relative increase in
classical monocyte (cMo) fraction 294% of total monocytes. The present study explores the
prognostic value of this monocyte subset distribution with the follow-up of 107 CMML
patients diagnosed according to the 2017 WHO criteria in four centers. A cMo percentage
294% was detected in 98 patients whereas the nine remaining patients displayed a
cMo0<94% due to the intermediate monocyte fraction increase, showing an easily-recognized
bulbous aspect on flow cytometry profiles, characteristic of an inflammatory state
associated to CMML. The median follow-up was 26.7 months [IQR, 13.3 — 35.5], 38% of
patients died, mainly from acute myeloid leukemia progression. In a multivariate Cox model,
the flow-defined inflammatory CMML predicts poorer overall survival (OS) (HR=3.86, [95CI
1.65-9.05], p=0.0019), independently of ASXL1 mutational status, white blood cell count,
hemoglobin level and platelet count. Median OS was 13.7 months [2,2 - 18,6] for
inflammatory CMML patients compared to 42.2 months [28,6 - NA] for other patients. These
results emphasize the usefulness of flow cytometry analysis of peripheral blood cells at
CMML diagnosis and demonstrate that monocyte subset distribution at diagnosis delineates

a small subgroup of patients with a very poor outcome.

English keywords:

Chronic myelomonocytic leukemia; flow cytometry; prognosis; inflammation

Publication type:

Academic dissertation
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Introduction

Généralités sur la leucémie myélo-monocytaire chronique

Epidémiologie, diagnostic et classification

La leucémie myélo-monocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie maligne rare
dont l'incidence est de 1 pour 100 000 habitants par an (1). Elle touche majoritairement les
sujets agés de plus de 60 ans avec un age médian au diagnostic de 77 ans et une
prédominance masculine (2,3). Il s’agit d’une pathologie trés hétérogene rattachée au
groupe des formes frontieéres néoplasies myéloprolifératives/syndromes myélodysplasiques

(NMP/SMD), pouvant présenter des caractéristiques communes a ces deux entités (1).

Selon la classification de I'organisation mondiale de la santé (OMS) révisée en 2017
(4), le diagnostic de la LMMC repose sur la présence d’une monocytose absolue, supérieure
ou égale a 1 G/L sur 'hémogramme, et relative, représentant au moins 10% des leucocytes
du sang périphérique. Afin d’exclure le diagnostic de leucémie aigué, en particulier a
composante monocytaire, le pourcentage de blastes sanguins et médullaires, incluant les
promonocytes (5), doit étre inférieur a 20%. La présence de signes de dysplasie sur au moins
une lignée myéloide n’est pas indispensable au diagnostic en cas de persistance de la
monocytose de plus de trois mois et/ou d’'une anomalie clonale acquise cytogénétique et/ou
moléculaire. Enfin, les autres causes de monocytoses doivent étre éliminées, en particulier
celles associées aux néoplasies myéloprolifératives (NMP) dites « classiques ». La recherche
du réarrangement de BCR-ABL est recommandée pour éliminer une leucémie myéloide

chronique (LMC), pouvant étre associée a une monocytose (6). L'association d’une



monocytose et d’une hyperéosinophilie doit faire rechercher un réarrangement de PDFGRA,
PDGRFRB, FGFR1 ou le transcrit de fusion PCM1-JAK2. Le tableau 1 résume ces critéres

diagnostiques.

1. Monocytose persistante > 1 G/L avec monocytose représentant au moins 10 % des cellules
de la formule sanguine

2. Absence de critéres évoquant une LMC BCR-ABL1 positive, une splénomégalie myéloide,
une polyglobulie de Vaquez ou une thrombocytémie essentielle

3. Absence de réarrangements de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou PCM1-JAK2 (doivent étre
spécifiquement exclus dans les cas avec éosinophilie)

4. Moins de 20 % de blastes dans le sang et la moelle

5. Au moins |'un des criteres suivants:

—dysplasie sur au moins 1 lignée myéloide ; si la dysplasie est absente ou minime, les autres
critéres doivent étre présents et une anomalie cytogénétique ou moléculaire doit étre présente
- monocytose présente depuis au moins 3 mois sans autre cause de monocytose (infection,
inflammation, cancer)

LMMC-0: < 2 % de blastes dans le sang et < 5 % de blastes dans la moelle

LMMC-1: 2-4 % de blastes dans le sang et 5-9 % de blastes dans la moelle

LMMC-2:5-19 % de blastes dans le sang et 10-19 % de blastes dans la moelle (ou présence de
corps d’Auer quel que soit le pourcentage de blastes)

Tableau 1 - Critéres diagnostiques de la LMMC selon I'OMS 2017.
D'apreés Gelsi-Boyer et al., Correspondances en onco-hématologie, 2020.

Historiguement, la classification French-American-British (FAB) permet de séparer les
LMMC en deux groupes selon le taux de leucocytes sanguins (7). Une hyperleucocytose
inférieure a 13 G/L définit les formes myélodysplasiques (LMMC-MD) tandis que les formes
myéloprolifératives (LMMC-MP) sont caractérisées par une leucocytose supérieure a 13 G/L.

Ces derniéres formes sont associées a un plus mauvais pronostic (8).

Plus récemment, 'OMS a affiné la classification des LMMC selon le pourcentage de blastes
sanguins et médullaires (4) (Tableau 1). La LMMC-0, nouvellement individualisée, est
caractérisée par la présence de moins de 2% de blastes sanguins et de moins de 5% de

blastes médullaires ; la LMMC-1 par la présence de 2 a 4% de blastes sanguins et/ou de 5 a
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9% de blastes médullaires et la LMMC-2 par la présence de 5 a 19% de blastes sanguins, de
10 a 19% de blastes médullaires et/ou la présence de corps d’Auer. Cette classification
sépare les patients en 3 groupes de pronostic différent, du plus favorable pour les LMMC-0

au moins favorable pour les LMMC-2 (9).

Il faut noter que certaines formes de LMMC-MP avec une forte hyperleucocytose ne
remplissent pas le nouveau critere de 'OMS révisée de 2017, a savoir une monocytose
sanguine relative supérieure a 10% des leucocytes totaux circulants (10). Cependant, la
présence d’'une monocytose médullaire et d’anomalies moléculaires associées doit les faire
considérer comme d’authentiques LMMC. Enfin, certaines LMMC peuvent survenir lors de

I’évolution de syndromes myélodysplasiques (SMD) (10,11).

Présentation clinico-biologique

La présentation clinique des LMMC dépend principalement de leur forme définie par
la classification FAB. En cas de LMMC-MD, les symptomes rencontrés sont le plus souvent en
lien avec la présence de cytopénies éventuelles : syndrome anémique, hémorragique et/ou
infectieux. En cas de LMMC-MP, des signes généraux sont plus fréquemment retrouvés
comme une altération de I'état général, parfois associée a des sueurs nocturnes, un prurit
aquagénique et des douleurs osseuses. Un syndrome tumoral extra-médullaire est
également possible dans les formes MP avec une splénomégalie ou plus rarement une

hépatomégalie et des atteintes cutanées ou des séreuses (12).

Cependant, le plus souvent, le diagnostic de LMMC est évoqué devant la présence sur

I'hémogramme d’'une monocytose persistante. Outre cette monocytose, une anémie
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modérée normo- ou macrocytaire arégénérative est fréquemment retrouvée, ainsi qu’une
thrombopénie dans 50% des cas et rarement une neutropénie. Une polynucléose
neutrophile est parfois présente et peut s’accompagner d’une myélémie qui reste inférieure
a 10% (a la différence de la LMC atypique). Le myélogramme met en évidence une
hyperplasie granulo-monocytaire au détriment des lignées érythroblastique et
mégacaryocytaire. La présence de signes de dysplasie peut concerner une (ou plusieurs)
lignée(s) myéloide(s) mais n’est pas systématique tout comme la dysplasie monocytaire. De
nombreuses anomalies phénotypiques ont été décrites sur les monocytes de LMMC,
notamment |'expression diminuée des marqueurs CD13, CD14, CD15, CD36, CD64, HLA-DR
et CD11c ainsi que |’expression aberrante des marqueurs CD56 et CD2 sans toutefois
gu’aucune de ses anomalies ou de leurs associations ne soient spécifiques de cette

hémopathie (13-18).

Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires

Selon les derniéres recommandations de |'European Hematology Association (EHA) et
de [I'European LeukemiaNet (ELN) (1), une analyse cytogénétique est désormais
indispensable au diagnostic de LMMC avec étude d’au moins 20 mitoses, éventuellement
associée a une analyse par hybridation fluorescente in situ (FISH pour Fluorescent In Situ
Hybridation). Des anomalies cytogénétiques récurrentes sont retrouvées chez 30 a 40% des
patients, mais aucune d’elles n’est spécifique de la LMMC (19). Les anomalies les plus
fréguemment retrouvées sont la trisomie 8 et la monosomie Y alors que la présence d’un
caryotype complexe est plus rare (19,20). Une stratification espagnole a permis de

différencier trois groupes d’anomalies cytogénétiques selon leur impact sur le risque

12



d’évolution en leucémie aigué et sur la survie globale : favorable (caryotype normal ou perte
isolée du chromosome Y), défavorable (trisomie 8, monosomie 7 et caryotype complexe) et

intermédiaire (toutes les autres anomalies) (21).

Sur le plan moléculaire, I'élargissement des connaissances et I'avénement du
séquencage haut débit ont permis de mieux comprendre la physiopathologie de la LMMC
qui repose sur |"évolution clonale d’une cellule souche hématopoiétique (CSH), liée a I'age,
et aboutissant a I'expansion du compartiment granulomonocytaire médullaire et sanguin
(22,23). Trois principales familles de mutations récurrentes peuvent étre impliquées : celles
touchant I'épigénétique (TET2, ASXL1, EZH2, IDH, DNMT3A), celles touchant le splicéosome
(SRSF2, ZRSR2, SF3B1, U2AF1) et celles touchant les voies de signalisation (NRAS, KRAS, JAK2,

CBL) (24).

Avec I'age, 'accumulation progressive de mutations touchant des génes de I'épigénétique
(TET2, ASXL1) et du splicéosome (SRSF2) puis des voies de la signalisation (voie RAS) peut
étre a I'origine d’'une hématopoiése clonale de potentiel indéterminé (CHIP) ou liée a I'dge
(ARCH) (25-27). Puisque ces mutations sont fréquemment retrouvées dans la LMMC,
pathologie touchant particulierement les sujets agés, cela suggére que ces CHIP ou ARCH
pourraient étre des états pré-LMMC (16,23,25). D’autres facteurs, comme une inflammation
chronique ou des processus physiopathologiques liés a I'dge, pourraient entrainer la

sélection et I'expansion d’un clone malin et I'apparition d’'une LMMC (16,28).

Le séquencage de 20 genes permet de détecter une mutation clonale somatique chez 90%
des patients (29). Les trois genes les plus fréquemment mutés sont TET2, SRSF2 et ASXL1,
respectivement dans 60%, 50% et 40% des cas (24,29). Tout comme les anomalies

cytogénétiques, aucune de ces mutations n’est spécifique bien qu’une association fréquente
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de TET2 et SRSF2 ait été rapportée (29). Une mutation d’ASXL1, présente chez pres de 40%
des patients (29), est associée a la présence d’une hyperleucocytose, d’une localisation
extra-médullaire (29) et a un impact pronostique péjoratif (30). Une mutation de SETBPI,
retrouvée dans 6% des cas, est associée a une mutation d’ASXL1 dans 67% des cas et confere

également un mauvais pronostic (31).

Les autres mutations retrouvées concernent les genes: RUNX1, mutation associée a la
présence d’une thrombopénie (29), NRAS, mutation associée aux formes myéloprolifératives
(29,32), CBL et DNMT3A (12). Entre 10 et 20 mutations somatiques sont habituellement

retrouvées chez les patients atteints de LMMC (22).

Outre lI'impact pronostique éventuel, la présence de mutations au sein de ces genes
représente également une aide au diagnostic de LMMC en particulier en I'absence de signes

francs de dysplasie et d’anomalie cytogénétique informative (4,33).

En pratique, 'EHA et 'ELN recommande I’analyse de 20 génes chez tous les patients éligibles
a un traitement actif et au moins pour les quatre génes suivants, ASXL1, NRAS, RUNX1 et
SETBP1, si le patient est éligible a une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

car le statut mutationnel participe a la stratification du risque (1).

Scores pronostiques et stratification du risque

Une fois le diagnostic et les caractéristiques de la maladie établis, il convient
d’évaluer le risque associé a I’hémopathie et au patient lui-méme avant d’envisager tout

traitement.
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Les facteurs liés a la maladie en elle-méme permettent d’établir des scores
pronostiques rendant compte du risque de progression de la maladie voire de décés.
Actuellement, le score pronostiqgue communément utilisé pour poser l'indication éventuelle
d’un traitement est le score CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) (8). En fonction
des classifications FAB et OMS, de la dépendance transfusionnelle ou non (ou du taux
d’hémoglobine le cas échéant) et du score cytogénétique (21), ce score permet de distinguer
guatre groupes de patients (de risque faible, intermédiaire-1, intermédiate-2 ou élevé) ayant
des pronostics différents avec une survie globale médiane variant de 5 a 72 mois.
Récemment, ce score a été agrémenté des données moléculaires pour constituer le score
CPSS-mol (34). Les génes a étudier sont ASXL1, NRAS, RUNX1 et SETBP1, tous associés a un
mauvais pronostic en cas de présence de mutations (29-31,34). Ce nouveau score
moléculaire départage également les patients en quatre groupes avec une survie globale

médiane allant de 17 a 70 mois (34).

Le Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) a également développé un score
pronostique intégrant les résultats de biologie moléculaire en particulier le statut
mutationnel du gene ASXL1 (29). En effet, une mutation nonsense ou frameshift d’ASXL1 est
associée a un mauvais pronostic en terme de survie globale et de survie sans leucémie aigué
(29,30,34,35). Le score GFM permet de répartir les patients en trois groupes selon le statut
mutationnel d’ASXL1, le taux d’hémoglobine (+ 10 g/dL chez la femme et + 11 g/dL chez
I"'hnomme), le taux de leucocytes (+ 15 G/L), le taux de plaquettes (+ 100 G/L) et I’adge (+ 65

ans) avec une survie médiane allant de 14 a 60 mois selon les groupes (29).

D’autres scores pronostiques incluant des parameétres clinico-biologiques, cytogénétiques et

moléculaires ont également été validés et sont détaillés dans le tableau 2.
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Score GFM CPSS-mol Mayo Molecular Model CPSS MDAPS

Données cliniques Age Dépendance Non Dépendance Non
transfusionnelle en CG transfusionnelle en CG

Cytologie GB, Hb, plaquettes Pourcentage de blastes, GB Monocytose, blastes, Pourcentage Hb, lymphocytes, myélémie,

Hb, plaquettes de blastes, GB pourcentage de blastes

Cytogénétique Non Oui Non Oui Oui

Données moléculaires ASXL1 ASXLT, NRAS, RUNX1, SETBP1 ASXL1 Non Non

Nombre de groupes 3 4 4 4 4

derisque

Survie médiane (mois) 14-60 17-70 16-97 5-72 5-26

CG: culots globulaires; GB: globules blancs; GFM: Groupe francophone des myélodysplasies; Hb: hémoglobine.

Tableau 2 - Scores pronostiques utilisés dans la LMMC.
D'apreés Gelsi-Boyer et al., Correspondances en onco-hématologie 2020.

Il convient de noter que ces scores pronostiques ont été établis et validés chez des patients
ayant un age médian de 70 ans dont I'espérance de vie n’est pas uniquement impacté par la
LMMC a la différence des sujets plus jeunes dont |'espérance de vie plus longue est
potentiellement plus impactée par la LMMC et les traitements utilisés en particulier
lorsqu’ils sont intensifs (1). Les facteurs associés a une moins bonne survie chez les sujets de
moins de 65 ans sont: l'anémie, la présence de blastes circulants, les anomalies

cytogénétiques de haut risque et les mutations des genes ASXL1 et SRSF2 (36).

Par ailleurs, les LMMC secondaires aux traitements par radio-chimiothérapie représentent
environ 10% des LMMC. Ces formes sont plus fréquemment associées a un haut risque
cytogénétique et une moins bonne réponse aux agents hypomeéthylants (37,38). Elles sont
donc associées a un pronostic défavorable, en terme de survie globale et de survie sans

évenements et ce, indépendamment du score GFM (37).

En plus du pronostic de la maladie établi a partir des scores disponibles, il convient
d’évaluer les facteurs liés au patient lui-méme influencant sa capacité a recevoir un

traitement et donc le devenir de la maladie. Parmi ces facteurs, I'age, I'état général selon le
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Performans status et la présence éventuelle de comorbidités sont les plus importants a
évaluer. En effet, I'dge élevé présente un impact pronostiqgue majeur et indépendant, y
compris apres traitement par hypométhylants ou allogreffe de CSH (29,36). Plus que I'age
réel, c’est I'dge fonctionnel qui importe. Plusieurs scores existent pour évaluer les
comorbidités du patient parmi lesquels le score général de Charslon Cormorbidity Index ou le
MDS-specific comorbidity index, spécifiquement établi pour les SMD (39,40). Parmi les autres
facteurs a étudier, sont a prendre en compte I'état nutritionnel, I'état cognitif, le désir du

patient et sa qualité de vie.

Prise en charge thérapeutique

Une abstention thérapeutique est possible si le patient est peu ou pas
symptomatique en particulier en I'absence de signes cliniques de myéloprolifération
(splénomégalie symptomatique ou atteinte extra-médullaire) et en I'absence de cytopénies

significatives et d’exces de blastes.

En cas d’indication a un traitement, le choix du traitement repose donc actuellement
sur le risque lié a I'hémopathie évalué en routine par le score CPSS et sur I'état général et les
comorbidités éventuelles du patient, en particulier si une allogreffe de CSH est envisagée

(41).

- LMMC de bas risque

En cas de risque faible ou intermédiaire-1 selon le score CPSS, l'approche
thérapeutique est proche de celle des syndromes myélodysplasiques, c’est-a-dire la gestion

des cytopénies.
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En cas d’anémie inférieure a 10 g/dL, un traitement par agents stimulants I'érythropoiése
peut étre instauré. Les taux de réponse sont les mémes que pour les syndromes
myélodysplasiques de faible risque mais avec des réponses de plus courtes durées (12,42).
Un faible taux d’érythropoiétine sérique (inférieur a 500 Ul /L) et I'absence de transfusions
préalables sont des facteurs prédictifs d’une bonne réponse (42). Celle-ci est associée a une
meilleure survie (42). En cas d’anémie profonde (inférieure a 8 g/dL) ou symptomatique, la
transfusion itérative est indiquée et sera associée a une chélation du fer des que la ferritine

dépasse 1000 ng/mL ou a partir de 25 culots globulaires transfusés.

En cas de thrombopénie inférieure a 30 G/| ou associée a un syndrome hémorragique,
I'utilisation d’agonistes de la thrombopoiétine n’est actuellement possible que dans le cadre
d’essais thérapeutiques. Des cures courtes de corticothérapie sont possibles si une part
auto-immune est suspectée devant le caractéere profond et isolé de la thrombopénie sans

anémie ni exces de blastes médullaires (1).

En cas de formes myéloprolifératives (hyperleucocytose, splénomégalie symptomatique
et/ou de signes généraux), une cytoréduction par hydroxyurée est indiquée, en particulier en

I'absence de cytopénies majeures ou d’exces de blastes (12,43).

- LMMC de haut risque

En cas de risque intermédiaire-2 ou élevé selon le score CPSS, il existe un fort risque
de progression et de décés a long terme. Le traitement a donc pour but de ralentir la

progression de I’hémopathie.

Une allogreffe de CSH, seul traitement potentiellement curatif, peut étre proposée aux

patients de moins de 70 ans en bon état général, si un donneur compatible est disponible.
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Celle-ci sera réalisée d’emblée en cas de blastose médullaire inférieure a 10% ou apres
I'utilisation d’agents hypométhylants en cas de blastose médullaire supérieure a 10% et de
cytogénétique défavorable afin de diminuer le risque de rechute post-allogreffe (1,44). Une
chimiothérapie d’induction peut étre proposée comme alternative aux agents
hypométhylants en cas de forte masse tumorale et en I'absence de profil cytogénétique
défavorable (1). Dans certains cas de LMMC de risque faible ou intermédiaire-1 mais
présentant des critéres de mauvais pronostic (cytopénies profondes symptomatiques,
blastose médullaire supérieure a 15%, cytogénétique défavorable ou mutations des genes
ASXL1, RUNX1, SETBP1 ou NRAS), une allogreffe de CSH peut se discuter en cas de patient
jeune et en bon état général (1). En pratique, seulement 5% des patients atteints de LMMC
sont allogreffés en raison de I'age souvent élevé des patients et des comorbidités associées.
Dans une étude de registre de I'European Society for Blood and Marrow Transplantation
(EBMT), la survie globale médiane était de 33% a 4 ans, expliquée par une morbi-mortalité

importante et un risque de rechute persistant aprées I'allogreffe (44,45).

En cas d’inéligibilité a I'allogreffe, un traitement par agents hypométhylants de type 5-
azacytidine est proposé aux patients présentant une LMMC-2 avec un taux de leucocytes
inférieur a 13 G/L, conformément a I'autorisation de mise sur le marché (AMM) européenne
(46). Leur utilisation repose sur la mise en évidence d’une hyperméthylation de ’ADN dans la
LMMC (47,48) et permettrait une restauration de I’'hématopoiése. En monothérapie, les
agents hypométhylants permettent des taux de réponse globale de I'ordre de 30-40% avec
une survie globale de 20 mois (49). Un traitement par agents hypométhylants peut
également étre proposé hors AMM aux patients présentant une LMMC-1 de forme
myéloproliférative ou des cytopénies profondes (50). L’association TET2 muté / ASXL1

sauvage semble associée a une meilleure réponse aux agents hypométhylants sans bénéfice
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de survie tandis que la présence d’'une mutation d’ASXL1, RUNX1 ou CBL serait associée a
une moins bonne survie (51). En revanche, 'utilisation des agents hypométhylants n’impacte
pas la charge mutationnel du clone tumoral expliquant le caractére transitoire de la réponse

et I'effet suspensif du traitement nécessitant son maintien jusqu’a progression (22).

Plus récemment, certaines thérapies ciblant FLT3 et IDH1-2 ont montré un intérét dans la
prise en charge de la LMMC justifiant la recherche d’anomalies au niveau de ces génes par

biologie moléculaire (1).
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Etude de la répartition des sous-populations monocytaires par

cytométrie en flux

Intérét au diagnostic

Le diagnostic de LMMC est parfois difficile face aux autres causes de monocytose, en
particulier réactionnelle ou associée a une autre hémopathie, pouvant remplir les critéres
diagnostiques de 'OMS 2017 (4). Dans ce cas, |'étude des sous-populations monocytaires au
sein des monocytes totaux sanguins périphériques par cytométrie en flux a montré son

intérét.

Trois sous-populations monocytaires circulantes sont a présent caractérisées par le
niveau d’expression de deux marqueurs antigéniques de surface : le CD14, récepteur du
lipopolysaccharide bactérien, et le CD16, récepteur de faible affinité du fragment Fc des
immunoglobulines (récepteur Fcy-lll) (52). Les monocytes classiques (cMo ou MO1), sous-
population majoritaire représentant environ 85% des monocytes totaux chez un sujet sain,
sont CD14""/CD16". Les monocytes intermédiaires (iMo ou MO2) sont CD14""/CD16" tandis
que les monocytes non classiques (ncMo ou MO3) sont CD147Ple @ néeatif/cpigt et
représentent respectivement environ 5 et 10% des monocytes circulants (Figure 1A). Il
semblerait que les MO2 soit une sous-population de transition entre les MO1 et les MO3. En
effet, il s’agit de la premiére sous-population monocytaire a augmenter sous |'effet du GM-
CSF ou a l'occasion d’une infection, suivie par les MO3 (52). Cette subdivision a ensuite été
validée par des analyses fonctionnelles et d’expression génique de ces sous-populations
(53,54). Outre leurs différences immunophénotypiques, ces trois sous-populations sont

également caractérisées par des fonctions différentes résumées dans le tableau 3 (53).
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Figure 1 - Dot plots montrant la répartition des sous-populations monocytaires chez un sujet sain (A), chez un
patient atteint de LMMC avec un profil phénotypique classique (B) et chez un patient atteint de LMMC
associée a un profil phénotypique inflammatoire (C). Adaptée de Selimoglu-Buet et al., Blood 2017.

Monocytes classiques

Monocytes intermédiaires

Monocytes non classiques

Immunophénotype CD14+CD16 CD14+(D16* (D1 4fblenegtiC D6+
Propu_rtiun relative 85 % 59 10%

(parmi les monocytes totaux)

Marqueurs de surface exprimés (CD42L, CCR2, CLEC4D, CLECSA, CD74, HLA-DR, Tie-2 (CD202B), Siglec10, CD43,

IL-13Ra, CXCR1, CXCR2 ENG (CD105) slan (sous-population)
Marqueurs de surface non exprimés CX3CD1, CD123, P2PX1, CD62L, CXCR1, CXCR2, CLEC4D,  CCRS, CD62L, CXCR1, CXCR2, CD163,
Siglec10 IL-13Ra1 CLEC4D, IL-13Ra1
Réponses préférentielles au lipopolysaccharide  IL-10, G-CSF, CCL2, RANTES, IL-2, IL-8 IL-6, IL-8 TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8
Fonctions décrites Fort potentiel Prolifération et stimulation Prolifération et stimulation
de phagocytose des lymphocytes T des lymphocytes T

Production de ROS*
Angiogenése
(sous-population Tie-2+)

(sous-population slan+)
Réle dans la surveillance in situ
des tissus et au niveau des vaisseaux

Signatures géniques définies Cicatrisation et coagulation
Protéines 5-100
Récepteurs scavenger
Récepteurs de la lectine de type C
Antiapoptotique
Réponse aux stimuli

Présentation de |'antigéne
par les CMH de classe Il

Réarrangement du cytosquelette
Composants du complément
Proapoptotique
Régulation négative de la
transcription

*ROS (reactive oxygen species) : espéces réactives de 'oxygéne.

Tableau 3 - Caractéristiques immunophénotypiques et fonctionnelles des 3 sous-populations monocytaires
circulantes. D'aprés Wagner-Ballon et al., Correspondances en onco-hématologie 2020.

L’étude de la répartition des trois sous-populations monocytaires circulantes par

cytométrie en flux utilise une stratégie d’exclusion négative des cellules matures circulantes.

Par comparaison a des sujets sains et a des patients présentant une monocytose

réactionnelle, les patients porteurs d’'une LMMC présentent une accumulation relative des

monocytes classiques MO1 aux dépens des deux autres sous-populations monocytaires,

MO2 et MO3 (Figure 1B) (55). Plus précisément, une accumulation de plus de 94% de MO1

au sein des monocytes totaux permet de distinguer les patients atteints de LMMC des
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monocytoses réactionnelles avec une sensibilité de 94,1% et une spécificité de 92,8%
(10,55). La sensibilité de ce test diagnostique augmente avec le sous-type selon la
classification OMS, jusqu’a 100% dans le cas des LMMC-2 (10). Cette accumulation de MO1
est indépendante de la valeur de la monocytose sanguine, du sous-type de LMMC selon les
classifications FAB et OMS, du risque cytogénétique, du statut mutationnel et des scores
pronostiques validés (55,56). Ce test diagnostique phénotypique a ensuite été validé par
d’autres équipes (56,57) et permet également de différencier les LMMC des NMP classiques

avec monocytose (58).

Sur le plan physiopathologique, cette accumulation de monocytes classiques MO1 serait liée
a un blocage de différenciation des MO1 en MO3, di a I’hyperméthylation du promoteur de
Mir-150, spécifique de la lignée myéloide, au sein des monocytes (55,59). Celle-ci
entrainerait une sous-expression de ce microARN dans les MO1 et I’hyper-expression de la
protéine TET3 empéchant leur transition en MO2 puis en MO3 (55,59). De fagon
intéressante, I'utilisation d’agents hypométhylants réduit I’hyperméthylation du promoteur
de Mir-150, restaure I'expression du miARN et diminue I'expression de TET3 permettant la

transition des MO1 en MO2 et MO3 et le retour a un profil phénotypique classique.

Ce profil phénotypique caractéristique reste stable dans le temps en |'absence de traitement
(55). En revanche, l'utilisation d’agents hypométhylants s’associe, en cas de réponse au
traitement, a une normalisation de la monocytose sanguine et a un retour a une répartition
normale des sous-populations monocytaires, a la différence des patients non répondeurs et
des patients traités par hydroxyurée (11,55). A l'inverse, en cas de rechute ou de progression

de I’hémopathie aprés une réponse initiale au traitement, le profil phénotypique
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caractéristique de la LMMC réapparait (55). Ce test diagnostique pourrait également trouver

son intérét dans le suivi de patients traités par agents hypométhylants.

LMMC associée a un état inflammatoire

L'utilisation croissante de ce test diagnostique a entrainé la mise en évidence de cas
de faux négatifs (10,60). En effet, certains patients atteints de LMMC présentent, au
diagnostic, un état inflammatoire associé (10). Or, il a été montré qu’en cas d’inflammation,
la fraction des monocytes intermédiaires MO2 augmente (52). Ces patients présentent alors
un profil immunophénotypique particulier caractérisé par une augmentation de la fraction
des MO2 entrainant une diminution relative de la fraction des monocytes classiques MO1 en
dessous du seuil établi de 94% et a I'origine d’un aspect « en bulbe » (Figure 1C) (10). Ces

LMMC sont dites « associées a un profil phénotypique inflammatoire ».

Dans cette situation, la persistance de la diminution des monocytes non classiques MO3
permettrait de distinguer ces LMMC associées a un profil phénotypique inflammatoire des
monocytoses réactionnelles (10,60,61). Un seuil de MO3 inférieur a 1,13% a été proposé par
une équipe pour affirmer le diagnostic de LMMC (62). Cependant, le manque de robustesse
de la délimitation précise des deux sous-populations MO2 et MO3, limite lintérét

diagnostique de ce critere.

Récemment, I'utilisation de marqueurs supplémentaires a permis une discrimination
plus précise de monocytes non classiques MO3. La P-sélectine slan (I'une des modifications
du résidu carbohydrate de la glycoprotéine P-selectin ligan 1) est un marqueur quasi-
exclusivement restreint aux monocytes, en particulier non classiques, au sein des leucocytes

(11,63). Environ 50% des monocytes non classiques MO3 expriment slan et correspondent
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aux MO3 avec I'expression la plus faible de CD14 (11). Les patients atteints de LMMC, en
particulier ceux associés a un profil phénotypique inflammatoire, présentent une fraction de
MO3 slan® significativement inférieure aux sujets sains et aux patients présentant une
monocytose réactionnelle (0,4 + 0,5% versus 5,7 + 3,3% et 4,3 + 3,0%, respectivement) (11).
La combinaison du pourcentage de MO1 et du pourcentage de MO3 slan+, avec un seuil
établi a 1,7%, permet d’augmenter la sensibilité du test phénotypique a 100% tout en
conservant une spécificité de 94% (11). L'apport de slan a permis de développer un
algorithme diagnostique de la LMMC par cytométrie en flux en 2 étapes (Figure 2). Tout
comme le pourcentage de MO1, le pourcentage MO3 slan+ est stable dans le temps en
I'absence de traitement (11). A linverse, chez les patients répondeurs aux agents
hypométhylants, la répartition des sous-populations monocytaires se normalise avec
I’'augmentation des MO3 slan+ au-dessus du seuil de 1,7%, parallélement a la diminution des

MO1 (11).

| Monocytose > 1 10°/L |

|

Phénotypage LMMC sanguin

En faveur
d'une LMMC

Non en faveur En faveur
d'une LMMC d'une LMMC

Figure 2 - Algorithme diagnostique de la LMMC par cytométrie en flux en 2 étapes.
D'aprés Wagner-Ballon et al., Correspondances en onco-hématologie 2020.
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Ce profil phénotypique particulier est retrouvé chez des patients atteints de LMMC
présentant un état inflammatoire allant du simple syndrome inflammatoire biologique isolé

a la pathologie clinique inflammatoire ou auto-immune.

Selon les études, entre 10 et 30% des patients atteints de LMMC présentent une
pathologie inflammatoire associée (12,64-67). Il s’agit le plus souvent d’une vascularite
systémique, d’atteintes rhumatologiques (mono/polyarthrites), d’un psoriasis ou d’une
thrombopénie auto-immune (12,64-67). Chez la majorité des patients, la pathologie
inflammatoire est déja connue au moment du diagnostic de la LMMC mais peut également
apparaitre de maniére concomitante ou au cours du suivi de la LMMC (64—-66). Un syndrome
inflammatoire biologique est le plus souvent présent avec une C-reactive protein (CRP)
autour de 80 mg/l, associée a une hypergammaglobulinémie polyclonale, reflet de taux
élevés de cytokines inflammatoires (12,65,66). Certaines équipes rapportent des
caractéristiques biologiques défavorables chez ces patients en particulier un nombre plus
important de blastes médullaires et un profil cytogénétique défavorable sans différence en
terme de survie (65,66). Selon la pathologie associée, le traitement repose le plus souvent
sur la corticothérapie en premiére ligne avec des taux de réponse de I'ordre de 80% (12,64—
66). Un traitement hématologique (hydroxyurée ou agents hypométhylants) de seconde
ligne est nécessaire chez 50% des patients en cas de cortico-dépendance ou de rechute a

I'arrét de la corticothérapie avec des taux de réponse allant de 60 a 80% (12,64—66,68).

De facon intéressante, le contréle de la pathologie inflammatoire permet un retour a un

profil phénotypique typique de LMMC avec disparition de I'aspect en bulbe (10,12).
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Objectif de I’étude

La mise en évidence par cytométrie en flux d’une accumulation de MO1 > 94% des
monocytes totaux circulants, aux dépens des MO2 et des MO3, est désormais largement
utilisée en routine en France comme outil diagnostique dans la LMMC. L'apport de ce test
diagnostique en pratique clinique nous a amené a nous interroger sur I'impact pronostique
de la répartition des sous-populations monocytaires chez les patients atteints de LMMC.
Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une premiere étude rétrospective,
multicentrique, s’intéressant au devenir des patients inclus dans les études précédemment
publiées par notre équipe en collaboration avec I'équipe de I'Institut Gustave Roussy en
2015 et 2017 (10,55). Les résultats principaux de cette premiere étude ont été publiés en
2020 dans le journal Leukemia. Cette méme année, nous avons montré |'apport du
marqueur slan dans le diagnostic de la LMMC, en particulier des formes associées a un profil
phénotypique inflammatoire (11). Forts de nos premiers résultats et de I'expérience acquise
avec l'utilisation du marqueur slan, nous avons décidé de réaliser une seconde étude
prospective sur I'impact pronostique de la répartition des sous-populations monocytaires
chez les patients atteints de LMMC pour lesquels les données de cytométrie en flux
comprenaient le marqueur slan. Ces résultats complémentaires sont présentés dans la

seconde partie du manuscrit.
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Résultats principaux

Criteres d’inclusion des patients

Parmi les patients de deux études précédemment publiées en 2015 et 2017 (10,55),
les patients présentant une LMMC dont le diagnostic a été revu selon les criteres de la
classification OMS révisée en 2017 et pour lesquels un immunophénotypage monocytaire
avait été réalisé dans les 3 mois du diagnostic pouvaient étre inclus. Les critéres d’exclusion
étaient 'absence de myélogramme au diagnostic, un délai de plus de trois mois entre le
diagnostic de LMMC et I'immunophénotypage monocytaire et I'absence de données de suivi.
Conformément aux criteres diagnostiques OMS 2017, les patients présentant une LMMC
avec un pourcentage de monocytes sanguins inférieur a 10% des leucocytes totaux étaient

exclus (4).

Résumé des résultats

Au total, 107 patients ont été inclus entre juin 2012 et mars 2017 dans quatre centres
francais (Hopital Henri Mondor a Créteil, Institut Gustave Roussy a Villejuif, Hopital Saint-
Louis a Paris, Hopital Avicenne a Bobigny). L'dge médian était de 75 ans [IQR, 67—83] avec
une prédominance masculine (sex ratio : 2,2). Selon la classification OMS révisée en 2017 (4),
les patients étaient classés en 43 LMMC-0 (40%), 48 LMMC-1 (45%) et 16 LMMC-2 (15%),
avec 79 formes dysplasiques (74%). Le calcul du score CPSS, possible dans 101 cas (94%), a
permis de différencier les patients en catégorie pronostique « Low » (44%), « Intermediate-

1 » (28%), « Intermediate-2 » (27%) et « High » (1%) (8). Parmi les 62 patients évaluables, 18

28



(29%) présentaient une mutation du gene ASXL1. Ainsi, selon le score GFM, 55% des patients

étaient considérés de faible risque, 39% de risque intermédiaire et 6% de haut risque (29).

Comme attendu, 98 patients (92%) avaient un pourcentage de MO1 >94% tandis que
les 9 patients restants (8%) présentaient un profil phénotypique inflammatoire avec un
aspect en bulbe entrainant une diminution du pourcentage relatif de MO1 sous le seuil
diagnostique de 94%. Ces derniers présentaient un discret syndrome inflammatoire
biologique (CRP médiane, 8mg/L [IQR, 3-8]) sans pathologie clinique inflammatoire associée.
Le suivi médian de 26,7 mois [IQR, 13,3-35,5] a permis de relever que 21 patients (20%) ont
recu des agents hypométhylants et trois ont bénéficié d’une allogreffe de CSH. La survie
globale médiane était de 40,3 mois [IQR, 24,0-NA] et la survie sans leucémie de 40,1 mois
[IQR, 21,5-NA].

En analyse multivariée, le profil phénotypique inflammatoire était associé a un mauvais
pronostic, indépendamment du statut mutationnel d’ASXL1, du taux de leucocytes,
d’hémoglobine et de plaquettes, autres paramétres associés au devenir des patients dans
notre étude. La médiane de survie globale et la médiane de survie sans leucémie des
patients avec profil phénotypique inflammatoire étaient de 13,7 [IQR, 2,2-18,6] et 11,2 mois
[IQR, 2,2-18,6], respectivement, contre 42,2 [IQR, 28,6-NA] et 40,3 mois [IQR, 26,2-NA] pour
les autres patients. Ce profil phénotypique inflammatoire était associé a un risque

cytogénétique plus élevé et a des scores pronostiques (CPSS et GFM) plus péjoratifs.

Ce travail montre l'intérét pronostique de l'immunophénotypage monocytaire
puisqu’il permettrait d’identifier au diagnostic une catégorie de patients atteints de LMMC

et présentant un profil phénotypique inflammatoire associé a un pronostic défavorable.
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To the Editor:

According to the World Health Organization (WHO) clas-
sification, chronic myelomonocytic leukemia (CMML)
diagnosis requires both a persistent peripheral blood
monocyte count >1 x 10%/L and monocytes accounting for
210% of the total white blood cell count (WBC) [1]. We
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and others have shown that a relative increase in the clas-
sical monocyte fraction (cMo; CD147TCD167) 294% of
total peripheral blood monocytes, as measured by flow
cytometry, rapidly distinguishes a CMML from other cau-
ses of monocytosis, mostly reactive monocytosis, with high
specificity and sensitivity [2-6]. Importantly, this char-
acteristic feature can be identified in most patients, whatever
their leukocyte, monocyte, and bone marrow blast counts
and whatever the somatic mutations detected in their leu-
kemic cells [2]. However, this diagnostic tool can be chal-
lenged by the co-occurrence of an inflammatory disease
[7, 8] as it increases the fraction of intermediate monocytes
(iMo; CD1471CD16") and lowers the cMo fraction that
may not reach the diagnostic cut-off of 94% [5]. Notably,
these patients still demonstrate a decrease in their non-
classical monocyte fraction (ncMo; CDI14 CD16") and
their flow cytometric profile adopts a characteristic bulbous
shape made of cMo and iMo (Fig. 1a). We recently reported
that, in such a situation, evidencing a decrease in the frac-
tion of slan-positive ncMo <1.7% could support CMML
diagnosis [9].

A number of prognostic scores with similar performance
have been proposed in CMML [10]. Among them is the
CMML-specific prognostic scoring system (CPSS), which
relies on French—-American-British and WHO CMML
subtypes, red blood cell transfusion dependency, or hemo-
globin count, and the Spanish cytogenetic risk stratification
system [11]. ASXLJ mutations, which have been invariably
associated with a poor outcome, were the first molecular
events incorporated in prognostication tools, including the
Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) score
and others [12—-14]. By contrast, the prognostic value of the
distribution of monocyte subset in the peripheral blood of
CMML patients has not been explored so far.

In the present study, after local ethical committee’s
agreement, we updated in June 2019 the outcome of 107
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CMML patients (median age: 75 years [interquartile range,
67-83], sex ratio: 2.2) included between June 2012 and
March 2017 in our previous studies by four centers [2, 5].
Flow cytometric analysis of peripheral blood monocyte
subsets had been performed at diagnosis, i.e., #3 months
from initial bone marrow examination. According to 2017
‘WHO criteria [1], this series included 43 CMML-0 (40%),
48 CMML-1 (45%), and 16 CMML-2 (15%) (Supplemen-
tary Table 1). Seventy-nine patients (74%) displayed a
dysplastic form of the disease, 6 (6%) had therapy-related
CMML, and 10 (9%) had evolved from a previous myelo-
dysplastic syndrome. Median WBC, hemoglobin level, and
platelet count were 9.3 x 10%L [5.9-13.6], 11.8g/dL
[9.7-13.2], and 120 x 10°/L [70-209], respectively. The
karyotype was normal in 70% of the 101 patients (94%)
with available information. Hence, their CPSS score was
low (44%), intermediate-1 (28%), intermediate-2 (27%),
and high (1%). A frame-shift or non-sense mutation in
ASXL1 gene was identified in 18 of the 62 (29%) patients
with available information at diagnosis, stratifying them as
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low (55%), intermediate (39%), or high (6%) risk patients
according to the GFM score. Among patients with available
next-generation sequencing analyses (n = 47), mutations in
NRAS, RUNXI, and SETBP! genes, which are included in
the CPSS-Mol [14], were detected in 5 (11%), 4 (9%), and
2 (4%) patients, respectively.

Flow cytometric data collected at diagnosis were cen-
trally reanalyzed in a blind fashion (by two skilled opera-
tors, OW-B and DS-B). The median cMo fraction was
96.9% [95.8-98.1], and 98 patients (92%) displayed a cMo
fraction >94%, as expected. In the remaining 9 patients
(median cMo fraction 91.8% [91.4-92.5]), the flow cyto-
metric profile of peripheral blood monocyte subsets showed
a characteristic bulbous aspect (Fig. 1a, b). Since this aspect
was shown to be associated with inflammatory diseases [5],
these cases were thereafter referred to as “flow cytometry-
defined inflammatory CMML" (Fig. 1b).

In the WHO-defined CMML (0/1/2) subgroups, the
median peripheral blood monocyte count was 1.6 x 10*/L
[1.3-2.1] vs 1.8 x 10%L [1.5-3.0] vs 1.8 x 10%/L [1.2-3.6]
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Fig. 1 Flow cytometric profiles and outcome of patients with
classical CMML and flow cytometry-defined inflammatory
CMML. a Representative dot plots of monocyte subset repartition
(CD14/CD16) of healthy donor, patient with a reactive monocytosis,
patient with a classical CMML displaying a typical profile (cMo
>04%), and patient with a flow cytometry-defined inflammatory
CMML patient with cMo <94% and a “bulbous aspect.” b Percentages
of ¢cMo among total circulating monocytes in the 98 patients with
classical CMML (red) and the 9 patients with flow cytometry-defined
inflammatory CMML (blue); median is indicated by a black dash; the
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94% diagnosis threshold is indicated in red. ¢, d Kaplan—Meier sur-
vival estimates of ¢ overall survival (OS) and d AML-free survival in
patients with classical CMML (n =98, red) and flow cytometry-
defined inflammatory CMML (n =9, blue). Survival between groups
was compared using the Kaplan—Meier estimator. Univariate analyses
were performed with Log Rank test and are reported for each curve.
CMML chronic myelomonocytic leukemia, cMO classical monocytes
(CD147CD167), iMO intermediatc monocytes (Mo, CD14%*
CD16"), AML acute myeloid leukemia.



Prognostic value of monocyte subset distribution in chronic myelomonocytic leukemia: results of a...

Table 1 Variables associated
with overall survival and AML-
free survival in multivariate

Overall survival AML-free survival

(Cox model) analysis.

HR [95% CI]  p Value  HR [95% CI]  p Value
ASXLI mutated 2.15[1.08-426] p=0029 224[L.154.36] p=0.018
Hb level 0.84[0.73-0.96] p=0013 0.82[0.72-0.94] p=0.0054
WBC count (log;o) 3.00[0.89-10.1] p=0.076 3.37[1.01-11.2] p=0.048
Platelet count (logyo) 0.19[0.08-0.44] p=0.0002 0.14 [0.06-0.33] p<0.0001
Flow cytometry-defined 3.86[1.65-9.05] p=0.0019 4.45[2.00-9.89] p=0.0002

inflammatory CMML

HR hazard ratio, CI confidence interval, Hb hemoglobin,

myelomonocytic leukemia.

(p =ns) and the median fraction of cMo was 96.8%
[95.5-98.1] vs 97.2% [96.2-97.9] vs 96.9% [96.4-98.1]
(p = ns), respectively. The absolute count of cMo could be
measured by combining flow cytometric assessment of cMo
fraction and the absolute monocyte count provided by the
complete blood count. The cMo fraction was similar in
proliferative and dysplastic CMML (96.8% [95.6-98.4] vs
96.9% [95.8-98.1], p=0.88) but the absolute counts of
both total monocytes (4.2 x 10%/L [2.6-6.2] vs 1.6 x 10°/L.
[1.2-2.0], p<0.001) and cMo (4.1 x 10°/L. [2.5-6.1] vs
1.5 x 10%L [1.2-1.9], p <0.001) were higher in proliferative
CMML. Finally, the absolute count of cMo was similar
between flow cytometry-defined inflammatory (1.6 x 10°7L
[1.2-1.9]) and classical (1.8x10°%L [1.3-2.6], p=
0.65) CMML.

With a median follow-up of 26.7 months [13.3-35.5], 45
(42%) patients received at least one of the following treat-
ments: hydroxycarbamide (n = 25), hypomethylating agents
(n=21), thrombopoietin receptor agonist (n = 10), and
lenalidomide (n =4). Three patients (3%) underwent allo-
geneic stem cell transplantation. During this period, 18
patients (17%) progressed to acute myeloid leukemia
(AML) and 40 patients (38%) died, mainly from AML
progression (n=16) and sepsis (n =8). Median overall
survival (OS) was 40.3 months [24.0-NR (not reached)]
and median AML-free survival (AMLES), defined as time
between diagnosis and AML transformation, death, or last
follow-up, was 40.1 months [21.5-NR].

To investigate the prognostic value of the flow
cytometry-defined inflammatory CMML pattern on OS and
AMLFS, we included this parameter in a lasso penalized
regression with ASXL/ mutational status, CPSS-defined risk
categories [11], and clinical variables, including age, sex,
therapy-related status, WBC, platelets, hemoglobin, lym-
phocytes, absolute neutrophil count, absolute monocyte
count, immature granulocytes, peripheral blasts, bone mar-
row blasts, and high-risk karyotype [11]. Hence, the five
selected variables were then included in a multivariate Cox
model. A flow cytometry-defined inflammatory profile
predicted poorer OS (hazard ratio (HR) = 3.86, [95% con-
fidence interval (CI), 1.65-9.05], p=0.0019),
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WBC white blood cell, CMML chronic

independently of ASXL/ mutational status (HR =2.15,
[95% CI, 1.08-4.26], p = 0.029), higher WBC (log-trans-
formed, HR=3.00, [95% CI, 0.89-10.1], p=0.076),
hemoglobin level (HR = 0.84 [95% CI, 0.73-0.96], p=
0.013), and platelet count (log-transformed, HR =0.19,
[95% CI, 0.08-0.44], p = 0.0002) (Table 1). Median OS for
CMML with a flow cytometry-defined inflammatory profile
was 13.7 months [2.2-18.6] compared to 42.2 months
[28.6-NR] for other patients (Fig. 1¢). A similar impact on
AMLEFS was observed (11.2 months [2.2-18.6] compared
to 40.3 months [26.2-NR]) (Table 1, Fig. 1d). Given the
low number of CMML patients with flow cytometry-
defined inflammatory profile, the prognostic significance of
this pattern will be enforced if validated in a future, inde-
pendent cohort.

This important prognostic value of the flow cytometry-
defined inflammatory CMML pattern highlights the
importance of a better delineation of these forms of the
disease. Systemic auto-immune/inflammatory disorders are
detected in up to 20% of CMML patients [8], but none of
our 9 flow cytometry-defined inflammatory CMML patients
had such coexisting disorder, yet displayed a mild biolo-
gical inflammatory syndrome (Supplementary Table 2).
Indeed, inflammation markers were available at diagnosis in
7 out of 9 CMML patients with flow cytometry-defined
inflammatory profile and 44 out of 98 patients with classical
CMML. Median C-reactive protein was 8 mg/L (IQR,
3.0-8.0) and 6.0mg/L (IQR, 2.1-37.7), respectively (p =
0.95). Median fibrinogen was 4.8 g/l (IQR, 3.5-5.0) and
3.8g/L (IQR, 3.0-4.4), respectively (p=0.84). Three
variables were associated with the flow cytometry-defined
inflammatory profile: poorer cytogenetic risk (p=0.023,
Kendall correlation test), CPSS score (p =0.028, Kendall
correlation test), and GFM score (p =0.014, Kendall cor-
relation test) (Supplementary Table 1).

Altogether, the peripheral blood monocyte subset dis-
tribution at diagnosis delineates a small subgroup of CMML
patients with a very poor outcome, including shorter OS and
AMLFS. An extended assessment of inflammation markers
may further enforce the link between the described profile
and local or systemic inflammation. Identification of this

SPRINGER NATURE



M. Jestin et al.

flow cytometric profile can be further refined by incorpor-
ating an ncMo-specific marker, such as slan, in the panel to
demonstrate a decrease in the ncMo fraction to distinguish a
CMML from a non-clonal reactive monocytosis [9, 15].
These results emphasize the usefulness of flow cytometric
analysis of peripheral blood cells in CMML, as, in addition
to facilitating disease recognition, it may contribute to dis-
ease risk stratification. Further analyses may prospectively
validate these results and explore the underlying patho-
physiological mechanisms involved.
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Résultats complémentaires

Rationnel de la seconde étude

La premiere étude publiée dans Leukemia en 2020 souligne I'impact pronostique
potentiel de la répartition des sous-populations monocytaires circulantes dans la LMMC.
Plus précisément, les patients avec une LMMC associée a un profil phénotypique
inflammatoire, défini dans cette étude par un aspect en bulbe entrainant un pourcentage de
MO1 <94%, présentent un pronostic particulierement défavorable. En effet, leur survie est
significativement inférieure a celle des patients atteints de LMMC associées a un profil

phénotypique typique avec accumulation de MO1 >94%.

L'année de la publication de cette étude, nous avons rapporté l'intérét du marqueur slan
dans le diagnostic de la LMMC. En effet, les patients atteints de LMMC, en particulier ceux
associés a un profil phénotypique inflammatoire, présentent une fraction de MO3 exprimant
le marqueur slan (MO3 slan®) significativement diminuée par rapport aux sujets sains et aux
patients présentant une monocytose réactionnelle (11). La combinaison de I'étude du
pourcentage de MO1 et du pourcentage de MO3 slan+, avec un seuil établi a 1,7%, permet
donc d’augmenter les performances de ce test diagnostique et de mieux discriminer les
patients associés a un profil phénotypique inflammatoire, catégorie de pronostic

défavorable dans notre premiere étude (11).

Pour confirmer les résultats de notre premiere étude, nous avons décidé de poursuivre cette

étude pronostiqgue chez des patients LMMC pour lesquels les données
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immunophénotypiques intégraient le marqueur slan. Nous avons donc réalisé une seconde

étude, prospective et multicentrique.

Criteres d’'inclusion des patients

Tous les patients présentant une LMMC pour lesquels un immunophénotypage
monocytaire incluant le marqueur slan avait été réalisé dans les six mois du diagnostic
étaient éligibles, a condition qu’ils n"aient pas recu d’agents hypométhylants au préalable.
Contrairement a la premiére étude présentée dans ce manuscrit, les patients avec une
LMMC de type MP et un pourcentage de monocytes inférieur a 10% des leucocytes totaux
circulants étaient inclus, si la recherche du transcrit BCR-ABL était négative. En plus des
critéres d’exclusion précédemment décrits, les patients sous corticothérapie au moment de
la réalisation de 'immunophénotypage monocytaire étaient exclus, celle-ci pouvant modifier
la répartition des sous-populations monocytaires (10). Conformément a I'algorithme
diagnostique par cytométrie en flux proposé par Tarfi et ses collaborateurs (11), le diagnostic
de LMMC n’était pas retenu pour les patients présentant un pourcentage de MO1 inférieur a
94% sans aspect de bulbe et avec des MO3 slan+ supérieur a 1,7%. De plus, il a été
récemment démontré que l'infection par le virus SARS-Cov-2 pouvait modifier la répartition
des sous-populations monocytaires (69). Pour éviter ce biais potentiel, et pour permettre un
suivi des patients non influencé par la pandémie, la fin de période d’inclusion de cette
seconde étude a été fixée au 31 janvier 2020, date a partir de laquelle les premiers cas

d’infection par le SARS-CoV-2 ont été rapportés en France.
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Présentation des résultats

Au total, 66 patients ont été inclus entre décembre 2017 et janvier 2020 dans sept
centres frangais (Hopital Henri Mondor a Créteil, Institut Gustave Roussy a Villejuif, Hopital
Saint-Louis a Paris, Hopital Avicenne a Bobigny, Hopital Cochin a Paris, Centre Hospitalier
Universitaire d’Angers et Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux). L'age médian des
patients étaient de 72 ans [IQR, 68 — 80] avec un sex ratio a 2,9. Sept patients (11%)
présentaient une LMMC secondaire a un traitement par radio-chimiothérapie et 9 (14%)
étaient suivis pour un SMD avant le diagnostic de LMMC. Les caractéristiques des patients

sont résumées dans le tableau 4.
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LMMC associées aun  LMMC associées a un
N (%) or Médiane (IQR) Tous {n=66) profil phénotypique profil phénotypique
classique (n=56) inflammatoire {n=10)

Sexe masculin 49 (74) 42 (75) 7(70)

Plaguettes, x10"9/L 119(73-195) 128(80-202) 106 (57-164)

Polynucléaires neutrophiles, x1079/L 3.6(1.9-8.7) 36(2.1-8.5) 4.6(1.7-20.4)

Monocytes, % 24(20-30) 24(21-28) 35(16-41)

CRP, mg/L 7.1(1.5-12.5) 4.1(1.5-1.0) 23.0(5.1-32.2)

Donnéesdisponibles 65(98) 55(98) 10(100)

MP 19(29) 15(27) 4(40)

LMMC-0 27(41) 22(39) 5(50)

LMMC-2 9(14) 6(11) 3(30)

Donnéesdisponibles 62(94) 53(95) 9(90)

Risque intermédiaire 5(8) 5(9) 0

Score CPSS

Risque faible 33(54) 30(58) 3(33)

Risque intermédiaire-2 11(18) 8(15) 3(33)

Statut mutationnel d’ASXL1

Muté 17 (36) 12(31}) 5(63)

Donnéesdisponibles 45 (68) 37 (66) 8(80)

Risque intermédiaire 9(20) 6(16) 3(38)

Tableau 4 - Caractéristiques des 66 patients étudiés incluant les paramétres cliniques et biologiques.
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Parmi les 66 patients inclus, 10 patients (15%) présentaient un profil phénotypique
inflammatoire associant un pourcentage de MO1 inférieur a 94%, un aspect en bulbe et un
pourcentage de MO3 slan+ < 1,7%. Le pourcentage médian de MO1 était de 90,6% [IQR,
88,4-92,4] dans ce groupe de patients contre 97,2% [IQR, 95,9-97,9] chez les patients avec
profil phénotypique typique de LMMC. Parmi ces 10 patients, six présentaient un syndrome
inflammatoire biologique sur les huit avec une donnée disponible (CRP médiane : 23,0 [IQR,
5,1 — 32,2]). En revanche, seulement un patient présentait une pathologie inflammatoire
clinique de type pseudo-polyarthrite rhizomélique diagnostiquée 14 mois avant le diagnostic
de LMMC et traitée par corticothérapie pendant 12 mois. Le traitement par corticothérapie
avait été arrété plusieurs semaines avant la réalisation de I'immunophénotypage
monocytaire. La corticothérapie a été secondairement réintroduite chez ce patient en raison
d’une maladie de Horton et d’une thrombopénie d’allure auto-immune. Parmi les 9 patients
restants, aucune manifestation clinique pouvant étre responsable d’un syndrome
inflammatoire biologique n’a été retrouvée, en particulier pas de thrombose veineuse

profonde, de cancer actif ou d’infection évolutive.

A l'inverse, parmi les 56 patients avec une LMMC et un profil phénotypique typique, cing
présentaient une maladie inflammatoire de type thrombopénie auto-immune (n=2),
polyarthrite d’étiologie indéterminée (n=1), maladie de Horton (n=1) et pemphigoide
bulleuse (n=1). Le diagnostic a été posé avant celui de la LMMC chez trois patients, de facon
concomitante chez un patient et ultérieurement au diagnostic de LMMC chez un autre
patient. La CRP médiane était de 10,2 mg/I [IQR, 7,1 — 12,7]. Trois de ces cinq patients ont
recu un traitement par corticothérapie tandis qu’un patient a recu un traitement par
Méthotrexate. Le dernier de ces patients, qui présentait une polyarthrite d’étiologie

indéterminée, n’a recu aucun traitement a visée anti-inflammatoire mais a été traité
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d’emblée par 5-Azacitidine. Aucun d’entre eux n’avait de traitement en cours au moment de

I'immunophénotypage monocytaire.

Apres un suivi médian de 22,0 mois [IQR, 11,9 — 26,5], 24 patients (36%) ont regu au
moins un traitement parmi les suivants : hydroxyurée (n = 12), agents hypométhylants (n =
8), majoritairement 5-azacitidine, allogreffe de CSH (n = 2), agonistes de la thrombopoiétine
(n = 1), inhibiteurs de FLT3 (n = 1) et inhibiteurs de JAK2 (n = 1). Au total, 13 patients (20%)
ont progressé en leucémie aigué et 24 (36%) sont décédés, notamment en lien avec
I'acutisation (n = 9) ou un sepsis (n = 6). La survie globale médiane était de 32,5 mois [IQR,
19,5 — NA] et la survie sans leucémie médiane était non atteinte [IQR, 25,0 — NA].
Contrairement a notre précédente étude, aucune différence significative en termes de survie
globale et de survie sans leucémie n’a été mise en évidence entre les patients avec profil

phénotypique inflammatoire et les autres (Figure 3).
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Figure 3 - Courbes de survie sans leucémie (A) et de survie globale (B) selon Kaplan-Meier comparant les
patients avec une LMMC associée a un profil phénotypique inflammatoire (n=10, courbes rouges) aux
patients avec une LMMC avec un profil phénotypique classique (n=56, courbes bleues)

Pour trois des 10 patients avec un profil phénotypique inflammatoire, un suivi de

I'immunophénotypage monocytaire était disponible. De facon intéressante, un patient ayant
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recu de I'hydroxyurée a conservé son profil phénotypique inflammatoire tandis que deux
patients, ayant recu respectivement un agent hypométhylant et un inhibiteur de FLT3, ont

retrouvé un profil phénotypique typique de LMMC.
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Discussion

L'intérét de I'immunophénotypage monocytaire dans le diagnostic de la LMMC a
aujourd’hui été validé par plusieurs études (56,57). En effet, une accumulation relative des
monocytes classiques MO1 (supérieure ou égale a 94%) au sein des monocytes totaux
circulants permet de distinguer la LMMC des autres étiologies de monocytose, notamment
réactionnelle. Dés lors, la question de I'impact pronostique de cette accumulation de MO1
s’est posée en pratique clinique. Les résultats de nos études appuient l'intérét de I'étude par
cytométrie en flux des sous-populations monocytaires circulantes dans la LMMC, a la fois

comme outil diagnostique mais également a visée pronostique.

Notre premiére étude montre que I'immunophénotypage monocytaire permet d’identifier
une catégorie de patients, représentant 8% de la cohorte, présentant un profil phénotypique
inflammatoire associant un pourcentage de MO1 < 94% et un aspect en bulbe. Ce profil
inflammatoire était associé a un mauvais pronostic puisque ces patients avaient une survie
globale et une survie sans leucémie significativement inférieures a celles des patients
présentant une LMMC avec un profil phénotypique classique. En raison de leur présentation
inflammatoire, ces formes de LMMC étaient jusqu’a maintenant difficiles a différencier des
monocytoses réactionnelles entrainant un retard diagnostique possible. Bien que ces
patients présentaient un risque plus élevé selon le score CPSS, seul un des 9 patients (11%)
avait recu un traitement par agents hypométhylants contre 19 parmi les 98 autres patients
(19%). Malgré le faible effectif de la cohorte, ce mauvais pronostic pourrait donc étre
expliqué a la fois par un retard diagnostique et par un retard de traitement. Cela nous incite

donc a identifier précocement cette catégorie de patients par cytométrie en flux afin de leur
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proposer une prise en charge rapide lorsque celle-ci est indiquée et d’améliorer leur
pronostic. Pour cela, une généralisation de l'utilisation de la cytométrie en flux dans la
LMMC est nécessaire. A l'échelle nationale, le groupe CytHem-LMMC, au sein de
I'association de cytométrie hématologique francophone CytHem, participe a I’élaboration et
la diffusion de protocoles « clés en main » adaptés aux différents cytometres utilisés en
routine dans les laboratoires frangais afin d’harmoniser les pratiques. A [’échelle
internationale, I’étude des sous-populations monocytaires circulantes par cytométrie en flux
dans le diagnostic de la LMMC a maintenant été validée a plusieurs reprises et fait désormais

partie des derniéres recommandations de I'EHA et de I'ELN (1).

Neuf scores pronostiques sont actuellement validés dans la LMMC combinant des facteurs
associés aux SMD (cytopénies, blastose médullaire, caryotype) et des facteurs associés aux
NMP (leucocytose, myélémie, syndrome tumoral). Parmi eux, le CPSS est celui utilisé
actuellement en routine pour discuter I'indication d’un traitement chez les patients atteints
de LMMC. Récemment, les résultats de biologie moléculaire ont été intégrés a ces scores
pronostiques, en particulier le statut mutationnel du gene ASXL1, faisant partie du score du
GFM. Dans notre étude, le profil phénotypique inflammatoire était associé a des scores CPSS
et GFM de risque plus élevé. Ainsi, I'immunophénotypage monocytaire, dont les résultats
sont disponibles en quelques heures, pourrait permettre de prédire les résultats différés de
cytogénétique et de biologie moléculaire, intégrés dans les scores CPSS et GFM. Des études
dédiées sont nécessaires pour déterminer la place de I'étude des sous-populations
monocytaires circulantes au sein des différents outils pronostiques déja disponibles dans la

prise en charge de la LMMC.
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Notre seconde étude, agrémentée de |'utilisation de I'expression du marqueur slan
par les MO3, ne confirme pas nos premiers résultats. Le plus faible effectif et la moindre
durée de suivi peuvent en partie expliquer ces données. De plus, dans cette seconde
cohorte, les patients avec un profil phénotypique inflammatoire représentent 15% de la
cohorte globale contre 8% dans notre premiére étude. Cette donnée appuie l'intérét de
I'utilisation du marqueur slan pour isoler les LMMC associées a un profil phénotypique
inflammatoire avec une sensibilité tres élevée. L'identification de ces formes, basée
uniguement sur I'aspect en bulbe sur le profil phénotypique, d’interprétation subjective,
pourrait expliquer la moindre proportion de ce type de LMMC dans notre premiére cohorte

entrainant un biais de sélection.

La plupart des patients étudiés avec un profil phénotypique dit inflammatoire présentaient
un syndrome inflammatoire biologique, évalué par le dosage de la CRP. Dans ce contexte,
I'augmentation de la sous-population des monocytes intermédiaires (MO2) explique la
baisse relative du pourcentage de MO1 en dessous du seuil diagnostique de 94% et I'aspect
caractéristique en bulbe. Néanmoins, un seul des 19 patients avec ce profil phénotypique dit
inflammatoire dans nos 2 études présentait une pathologique clinique associée. Aucune
autre cause d’inflammation n’a été retrouvée chez les autres patients. A l'inverse, certains
patients avec une LMMC de profil phénotypique classique présentaient une authentique
pathologie clinique inflammatoire. Ce profil phénotypique dit inflammatoire semble donc
plutdét en lien avec un état inflammatoire biologique, indépendamment de I'expression
clinique. L’association entre ces formes de LMMC et les pathologies cliniques attendues est
donc remise en cause. Une étude prospective évaluant a titre systématique et de maniére
conjointe I'histoire clinique des patients et les marqueurs biologiques d’inflammation

permettrait d’affirmer ou d’infirmer cette association. En plus des pathologies auto-
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immunes, la recherche des autres pathologies associées a un syndrome inflammatoire
biologique comme les thromboses, les cancers et les infections évolutives permettrait
d’étendre le spectre des pathologies pouvant étre associées a ce type de profil. De méme,
I’évaluation systématique d’autres marqueurs d’inflammation que la CRP comme le
fibrogene, la ferritine, ’haptoglobine voire certaines cytokines inflammatoires (Interleukine-
1B, interleukine-6, TNF-a), pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents. Enfin, un suivi plus systématique et prolongé de
I'immunophénotypage monocytaire chez ces patients, corrélé a I'évolution clinique, serait

également informatif.

En raison de I'association relativement fréquente entre LMMC et pathologie inflammatoire
clinique, un certain nombre de patients recoivent un traitement par corticothérapie au
diagnostic de la LMMC ou dans les suites de leur prise en charge. Cela impacte la répartition
des sous-populations monocytaires circulantes rendant difficile son interprétation tant sur le
plan diagnostique que pronostique. Cela nous a incités a exclure les patients recevant une
corticothérapie au moment de lI'immunophénotypage monocytaire dans notre seconde
étude. Sur l'ensemble de 2 cohortes, 11 patients recevaient une corticothérapie,
majoritairement pour une pathologie inflammatoire, et tous présentaient un profil
phénotypique typique de LMMC. Ces données appuient I’hypothése que la corticothérapie
bloquerait la maturation des MOl en MO2 puis MO3, maintenant ainsi un profil
phénotypique classique. Bien qu’il soit difficile d’intégrer ces patients a I'un ou a l'autre des
deux groupes du fait de la corticothérapie en cours, les patients sous corticothérapie
présentaient une meilleure survie sans leucémie par rapport aux patients avec profil
phénotypique inflammatoire sans corticothérapie, sans différence en termes de survie

globale. A l'inverse, aucune différence de survie n’a été mise en évidence entre les patients
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sous corticothérapie pour une maladie inflammatoire et les patients avec une histoire
clinigue de maladie inflammatoire sans corticothérapie au moment de
I'immunophénotypage monocytaire. Ces résultats ne permettent pas de conclure sur
I'impact de la corticothérapie dans ce contexte et incitent a réaliser des études dédiées. En
particulier, I'’étude du suivi de I'immunophénotypage monocytaire avant, pendant et apreés le
traitement par corticothérapie permettrait d’établir plus précisément lI'impact de la
corticothérapie sur la répartition des sous-populations monocytaires et sur le devenir des
patients atteints de LMMC qu’ils soient associés a un profil phénotypique inflammatoire

et/ou a une pathologie clinique inflammatoire.
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Conclusion

L’étude des sous-populations monocytaires par cytométrie en flux, outre son intérét
diagnostique principal, pourrait avoir un impact pronostique chez les patients atteints de
LMMC. En effet, 8 a 15% des patients présentent un profil phénotypique particulier, dit
inflammatoire, associant un aspect caractéristique en bulbe et un pourcentage de MO1
inférieur a 94%. Ces patients ont une survie diminuée par rapport aux patients présentant
une LMMC avec un profil phénotypique classique et un pourcentage de MO1 supérieur ou
égal a 94%. Bien qu’un syndrome inflammatoire biologique soit le plus souvent retrouvé
chez ces patients présentant un profil phénotypique particulier, seul un des 19 présentait
une pathologie clinique inflammatoire avérée. Des études dédiées sont donc nécessaires
pour affirmer ou infirmer I'association attendue entre ces formes phénotypiques dites
inflammatoires de LMMC et les pathologies cliniques rapportées jusqu’ici. L'ensemble de ces
résultats incitent a généraliser I'utilisation de la cytométrie en flux dans la LMMC tant a
I’échelle nationale, grace au groupe CytHem-LMMC, qu’a I'échelle internationale suite aux
dernieres recommandations des groupes d’experts. La place de I'immunophénotypage
monocytaire au sein des scores pronostiques déja validés dans la LMMC reste néanmoins a

définir.
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Résumé :

Une accumulation relative de monocytes classiques (MO1, CD14++CD16-) 294% des
monocytes totaux circulants, déterminée par cytométrie en flux, permet de distinguer la
leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) des autres étiologies de monocytose
périphérique. Pour évaluer l'impact pronostique de la répartition des sous-populations
monocytaires, nous avons étudié le devenir de 107 patients atteints de LMMC,
diagnostiquée selon les criteres de la classification OMS révisée en 2017, dans quatre
centres. Une accumulation de MO1 294% était retrouvée comme attendu chez 98 patients
(92%) tandis que les neuf patients restants (8%) présentaient un profil phénotypique dit
inflammatoire avec un aspect en bulbe et un pourcentage de MO1 <94%. Aprés un suivi
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pour les autres patients. Ce travail montre I'intérét pronostique de I'immunophénotypage
monocytaire puisqu’il permet d’identifier dés le diagnostic de LMMC une catégorie de
patients présentant un profil phénotypique dit inflammatoire associé a un pronostic
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