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INTRODUCTION GENERALE

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) regroupent un ensemble hétérogene d’hémopathies
malignes et sont caractérisés par une hématopoiese inefficace responsable de cytopénies
périphériques. Les SMD constituent une pathologie fréquente du sujet agé. Les signes
cliniques de cette hemopathie myéloide sont associes aux cytopénies : syndrome anémique
(paleur, asthénie, tachycardie), neutropénie (complications infectieuses), thrombopeénie
(syndrome hémorragique). Asymptomatique dans prés de 50% des cas, la découverte est alors
fortuite sur un bilan de routine. Le diagnostic de cette hémopathie est plutét aisé lorsque la
pathologie est a un stade avance, mais il peut s’averer plus délicat dans les stades plus
précoces de la maladie. Classiqguement, le diagnostic de SMD repose sur les données
combinées de I’hémogramme et du myélogramme ainsi que sur la mise en évidence
d’anomalies cytogénétiques. Plus récemment, le développement de la cytométrie en flux et de
la biologie moléculaire apporte, dans les cas les plus compliqués, des arguments
supplémentaires pour affirmer le diagnostic de myelodysplasie. Cependant, ces techniques
sont réservées a des laboratoires d’hématologie spécialisée et a des équipes expérimentées, le
plus souvent au sein de centres hospitaliers universitaires (CHU).

La numération formule sanguine (NFS) est un examen de routine aisément et rapidement
réalisable. C’est par cet examen biologique de base que le diagnostic de SMD est évoqué par
le clinicien, en montrant la présence d’une ou plusieurs cytopénies (le plus souvent une
anémie normo ou macrocytaire, parfois associée a une neutropénie et/ou une thrombopénie),
voir des signes de dysmyelopoiese sur le frottis sanguin. Néanmoins, pres d’un tiers des SMD
sont dépourvus de criteres cytologiques suffisants pour qu’une relecture en microscopie
optique ait lieu.

Disposer d’une technique de diagnostic des SMD a partir d’un préléevement sanguin
constituerait donc un moyen simple et rapide de dépistage de cette hémopathie. Un diagnostic
tardif retarde la mise en place d’une prise en charge adaptée de ces patients. En effet, de
nouveaux traitements ont fait leur apparition au cours des derniéres années permettant
d’améliorer significativement la prise en charge des SMD, aussi bien en termes de survie que
de qualité de vie pour les patients. Un retard diagnostic potentiel a donc des conséquences

aussi bien medicales qu’économiques.
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Le but de notre travail était donc d’identifier des parametres de I’hnémogramme, classiques ou
« de recherche », apportés par la technologie SYSMEX® (XN-10®) et pouvant fournir une

aide au dépistage des SMD tout en étant adaptés a une pratique quotidienne.
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PARTIE A : GENERALITES

I LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES (SMD)

1.1. DEFINITION ET EPIDEMIOLOGIE DES

SMD
Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont un groupe de maladies clonales des cellules
souches hématopoiétiques. Les anomalies clonales conférent un avantage de croissance aux
clones pathologiques, avec toutefois la persistance d’une hématopoiese normale. Les SMD
sont un groupe d’affections hétérogenes : les cytopénies peuvent étre uniques ou multiples, et
la ponction médullaire peut montrer des signes de dysplasie sur une ou plusieurs lignees
myeéloides, avec ou sans sideroblastes en couronne, avec ou sans exces de blastes. La présence
d’au moins une cytopénie est une condition indispensable pour retenir le diagnostic de SMD
[1].
Les SMD constituent une pathologie du sujet 4gé (médiane d’age au diagnostic 65-70 ans),
dont 20 a 40% évoluent en leucémie aigué myéloblastique (LAM) en I’absence de traitement.
Seuls 8 a 10% des patients ont moins de 50 ans au moment du diagnostic [2] [3].
L’incidence globale est d’environ quatre cas pour 100 000 habitants et par an, soit environ
2500 nouveaux cas par an en France. Cette incidence atteint 70 cas pour 100 000 habitants par
an de 70 a 80 ans. Une étude de Neukirchen J. et al. montre, sur une cohorte de 216 patients
allemands nouvellement diagnostiqués, une prévalence de 7 cas pour 100 000 personnes [4].
Ces incidence et prévalence sont significativement supérieures chez les hommes (sexe ratio de

1,5 a 2 hommes pour une femme) et augmentent avec I’age (Figure 1).
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Figure 1 : Incidence des SMD selon I’age et le sexe, d’aprés Neukirchen J., et al. [4]

La publication de Guralnik et al. en 2004 dans la revue Blood montre que les SMD sont
responsables de 15 & 20% des anémies du sujet agé [5].

Primitifs dans la plupart des cas, une étiologie est cependant retrouvée dans 15% des SMD : il
peut s’agir de patients exposés a des agents toxiques, présentant des maladies
constitutionnelles (responsables d’un tiers des SMD de I’enfant) ou des mutations germinales
(Tableau 1). Des liens entre myélodysplasie et auto-immunité ont été établis (concernant 5 a
10% des patients avec un SMD) [6] [7].

L’exposition aux toxiques a pour consequence d’accelérer I’accumulation de mutations, parmi
lesquelles de possibles mutations driver induisant des néoplasies myéloides, dont les SMD.
Les patients avec SMD secondaires a une chimiothérapie sont plus jeunes que les patients
avec une myélodysplasie dite primaire (20 ans de moins en moyenne) [4]. Les molécules le
plus fréquemment incriminées dans la survenue de SMD secondaires sont les agents
alkylants. Le temps de latence est assez long (SMD survenant de 3 a 7 ans apres le début de la
chimiothérapie), les anomalies cytogénétiques sont fréquentes et concernent les chromosomes
5 et 7, retrouvées le plus souvent au sein de caryotypes complexes [8]. Ces SMD secondaires
a une chimiothérapie par agents alkylants sont associés a un pronostic péjoratif.

Parmi les contextes les plus freqguemment associés aux SMD et LAM secondaires, on retrouve
les patients traités pour un cancer du sein (pres de 1% d’hémopathie secondaire) et pour des
hémopathies lymphoides.

Page | 30



LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

Chez les patients atteints initialement de polyglobulie de Vaquez, il est avéré que le traitement
par pipobroman, busulphan et/ou le P*? est responsable de SMD et de LAM secondaires [9].
Le rdle de I’hydroxyuree (Hydréa®) dans la survenue a long terme d’hémopathie secondaire
chez les patients traités pour une polyglobulie primitive est discuté, car cet effet n’est pas
retrouvé chez les drépanocytaires homozygotes traités au long cours par Hydréa®, suggérant
le réle d’une hématopoiése clonale dans la survenue de SMD et LAM secondaires chez les
patients atteints de syndrome myéloprolifératif (SMP) [10].

Aprés autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), I’incidence des SMD
secondaires est estimée a environ 5% [11].

Pour prévenir ces SMD et LAM secondaires aux chimiothérapies, les thérapeutiques des SMP
(recours aux interférons, a I’anagrelide), de la leucémie lymphoide chronique (LLC)
(fludarabine vs molécules de derniere génération comme I’ibrutinib) et des cancers solides
(diminution de I’utilisation des anthracyclines) ont été adaptées afin de réduire leur incidence.
Les traitements immunosuppresseurs utilisés dans le cadre de maladies systémiques (lupus
érythémateux systémique, vascularites), notamment le cyclophosphamide, sont également
impliqués dans la survenue des SMD. Des travaux montrent une incidence proche de 10% sur
des cohortes de patients traités par cyclophosphamide au long cours (moyennes de 4.4 ans) et
a fortes doses. Les SMD surviennent en moyenne 8 ans apres I’introduction du traitement, et
sont associés a des anomalies chromosomiques impliquant les chromosomes 7 et 5. Les
adaptations posologiques et la limitation de la durée du traitement ont permis de diminuer la
dose cumulée et I’incidence des SMD secondaires dans ce cadre [12] [13].

Une incidence élevée de pathologies constitutionnelles (30%) est constatée dans les SMD de
I’enfant (Tableau 1). Ces affections constitutionnelles s’accompagnent d’une instabilité
génétique, plus ou moins associée a des anomalies de réparation de I’ADN. Dans le cas de la
neurofibromatose de type 1, I’absence de géne NF1 (gene suppresseur de tumeur dans les

cellules myéloides immatures) conduit a I’activation de la protéine RAS [14].
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Etiologie des syndromes myélodysplasiques secondaires

Chimiothérapie

Toxiques

Maladies constitutionnelles

Maladies acquises

Mutations germinales

»  Terrain familial de SMD,
LAM, aplasie médullaire,
thrombopénie inexpliquée

Agents alkylants : dans les 3 a 7 ans suivant I’exposition
Inhibiteurs de topoisomérase Il : dans les 18 a 36 mois suivant
I’exposition (rare)

Conditionnement d’autogreffe

Cassures de I’ADN affectant les CSH

Benzene

Tabagisme (hydrocarbures benzéniques)

Radiations ionisantes

Pesticides, herbicides, engrais

Syndrome de Down

Maladie de Fanconi

Agranulocytose congénitale

Neurofibromatose de type 1

Hémopathies malignes: Leucémie aigué lymphoblastique,
lymphome malin non hodgkinien, maladie de Hodgkin,
myélome multiple, polyglobulie de Vaquez, thrombocytémie
essentielle

Tumeurs solides : cancers du sein, du poumon, de I’estomac,
de I’ovaire

Maladies non malignes : maladie de Wegener, polyarthrite
rhumatoide

Maladies hématologiques acquises: Hémoglobinurie
paroxystique nocturne, aplasie médullaire

GATA2

RUNX1

CEBPa

TERC

TERT

Tableau 1 : Etiologie des syndromes myeélodysplasiques secondaires, d’apres Fenaux P., et al.

[15]
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1.2.  CLASSIFICATION DES SMD : HISTORIQUE ET EVOLUTION

La classification des SMD a évolué au cours des derniéres décennies. Les auteurs de la

classification originelle Franco-Américano-Britannique (FAB) de 1982 décrivaient cing

catégories de SMD (Tableau 2) [16]. Cette classification était basée sur des criteres

cytologiques (pourcentage de blastes, observation de signes de dysmyeélopoiese, sidéroblastes

en couronne, présence de corps d’Auer).

. %
e L Blastose Blastose Transfor Survie
CFIaAs;n‘(lfggzo)n Abréviation périphérique | médullaire mation médiane SgﬁD
(%) (%) LAM (mois) diag
Anémie réfractaire AR <1 <5 10-20 30-65 10-40
Anémie réfractaire
avec sidéroblastes ARS <1 <5 10-35 34-83 10-35
en couronne
Anémie réfractaire
avec exces de AREB <5 5-20 >50 8-18 25-30
blastes
Anémie réfractaire
N lastes de AREB-T >5 21-29 60-100 = 4-11  10-30
astes en
transformation
Leucémie
myélomonocytaire LMMC <5 <20 > 40 15-32 10-20
chronique

Tableau 2 : Classification FAB (1982) des syndromes myelodysplasiques [16]

La premiere classification OMS des SMD date de 2002 (Tableau 3) [17]. Elle a été suivie de
deux actualisations en 2008 (Tableau 4) et 2016 (Tableaux 5 et 6).

Classification OMS (2002) Abréviation
Anémie réfractaire AR
Anéemie réfractaire avec sidéroblastes en couronne ARS
Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée CRDM
Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée et sidéroblastes en couronne CRDM-RS
Anémie réfractaire avec exces de blastes de type 1 AREB-1
Anémie réfractaire avec exces de blastes de type 2 AREB-2
Syndrome myélodysplasique non classifiable SMD-U

SMD associé a une del(5q) isolée

SMD avec del(5q)

Tableau 3 : Classification OMS 2002 des syndromes myélodysplasiques [17]
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L’OMS 2002 n’inclut plus dans les syndromes myélodysplasiques les AREB-T (20-30% de
blastes dans la moelle) ni les leucémies myélomonocytaires chroniques (LMMC) considérées
désormais comme des syndromes mixtes myélodysplasiques /myéloprolifératifs.

La classification OMS 2008, validée de fagcon prospective sur une cohorte de patients, repose
sur la cytologie (évaluation de la dysmyélopoiése et de la blastose périphérique et médullaire)

et la cytogénétique [18] [19].

Tableau 4 : Classification OMS 2008 des syndromes myeélodysplasiques (www.has-sante.fr)

La catégorie CRDU, introduite dans I’OMS 2008 et caractérisant les patients avec une ou
deux cytopénies et une seule lignée dysplasique, comporte trois entités : les anémies
réfractaires (AR), les neutropénies réfractaires (NR) et les thrombopénies réfractaires (TR).
Or, la majorité des patients avec une cytopénie isolée est classée en CRDM selon I’OMS

2008, surtout pour les neutropénies et les thrombopénies isolées [20].
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La révision apportée en 2016, ou les criteres de classification reposent sur le nombre de
lignées dysplasiques, le pourcentage de sidéroblastes en couronne ainsi que le pourcentage de
blastes, ne comporte plus ces entités d’anémies, de thrombopénies et de neutropénies
réfractaires. Ces trois entités sont désormais regroupées au sein d’une seule : les SMD avec
dysplasie unilignée (SMD-DUL). Le seuil de significativité des sidéroblastes en couronne est
toujours fixé a 15%, mais un taux compris entre 5 et 15% doit faire rechercher une mutation
du géne SF3BL1.

D’autres modifications, concernant notamment les LAMG6 variantes (OMS 2008), dont
certaines sont désormais reclassées en SMD (avec ou sans exces de blastes), ont été apportées.
En effet, la survie de ces patients avec plus de 50% d’érythroblastes et moins de 20% de
myeéloblastes hors érythroblastes était identique a celle des SMD et non a celle des LAM.
Dans les myélodysplasies avec del(5q), la mise en évidence d’une seconde anomalie
caryotypique (hormis celle intéressant le chromosome 7) ne modifie plus sa classification
dans I’'OMS 2016 [1].

Classification OMS 2008 Abréviation Classification OMS 2016 Abréviation
Cytopénie réfractaire avec
dysplasie unilignée .
> Anémie réfractaire CRDU SMD avec dysplasie SMD-DUL

L . unilignee
> Neutropénie réfractaire
»  Thrombopénie réfractaire
Anemie réfractaire avec ARS SMD avec sidéroblastes en SMD-RS
sidéroblastes en couronne couronne
SMD avec del(5q) isolée SMD del(5q) SMD avec del(5q) SMD del(5q)
SMD ave.c_dys’pla5|e SMD-DML
e . multilignée
Cytopénie réfractaire avec CRDM
dysplasie multilignée SMD avec dysplasie
multilignée et SMD-RS-DML
sidéroblastes en couronne

Anémie refractaire avec exces de AREB-1 SMD avec exces de blastes SMD-EB-1
blastes de type 1 de type 1
Anémie réfractaire avec exces de AREB-2 SMD avec exces de blastes SMD-EB-2
blastes de type 2 de type 2
SMD non classifiable SMD-I SMD non classifiable SMD-I
(Eytopenle(s) réfractaire(s) de En_tlte_ Cytopenle(s1) réfractaire(s) Entité provisoire
I’enfant provisoire de I’enfant

Tableau 5 : Comparaison des classifications OMS 2008 et OMS 2016 des syndromes

myélodysplasiques
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I.3. CRITERES DIAGNOSTIQUES DES SMD
Les criteres diagnostiques des SMD sont définis par I’OMS [1]. C’est sur I’analyse combinée
de la NFS et du myélogramme que le diagnostic précis pourra étre posé dans la majorité des
cas. Deux critéres sont prérequis pour le diagnostic des SMD :

e la présence d’au moins une cytopénie marquee et constante (> 6 mois),

e [|’exclusion d’une autre cause (maladie hématopoiétique ou non) qui pourrait étre
responsable de la cytopénie et/ou de la dysmyélopoiése.

Dans 90% des SMD, I’anémie domine le tableau biologique. Elle est le plus fréquemment
normo ou macrocytaire et arégénérative. Dans 20 a 30% des cas, une neutropénie modeérée est
retrouvée, isolée ou associée a I’anémie. Dans 10% des cas, une thrombopeénie elle aussi
modérée (> 50 G/L) est objectivée.

En plus des deux critéres énonces précédemment, au moins un des critéres suivants doit étre
retrouvé pour affirmer le diagnostic de SMD [21] :

e exces de blastes médullaires (5% - 20%)

o dysplasie significative dans la moelle osseuse, a savoir au moins 10% de cellules
dysplasiques sur au moins une lignée myéloide (mégacaryocytaire, érythrocytaire,
granulocytaire)

e > 15% de sidéroblastes en couronne dans la moelle, ou > 5% avec mutation du géne
SF3B1

e mise en évidence d’une clonalité (anomalie cytogénétique récurrente typique des
SMD, mutations caracteristiques de SMD en biologie moléculaire)

L’évaluation de la dysplasie est une étape cruciale du diagnostic. Le seuil de significativité
pour I’évaluation de la dysplasie est fixé a 10% des éléments d’une lignée dans les SMD. Ce
seuil de 10% (non valide prospectivement) est une recommandation fixée pour éviter
d’imputer a tort les cytopénies a une myélodysplasie, des eléments dysplasiques pouvant étre
présents dans la moelle osseuse de sujets sains [22].

Dans une étude portant sur 120 donneurs sains de moelle osseuse, avec relecture du
myélogramme par quatre cytologistes, une dysmyelopoiese = 10% a été détectée chez prés de
46% des sujets (avec dysplasie bi-lignee et tri-lignee chez respectivement 26% et 7% des
individus). Ce travail suggere que des seuils plus élevés pourraient étre utilises, ou des seuils
différents selon les lignées [23]. Les critéres diagnostiques des SMD, dans le sang et la

moelle, sont résumés dans le Tableau 6.
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Pathologie Sang Moelle
- Dysplasie unilignée & 10% des cellules
- Cytopénie  isolée  ou de la lignée touchée sont dysplasiques)

SMD avec dysplasie unilignée
(SMD-DUL)

SMD avec sidéroblastes en
couronne
(SMD-RS-DUL)

SMD avec del(5q)

SMD avec dysplasie
multilignée

(SMD-DML)

SMD avec dysplasie

multilignée et sidéroblastes en
couronne
(SMD-RS-DML)

SMD avec exces de blastes de

type 1
(SMD-EB-1)

SMD avec exces de blastes de

type 2
(SMD-EB-2)

SMD non classifiable
(SMD-I)

bicytopénie
- Blastes < 1%

- Anémie
- Blastes < 1%

- Cytopénie  isolée ou
bicytopénie

- Blastes < 1%

- Cytopénie(s)
- Blastes < 1%

- Cytopénie(s)
- Blastes < 1%

- Cytopénie(s)

- Blastes < 5%

- Absence de corps d’Auer
- Monocytes < 1G/L

- Cytopénie(s)

- Blastes de 5 & 19%

- corps d’Auer

- Monocytes < 1G/L

- Pancytopénie
- Blastes < 1% blastes

- 1 a 3 cytopénie(s)
- 1% blastes (sur minimum 2
prélévements distincts)

- 1 a 3 cytopénie(s)
- < 1% blastes

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- <15% des précurseurs érythroides sont
des RS

- Dysérythropoiése isolée

- > 15% des précurseurs érythroides sont
des RS

- Ou > 5% et mutation SF3B1 présente

- 1 a 3 lignées myéloides dysplasiques

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- RS : peu importe le nombre

- Anomalies cytogénétiques : del(5q)
isolée, ou associée a 1 seule anomalie
additionnelle (sauf del(7g) ou monosomie
7)

- Dysplasie > 10% des cellules sur > 2
lignées myéloides

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- <15% des précurseurs érythroides sont
des RS

- Dysplasie > 10% des cellules sur > 2
lignées myéloides

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- > 15% des précurseurs érythroides sont
des RS (oz 5% si mutation SF3B1
présente

- Dysplasie uni ou multilignée

- Blastes entre 5 et 9%

- Absence de corps d’Auer

- Dysplasie uni ou multilignée
- Blastes entre 10 et 19%
- + corps d’Auer

- Dysplasie unilignée

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- RS: absents ou présents (nombre
indifférent)

- + anomalies cytogénétiques

- Dysplasie uni ou multilignée

- Blastes < 5% (et absence de corps
d’Auer)

- Pas de dysmyélopoiése significative (<
10%)

- Blastes < 5%

- Anomalie(s) cytogénétique(s) associées
aux SMD

Tableau 6 : Criteres diagnostiques des SMD sur le sang et la moelle
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1.4. PHYSIOPATHOLOGIE ET ASPECTS MOLECULAIRES DES SMD
La physiopathologie des SMD associe une anomalie de croissance de la cellule souche
hématopoiéetique a une dérégulation des voies d’apoptose, du systéme immunitaire et du
microenvironnement medullaire [24]. Les SMD sont des maladies oligoclonales, avec une
médiane de 2,4 clones (contre 3,1 pour les LAM) : dans une moelle osseuse (MQO) de SMD ne

contenant que 5% de blastes, prés de 90% des cellules sont clonales [25].

'A) ONCOGENESE DES SMD

L’analyse des marquéurs cytogénétiques dans les sous-populations médullaires immatures
CD34+ CD38- et CD34+ CD38+ a montré que les SMD sont des maladies clonales de la
cellule souche hématopoiétique (CSH) [26] : aprés transplantation de progéniteurs immatures
de patients avec SMD informatifs sur le plan cytogénétique, la reconstitution médullaire chez
des souris NOD-SCID est de mauvaise qualité, suggérant un défaut de prolifération des
progéniteurs multipotents des SMD.

Des anomalies chromosomiques et/ou moléculaires conférent a la CSH un avantage de survie
et de croissance conduisant a une hématopoiese clonale. Les CSH conservent des capacités
d’auto-renouvellement. Les progéniteurs n’acquiéerent quant a eux pas de propriétés d’auto-
renouvellement, mais ont des capacités de différenciation altérées et un exces d’apoptose.
Dans les SMD de faible grade, cet excés d’apoptose entraine un avortement intramédullaire
des précurseurs myéloides, et donc une hématopoiese inefficace avec une prolifération
d’aspect dysplasique. Cette excacerbation de I’apoptose est donc predominante dans les SMD
de risque faible et intermédiaire-1 (International Pronostic Scoring System [IPSS]). Des
mutations affectant les génes impliqués dans I’épissage intronique et dans la régulation
épigénétique peuvent s’ajouter a cette hématopoiese clonale.

Dans les SMD de haut risque (IPSS intermédiaire-2 et élevé), le versant prolifératif
prédomine sur I’apoptose : un ou plusieurs évenements secondaires accélérerent le cycle
cellulaire, diminuent I’apoptose et induisent un blocage de la différenciation cellulaire a un
stade précoce de la maturation conduisant a la transformation en LAM. Cette transformation
survient dans 30% des cas, provoquée par I|’apparition progressive d’une instabilité
génomique du systeme hématopoiétique, avec notamment davantage de méthylation et

d’angiogenése. Les mutations sont plus nombreuses que dans les SMD de faible risque, et
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concernent davantage les génes impliqués dans la signalisation (TP53, ASXL1, FLT3, IDH1 et
IDH2).

Le microenvironnement médullaire, notamment par I’intermédiaire des cellules stromales, est
impliqué dans la prolifération des clones de SMD. L’immunité innée et les protéines de
I’inflammation jouent également un réle dans la physiopathologie des SMD (Figure 2).

Dans la phase précoce, il y a une augmentation des cytokines pro-apoptotiques et des
lymphocytes T-helper (Th), associée a une diminution des lymphocytes T régulateurs : ces
cellules T ont un réle d’inhibition de I’hématopoiese. L’ immunité innée fait par ailleurs
intervenir les TLR (Toll-Like Receptors), qui activent plusieurs voies de signalisation
intracellulaire comme les voies NF-kB, et MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases),
aboutissant a la production de cytokines inflammatoires. Dans les SMD, les fibroblastes et les
macrophages medullaires produisent plus de cytokines apoptogeénes telles que I’IL6 et le
TNFa (Tumor Necrosis Factor a). Les cytokines occupent une place majeure dans
I’lhématopoiése, que ce soit en cas de stress (infections, inflammation) ou au cours de la
différenciation des progéniteurs myéloides en régulant la prolifération et la différenciation
CSH. Une dérégulation de ces protéines impliquées dans I’inflammation pourrait leurs
conférer un avantage de prolifération et une sensibilité accrue a I’acquisition de mutations
somatiques [27].

Un autre mécanisme d’apoptose, la « pyroptose », est implique : c’est un mécanisme de mort
cellulaire pro-inflammatoire dépendant de la caspase-1. L activation de la caspase-1 entraine
une condensation nucléaire, une conversion des précurseurs des cytokines inflammatoires
dans leurs formes actives (IL-1p, IL-18) et une formation de pores membranaires (lyse

osmotique de la cellule) [28].
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Figure 2 : Physiopathologie des syndromes myélodysplasiques, Tefferi A., et al. [2]

-B) PHENOTYPE BIOLOGIQUE

Au stade précoce de SMD, les précurseurs hématopoiétiques sont caractérisés par une
dysplasie et un excés d’apoptose. Cette apoptose accrue touche notamment les progeniteurs
érythroides, surtout au stade d’érythroblastes acidophiles, et est dépendante d’une
surexpression du systeme Fas/FasL [29]. Les mitochondries des érythroblastes relarguent des
molécules pro-apoptotiques comme le cytochrome ¢ conduisant a I’activation de la caspase-9,
nécessaire a la differenciation érythroide normale. La voie mitochondriale de I’apoptose est
sous controle des protéines de la famille Bcl-2. Au cours de la transformation leucémique,
I’apoptose diminue (perte d’expression de Fas), avec une augmentation d’expression de Bcl-2
et une activation constitutive de la voie NF-xB dans les progéniteurs CD34+.

La perte de GATA-1 contribue également a la dysérythropoiese des SMD [30].
L’erythropoiése normale requiert GATA-1 (facteur de transcription qui a un role dans la
différenciation érythrocytaire mais pas dans I’apoptose) et une activation transitoire des
caspases, protéases a cystéine impliquées dans I’apoptose et dont I’activation est sous le
contréle des Hsp (Heat shock proteins). L expression du gene codant pour la protéine Hsp 70
est augmentée dans les érythroblastes des SMD, entrainant une apoptose excessive : la

dysplasie érythroide est donc liée au clivage innaproprié de GATA-1 par les caspases.
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Le mécanisme physiopathologique des SMD avec del(5q) a été étudié et fait I’objet de
plusieurs travaux, notamment ceux de Benjamin Ebert dans Nature. Les délétions du bras
long du chromosome 5 sont retrouvées, isolément, chez 14% des patients avec SMD de novo
[31]. Le syndrome 5g- constitue une entité particuliere dans ces del(5q), caractérisée par une
anémie macrocytaire, et une thrombocytose (dans 50 a 70% des cas) associée a des anomalies
morphologiques mégacaryocytaires typiques (mégacaryocytes de taille normale ou
discrétement diminuée, avec un noyau de petite taille et monolobé). Ebert et al. ont montré
qu’une haploinsuffisance de RPS14, gene codant pour un composant de la sous-unité 40S du
ribosome, induit dans ce cas un blocage de la différenciation érythrocytaire [32]. Cette
altération de la biogénese des ribosomes est responsable de la dysérythropoiese des

syndromes 50- [24].

C) HEMATOPOTESE CLONALE (CHIP)
Une étude publiée dagns le New England Journal of Medecine en 2014 a montré qu’une
hématopoiese clonale apparait et augmente avec I’age chez des patients sains, relativisant
I’impact des mutations retrouvées en NGS, notamment dans les SMD (Tableau 7 et Figure 3)
[33].

Figure 3 : Fréquence des mutations somatiques affectant les génes myéloides dans une
cohorte de 12 380 patients sains en fonction de I’a4ge, Genovese G., et al. [33]
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Age (années) Fréquence des mutations (%)
60 a 69 5,6
70a79 9,5
80289 11,7
> 90 18,4

Tableau 7 : Fréquence des mutations somatiques affectant les génes myéloides chez des

patients sains en fonction de I’age, d’aprés Genovese G., et al. [33]

Les hématopoieses clonales de potentiel indéterminé (CHIP) se caractérisent par la présence
de mutations somatiques typiquement retrouvées dans les hémopathies (dans le sang ou la
moelle), mais sans autre argument diagnostic pour une pathologie hématologique.

Steensma et al. ont proposé des critéres pour définir plus précisément ces CHIP (Tableau 8)
[34].

Proposition de définition des CHIP (Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential)

e Absence de signes morphologiques évidents d’hémopathie

e Pas de critéres pour un MGUS, MBL ou HPN

e Mise en évidence de mutation(s) somatique(s) associée(s) aux hémopathies, avec une charge
allélique > 2% (sang) (DNMT3A, TET2, JAK2, SF3B1, ASXL1, TP53, CBL, BCOR, GNB1,
U2AF1, CREBBP, CUX1, SRSF2, MLL2, SETD2, SETDB1, GNAS, PPM1D, BCORL1)

Tableau 8 : Criteres définissant les CHIP, d’aprés Steensma D.P., et al. [34]

En moyenne, 1,3 + 0,2 mutations somatiques sont acquises par les cellules souches
hématopoietiques par décennie [35]. La caractérisation de ces CHIP montre que des mutations
peuvent étre détectées chez des patients avec une NFS normale et sans maladie apparente. La
majorité de ces patients ne développeront pas de SMD [34]. Le risque de conversion de ces
CHIP en hémopathie est estimé a 0,5% a 1% par an et semble comparable a celui des MGUS
en myélome multiple et des MBL en LLC (ou autres lymphomes non hodgkiniens).

Les CHIP peuvent progresser directement en LAM (sans passer par le stade de SMD), mais
peuvent également donner d’autres types d’hémopathies (syndromes myéloprolifératifs et
lymphoprolifératifs). Les CHIP correspondent a une expansion de la CSH ou d’un

progéniteur encore plus immature, tandis que les MBL et MGUS constituent des expansions
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de cellules déja engagées dans une lignée (cellules B post-centre germinatif, lymphocytes B
mémoire et plasmocyte respectivement) [34].

Les mutations retrouvées dans les CHIP sont le plus souvent uniques et avec un ratio allélique
faible. Les plus fréquentes ont un réle dans la régulation épigénétique de la transcription
(TET2, DNMT3A, ASXL1). Le type de gene muté, le nombre de mutations et la charge
allélique pourraient influer sur le risque de progression.

Sperling et al. dans Nature Reviews Cancer en 2016 ont comparé le type de mutation et leur
fréquence dans les CHIP, les SMD, les LAM de novo et les LAM secondaires (& une
myélodysplasie ou a une chimiothérapie) (Figure 4) [36]. Dans les SMD, ce sont des
mutations affectant les génes de I’épissage (SF3B1, SRSF2) qui sont les plus fréquentes,
tandis que dans les LAM de novo et les LAM secondaires, des mutations de genes impliqués
dans la transcription (RUNX1) et dans la signalisation (NRAS, FLT3) sont retrouveées en plus.
Ces mutations supplémentaires conferent au clone un pouvoir de prolifération accru par

rapport aux SMD.

Figure 4 : Mutations somatiques retrouvées dans les CHIP, SMD, LAM secondaires et LAM

de novo, et leurs fréquences, Sperling A.S., et al. [36]

Dans les SMD, plus de 80% des patients ont au moins une mutation (médiane : 2 mutations ;

range : 0 - 6 mutations), et plus de 10% présentent au moins 6 mutations.
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-D) CARACTERISTIQUES DES CHIP, ICUS, CCUS ET
DISTINCTION AVEC LES SMD

Il est primordial de sa;voir distinguer ces différentes entités apparentées aux SMD. Plusieurs
équipes se sont intéressées a ces formes frontieres des SMD, dont la distinction est parfois
difficile [37].
» CHIP : hématopoiese clonale de potentiel indéterminé (Clonal Hematopoiesis of
Indeterminate Potential)
» ICUS : cytopénie idiopathique de signification indéterminée (Idiopathic Cytopenia of
Undetermined Significance)
» CCUS: cytopénie clonale de signification indéterminée (Clonal Cytopenia of
Undetermined Significance)
Dans ces trois entités, les patients présentent moins de 5% de blastes. Les CHIP se définissent
par la présence d’anomalie(s) moléculaire(s), mais les cytopénies et la dysplasie sont
absentes. Contrairement aux CHIP, ICUS et CCUS sont caractérisees par I’existence d’une
cytopénie inexpliquée persistante. Les signes de dysplasie et les sidéroblastes en couronne
sont absents ou en nombre insuffisant et ne permettent pas de les classer formellement en
SMD (Tableau 9).

Distinction CHIP, ICUS, CCUS et SMD

Entités Cytopénie Anomalie Dysplasie Blastes Risque
moléculaire médullaires

CHIP - + - <5% Trés faible
ICUS + - - <5% Tres faible
CCUS + + - <5% Faible
SMD faible + + + <5% Faible
risque
SMD  haut + + + <19% Eleve
risque

Tableau 9 : Principales caractéristiques des CHIP, ICUS, CCUS et SMD, d’aprés Steensma
D.P., etal. [34]

Les ICUS se définissent donc par des cytopénies persistantes et inexpliquées, sans
dysmyélopoiése significative et sans mutation somatique ni anomalie cytogénétique
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suffisantes pour affirmer le SMD. Des mutations somatiques sont détectées chez environ 30%
des ICUS, contre 80% des SMD de faible risque [38].

Plus récemment, le concept de CCUS a été développé [39]. Cette entité, a mi-chemin entre les
ICUS et les SMD, décrit des situations cliniques ou les patients présentent des cytopénies sans
critéres diagnostics suffisants pour affirmer un SMD. Le profil mutationnel des SMD et des
CCUS est proche (Figure 5). Les mutations les plus fréquentes dans les SMD de faible risque
sont celles affectant les genes SF3B1 et TET2, tandis que dans les CCUS les mutations
concernent plus fréquemment TET2 et DNMT3A mais pas SF3B1. Des mutations associées a

un pronostic péjoratif (TP53, ASXL1, RUNX1) sont retrouvées également dans les CCUS.
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Figure 5 : Fréquence des principaux génes mutés dans les SMD et dans les CCUS, Kwok B.,
et al. [39]

Les auteurs proposent des critéres pour le diagnostic de ces CCUS : au moins une cytopénie
(Hb < 11g/dL, PNN < 1,5G/L, Plag < 100G/L), pas de criteres « médullaires » pour un SMD
(dysmyélopoiese non significative, blastose < 5%, pas d’anomalies chromosomiques
specifiques), et au moins un critere moléculaire (mutation somatique d’hémopathie avec
charge allélique > 2% dans le sang ou la moelle).

Il n’y a pas de différence d’age entre les patients avec SMD et ceux avec CCUS (74,3 et 75,1
ans respectivement, p=0,87), mais il existe une différence significative avec les ICUS (66,6
ans, p<0,001). Il n’y a pas de différence entre les SMD et les CCUS en termes de taux
d’hémoglobine, de plaquettes et de PNN.
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Une autre entité, les IDUS (ldiopathic Dysplasia of Undetermined Significance, dysplasie
idiopathique de signification indéterminée), a été décrite pour caractériser les patients 4gés de
plus de 50 ans présentant des signes de dysmyélopoiése sans cytopénies (et sans causes
évidentes de dysplasie) [40].

L’hématopoiese clonale est donc fréquente et dépendante de I’age. Les ICUS, CCUS et IDUS
représentent un stade précoce du processus néoplasique et peuvent évoluer en un authentique
SMD. La clonalité, une charge allélique élevée et le nombre de mutations pourraient étre des
facteurs de risque de progression chez les patients cytopéniques.

Le diagnostic d’une de ces entités pourrait conduire a un suivi hématologique similaire a celui
des SMD de faible risque [41].

E) SMD ET MUTATIONS SOMATIQUES
Les cellules douées ;d’autorenouvellement sont sensibles a I’évolution somatique. Les
mutations somatiques retrouvees dans les SMD affectent les génes codant pour des protéines
impliquées dans la signalisation intracellulaire et la transcription, la régulation épigénétique,
dans I’épissage et dans la ségrégation des chromosomes au cours de la mitose. Plus de 40
génes sont significativement mutés chez les patients avec SMD [42].
Les cellules souches et les précurseurs hématopoiétiques acquierent des mutations au cours du
temps : la plupart n’auront pas de conséquences sur I’hématopoiese. Toutefois, certaines
mutations survenant précocement peuvent conférer un avantage en termes de survie a la
cellule mutée, initiant ainsi une expansion clonale (mutation de TET2, DNMT3A, ASXL1,
SF3B1, JAK2). L’acquisition de mutations additionnelles par ce clone peut amener au
phénotype de la maladie (RUNX1, IDH1, IDH2, U2AF1, KRAS, NRAS, STAG2, CEBPa,
NPM1, FLT3). Au diagnostic, la majorité des patients présentent au moins deux mutations
oncogéniques [42][43]. Certaines mutations sont associées a la transformation leucémique
(TP53, RUNX1, EZH2, ASXL1).
Certaines mutations acquises sont associées a des presentations clinico-biologiques
particuliéres : SF3B1 et sidéroblastes en couronne [44], ATRX et a-thalassémie acquise [45],
RUNX1 et thrombopénie.
L’etude de ces mutations a permis une meilleure compréhension des mécanismes

physiopathologiques impliqués dans les myélodysplasies.
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(1) GENES IMPLIQUES DANS LA REGULATION
EPIGENETIQUE

Les génes impliqués dans la régulation épigénétique ont un rdle dans la méthylation de I’ADN

et dans la modification des histones (Tableaux 10, 11).

Régulation épigénétique

Méthylation de I’ADN

Action

TET?2

IDH1/IDH2

DNMT3A

TET2, DNMT3A, IDH1 et IDH2 ont un role dans la
méthylation des cytosines de I’ADN.

Mutations perte de fonction (TET2, DNMT3A) ou gain de
fonctions (IDH1/IDH2) provoquant une hyperméthylation
de I’ADN, avec pour conséquence une répression

transcriptionnelle

Modification des histones

Action : Compaction de la chromatine

Additional sex combs like-1: protéine de la famille des

polycombs
ASXL1 _ ) ) )
Mutations gain de fonction, retrouvées dans 10% des
SMD (et 43% des LMMC) [46]
Enhancer of Zeste drosophila Homolog 2 : géne situé sur
le bras long du chromosome 7
Histone meéthyltransférase de la famille des polycombs
EZH2 Mutation gain de fonction (retrouvée également dans les

SMP, et surtout dans les myélofibroses (primitives et
post-PV)
Muté ou délété dans 10% des SMD [47]

Tableau 10 : Principaux genes de la régulation épigénétique impliqués dans les SMD, d’apres

Cluzeau T., et al. [28]

Le r6le de la méthylation de I’ADN dans la physiopathologie des SMD a été demontre : il y a

une hyperméthylation globale des lignées cellulaires dans les SMD comparées aux cellules

CD34+ normales. L’hyperméthylation est particulierement associée aux SMD de haut risque

et a caryotype complexe. Cette méthylation aberrante de I’ADN augmente avec la progression
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de la maladie et constitue un des mécanismes expliquant leur évolution en LAM [46] [47].
L’hyperméthylation des genes induit leur répression. Voici des exemples de geénes
hyperméthylés dans les SMD :

e P15INK4a (régulation du cycle cellulaire)

e DAPKinase (apoptose), SOCS1 (régulation cytokinique)

e E-cadherine (adhésion cellulaire)

e Calcitonine (métabolisme phosphocalcique)

e Alpha catenine (codée par le gene CTNNAL, retrouvée dans les del(5q) : perte

d’expression liée a une hyperméthylation de I’ADN du promoteur).

Les mutations affectant les génes impliqués dans la régulation épigénétique (Figure 6) sont
des évenements survenant precocement et persistent lors de la rémission prolongée.
Les mutations du géne ten-eleven translocation 2 (TET2) sont fréquemment observées dans
les SMD. Des délétions touchant le bras long du chromosome 4 (en 4924) mises en évidence
dans 4 SMD et LAM ont permis la découverte de ce gene TET2 [50]. Des altérations de TET2
au niveau de la cellule souche ont été décrites dans différentes hémopathies myeéloides, dont
les SMD ou la prévalence est estimée a 20-30% selon les études. Cette mutation de TET2 est
aussi retrouvée dans les LMMC (40-50%), les SMP (12%) et les LAM de novo (10%). Elle
est présente dans les cellules souches auxquelles elle conféere un avantage de croissance par
rapport aux cellules non mutées [51] [52] [53] [54] [55].

Geénes impliqués dans la méthylation de I’ADN

Genes Description

-> Dioxygénases hydroxylant la 5-méthylcytosine (5mC) en 5-

hydroxymeéthylcytosine (5hmC), puis en 5-formylcytosines et en 5-

carboxylcytosines

-> Les enzymes de la famille TET fonctionnent en présence de fer et de

cétoglutarate (CG) (dont la production implique les enzymes de la
TET2 famille IDH)

(ten-eleven translocation 2) - Role de TET2 dans la déméthylation de I’ADN des cellules

hématopoiétiques humaines : régulation épigénétique de I’expression

des génes

- TET2 : la mutation entraine une diminution de I’activité

méthyltransférase (mutation hotspot R882, mutations faux sens et

troncantes)
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- Réle de TET dans le recrutement des complexes polycomb

(modification de la chromatine).

DNMT3A Méthyltransférase de I’ADN
(DNA methyltransférase 3A) Les mutations entrainent une perte de fonction

-> Catalysent la décarboxylation oxydative de I’isocitrate en
cétoglutarate (CG).

- IDHL1 : cytosolique et peroxysomale

- IDH2 et IDH3 : mitochondriales

-> Protéines IDH mutées : enzymes néomorphiques catalysant la
IDH1 et IDH2

) . . réduction du CG en 2-hydroxyglutarate (2-HG)
(Isocitrate déshydrogénase)

- Conséquence d’une mutation : inhibition de nombreuses enzymes
dépendantes du CG (compétition avec le 2-HG formé en exces par
homologie structurale)

- Mutations aboutissent & une inactivation fonctionnelle de TET2,

entrainant une augmentation de la méthylation

Tableau 11 : Description des genes impliqués dans la méthylation de I’ADN
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Figure 6 : Mécanisme de méthylation et de déméthylation de I’ADN, et effets des mutations
de TET2 et IDH1/IDH2 sur la régulation épigénetique [56]
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(2)  GENES IMPLIQUES DANS L’EPISSAGE

Les mutations affectant les genes impliqués dans I’épissage (splicing) sont observées chez
environ 50% des patients présentant un SMD. Le splicing des ARN pré-messagers est le
processus biologique le plus fréeguemment altéré dans les SMD. Ces mutations des géenes du

splicéosome interviennent précocement (Tableau 12) [57] [58].

Composant du splicéosome

Geéne Action
SF3B1 Réle dans I’épissage intronique : maturation du pré-ARNm en
SRSF2 ARNmM mature
U2AF1 Réle marqué au niveau des EB : entraine un excés d’apoptose
ZRSR2 (stress mitochondrial, RE)
SF3BL1 : la mutation entraine un gain de fonction au niveau des
PRPF8

CSH, mais un exces d’apoptose des progeéniteurs érythroides.

Tableau 12 : Principaux genes de I’épissage impliqués dans les SMD, d’apres Cluzeau T., et
al. [28]

Les mutations impliquees dans le processus d’épissage sont présentes a I’état hétérozygote et
ne sont pas specifiques des SMD. La préservation d’un allele sauvage est une condition
indispensable pour la survie de la cellule leucémique. Ces mutations impliquées dans la

régulation épigénétique pourraient constituer une cible thérapeutique (splicéostatine A).

(3) GENES IMPLIQUES DANS LA TRANSCRIPTION ET LA
SIGNALISATION INTRACELLULAIRE

Les genes impliquées dans la transcription et la signalisation intracellulaire (Tableau 13) sont

assez fréquemment mutés dans les SMD.

Genes impliqués dans la transcription et la signalisation intracellulaire
RUNX1
TP53
ETV6
EVI1
JAK2
NRAS
KRAS
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FLT3
CBL

Tableau 13 : Principaux genes de la transcription et de la régulation épigénétique impliqués
dans les SMD, d’apres Cluzeau T., et al. [28]

Les réarrangements chromosomiques impliquant un facteur de transcription sont rares dans
les SMD de novo, et concernent notamment I’inv(3) (921 ; g26) et la translocation t(3;3)
(921;926), menant a I’activation du géne EVI-1 (MECOM) qui est un répresseur
transcriptionnel.

Le géne RUNX1, codant pour un facteur de transcription essentiel dans I’hématopoiese
normale, est fréquemment muté dans les SMD.

Des mutations ponctuelles des génes N- ou K-RAS sont retrouvées chez 10-15% des patients

présentant un SMD en transformation.

(4)  GENES IMPLIQUES DANS LA SEGREGATION
CHROMOSOMIQUE

Les mutations affectant les génes impliqués dans la ségrégation des chromosomes sont plus

rares et sont cités dans le tableau ci-dessous (Tableau 14).

Ségrégation des chromosomes : cohésines
STAG2
RAD21
SMC3

Tableau 14 : Principaux genes de la segrégation des chromosomes impliqués dans les SMD,

d’aprés Cluzeau T., et al. [28]
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(5)  PRINCIPAUX GENES D’INTERET DANS LES SMD ET
FREQUENCE DE LEURS MUTATIONS

Des mutations somatiques sont retrouvées chez environ 75% des patients (71-79%) avec
SMD, dans 45% a 62% des ICUS avec des signes de dysplasie, et dans 20% des ICUS sans

dysmyélopoiése. Les principaux génes mutés dans les SMD sont resumes dans le Tableau 15.

Gene (localisation ) Gene (localisation )
) Fréquence ) Fréquence
chromosomique) chromosomique)

SF3B1 (2g33.1) 15-30% TET2 (4924) 22%
ASXL1 (20g11.2) 10-20% RUNX1 (21g22) 5-15%
TP53 (17p13) 5-10% DNMT3A (2p23.3) 5-10%
N-RAS/K-RAS

5-10% SRSF2 (17925.1) 5-10%
(1p13.2/12p12.1)
U2AF1 (21922.3) 5-10% BCOR/L1 (Xp1l.4) 5-6%
ZRSR2 (Xp22.1) 5% EZH2 (7g36.1) 3-7%
JAK2 (9p24.1) 3-4% SETBP1 (18qg21.1) 2-3%
ETV6 (12p13.2) 2-3% IDH2 (15g26.1) 2-3%
IDH-1 (2g33.3) 1-2% C-CBL (11g23.3) 1-2%
NPM1 (2933.1) 1-2% STAG2 (Xq25) 7-10%
PRPF8 (17p13.3) 1-4% CSNK1A1 (5¢32) <71%

Tableau 15 : Principales mutations retrouvées dans les SMD et leurs fréquences, d’apres
Cluzeau T., et al. [28]
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1.5. DIAGNOSTIC DES SMD

A) ASPECTS CLINIQUES
L’examen clinique et Ii’interrogatoire du patient évaluent en premier lieu le retentissement des
cytopénies, la majorité des manifestations cliniques des SMD étant en effet en rapport avec
ces derniéres [15].
Le retentissement de I’anémie chez un patient est évalué en fonction du taux d’hémoglobine,
de son age et des comorbidités (insuffisances cardiaque et respiratoire principalement). Les
conséquences cliniques de I’anémie (fatigue, dyspnee) sont souvent celles qui altérent le plus
la qualité de vie des patients surtout lorsqu’elles sont sous-estimées et rapportées a I’age. Du
fait de I’age souvent élevé, I’'anémie peut s’accompagner de manifestations de mauvaise
tolérance notamment cardiaque (angor, troubles du rythme) et vasculaire.
L’interrogatoire doit rechercher les antécédents hémorragiques et infectieux, conséquences
des déficits quantitatifs et/ou qualitatifs éventuels en plaquettes et en polynucléaires
neutrophiles.
Moins fréquente que I’anémie, la neutropénie doit étre prise en compte car elle expose a des
complications infectieuses lorsque la valeur absolue des polynucléaires neutrophiles est
inférieure 2 0,5 G/L.
La thrombopénie expose aux complications hémorragiques, spontanées ou provoquées. Ces
manifestations hémorragiques peuvent survenir pour des valeurs de plaquettes > 50G/L, liees
a un deficit fonctionnel (thrombopathie). Elles sont généralement cutanéo-muqueuses, mais
peuvent étre plus profondes (viscerales, oculaires).
Des manifestations extra-hématologiques sont associées aux SMD, en particulier
autoimmunes. Selon les séries, jusqu’a 30% des patients avec SMD présentent des
manifestations auto-immunes : vascularite, polyarthrite rhumatoide, lupus érythémateux
systémique, neuropathie, syndrome de Sweet [59] [60]. Hamidou et al. ont montré que les
manifestations systémiques étaient plus fréquentes dans les SMD que dans les hémopathies
lymphoides (18% contre 5% respectivement) [61]. Les SMD associés a des manifestations

systémiques sont surtout les SMD avec exces de blastes, et concernent majoritairement les
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hommes. Il existe également une forte association entre SMD et polychondrite atrophiante :
40% des patients de plus de 60 ans avec une polychondrite ont un SMD [62].

La splénomeégalie intéresse surtout les LMMC, mais peut apparaitre au cours de I’évolution
d’un SMD (associée a la fibrose médullaire).

Le clinicien doit également estimer I’ancienneté des cytopénies (numérations antérieures)
pour apprécier I’évolutivité du SMD, rechercher de potentiels agents étiologiques (Tableau 1)
ainsi qu’un terrain familial. Dans la mesure ou certains médicaments peuvent perturber
I’interprétation des resultats (en altérant notamment la morphologie des cellules

hématopoiétiques), il est important d’interroger le patient sur ses traitements.

'B) HEMOGRAMME
La réalisation d’une: NFS est indispensable devant toute suspicion de SMD. Elle
s’accompagne d’une numération des reticulocytes et de I’analyse microscopique du frottis
sanguin qui devra étudier la morphologie des trois lignées myéloides et rechercher

d’éventuels blastes circulants [15].

(1) CARACTERISTIQUES DE L’HEMOGRAMME

La présentation la plus fréquente est une anémie isolée, arégénérative, normo ou
macrocytaire. Des données recueillies au sein du laboratoire d’hématologie du CHU de
Nantes (800 SMD au diagnostic, LMMC exclues, de janvier 1987 a octobre 2009) montrent
que 61% des patients avaient une Hb < 10g/dL (seuil de I’IPSS). Cette anémie était
macrocytaire dans 60% des cas (dont 16% avec un VGM > 110fL) et arégénérative dans 93%
des cas (réticulocytes < 100 G/L).

Une étude américaine publiée dans Blood a montré que 11% des hommes et 10% des femmes
de 65 ans et plus (ne vivant pas en institution) étaient anémiques selon les criteres définis par
I’OMS (a savoir Hb < 13 g/dL pour les hommes, Hb < 12 g/dL pour les femmes). L’anémie
peut étre imputée a une myélodysplasie chez 5,8% des patients anémiques, et chez 17% des
patients avec une anémie inexpliquée [5].

Une neutropénie modérée est retrouvée chez 20% a 30% des patients, une thrombopénie

moderée chez environ 10% des patients.
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Une bicytopénie voir une pancytopénie sont possibles au diagnostic, mais sont des
présentations plus rares. La présence d’une neutropénie ou d’une thrombopeénie isolée

constitue un mode de révelation peu fréquent.

(2) ASPECTS MORPHOLOGIQUES

Les termes “dysplasie médullaire” ou “dysmyéloipoiese” (derivés du grec et signifiant
“malformation”) correspondent a une combinaison d’anomalies cytologiques qualitatives
d’une ou plusieurs lignées myéloides [63] :

e érythroide : dyserythropoiéese

e granuleuse : dysgranulopoiese

e mégacaryocytaire : dysmégacaryopoiese
L’evaluation de cette dysmyélopoiése est un critere essentiel dans le diagnostic des
syndromes myélodysplasiques [1] [18]. Cependant, elle n’est pas spécifique et peut s’observer
dans d’autres pathologies et situations cliniques, ou elle est le plus souvent réversible ; la
dysmyélopoiése des SMD est quant a elle irréversible et permanente sans traitement.
La dysmyélopoiese correspond donc a une définition purement cytologique, et n’est pas
synonyme de myélodysplasie. Une suspicion de SMD a I’hémogramme doit faire réaliser une
lecture attentive du frottis sanguin afin de rechercher des arguments en faveur de cette
hypothese et d’orienter le diagnostic. Pour chaque lignée, on observera des anomalies
cytoplasmiques et/ou nucléaires : I’OMS définit un seuil de 10% pour qu’une lignée soit
considérée comme significativement dysplasique. Les SMD secondaires n’ont pas de
caractéristiques morphologiques spécifiques par rapport aux SMD primitifs.

(A) LIGNEE ERYTHROCYTAIRE

Les anomalies morphologiques des érythrocytes sont inconstantes, et aucune n’est spécifique
des SMD.

L anisocytose et la poikilocytose sont variables et ne s’interprétent qu’avec les autres signes
de dysplasie. La présence d’ovalocytes, de dacryocytes, d’hématies ponctuées et d’hématies
contenant des corps de Pappenheimer peut traduire une dysérythropoiese. Une tendance
macrocytaire ou une macrocyose franche (VGM > 100 fL) est plus fréquemment observée. La
coexistence d’hématies normochromes et hypochomes (anisochromie) est un signe de

dysérythropoiese de plus grande valeur diagnostique en I’absence de transfusion ou de
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traitement d’une carence martiale [64]. On peut dans certains cas de SMD observer la
présence d’érythroblastes circulants, qui présentent les mémes anomalies morphologiques que

les érythroblastes médullaires (Tableau 16).

Dysérythropoiése sur le frottis sanguin (coloration au MGG, x100)

Poikylocytose

» hématies de formes diverses

Anisocytose > hématies de tailles diverses

Anisochromie

> hématies de coloration variable (coexistence

d’hématies normochromes et hypochromes (*))

Hématies a ponctuations

basophiles

> inclusions bleutées, nombreuses, dispersées dans
I’ensemble du cytoplasme et correspondant a des

agréegats de ribosomes et d’ARN
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Hématies avec corps de
Pappenheimer

> résidu de Fer

Dacryocytes

> hématies en larme

Erythroblastes circulants

Tableau 16 : Anomalies morphologiques de la lignée érythrocytaire retrouvées sur le frottis

sanguin

Dans les SMD avec del(20q), des elliptocytoses acquises ont éte décrites [65]. Cette délétion
entraine la perte du gene codant pour la protéine de membrane érythrocytaire 4.1 like 1 dans
la région 20q11.2-q12, perte qui pourrait étre responsable de I’hémoglobinopathie acquise.
Les signes de myélodysplasie ne sont observés que dans environ un tiers des cas de SMD
associes a une del(20g). L’anémie est fréquente et modérée (normocytaire normochrome,
médiane : 10,3 g/dL), les thrombopénies sont fréquentes (45 % des patients avec plaquettes <
100 G/L, 21 % avec plaquettes < 50 G/L). Pres de 20% des patients présentent une
thrombopénie isolée. En plus de I’elliptocytose, une dysgranulopoiéese particuliére peut étre
objectivée dans les SMD associés a cette délétion, avec des images d’hémophagocytose
(fleches) (Figure 7) [ANNEXE 1] [66] [67].
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Figure 7 : Elliptocytose acquise et image d’hémophagocytose dans le cadre d’un SMD avec

del(20q), d’aprés Boutault R., et al. [66]
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(B) LIGNEE PLAQUETTAIRE

Une thrombopénie avec des plaquettes < 100 G/L est observée chez 30% des patients
(données du laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes, sur 800 SMD au diagnostic,
LMMC exclues, de janvier 1987 a octobre 2009). Les thrombocytoses sont plus rares,
réprésentant environ 5% des cas et associées notamment aux SMD avec del(5q) et plus
rarement aux SMD avec réarrangement du chromosome 3 impliquant EVI-1 (MECOM).

D’un point de vue morphologique, la dysmégacaryopoiése peut se traduire dans le sang par
une anisocytose plaquettaire (plaquettes de taille augmentée, voire géantes), ainsi que par la
présence de micromégacaryocytes. Les micromegacaryocytes sont des mégacaryocytes de
petite taille (proche de celle d’un lymphocyte), au noyau régulier et arrondi, a la chromatine

dense, au cytoplasme tres limité voire absent et parfois entouré de plaquettes (Tableau 17).

Dysmégacaryopoiese sur le frottis sanguin (coloration au MGG, x100)

Plaguettes géantes

> taille supérieure a celle d’une hématie

Micromégacaryocyte circulant

Plaquettes pauvres en
granulations (fleche) [64]

Tableau 17 : Anomalies morphologiques de la lignée mégacaryocytaire retrouvees sur le

frottis sanguin

Ces anomalies morphologiques peuvent s’accompagner d’anomalies fonctionnelles des

plaquettes, avec possiblement des thrombopathies acquises.
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(C) LIGNEE GRANULEUSE
Les leucopénies sont assez fréquentes dans les SMD (43% selon les données nantaises), les
hyperleucocytoses étant quant a elles plus rares et davantage le reflet d’un syndrome mixte
SMP/SMD. Disposer de frottis de bonne qualité colorés au MGG est indispensable pour
I’évaluation de la morphologie leucocytaire.
Les signes de dysgranulopoiése sont les anomalies qualitatives ayant la plus grande valeur
diagnostique et doivent donc étre recherchés attentivement sur le frottis sanguin (Tableau 18)
[64]. La morphologie granulocytaire est normale dans plus de la moitié des cas : I’absence de
dysplasie n’exclut pas le diagnostic de SMD, et n’exclut pas la présence d’anomalies
morphologiques au niveau médullaire (passage dans la circulation des éléments non
dystrophiques). La dysgranulopoiése comprend des anomalies nucléaires et des anomalies
cytoplasmiques (Tableau 18).
La dystrophie la plus fréquemment retrouveée est la réduction (hypogranulation) ou la
disparition compléte des granulations neutrophiles cytoplasmiques des PNN, correspondant a
un déficit en granules secondaires. Ce déficit en granulations neutrophiles peut donner un
aspect de cytoplasme clair, voire vide (Tableau 19). Afin de s’affranchir des possibles
artéfacts de coloration, I’hypogranulation doit étre confirmée sur au moins un autre
prélevement.
L’anomalie acquise de Pelger-Huet ou « pseudo-Pelger » (par analogie avec I’anomalie
constitutionnelle de Pelger-Huet) est assez fréquente, correspondant a des PNN a noyaux
ovalaires ou en bissac (Tableau 19). Un aspect particulier des PNN permet d’évoquer une
anomalie du géne TP53 : I’association de neutrophiles « pseudo-Pelger » avec un cytoplasme
vacuolisé (Tableau 19). Les anomalies de segmentation des noyaux peuvent aussi donner des
aspects en anneau (« Ring-Shaped Nuclei », decrits par Langenhuijsen), tandis que dans
certains cas le noyau des PNN est au contraire hypersegmenté (Tableau 19). En plus de ces
anomalies nucléaires de segmentation, la chromatine nucléaire peut subir des modifications et
apparaitre hypercondensée, conférant au noyau un aspect motté (« Clumping chromatin »).

Les projections nucléaires sont plus rares et non spécifiques des SMD (Figure 8).
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Principales anomalies morphologiques de la lignée granuleuse observées sur le frottis

sanguin

Anomalies

nucléaires

Anomalies

cytoplasmiques

Hyposegmentation nucléaire

Anomalie Pelger-Huet acquise (noyau ovalaire ou en bissac)
Noyau hypersegmenté (5-10 lobes)

Hypercondensation chromatinienne : chromatine assemblée en
mottes (“Clumping chromatin”)

Projections nucléaires ou appendices (caryoschizes)
Hypogranulation / Dégranulation a tous les stades de maturation
Granulations anormales (Pseudo Chediak, Auer)

Vacuolisation

Persistance basophilie (corps de Déhle)

Tableau 18 : Anomalies morphologiques de la lignée granulocytaire sur frottis sanguin

Dysgranulopoiese observée sur frottis sanguin (coloration au MGG, x100)

Anomalies cytoplasmiques

PNN hypogranulaire ou agranulaire

PNN avec vacuoles cytoplasmiques
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Anomalies nucléaires

Hyposegmentation : PNN mature
avec noyau "en bissac™" (anomalie

Pelger-Huet acquise)

Hyposegmentation : PNN mature
avec noyau arrondi et chromatine

mature

PNN mature avec noyau arrondi et
chromatine mature, présence de

guelques vacuoles cytoplasmiques

» Cet aspect morphologique (PNN de petite taille,
noyau ovalaire associé a des vacuoles
cytoplasmiques) correspond a l'aspect "pseudo-
Pelger", associé a la perte d'expression du géne
TP53 [68] [69].

PNN mature au noyau hyper-

segmenté

Gigantisme

cellulaire (macropolycyte)

Page | 62




LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

PNN avec projections nucléaires
(caryoschizes)

Tableau 19 : Anomalies morphologiques des granuleux observées sur frottis sanguin

Figure 8 : Description des 4 catégories de projections nucléaires ou extensions

chromatiniennes (caryoschizes) [70]
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Les PNN avec anomalie de Pelger (52/62 patients, 84%) sont significativement plus
fréguentes (p<0,001) dans les SMD (11,6% +/- 7,8) que chez des témoins sains (1,9% +/-
1,5), dans les SMP (1,1% +/- 1,0) ou les anemies (3,1% +/- 2,0) [71]. L’ association des
anomalies pseudo-Pelger et de Chromatin clumping est tres évocateur de SMD (p=0,002),
tout comme la présence de PNN avec plus de 4 projections nucléaires (les PNN avec plus de 4
projections nucléaires ne sont pas observés chez les sujets sains).

Les anomalies morphologiques des PNE sont plus rares (hypo ou hypersegmentation
nucléaire, hypogranulation cytoplasmique) et non spécifiques.

La numération des blastes sur le frottis sanguin doit se faire sur au moins 500 cellules et par 2
cytologistes différents [1] [18]. La présence de blastes circulants, sans hiatus de maturation,
classe la myélodysplasie en SMD-EB-1 (< 5% de blastes circulants) ou en SMD-EB-2 (5-
19%). D’aprés les données nantaises déja citées précedemment, 15% des patients présentent
une blastose circulante > 1%, 6% une blastose comprise entre 5 et 19%. Une myélémie > 1%
est retrouvee chez 17% des patients. Il faut étre également attentif a la monocytose (> 1G/L et
10% des leucocytes, perstistante), le diagnostic différentiel avec les LMMC s’avérant peu
aisé. Les anomalies qualitatives des PNN ne sont pas spécifiques des SMD et il est donc

nécessaire d’en connaitre les diagnostics différentiels (Tableau 20).

Type de dysplasie Diagnostic différentiel
- — i'ﬁ'f'ééfi"(')'ﬁ'sm("B"éﬁa'EEI'E')' ......................................
Hyposegmentation . ) )
»  Confusion avec métamyélocyte

) ) >  Artéfact de coloration
Dégranulation .

Confusion avec cellules monocytaires

Hypersegmentation »  Carence vitaminique (B9, B12)

Gigantisme »  Carence vitaminique (B9, B12)

Infections

>

»  Syndrome inflammatoire
Corps de Déhle ) )
»  Traitement par facteur de croissance (G-CSF)
>

Grossesse

Y

Hypercondensation chromatinienne Traitement immunosupresseur (Ciclosporine)

Tableau 20 : Principaux diagnostics différentiels des dysgranulopoiéses observées sur le

frottis sanguin
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La dysgranulopoiése s’accompagne d’anomalies fonctionnelles, avec déficit de phagocytose
et de bactéricidie des PNN. Ce déficit fonctionnel aggrave le risque infectieux chez les

patients neutropéniques.

C) MYELOGRAMME

La realisation d’un myelogramme est indispensable devant toute suspicion de SMD. Cet
examen permet de poser le diagnostic et de classer la pathologie [1]. Une dissociation entre
les données de I’hémogramme et du myélogramme est possible, les lignées quantitativement
atteintes dans le sang n’étant pas toujours les plus touchées qualitativement dans la moelle
osseuse [63] [64].
Pour évaluer la dysmyélopoiese, des groupes de travail ont proposé des critéres et un systeme
de score simplifié pour quantifier la dysplasie de chacune des lignées :

» Absence de dysplasie ou dysplasie < 10% des éléments : 0

» Dysplasie > 10% des élements d’une lignée : 1

» Dysplasie > 50% des éléments d’une lignée : 2
Le Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) recommande que cette évaluation porte
sur au minimum 30 mégacaryocytes, 200 leucocytes et 200 érythroblastes.

(1) EVALUATION DE LA CELLULARITE MEDULLAIRE

L’evaluation de la cellularitt médullaire est indispensable lors de la lecture d’un
myélogramme. La ponction/aspiration medullaire avec myélogramme est un examen peu
fiable pour I’appréciation de la cellularité et de la richesse en mégacayocytes, car ces deux
parameétres sont influencés par le volume de moelle osseuse aspiré et donc par le degré de
dilution sanguine du prélévement. C’est la biopsie osteomédullaire (BOM) qui constitue
I’examen de référence pour estimer la richesse medullaire. On apprécie donc davantage une
« cellularité » qu’une réelle richesse.

Dans les SMD, la richesse est habituellement normale ou augmentée. Il existe toutefois des
myeélodysplasies a moelle pauvre, voire désertique, qui constituent des formes frontiéres avec

les aplasies médullaires. La BOM est alors indispensable.
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Le myélogramme permet une analyse qualitative et quantitative des divers stades de
différentiation des lignées hématopoiétiques, particulierement érythroblastique, granuleuse et
lymphoide.

Dans une moelle de cellularité normale, les cellules hématopoiétiques sont régulierement
réparties, ne se chevauchent pas en dehors des grumeaux souvent visibles au niveau des
franges du frottis. La cellularité est plus importante chez les enfants et plus faible chez les

sujets agés (involution adipeuse dés I’age de quatre ans).

® Moelle de cellularité normale (adulte) :

® Dans une moelle de cellularité augmentée (“riche”), la densité cellulaire est forte, avec

des cellules se chevauchant souvent.

® Dans une moelle dite déesertique, seules quelques cellules de I’environnement medullaire
sont visibles. Le comptage différentiel est impossible a établir. Dans les moelles pauvres,
les cellules hématopoiétiques sont également rares mais le myélogramme est possible a

établir.
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(2) LIGNEE ERYTHROBLASTIQUE

Les érythroblastes (EB) représentent 10 a 25% des cellules nucléées médullaires totales a
partir de I’a4ge de 10 ans. lls présentent certaines caractéristiques communes : le noyau est
rond, parfaitement régulier, la taille diminue tout au long de la différenciation ; le cytoplasme
est surtout constitué de mitochondries (I’appareil de Golgi est minime, et il y a peu de
réticulum endoplasmique). On trouve fréqguemment ces précurseurs érythrocytaires en flots,
autour d’un macrophage (source de fer et de phagocytose des noyaux expulsés).

Lors d’un SMD, la lignée érythroblastique est volontiers augmentée : I’étude nantaise portant
sur 947 SMD au diagnostic (de janvier 1987 a décembre 2010) retrouve pres de 50% de
myélodysplasies avec une érythroblastose sur le myélogramme (EB médullaire > 25% des
cellules totales). Cette érythroblastose peut s’accompagner de signes de myélodysplasies :
83% des patients au diagnostic de SMD ont une dysérythropoiése > 20%. Plus rarement,
certains patients (9%) se presentent avec une érythroblastopénie (EB<10%).

La dysérythropoiése (Tableau 21) n’est pas spécifique des SMD : modérée, elle est fréquente
dans de trés nombreuses maladies non malignes, et est aussi retrouvée avec I’utilisation de
certaines drogues.

Des anomalies de taille sont possibles, avec des macrocytoses érythroblastiques modérees
(EB de taille augmentée) : on parle de « mégaloblastes intermédiaires » ou « macroblastes »
(Tableau 22). Cette anomalie est caractérisée par une dissociation entre la maturation normale
du cytoplasme et la persistance d’un noyau d’aspect plus ou moins immature (asynchronisme
de maturation nucléo-cytoplasmique) : elle prédomine sur les stades de maturation les plus
avancés (EB polychromatophile et acidophile) [62]. La mégaloblastose érythroblastique
franche est rare et plutdt évocatrice d’une carence vitaminique (B12 ou B9).

Les anomalies nucléaires consistent en une multi-nucléarité, des irrégularités ou encore des
fragmentations, conséquences d’un exces de mitoses (Tableau 22).

Les anomalies cytoplasmiques sont surtout marquées par un aspect feuilleté ou lacunaire,
correspondant a un défaut d’hémoglobinisation (distribution hétérogéne de I’hémoglobine
dans le cytoplasme des EB polychromatophiles et acidophiles). Des ponctuations basophiles

et des vacuoles peuvent aussi étre observees (Tableau 22).
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Principales anomalies morphologiques de la lignée érythroblastique observées sur le

myélogramme

¢ Noyaux multiples, fragmentés, bourgeonnants
; . e Chromatine perlee
Anomalies nucléaires ;
e Macrocytose, mégaloblastose
e Asynchronisme de maturation nucléo-cytoplasmique

e Hypochromie

Anomalies cytoplasmiques Aspect feuilleté, vacuolisé

e Ponctuations basophiles

Tableau 21 : Anomalies morphologiques de la lignée érythrocytaire sur le myélogramme

Dysérythropoiese observée sur frottis de moelle osseuse (MGG, x 100)

Erythroblastes multi-nucléés

Déformation nucléaire
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Bourgeonnement nucléaire

Macroblastes et mégaloblastes

Tableau 22 : Principaux signes de dysérythropoiése observés dans les SMD sur le

myélogramme
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La recherche de sidéroblastes en couronne sur le frottis médullaire nécessite une coloration
particuliére : la coloration de Perls (coloration du fer par le ferrocyanure de potassium). Cette
coloration est un complément indispensable a I’analyse cytologique effectuée sur le frottis
médullaire coloré au MGG. Elle permet la mise en évidence des complexes insolubles
contenant du fer, et notamment I’hémosidérine. Le fer insoluble apparait alors en bleu-vert en
microscopie.

On appelle «sidéroblaste » un érythroblaste dont le cytoplasme contient un ou plusieurs
grains bleu-vert. Les sidéroblastes en couronne (ring sideroblast) représentent une forme
particuliére de sidéroblastes, non spécifiques des myélodysplasies. Le terme « couronne »
renvoie & une localisation particuliere des deépdts de fer, dans les mitochondries des
érythroblastes médullaires : les granules de fer sont collées autour du noyau, sur au moins un
tiers du pourtour nucléaire (Tableau 23). Un pourcentage de sidéroblastes en couronne
supérieur a 15% définit une anémie sidéroblastique, et la révision 2016 de I’OMS définit un
seuil de 5% si une mutation du géne SF3B1 est également présente (Tableau 6) [1].

Sidéroblastes Caractéristiques

Erythroblaste sans grain e Valeurs normales : 60-90%

® Typel Valeurs normales : 10-40%

De 1 a5 grains

® Type? Valeurs normales : 0

De 5 a 15 grains

Répartition dans le cytoplasme

® Type 3 = Sidéroblastes en couronne ® Valeurs normales : 0
® =5 grains de répartition périnucléaire,
représentant au moins 1/3 de la

'&‘: V" circonférence nucléaire [72]

Tableau 23 : Caractéristiques morphologiques des sidéroblastes
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Toutes les dysérythropoieses (sauf la carence martiale) peuvent s’accompagner d’une petite
augmentation du nombre de sidéroblastes avec plus de trois grains, mais sans couronnes
(Tableau 24).

Etiologie des anémies sidéroblastiques

» Pourcentage généralement élevé de sidéroblastes en
couronne

Syndromes myélodysplasiques » +/- anomalies qualitatives des autres lignées

myéloides

+/- exces de blastes

) : Leucémies aigués
Autres hémopathies o L
Myeélofibrose primitive

Carence en vitamines B6, B9, B12
Secondaires Carence en cuivre

Surcharge en zinc

e 6 6 6 o o Y

. Médicaments interférant avec le métabolisme de la
latrogene L - _
vitamine B6 : isoniazide, chloramphenicol

Alcool

. Saturnisme
Toxiques .
Arsenic

Benzene

Anémies sidéroblastiques liées au sexe

- Anomalies mitochondriales
Constitutionnelles ) . ) -
Anomalies du métabolisme de la vitamine B1

Syndromes thalassémiques

Tableau 24 : Principales causes d’anémies avec sidéroblastose en couronne significative

Un score simplifié, adapté par le GFM, permet de quantifier cette dyserythropoiése, en tenant
compte des anomalies morphologiques retrouvees dans les SMD les plus représentatives
(Tableau 25).
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Lignée érythrocytaire : Dysérythropoiése Score
Absente ou < 10% > 10% > 50%

Anomalies nucléaires : irrégularité, bi- ou multi-
nucléarité, gigantisme cellulaire ° ' ?
Anomalies cytoplasmiques : défaut 0 . )
d’hémoglobinisation
Macroérythroblastes / Mégaloblastes 0 1 2
Sidéroblastes en couronne > 15% 0 1 2
Dysérythropoiese > 10% des EB totaux (si 0 . )
aucune anomalie déecrite n’est > 10%)

Tableau 25 : Quantification de la dysérythropoiese médullaire

(3) LIGNEES GRANULEUSES

(A) EVALUATION DE LA DYSPLASIE

Les trois lignées granuleuses (neutrophile, éosinophile, basophile) sont quantitativement les
plus importantes dans une moelle normale : elles représentent de 55 a 70% des cellules
nucléées totales (taux variant en fonction de 1’age). Le rapport granuleux/EB est d’environ 3
chez les adultes. On retrouve une pyramide de maturation, des précurseurs aux stades les plus
matures.

Comme dans le sang, des anomalies cytoplasmiques et nucléaires peuvent étre observées.
Dans la plupart des cas, ces signes de dysgranulopoiese sont visibles sur le sang mais seront
mieux évalués dans la moelle.

L’hypogranulation (voir I’agranulation) concerne les PNN et, de facon variable, les
précurseurs granuleux : myélocytes et métamyélocytes neutrophiles. La persistance de
granulations azurophiles dans les myélocytes traduit un asynchronisme de maturation de la
lignée. Les promyeélocytes dysplasiques ont une distribution irréguliére des grains, ainsi qu’un
nombre réduit de granules (primaires et secondaires). Ces granulations peuvent étre plus

volumineuses que celles retrouvées dans les promyélocytes normaux (Tableau 26).
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Dysgranulopoiése observée sur frottis de moelle osseuse (MGG, x 100)

Hypogranulation, segmentation anormale

Promyélocytes anormaux

Exces de blastes (*)

Tableau 26 : Principaux signes de dysgranulopoiese sur frottis de moelle osseuse

Un systeme de score simplifié peut apporter une aide pour quantifier la dysgranulopoiése

(Tableau 27).

o Score
Lignée granuleuse : Dysgranulopoiése

Absente ou < 10% > 10% > 50%
Anomalies nucléaires
Défaut de segmentation (noyaux pseudo-Pelger,
en bissac, autre hyposegmentation) ° : °
Condensation anormale de la chromatine 0 1 2
Autres anomalies nucléaires 0 1 2
Anomalies cytoplasmiques
Hypogranularité 0 1 2

Page | 73




LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

Hypergranularité (grains azurophiles) 0 1 2
Persistance de la basophilie 0 1 2
Corps d’Auer 0 1 2
Autres anomalies cytoplasmiques 0 1 2
Dysgranulopoiése des éosinophiles, basophiles, 0 . )
dysplasie monocytaire

Dysgranulopoiése > 10% (si aucune anomalie > 0 . )
10%)

Tableau 27 : Quantification de la dysgranulopoiése médullaire

(B) EVALUATION ET CARACTERISATION DE
LA BLASTOSE MEDULLAIRE
Le décompte des blastes est un élément clé du diagnostic et du pronostic des SMD. La
blastose constitue en effet un critére important dans les classifications et il est donc nécessaire
de I’évaluer avec précision (Tableau 28). Son évaluation doit se faire sur 500 élements, et par
deux cytologistes différents [1].
Le terme de “blastes” regroupe les hémoblastes (blastes de type I, sans grains) et les
myeéloblastes (blastes de type Il, granuleux), la principale difficulté résidant dans le fait de ne
pas inclure les promyélocytes dans le décompte des blastes. L observation de corps d’Auer
dans les blastes est associée a un mauvais pronostic et classe le SMD en SMD-EB-2, quel que

soit le pourcentage de blastes.

Blastose sanguine (%) Blastose médullaire (%) Diagnostic
<5 5-9 » SMD-EB-1
5-19 10-19 > SMD-EB-2
/ >20 > LAM

Tableau 28 : Classification des SMD en fonction du pourcentage de blastes sanguins et
médullaires, d’apres I’OMS 2016 [1]
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(4)  LIGNEE MEGACARYOCYTAIRE

Une moelle de richesse normale compte au minimum 20 mégacaryocytes par frottis. Le
myélogramme est toutefois peu fiable pour [I’évaluation quantitative de la lignée
mégacaryocytaire et la BOM est clairement plus adaptée pour I’appréciation de la richesse en
mégacaryocytes.

Les mégacaryocytes matures (mégacaryocytes de stade IV ou thrombocytogenes) sont des
cellules de grande taille (50-120um de diameétre), avec un noyau multilobé voire avec
plusieurs noyaux, et a chromatine dense. Le cytoplasme est d’abondance variable, contenant

des granulations se regroupant et constituant ainsi une ébauche des futures plaquettes.

Mégacaryocytes normaux (meégacaryocytes granulaires)

La dysmegacaryopoiése est évaluée en fonction de la taille, de I’aspect du noyau, et de
I’aspect du cytoplasme (Tableau 29). Elle n’est pas I’anomalie morphologique la plus
fréquemment retrouvée, mais presente une grande valeur diagnostique [64].

Les mégacaryocytes au noyau hypolobé ont un noyau ayant perdu sa polylobulation
caractéristique. Les syndromes 5¢- présentent une hypolobulation spécifique, avec un seul
noyau de petite taille, arrondi et un cytoplasme abondant.

La présence de mégacaryocytes géants aux noyaux hyperlobés peut faire évoquer une anémie
réfractaire sidéroblastique avec thrombocytose (ARSI-T), s’accompagnant d’une

thrombocytose et d’une anémie a I’némogramme.
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Dysmégacaryopoiese observée sur frottis de moelle osseuse (MGG, x 100)

Micromégacaryocytes

Micromégacaryocytes en amas
» retrouvés dans les SMD avec
réarrangement d’EVI-1 (MECOM), par

anomalie chromosomique en 3q

Mégacaryocyte au noyau fragmenté

Mégacaryocyte au noyau de taille diminuée et
monolobé

» évocateur d’un SMD avec del(5q)

Tableau 29 : Principaux signes de dysmégacaryopoiése sur frottis de moelle osseuse

Sources photographies : Drs R. Garand et M. Eveillard (Laboratoire d’hématologie, CHU
NANTES), Pr M. Zandecki et Dr F. Geneviéeve (Laboratoire d’hématologie, CHU d’Angers)
La mise en évidence de micromégacaryocytes ou de megacaryocytes multinucléés (petits
noyaux ronds multiples et séparés) sont les deux signes de dysplasie les plus marquants.

Les mégacaryocytes hypolobés ont un noyau ayant perdu sa polylobulation caractéristique.
Les syndromes 5g- présentent une hypolobulation caractéristique, avec un noyau unique, de

petite taille, arrondi et a la chromatine peu mottée, le plus souvent excentré dans un
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cytoplasme abondant. La présence de mégacaryocytes binucléés avec noyaux séparés aux
deux « poles » de la cellule est aussi un signe de dysplasie trés évocateur d’un SMD.
Un score permettant une quantification de la dysmégacaryopoiese a été établie en

comptabilisant les anomalies décrites ci-dessus (Tableau 30).

Lignée mégacaryocytaire : Score
Dysmégacaryopoiese Absente ou < 10% > 10% > 50%

Micromégacaryocytes 0 1 2
Mégacaryocytes bi- trinucléés a noyaux séparés 0 1 2
Mégacaryocytes a noyaux hypolobés (type 59- et 0 . )
autres hypolobulation)

Anomalies cytoplasmiques (vacuoles, grains, ...) 0 1 2
Dysmégacaryopoiése > 10% (si aucune anomalie 0 . )

ci-dessus > 10%)

Tableau 30 : Quantification de la dysmégacaryopoiese

Dans plus de 80% des cas, le diagnostic de SMD est posé avec I’analyse combinée de
I’hémogramme et du myélogramme. Cependant, dans certains cas, les données cytologiques
sont insuffisantes pour affirmer avec certitude le diagnostic de myélodysplasie.
L’ immunophénotypage, la recherche d’anomalies clonales en cytogénétique et de mutations

somatiques en biologie moléculaire s’avere deés lors encore plus déterminante.

‘D) CYTOGENETIQUE

L’etude cytogénetique doit étre systématique devant une suspicion de SMD [15]. La
cytogénétique occupe une place centrale dans le diagnostic, la classification et le pronostic, et
peut également influer sur la prise en charge thérapeutique des patients.

Les SMD primaires et secondaires se distinguent par le degré de complexité du caryotype au
moment du diagnostic : des anomalies chromosomiques sont detectées chez environ 50% des
patients présentant un SMD de novo, et chez plus de 80% des patients avec un SMD
secondaire & une chimiothérapie ou un autre agent toxique. On parle de caryotype complexe
lorsqu’au moins trois anomalies cytogénétiques clonales et indépendantes sont retrouvées [31].
La complexité du caryotype est également plus importante dans les SMD de haut risque,

reflétant une instabilité génetique croissante.
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Les anomalies caryotypiques sont dites fréquentes lorsqu’elles sont retrouvées chez, au
minimum, 3% des patients [73] [74] [75] [76]. Dans les SMD, les anomalies chromosomiques
consistent le plus fréeguemment en des gains ou pertes de chromosomes, contrairement aux
autres hémopathies myéloides (LAM, LMC) ou les anomalies sont majoritairement des

translocations réciproques et des inversions (Tableau 31).

Les anomalies les plus fréquemment mises en évidence dans les SMD sont ainsi les del(5q),
les anomalies du chromosome 7 (-7/del(7q)), les trisomies du 8, les del(20q), et les pertes du
Y (Tableau 30). Ces anomalies sont le plus souvent isolées (Figure 9).

Les délétions du bras long du chromosome 5 (del(5q)), seules ou associées a une autre
anomalie, sont les anomalies les plus fréquemment rencontrées. L’OMS classe les SMD avec
del(5g) comme une entité a part entiére, a condition que cette delétion soit isolée ou associée a
une seule autre anomalie cytogénétique (en excluant les anomalies du chromosome 7)
(Tableaux 3, 4, 5).

Caryotype, Nb (%)

SMD Nb
Normal Del(5q) -7/del(7q) +8 -20/del(20g) Complexe
del(5g) 61 0 (0,0 61 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0
AR 56 38(67,9) 3(6,5) 5(10,9) 1(2,2) 1(2,2) 6 (13,0)
ARS 26 23(88,5) 0 (0,0 0 (0,0 1(3,8) 0 (0,0 0 (0,0
CRDM 164 88(53,7) 11(6,7) 20 (12,2) 12(7,3) 8 (4,8) 18 (11,0)
CRDM-
RS 77 34(442) 8(10,4) 8 (10,4) 8 (10,4) 3(3,9 12 (15,6)
AREB-1 90 42(45,7) 16(17,8) 10(111) 5 (5,6) 4 (4,4) 15 (16,7)
AREB-2 121 60 (49,6) 11 (9,1) 8 (6,6) 13 (10,7) 5(4,1) 19 (15,7)

Tableau 31 : Fréquence des principales anomalies caryotypiques des SMD (OMS 2008),
d’aprés Haase D., et al. [31]
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Figure 9 : Fréquences des principales anomalies caryotypiques rencontrées dans les SMD,

qu’elles soient isolées, associées ou multiples, Haase D., et al. [31]

Les anémies réfractaires avec sidéroblastes en couronne (SMD-RS-SLD, OMS 2016) sont
associees uniqguement a des anomalies cytogénétiques de bon pronostic ou de pronostic
intermédiaire.

Les anomalies de haut risque sont observées dans tous les autres groupes de SMD, avec une
prédominance pour les myélodysplasies avec exces de blastes.

La présence au caryotype d’anomalies de type trisomie 8, perte isolée du chromosome Y ou
délétion (20qg) ne permettent pas d’affirmer a elles seules le diagnostic de SMD en raison de

leur caractére non spécifique (Tableau 32).

Anomalies cytogénétiques classantes des SMD

Equilibrées Non équilibrées
o 1(11;16)(g23 ;p13.3) e monosomie 7
o 1(3;21)(q26.2 ;022.1) o del(7q)
o {(1;3)(p36.3;921.2) e monosomie 5
o 1(2;11)(p21 ;q23) o del(5q)
o 1(6;9)(p23:;934) e i(17g)out(17p)
o inv(3)(g21 ;926.2) e monosomie 13
o del(13q)
o del(1lq)
e del(12p) ou t(12p)
e del(9q)

Tableau 32 : Anomalies cytogénétiques classantes en SMD, d’apres Haase D., et al. [31]
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L’étude de Detlef Haase et al. parue dans Blood en 2007 et étudiant une cohorte de 2124
patients (1981 SMD primaires, 143 SMD secondaires) dans quatre hdpitaux autrichiens et
quatre allemands [31], a servi de base pour définir I’impact pronostic du caryotype dans le
nouveau score pronostique : I’IPSS-R (Revised-International Prognostic Scoring System).

Dans I’IPSS (International Prognostic Scoring System), la stratification du risque
cytogénétique concernait les anomalies caryotypiques les plus fréquentes, les données sur les
anomalies plus rares et combinées n’étant pas encore disponibles (Tableau 33) [77]. Cette
étude a permis d’affiner cette stratification du risque cytogénétique, avec une grande cohorte
de patients permettant un recueil de données exhaustif, y compris sur des anomalies

cytogénétiques rares.

Risque cytogénétique selon I’IPSS

Pronostic Caryotype
e Normal
e Perte isolée duY
Bon
o del(50q)
o del(20q)
Intermédiaire e anomalies caryotypiques autres
] o Complexe (> 3 anomalies)
Mauvais

e Anomalie du chromosome 7

Tableau 33 : Groupes de risque cytogénétique definie par I’IPSS dans les SMD [77]

Cette étude retrouve la del(5g) comme étant I’anomalie la plus fréequente. Elle est présente
chez 30% des patients avec anomalies cytogénétiques clonales (15% des SMD au total en
incluant les patients avec caryotype normal). La del(5q) est isolée chez 14% des patients avec
anomalies cytogénétiques clonales, chez 5% avec une anomalie associéee, et au sein d’un
caryotype complexe chez 11% des patients. La médiane de survie des patients avec une del(5q)
isolée est de 80 mois, de 47 mois lorsqu’une autre anomalie est associée, et elle chute a 7
mois si le caryotype et complexe (Figure 10).

Les SMD avec anomalies du chromosome 7 (del(7q) et monosomie 7) sont retrouveés
isolément chez 8% des patients, chez 3% associées a une autre anomalie et chez 10% des
patients avec un caryotype complexe. Pour la monosomie 7, le pronostic est plus sombre :

isolée, la médiane de survie est de 14 mois, alors qu’elle tombe a 8 mois lorsqu’une seconde
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anomalie clonale est présente, ou lorsque cette anomalie est retrouvée dans un caryotype
complexe). Les patients avec del(7q) semblent avoir une mediane de survie supérieure, sans
toutefois qu’une différence significative ait pu étre mise en évidence : les monosomies 7 et les

del(7qg) sont donc toutes deux considérées comme de mauvais pronostic (Figure 11).

A Sumnvival (Kaplan-Meier) of patients with del(5q)
— del(5q) isclated (n=86)
— = del{5q) with 1 additional aberration (n=30)
-~-~ del(5qg) within complex karnyotype (n=52)

10 b

09 kil

i L

= 08§ e Log-rank test:
= t A B
£ 07 Ll] 3 P < .0001 (2 degrees of freedom)
2 os|i l=iq P = 30 (isolated vs +1)
= o5t Y L P < .0001 (isolated vs complex)
ES \ =t _|"I__ P = 0001 (+1 vs complex)
E oaf | |- L
I W | —

03 : —_ Ll

0.2 ) L 1 ﬂ

01 [ — —_— e e

0.0
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Figure 10 : Courbes de survie des patients avec del(5q) isolée, associée a une seconde
anomalie clonale cytogénétique, ou retrouvée au sein d’un caryotype complexe, Haase D., et
al. [31]

B Survival (Kaplan-Meier} of patients with -7/del{7qg)
— -Tidel{7q) isolated {n=36}
-Tidel{7q) with 1 additicnal aberrafion (n=13)
s SPidel{Tal within complex kanahne (n=55)

10 ko

Log-rank test:

03 (2 degrees of freedom)
94 (isolated vs +1)

07 (isolated vs complex)
43 (+1 vs complex)

1

T
Inmnnu

Cumulative survival

Figure 11 : Courbes de survie des patients avec anomalie cytogénétique intéressant le
chromosome 7 : isolée, associee a une seconde anomalie clonale cytogénétique, ou au sein

d’un caryotype complexe, Haase D., et al. [31]

Les trisomies 8 sont retrouvées isolément chez 8% des patients, et chez 5% de ceux avec un

caryotype complexe.
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Les del(20q) et la perte du Y, isolées, sont quant a elles retrouvées chez respectivement 3% et
4% des patients avec SMD.

Le chromosome 3 est impliqué dans différents réarrangements dans les SMD:
t(3;3)(q21 ;926), inv(3)(g21 ;g26), t(3 ;21)(q26 ;q22) (Tableau 31). La région 3926 contient
le géne EVI-1 (MECOM), qui code pour un répresseur transcriptionnel. Une surexpression du
géne EVI-1 inhibe I’érythropoiése par blocage de I’activation transcriptionnelle de GATA-1.
Du point de vu du phénotype, une surexpression du transcrit EVI-1 est associée a un exces de

blastes et a un pronostic péjoratif [78].

D) CYTOMETRIE EN FLUX (CMF)

L’immunophénotypagé des cellules myéloides médullaires contribue au diagnostic des
myélodysplasies lorsque la morphologie n’est pas contributive et que I’étude cytogenétique ne
retrouve pas d’anomalie clonale [79] [80].
Diverses anomalies immunophénotypiques ont été décrites dans les SMD, sur les précurseurs
granuleux, les érythroblastes et les monocytes [81]. L’étude des SMD en CMF nécessite le
ciblage de plusieurs expressions aberrantes sur les lignées myéloides. On note par exemple
une augmentation des progéniteurs myéloides CD34+ associee a une expression aberrante de
marqueurs lymphoides (CD2, CD5, CD5, CD19, CD56), une diminution des progeniteurs
lymphoides B. L’hypogranulation des granuleux matures est également étudiée en CMF via le
Side Scatter (SSC).
L’ immunophénotypage des SMD repose sur I’utilisation de deux scores : le score d’Ogata
[82] et le RED-score [83].
Ogata et al. ont montré, par I’analyse de quatre paramétres a partir d’un prélévement
médullaire, que la CMF pouvait permettre de discriminer les SMD de faible grade des ICUS.
Les quatre parameétres étudiés sont :

» granularité des granuleux maturesvia les SSC (rapport SSC granuleux /

lymphocytes > 6)
» pourcentage des progéniteurs myéloides CD34+ parmi les cellules nucléées totales (N
< 2,4%)
» pourcentage des progéniteurs lymphoides B parmi les cellules CD34+ (N > 5%)
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> Rapport des moyennes d’intensité de fluorescence de CD45 sur les lymphocytes sur
par rapport aux progéniteurs myéloides (N = 4-7,8)

Le score d’Ogata va de 0 a 4, un point étant attribué a chaque parameétre anormal. Dans les
SMD, une diminution des progéniteurs B (CD34+ CD19+) est retrouvee, associée a une
augmentation des progéniteurs myéloides CD34+. L’intensité d’expression de CD45 sur les
lymphocytes comparée a celle des progéniteurs myéloides CD34+, peut étre augmentée ou
diminuée. Une diminution de la granularité (SSC) est I’élément le plus frequemment constate
dans les SMD.
Mathis et al. ont démontré I’intérét des marqueurs érythrocytaires CD36 et CD71. 1l y a une
augmentation significative du coefficient de variation (CV) de I’intensité de fluorescence de
CD36 et CD71 sur les érythroblastes médullaires des patients avec SMD par comparaison
avec les temoins. Combiné au score d’Ogata, I’utilisation de ce RED-score permet d’avoir

une sensibilité de 88% pour le diagnostic des SMD.

E) BIOLOGIE MOLECULAIRE

(1) FREQUENCE DES MUTATIONS DANS LES SMD

De nombreuses études récentes se sont intéressées aux mutations retrouvees dans les SMD
[84]. Des mutations oncogéniques récurrentes sont retrouvées chez pres de 80% des patients,
voir 90% en utilisant des panels de géenes élargis (Figure 12). La recherche de mutations
somatiques a donc une forte valeur prédictive négative : la grande majorité des patients
myélodysplasiques ont en effet au moins une mutation somatique. L’absence de mutation doit
donc faire compléter le bilan étiologique.

Les génes mutés dans les SMD ont éte décrits précédemment (Tableau 15), les 4 plus
fréquents étant SF3B1, TET2, SRSF2 et ASXLL1.
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Figure 12 : Mutations oncogeniques retrouvées dans les SMD : séquencage de 111 genes chez
738 patients, Papaemmanuil E., et al. [84]

(2) ROLE DANS LE DIAGNOSTIC DES SMD

Le recours a la biologie moléculaire dans les myélodysplasies permet d’apporter une aide
dans les cas douteux ou la cytologie, la cytométrie en flux et la cytogénétique s’averent
insuffisantes pour affirmer le diagnostic avec certitude.

Dans un contexte familial de myélodysplasie (et/ou de LAM et/ou d’aplasie médullaire) et en
I’absence de maladie génétique connue, la recherche de mutations germinales des génes
GATA2, RUNX1, CEPBa, TERC, TERT, ANKDR26 est indispensable [15].

L’incorporation des données de génotypage dans la nouvelle classification OMS (intégration
des mutations du gene SF3B1 dans la définition des SMD avec sidéroblastes en couronne)

démontre I’intérét grandissant de la biologie moléculaire dans le diagnostic.

(3) INTERET DANS L’EVALUATION PRONOSTIQUE
DES SMD

De nombreux travaux ont étudié I’impact pronostique des mutations dans les SMD.
Certaines mutations somatiques ont une valeur pronostique favorable, comme les mutations
de SF3B1 (Figure 13) [85], et de TET2 [86].
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Figure 13 : Impact de la mutation SF3B1 dans les SMD de faible risque (n = 243 patients),
Malcovati L., et al. [85]

D’autres mutations oncogéniques ont une valeur pronostique défavorable et sont associées a

une survie médiane réduite indépendamment des autres facteurs de risque :

mutations

d’ASXL1 [87], I’EZH2, d’ETV6 (Figure 14) [88], de RUNX1, ou encore de TP53 (Figure 15).
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Figure 15 : Survie des patients avec SMD avec ou sans mutation TP53, Wattel E., et al. [89]

Des patients présentant une myelodysplasie de faible risque mais des mutations somatiques

touchant ces génes ont donc en réalite une maladie de pronostic plus pejoratif que ce que
prédit I’IPSS (Figure 16) [90].

Figure 16 : Ajustement de I’IPSS en fonction du type de mutation somatique, Bejar R., et al.
[90]

Les patients classés en faible risque (IPSS) et présentant une mutation ont la méme courbe de

survie que ceux classés en IPSS intermédiaire-2, suggérant I’influence du statut mutationnel
sur la prise en charge des SMD (Figure 17) [90].
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Figure 17 : Survie médiane en fonction du score IPSS et de la présence ou non de mutation

oncogenique myeloide, Bejar R., et al. [90]

Le nombre total de mutations a un impact pronostique (Figure 18), alors que la taille du clone
mute a peu d’influence [84].

Figure 18 : Impact pronostic du nombre de mutation dans les SMD, Papaemmanuil E., et al.
[84]

Au contraire, les SMD avec mutation de SF3B1 sont associés a une mediane de survie plus
importante que celle estimée par I’IPSS-R [91].

Ces travaux montrent donc que des patients partageant le méme score IPSS-R mais avec des
mutations différentes pourraient nécessiter des approches thérapeutiques différentes [92].
Dans les SMD de faible risque, Kosmider et al. ont montré que les patients avec plus de 2

mutations somatiques (vs ceux avec < 2 mutations) avaient une médiane de survie inférieure
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(32 mois vs 92 mois, p=0,04) : en analyse multivariée, la présence de plus de 2 mutations
étant corrélée a une diminution de la survie, indépendamment de I’IPSS-R [93].

La mise en évidence de mutations peut aussi présenter un intérét théranostique (TET2, ASXL1,
SF3B1, TP53). Les mutations de TET2 sont associées a un meilleur taux de réeponse a
I’azacitidine [94]. Les mutations de TP53, d’ASXL1 et de RUNX1 sont associées a une survie
inférieure apres allogreffe, par rapport aux SMD non mutés [95].

La mise en évidence de mutations somatiques a déja un impact sur la décision thérapeutique
dans certaines situations. Par exemple, dans les SMD de faible risque avec del(5q), la
présence concomitante d’une mutation du géne TP53 pourrait conférer une résistance au
Iénalidomide et donc un risque accru de transformation en LAM, ce qui peut amener a
envisager une intensification thérapeutique [15].

La biologie moléculaire devrait donc prendre de I’importance dans I’évaluation du risque
évolutif de la maladie, et I’intégration des données moléculaires dans les classifications
pronostiques actuelles est un enjeu majeur des prochaines années. L’avénement des

thérapeutiques ciblées est également une piste de développement de la biologie moléculaire.

F) EXAMENS COMPLEMENTAIRES

(1) BIOCHIMIE

Certains examens biochimiques sont recommandés, notamment pour éliminer une autre cause
d’anémie [15].

» Dosages des vitamines B9 (folates sérique et érythrocytaire) et B12 (sérique),
créatininémie, bilan biologique hépatique, bilirubinémie, TSH, recherche d’un
syndrome inflammatoire biologique (CRP) et dosage de I’haptoglobine (présence
possible de stigmates d’hémolyse, dus a une hémolyse intramédullaire voire a une
hémolyse périphérique soit corpusculaire soit d’origine auto-immune avec un test de
Coombs positif).

» Sérologies virales : virus de I'immunodéficience humaine (VIH), hépatites B et C

» Dosage de la ferritine sérique : avant la mise en place éventuelle d’un support

transfusionnel, pour I’évaluation et le suivi de I’hémosidérose transfusionnelle. La
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ferritine peut étre augmentée au moment du diagnostic, notamment en cas

d’hémolyse.

(2) AUTRES EXAMENS

» Phénotypage érythrocytaire (Rhésus complet et Kell), voire phénotypage étendu pour les
patients régulierement transfusés (FY1, JK1, MNS3, MNS4)

» Typage HLA (Human Leukocyte Antigen) du patient et de sa fratrie s’il est 4gé de moins
de 70 ans, et sans contre-indication manifeste a une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques.

D’autres examens sont recommandés dans certaines situations [15] :

» Dosage sérique de I’érythropoiétine : dans les SMD de risque faible ou intermédiaire-1
(IPSS). Ce dosage constitue un facteur prédictif de réponse aux traitements par agents
stimulant I’érythropoiese (ASE).

» Recherche de clone d’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) en cytométrie en
flux : recherche d’une perte d’expression de protéines a ancrage glycosyl
phosphatidylinositol (GPI). Cette recherche est recommandée dans les formes
hypoplasiques sur les populations granulocytaires (diminution expression du CD16, perte
d’expression du CD24 et du CD66b) et érythrocytaires (étude DAF et MIRL : doubles
négatifs CD55/CD59).
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G) RECAPITULATIF DES EXAMENS BIOLOGIQUES DANS
'LES SMD
La Figure 19 récapitule les examens de biologie recommandés par le Groupe Francophone

des Myélodysplasies (GFM).
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Figure 19 : Examens biologiques recommandés par le GFM, Fenaux P., et al. [15]
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1.6. SMD ATYPIQUES ET DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL
Le diagnostic des SMD peut s’avérer difficile dans certaines situations, et il est nécessaire de
ne pas les confondre avec d’autres hémopathies ou anomalies hématologiques non clonales.
Le risque d’evoquer a tort une myélodysplasie est possible si les diagnostics différentiels sont
méconnus (Tableau 34) [63].
La lecture et I’interprétation du myélogramme, avec le décompte des blastes et I’étude
morphologique, sont des étapes fondamentales et de sources potentielles d’erreurs. Une étude
américaine publiee dans Blood en 2011 a comparé les conclusions de [I’analyse de
myélogrammes dans différents centres : 905 myélogrammes de patients diagnostiqués avec un
SMD ont été réanalysés dans un centre de référence (M. D. Anderson Cancer Center,
Houston, Texas) entre 2005 et 2009. Le diagnostic a été révisé dans 12% des cas, pour un
SMD de plus haut risque dans la majorité des cas, avec pour conséquence un changement de
thérapeutique [96]. Ces travaux soulignent la difficulté du diagnostic des SMD et la nécessité
de le confirmer en cas de doute (nouveau prélevement médullaire, relecture par plusieurs
cytologistes). Des groupes de travail internationaux se sont donc penchés sur cette
problématique afin d’établir des criteres minimaux de diagnostic et de standardiser les
pratiques (Tableau 6).
Distinguer d’authentiques SMD des “imitateurs et imposteurs” est donc fondamental dans la
prise en charge des patients pour lesquels ce diagnostic est suspecté [63].
Les SMD ne doivent pas étre confondus avec les ICUS et CCUS (Tableau 9), qui constituent
des formes frontieres. Le facteur temps et le suivi de ces patients sont importants, et certains
déveloperont un authentique SMD. En plus du suivi et tant que le diagnostic demeure
hésitant, il convient d’éliminer les autres causes pouvant donner des cytopénies plus ou moins

associees a des anomalies morphologiques évocatrices d’un SMD.

VA) SYNDROMES MIXTES MYELODYSPLASIQUES /
MYELOPROLIFERATIFS
Les SMD peuvent s’aécompagner d’une thrombocytose, pouvant faire suspecter un SMP (ou
une néoplasie myéloproliférative [NMP]). Le syndrome 5g- et les SMD avec certaines

anomalies chromosomiques impliquant le chromosome 3 (t(3 ;3), anomalies de la région 3926
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ou 3g27) sont fréquemment associés a une thrombocytose pouvant dépasser les 1000 G/L de
plaguettes.

Le diagnostic différentiel s’avéere plus complexe avec les syndromes mixtes
myeéloprolifératif/myélodysplasique comme les Leucémies Myélomonocytaires Chroniques
(LMMC). L’OMS définit des criteres spécifiques pour le diagnostic de la LMMC, notamment
une monocytose sanguine persistante (> 1G/L et 10% des leucocytes). Les ARSI-T (Anémie
Réfractaire Sidéroblastique avec Thrombocytose) associent signes de dysmyélopoiese
(notamment une dysmégacaryopoiese évoquant celle retrouvée dans les thrombocytémies
essentielles) a une thrombocytose. Des mutations de JAK2 (V617F) sont fréqguemment
retrouvées [1].

Les expansions clonales de LGL (Large Granular Lymphocyte) peuvent se présenter avec une
neutropénie et/ou une anémie, et montrer des signes de dysplasie. La coexistence d’un SMD
et d’une leucémie a LGL est possible [97] [98].

§B) SMD PANCYTOPENIQUES
Les SMD hypocelluléires représentent de 5% a 20% des SMD au diagnostic. Les SMD
peuvent étre primitifs ou secondaires (traitement par agents alkylants), I’hémogramme n’étant
pas différent des myélodysplasies a moelle riche. L’hypoplasie medullaire rend I’évaluation
de la dysmyélopoiese compliquée, et la BOM est indiquée. Elle retrouve I’aspect habituel
avec présence de dystrophies cellulaires et peut mettre en évidence des foyers de cellules
immatures de type ALIP (localisation anormale de précurseurs immatures) [99].
Le SMD peut étre associé a une myelofibrose dans environ 10% des cas, avec des taux
d’hémoglobine et de plaquettes significativement diminué par rapport aux formes non
fibrosantes. La dystrophie prédomine sur la lignée mégacaryocytaire et ces formes fibrosantes
sont plus volontiers associées a des anomalies chromosomiques. Un score pronostic des SMD
prend en compte cette myélofibrose dans I’évaluation du risque évolutif (Figure 29) [100].
Dans ces formes hypocellulaires de SMD, il convient d’éliminer les aplasies médullaires et
I’hémoglobinurie  paroxystique nocturne (HPN), voir une LAM7 (FAB) ou les
mégacaryoblastes seront > 20%.
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C) SMD ET ATTEINTE UNILIGNEE
Des érythroblastopéniés d’origine myélodysplasique ont été décrites, se traduisant par une
anémie normochrome normocytaire arégenérative et par I’absence de précurseurs érythroides
dans la moelle. Le diagnostic est évoqué de par I’age élevé des patients et I’absence d’autres
causes (pathologie auto-immune, hémopathie lymphoide, infection virale) [101].
Dans les thrombopénies réfractaires, le tableau est celui d’une thrombopénie isolée, le plus
souvent de découverte fortuite. Le frottis médullaire ne retrouve pas obligatoirement de
dysmegaryopoiése. La recherche d’anticorps antiplaquettes peut étre positive et le diagnostic
est posé par la détermination de la durée de vie des plaquettes qui est normale. En dehors des
formes de thrombopénies familliales, les thrombopénies isolées d’origine centrale
correspondent a des SMD. Elles représenteraient environ 1% des thrombopénies
idiopathiques, et 3% de I’ensemble des SMD. Il convient donc de ne pas considérer a tort ces
thrombopénies réfractaires comme des PTI [102].
Les cas de neutropénies isolées correspondant a des neutropénies réfractaires sont rares. Le
diagnostic est porté sur le myélogramme, qui retrouve une dysgranulopoiése isolée sans exces
de blastes. Le diagnostic différentiel peut se poser avec les expansions clonales de LGL, qui
se présentent habituellement avec une neutropénie (et/ou une anémie) et qui peuvent montrer
des signes de dysplasie. La coexistence d’un SMD et d’une leucémie & LGL est possible [97]
[98].

D) ANEMIES SIDEROBLASTIQUES CONGENITALES

Les anémies sidéroblastiques congénitales se présentent avec une dysplasie isolée de la lignée
érythrocytaire, sans exceés de blastes et avec un caryotype normal. Les mutations germinales
du gene ALAS2 (lié¢ a I’X) sont retrouvées. Ces anémies congénitales sont souvent
microcytaires (VGM < 85fL). La présence d’une microcytose dans un contexte d’histoire
familiale d’anémie inexpliquée doit faire évoquer cette possibilité diagnostique et réaliser la
coloration de Perls [103]. L’administration de pyridoxine (vitamine B6) peut améliorer
I’érythropoiése dans les formes séveres d’anémies sidéroblasiques congenitales.
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E) CAUSES NON NEOPLASIQUES
Les carences en vitami:ne B12 (cobalamine) et en vitamine B9 (folates) devront étre éliminées
face a une macrocytose car elles peuvent étre aisément traitées.
Les carences en B12 se présentent le plus fréquemment par une pancytopénie (pouvant étre
sévere), et la cytologie est trés évocatrice : hématies de grande taille (mégaloblastes),
polynucléaires de taille augmentée et hypersegmentés. Les signes d’insuffisance médullaire
peuvent étre accompagnes de signes neurologiques. La présentation des carences en vitamine
B9 est proche de celle des carences en B12. Les dosages sériques vitaminiques (B12 et B9) et
le dosage des folates érythrocytaires permettent d’affirmer avec certitude le diagnostic de
carence vitaminique.
Divers toxiques peuvent étre responsables de cytopénies et de dysplasies et ainsi mimerés un
SMD. L’alcool est le plus fréquent d’entre eux, et les anomalies qualitatives et quantitatives
de I’hémogramme sont réversibles a I’arrét (environ un mois) [104] [105].

Principaux diagnostics différentiels des syndromes myélodysplasiques

Syndromes mixtes SMD/SMP (LMMC)

Hemopathies LAM (Blastes médullaires > 20%)

Maladie de Fanconi

Dyskératose congénitale

Anémie sidéroblastique congénitale (ALAS2)
Neutropénies congénitale et cyclique (ELANE, CSF3R)
Thrombopénies congénitales (GATA1, MYH9)

Pathologies congénitales

Aplasie médullaire

Hémoglobinurie paroxystique nocturne
Expansion clonale de LGL (cellules T ou NK)
Polyarthrite rhumatoide

Lupus érythémateux systémique

Désordres immunitaires

Vitamines : B12, B9
Cuivre
Multiples (anorexie mentale)

Déficits nutritionnels

VIH (réversible sous trithérapies)

Infections Parvovirus B19

Alcool
Cotrimoxazole, methotrexate, azathioprine, etanercept,
infliximab, cisplatine

Toxiques et médicaments

Tableau 34 : Principaux diagnostics différentiels des syndromes myélodysplasiques, d’apres
Steensma D.P., et al. [63]
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1.7. DETERMINATION DU RISQUE
EVOLUTIF DES SMD
Evaluer le risque évolutif des syndromes myélodysplasiques est un préalable indispensable a
toute proposition thérapeutique. Plusieurs scores évaluant ce risque ont été développes,

notamment I’International Prognostic Scoring System (IPSS).

A) SCORE IPSS : INTERNATIONAL PROGNOSTIC SCORING
§SYSTEM
Le score IPSS a été établi en 1997 et sert de réferentiel dans I’évaluation pronostique des
SMD [77].
Il définit quatre groupes pronostiques : risques faible, intermeédiaire-1, intermédiaire-2 et
élevé, plus couramment regroupés en deux grands groupes : SMD de faible risque (IPSS de
risque faible et intermédiaire-1) et SMD de haut risque (IPSS intermédiaire-2 et éleve)
(Tableaux 35, 37). Cette étape de détermination du score IPSS pour chaque myeélodysplasie
nouvellement diagnostiquée est fondamentale dans la réflexion menant le clinicien a choisir la
thérapeutique adaptée. L’IPSS ne s’applique que pour les SMD de novo.
L’IPSS prend en compte trois criteres liés a la sévérité de la myélodysplasie : le pourcentage

de blastes médullaires, le nombre de cytopénies (Figure 20) et la cytogénétique (Tableau 36).

Score 0 0,5 1 15 2
0,
% blastes <5 5-10 i 11-20 | 21-30
médullaires
Nombre de
cytopénies Ooul 20u3
Cytogénétique Favorable | Intermédiaire | Défavorable

Tableau 35 : Score IPSS, d’apres Greenberg P., et al. [77]

Les cytopénies sont définies respectivement par une hémoglobine < 10g/dL, des plaquettes <
100G/L et des polynucléaires neutrophiles < 1,8G/L.

Cytogénétique
Favorable Intermédiaire Défavorable
» Caryotype normal » Autre » Anomalies du 7
» Perteisolée duY » Complexe =2 3
> del(5q)
» del(20q)

Tableau 36 : Pronostic des anomalies cytogenétiques selon I’IPSS, d’aprées Greenberg P., et
al. [77]
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Figure 20 : Evolution en LAM et survie des SMD en fonction du nombre de blastes et du

nombre de cytopénies [77]

L’IPSS permet d’évaluer la survie et le risque de transformation en LAM (Tableau 36, Figure
21).

Délai médian avant
Groupe IPSS Score IPSS Sur\-/ie globa-le 2% d(-a
mediane (Mois) transformation en
LAM (années)

Faible 0 60 9,4
Intermeédiaire-1 05-1 36 3,3
Intermédiaire-2 1,5-2 18 1,1
Eleve >2 4 0,2

Tableau 37 : Survie médiane et risque de transformation leucémique en fonction du score
IPSS, d’apres Greenberg P., et al. [77]
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International MDS Risk Classification
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Figure 21 : Courbes de survie et de transformation leucémique des SMD en fonction du score
IPSS, Greenberg P, etal. [77]

B) REVISION DU SCORE IPSS : L’IPSS-R

(1) DONNEES CYTOGENETIQUES

Le score IPSS-R donne davantage de poids a la diversité cytogénétique des SMD, en se
basant sur de nouvelles données issues de grandes études de cohorte. Dans I’étude de Haase et
al., une analyse statistique de la distribution des anomalies cytogénétiques selon I’IPSS et
selon la classification OMS (2008) a été réalisée (Figure 22).

Elle ne retrouve pas de différence significative entre respectivement : CRDM et CRDM-RS,
AREB-1 et AREB-2, ni entre CRDM+CRDM-RS et AREB-1+AREB-2

Une différence significative (p=0,03) est constatée entre AR+ARS d’une part et
CRDM+CRDM-RS d’autre part, démontrant une association entre la dysplasie multilignée et
un risque cytogénétique plus élevé dans les SMD avec blastose médullaire < 5% [31].
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Figure 22 : Fréquences des anomalies cytogénétiques associées a un mauvais pronostic selon
I’IPSS en fonction du type de SMD [31]

Afin d’étudier I’impact de la cytogenétique sur I’évolution de la myélodysplasie, seuls les
patients recevant un traitement symptomatique ont été suivis (n = 1237). La fréquence de
chaque anomalie et la survie médiane associée sont étudiées (Tableau 38).

» La del(20q), isolée ou retrouvée au sein d’un caryotype non complexe, est associée a
un tres bon pronostic.

» Les pertes isolées du Y (3,5%), ou anomalies du Y retrouvées au sein d’un caryotype
non complexe (2,7%), sont associées a une médiane de survie respectivement de 39,0
et 36,0 mois.

> La trisomie 8 isolée est associée & une médiane de survie de 22,0 mois, cette survie
étant de 23,0 mois lorsque cette trisomie est retrouvée au sein d’un caryotype non
complexe.

La présence d’une seconde anomalie cytogénétique n’aggrave donc pas obligatoirement le
pronostic, comme dans le cas de la trisomie du 8 et de la perte du Y. Les translocations
impliquant le bras long du chromosome 5 sont associées a une mediane de survie trés faible
(4,4 mois). Certaines anomalies cytogénetiques rares sont associées a un bon pronostic si elles
sont isolées. Citons les del(12p), les anomalies du chromosomes 15, les del(9q), les t(17q), ou

encore les anomalies du chromosome 1 (Figure 23) [31].
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Figure 23 : Impact des anomalies caryotypiques sur le pronostic des SMD, Schanz J., et al

[106]
. Médiane de survie
0
Caryotype Fréguence (%) (mois)
Normal 49,5 53,4
Une anomalie caryotypique 29 24
Métaphases normales + anormales 27
Métaphases anormales uniquement 18
Bon pronostic cytogénétique
del(5q) isolée 8,2 80,0
del(5q), caryotype non complexe 10,7 77,2
del(12p), caryotype non complexe 0,8 108,0
del(20q) isolée 1,9 71,0
del(20q), caryotype non complexe 2,2 71,0
Pronostic cytogénétique intermédiaire
Caryotypes avec 3 anomalies 2,8 17,1
Trisomie 8 isolée 3,8 22,0
Trisomie 8, caryotype non complexe 5,0 23,0
Monosomie 7 isolée 2,3 14,0
del(7q) isolée 0,6 19,0
Mauvais pronostic cytogénétique
Complexe (tous) 13,4 8,7
4-6 anomalies caryotypiques 5,3 9,0
> 6 anomalies caryotypiques 3,9 5,0
del(20q), caryotype complexe 15,0

Tableau 38 : Médiane de survie selon le caryotype, d’aprés Haase D., et al. [31]

Les medianes de survie observées en fonction du risque cytogenétique définie par I’IPSS sont

semblables entre la cohorte de Haase et al. et celle ayant servi de base a I’'IPSS. Elles sont
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respectivement de 54 mois (bon pronostic), 31 mois (intermédiaire), et 11 mois (risque €elevé),
contre 29 mois (intermédiaire) et 10 mois (risque élevé) pour Greenberg et al. [77].

Il n’existe pas de differences significatives en termes de survie médiane lorsqu’une ou deux
anomalies cytogénetiques sont mises en évidence (respectivement 35 et 38 mois). La présence
d’une troisieme anomalie aggrave significativement le pronostic en termes de survie (17,1
mois). Cette survie médiane est encore davantage diminuée lorsque 4 a 6 anomalies (médiane
de survie : 9 mois) ou plus de 6 anomalies (médiane de survie : 5 mois) sont constatees.

Les caryotypes dits complexes sont donc séparés en deux groupes distincts en termes de
pronostic : ceux avec trois anomalies clonales sont considérées comme étant de mauvais

pronostic, et ceux avec plus de trois anomalies comme de trés mauvais pronostic (Figure 24).

Survival and Complexity (Kaplan-Meier)
normal karyotype (n=568)

— - 1 anomaly (n=333)

— = 2 anomalies (n=83)

— = 3 anomalies (n=32)
=== 4 -6 anomalies (n=59)
weeeee =6 anomalies (n=41)

Log-rank test:

P =.0001 (5 degrees of freedom)

Cumulative survival

100 150 200 250 300 35C
Months

Figure 24 : Impact du nombre d’anomalies caryotypiques sur la survie, Haase D., et al. [31]

Les SMD avec une blastose médullaire inférieure a 5% et une dysmyélopoiése unique (SMD-
DUL et SMD-RS-DUL, OMS 2016) sont de bon pronostic et I’influence de la cytogénétique
est modérée.

A contrario, la cytogénétique influence le pronostic des autres syndromes myélodysplasiques.
Les SMD avec dysplasie multilignée et blastose médullaire inférieure a 5% sont associes a
une cytogénetique de plus mauvais pronostic. Il n’y a de plus pas de différence significative
en termes de distribution des caryotypes de mauvais pronostic entre ces myélodysplasies avec
dysplasie multilignée et les myélodysplasies avec exces de blastes [31].

Ces nouvelles données cytogénétiques ont permis d’affiner la stratification du risque
cytogénétique du score IPSS et ont servi de base a I’élaboration de I’IPSS-R [31] [106]. Cette
nouvelle stratification du risque cytogénétique permet de « classer » 91% des patients. Ces
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anomalies sont réparties en cing sous-groupes (Figure 25), présentant chacun des survies et un

risque de transformation leucémique distincts (Figure 26) [106].

Trés bon Bon
n =81 (2.9%) n = 1809 (65.7%)

* Simple * Simple
* del(11q) + Normal
* Pertedu Y * del(5q)
* del(12p)
* del(20q)

- 60,8 - 48,6
- HR 0.5 (0,3-0,7) « HR 1,0 (0,9-1.1)
- (p=0,01)

- HR 0,5 (0,2-1,2) + HR 1,0 (0,9-1.2)

Intermédiaire

n =529 (19,2%)

* Simple

* Trisomie 8

* Monosomie 7

* del(7q)

* i(17q)

*» Trisomie 19

* Autres anomalies

isolées

* Double

Survie médiane Survie médiane Survie médiane
(mois) (mois) (mois)

* 26,0

+ HR 1,6 (1,4-1.8)
« (p<0,01)

Transformation Transformation Transformation
LAM (mois) LAM (mois) LAM (mois)

. 78,0

- HR 2.2 (1,8-2.7)
- (p<0.01)

Mauvais
n =148 (5,4%)

Trés mauvais
n =187 (6,8%)

* Simple * Complexe
+ inv(3) + > 3 anomalies
* t(3q)
* del(3q)

* Double

* Double incluant

anomalies du 7

* Complexe

* 3 anomalies

Survie médiane
(mois) (mois)

Survie médiane

- 15,8 -59
- HR 2.6 (2,1-3,6)
« (p<0.01)

- HR 4.2 (3,4-5.2)
- (p<0,01)

Transformation
LAM (mois)

Transformation

LAM (mois)

21,0 - 82
- HR 3.4 (2,5-4,6)
- (p<0.01)

- HR 4.2 (3,6-6,7)
- (p<0.01)

Figure 25 : Stratification du risque cytogénétique des SMD primaires et des LAM secondaires

a une myélodysplasie, d’aprés Schanz J., et al. [106]

Figure 26 : Stratification du risque cytogénétique des SMD primaires et LAM secondaires a

une myélodysplasie chez patients avec traitement symptomatique exclusivement, Schanz J., et

al. [106]
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(2) SCORE IPSS-R : REVISED INTERNATIONAL PROGNOSTIC
SCORING SYSTEM

Le score IPSS-R (IPSS-révisé) a été établi en 2012 sur une cohorte de plus de 7000 patients et
vient affiner la classification pronostique des SMD (Figure 27). Ce nouveau score apporte des
modifications notables dans la classification cytogénétique, en se basant sur les travaux
énoncés précédemment. Les sous-classes cytogénétiques de I’IPSS n’étaient en effet pas assez
détaillées, rendant plus de 50% des caryotypes non informatifs [107], et I’IPSS surestimait
I’impact pronostic de la blastose médullaire par rapport a la cytogénétique.

L’IPSS-R s’intéresse également a la profondeur des cytopénies et considére plus finement la
blastose médullaire. Ce score trouve particulierement un intérét dans les SMD de plus faible
risque, dont environ un quart sont classés en IPSS-R plus grave (intermédiaire, voir elevé), ce
qui peut avoir pour conséquence une approche thérapeutique plus intensive [15]. A contrario,
20% des SMD de haut risque (IPSS) sont reclassés en moindre risque par I’IPSS-R [108].

Figure 27 : Score IPSS-R, d’aprés Greenberg P., et al.

L’IPSS-R distingue cing groupes pronostic : tres faible, faible, intermédiaire, élevé et tres

élevé (Tableau 39, Figure 28).

Mediane de temps

Survie globale jusqu’a 25% de
Groupe IPSS-R Score mediane (ans)  transformation en LAM
(ans)
Tres faible <15 8,8 Non atteint
Faible >1,5-3 5,3 10,8
Intermédiaire > 3-4,5 3,0 3,2
Eleve > 4,5-6 1,6 1,4
Tres élevé > 6 0,8 0,7

Tableau 39 : Scores globaux dans I’IPSS-R, d’apres Greenberg P., et al. [108]
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Figure 28 : Survie et évolution en LAM des SMD selon I’IPSS-R, Greenberg P., et al. [108]

Le score IPSS-R, comme I’IPSS, ne tient pas compte du degré de dysplasie (uni ou
multilignée), ni de la myélofibrose ou des mutations somatiques éventuellement retrouvées en
biologie moléculaire. Il a été validé sur des cohortes indépendantes [109].

L’IPSS demeure a ce jour le score le plus utilisé dans la détermination du choix thérapeutique,
le recul sur son utilisation étant bien plus important et les AMM de molécules comme

I’azacitidine ayant été obtenu en I’utilisant.

C) AUTRES SCORES EVALUANT LE RISQUE EVOLUTIF

D’autres scores pron6stics ont été développés, comme le WPSS, qui prend en compte la
classification morphologique de I’OMS 2008, le caryotype et la déependance transfusionnelle.
Les groupes de risque sont classés en : tres faible (score = 0), faible (score = 1), intermédiaire
(score = 2), élevé (score = 3-4) et trés élevé (score = 5-6) [111]. Les besoins transfusionnels
« réguliers » sont définis par des transfusions d’au moins 1 culot globulaire toutes les 12
semaines sur une periode de 4 mois. Les categories de caryotype sont les mémes que celles
retrouvées dans I’IPSS. Ce score a éte établi aprés une analyse rétrospective de patients non
traités (Tableaux 40 et 41).

WHPSS : WHO classification-based prognostic scoring system for SMD

0 1 2 3
Classification CRDM, CRDM-
OMS 2008 AR, ARSI, 5¢g- RS AREB-1 AREB-2
Caryotype Favorable Intermédiaire Défavorable -
Besoins A
Aucun Réguliers - -

transfusionnels

Tableau 40 : Score WPSS, d’apres Malcovati L., et al. [111]
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Groupe de risque Score WPSS Médiane de survie (ans)
Tres faible 0 > 10
Faible 1 8-9
Intermédiaire 2 4,5-5,5
Elevé 3-4 1,8-2,5
Tres élevé 5-6 0,5-1

Tableau 41 : Risque et médiane de survie définis par le WPSS, d’apres Malcovati L., et al.
[111]

D’autres parametres pronostics ont été etudiés pour estimer la survie et le risque de
transformation en LAM dans les myélodysplasies : la présence d’une blastose circulante [112],
ou des LDH sériques élevées [113].

M. Della porta et al. ont étudié I’effet de la fibrose médullaire dans I’évolution des SMD
[114]. Bien que rare et le plus souvent modérée, une myelofibrose de grade> 2 est péjorative,
soit parce qu’elle reflete une maladie agressive, soit parce qu’elle majore la toxicité des
traitements (hypométhylants notamment) (Figure 29). Toutefois, la biopsie ostéo-médullaire
n’est pas utilisée en routine en France dans I’évaluation morphologique des myélodysplasies.
Elle est importante dans les cas de moelles pauvres a la ponction-aspiration médullaire, qui

doivent faire évoquer un SMD hypocellulaire ou avec myélofibrose associée.
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Figure 29 : Impact de la fibrose médullaire dans les SMD, Della Porta M.G., et al. [114]
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Le score SMD-CI prend en compte les comorbidités et leur impact dans le pronostic des
myélodysplasies : maladies cardiaque (p<0,001), hépatique (p=0,01), pulmonaire (p=0,005),
rénale (p=0,04) et tumeurs solides (p<0,001) [115]. Chacune de ces comorbidités est rattachée
a une valeur (2, 1 ou 0) permettant de calculer un score et de stratifier les patients en fonction

du risque (faible, intermédiaire ou élevé).

D) LIMITES DES SCORES EVALUANT LE RISQUE
| EVOLUTIF DES SMD

Toutefois, ces scores bronostics s’averent plus performants au moment du diagnostic qu’aux
stades plus tardifs de la maladie. Dans une étude rétrospective multicentrique portant sur 7212
patients (International Working Group for Prognosis in SMD database) [110], Pfeilstocker et
al. montrent une diminution du risque de transformation leucémique et de la mortalité au
cours du suivi chez les patients avec un SMD de haut risque, en comparaison de ce qui était
prédit par les scores. Les auteurs classent les patients en deux catégories distinctes : ceux
« initialement a haut risque » et ceux de « faible risque stable dans le temps », en utilisant le
cut-off de 3,5 de I’'IPSS-R. Un IPSS-R de faible risque au diagnostic protége a long terme du
risque de déces ou de transformation leucémique. Les patients initialement considérés comme
étant a « haut risque » au moment du diagnostic peuvent étre séparés en « veritable haut
risque » (patients qui développeront une LAM en un a deux ans) et en « haut risque relatif »
(évolution leucémique incertaine). Cette étude suggére I’altération du « pouvoir pronostic »
des différents scores (IPSS, IPSS-R, WPSS) et la nécessité d’optimiser ces algorithmes
(notamment pour le suivi).

Tous ces scores développés ont donc pour but d’évaluer le risque évolutif des SMD, étape
indispensable en vue de proposer aux patients un suivi ou un traitement. Les SMD sont en
effet un groupe d’hémopathies hétérogenes, avec des pathologies de haut grade et d’autres de
faible grade ou le risque d’évolution en LAM est nettement plus faible. Les prises en charge
seront donc différentes et adaptées a chaque situation en tenant compte, entre autres, de ces

SCores pronostics.
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‘I.8. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE
|DES SMD

Le choix d’un traitement est basé sur le contexte épidémiologique (&dge des patients,
performance status) et sur le risque définie, notamment, par I’IPSS. L’objectif des traitements
des myélodysplasies, résumé dans le Tableau 42, dépend du potentiel évolutif évalué par les

scores décrits précédemment.

Objectif des traitements des myélodysplasies

" w : > Prise en charge des cytopénies, et notamment de
Améliorer la qualité de vie des

_ I’anémie
patients o : :
» Réduire les besoins transfusionnels
» Diminuer les risques liés aux cytopénies
Ameliorer I’espérance de vie (hémorragique, infectieux)

» Diminuer le risque de transformation leucémique
La guérison : allogreffe de moelle

osseuse

Tableau 42 : Objectifs des traitements des SMD
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-A) PRISE EN CHARGE DES SMD DE BAS RISQUE
IPSS faible et intermédiaire-1
Médiane de survie : entre 4 et 6 ans
Obijectif du traitement : améliorer la qualité de vie des patients en corrigeant les cytopénies
» Cytopénies modérées et/ou asymptomatiques : abstention thérapeutique
» Prise en charge de I’anémie : transfusions, agents stimulant I’érythropoiese, chélation du
fer
» Prise en charge de la thrombopénie

» Prise en charge de la neutropénie

Figure 30 : Traitement des syndromes myélodysplasiques de faible risque (IPSS faible ou

intermédiaire-1), Fenaux P., et al. [15]

Les SMD de faible grade sont caractérisés selon I’IPSS par un scéreLe risque de
transformation en LAM est faible (moins de 20%). La majorité des patients appartient a cette
catégorie des SMD de faible risque (trois quarts des patients, registre du GFM). Le traitement
de ces SMD de faible risque vise a corriger les cytopénies, et en premier lieu I’anémie.
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(1) TRAITEMENT DE L’ANEMIE

(A)  AGENTS STIMULANTS L’ERYTHROPOIESE

Erythropoiétine recombinante (alpha ou béta) : Eprex- Neorecormon

» Posologie : de 30 000 a 60 000 Ul/semaine (EPO), 40 000 a 80 000 (EPOq)

» Pas d’AMM en Europe pour le traitement des SMD
Darbopoiétine : Aranesp®

» Posologie : 150 a 300 pg/semaine

» Pas d’AMM en Europe pour le traitement des SMD
Recommandation temporaire d’utilisation par la HAS :

» Hb <10 g/dL ou besoins transfusionnels

» IPSS faible ou intermediaire-1

» % blastes < 10% si caryotype non réalisé
L’anémie est la cytopénie la plus critique dans les myélodysplasies, aussi bien en termes de
fréguence (prés de 90% des patients) que de symptomatologie clinique. L’anémie constitue la
complication majeure des SMD de faible risque.
Les patients présentant une anémie non symptomatique sont habituellement surveillés
(surveillance clinique et biologique), et un traitement est instauré a I’apparition de signes
cliniques de mauvaise tolérance. Lorsqu’elle est symptomatique, il est préférable d’éviter les
transfusions de culots globulaires. L’anémie et la dépendance transfusionnelle sont associées
a une altération de la qualité de vie des patients, particulierement chez les sujets ages.
L’hémoglobinémie est corrélée positivement avec cette qualité de vie. L’anémie a egalement
un role dans la survie, notamment en majorant la morbi-mortalité cardiovasculaire et le risque
de chutes [116] [117].
Les agents stimulant I’érythropoiése (ASE) constituent le traitement de premiere ligne de
I’anémie dans les SMD de risque faible ou intermédiaire-1. Toutefois, aucun ASE ne dispose
a ce jour d’une AMM dans cette indication.
L’idée d’introduire les ASE dans le traitement des SMD était de dépasser le défaut de
prolifération et de maturation des précurseurs érythrocytaires, en stimulant les progeniteurs
résiduels normaux ou en induisant la prolifération et la différenciation du clone
myélodysplasique [118]. Les ASE agissent en bloquant I’apoptose des progeniteurs
érythroides et en augmentant les taux d’EPO anormalement bas chez certains patients.
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L’introduction du traitement par EPO est recommandée chez les patients ayant moins de 9 a
10 g/dL d’hémoglobine, avec une mauvaise tolérance de cette anémie. Le dosage de
I’érythropoiétine sérique permet de prédire la réponse a I’EPO : une valeur > a 500 UI/L (soit

10 fois la valeur serique normale) est prédictive d’une « mauvaise » réponse (Figure 31).

Figure 31 : Facteurs prédictifs de la réponse a un traitement par ASE, Hellstrém-Lindberg E.,
etal. [117]

Chez les patients avec SMD de faible risque et des taux d’érythropoiétine endogene
inférieures a ce seuil de 500 UI/L, les ASE induisent 50 a 70% de réponses (Hb > 11,5 g/dL
de facon durable, indépendance transfusionnelle).
Un meilleur taux de réponse aux ASE (70%) est obtenu dans les situations suivantes [119]
[120] :

» EPO endogéne <200UI/L,

» Besoins transfusionnels absents ou limités (< 2 U/mois),

» Absence d’anomalie cytogénétique

» IPSS faible ou intermédiaire-1
Le score IPSS-R, la ferritinémie et le nombre de mutations génétiques ont également un
impact sur la réponse aux ASE. Dans les SMD avec < 2 mutations somatiques, une
amélioration hématologique (HI-E) est retrouvée chez 74% des patients, contre 46% des
patients présentant plus de 2 mutations (p=0,01) [93] [121].
L’EPO dans la prise en charge de I’'anémie des SMD est utilisée a doses elevées. Le

traitement doit étre instauré le plus tot possible, avant la dépendance transfusionnelle, ce qui
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permet d’obtenir des taux de réponse supérieurs et une indépendance transfusionnelle de plus
longue durée [122]. La durée médiane de réponse (évaluée a douze semaines) est de 2 ans:
les ASE sont poursuivies tant qu’une réponse est constatée. La posologie, une fois la réponse
obtenue, est adaptée de maniére a maintenir un taux d’hémoglobine entre 10,5 et 12 g/dL
(recommandations ANSM). Les patients ne répondant pas & 12 semaines d’un traitement par
ASE a fortes doses sont considérés comme réfractaires ou résistants primaires.

Les traitements par ASE n’induisent pas davantage de transformation en LAM. La réponse a
I’EPO améliore la survie globale (p<0,0001) [120].

En cas d’échec ou de perte de réponse, il n’y a pas d’AMM de traitement de seconde ligne de
I’anémie. Les patients réfractaires aux ASE ont une survie médiane inférieure a 5 ans. Il est
nécessaire d’éliminer une cause secondaire, avec la réalisation d’une ponction aspiration
médullaire pour exclure une progression de la maladie, ainsi qu’un bilan martial et le dosage
des vitamines B9 et B12 (des carences en fer ou en vitamines peuvent étre responsables d’une
perte de réponse). Pour les myélodysplasies sans signes de progression, la thérapeutique de
seconde ligne est instaurée en fonction de la présence ou non de la del(5qg). Bien que moins
efficaces dans les SMD avec cette délétion du bras long du chromosome 5, particulierement
ceux transfusions-dépendants, les ASE sont néanmoins également utilisés comme premiére

ligne de traitement dans les SMD de faible risque avec del(5q).

(B) TRAITEMENT DE SECONDE LIGNE DES
SMD DE FAIBLE RISQUE

() SMD DE FAIBLE RISQUE AVEC DEL(5Q)
Lénalidomide : Revlimid®
Classe des IMiD, agent imunomodulateur et antiangiogénique
Dispose d’une AMM européenne si del(5q) isolée, aprés traitement de premiére ligne par
ASE
Posologie : 10 mg/j, 21 jours/28

Le lénalidomide (LEN) est indiqué, en Europe, dans la prise en charge des anémies chez les

patients avec myélodysplasie de faible risque et del(5q) isolée, et aprés échec d’une premiere

ligne de traitement par ASE.

Page | 110



LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

Les mécanismes d’action des IMiD sont multiples : action antitumorale directe (en inhibant la
croissance tumorale), action antiangiogénique, action immunomodulatrice (en favorisant
I’expansion des lymphocytes T et NK), action sur le microenvironnement medullaire (en
bloquant les signaux de survie en diminuant I’adhérence des cellules tumorales au stroma
médullaire et en bloquant la sécrétion de cytokines comme I’IL-6, le TNFa).

Il a été établi qu’une dose de 10mg est plus efficace qu’une dose de 5mg pour induire une
indépendance transfusionnelle (61% vs 49%) et une réponse cytogénétique [123]. Les rares
patients non éligibles au LEN dans cette indication sont ceux présentant une insuffisance
rénale sévére et/ou des cytopénies séveres en plus de I’anémie. Un ajustement posologique et
une adjonction de G-CSF peut étre alors envisageée.

Dans ces myélodysplasies de faible risque avec del(5q) le LEN permet d’obtenir une
indépendance transfusionnelle dans 70% des cas, durable (durée médiane de réponse de plus
de deux ans) ainsi qu’une réduction significative du risque d’acutisation en LAM (45% ;
p=0,022) [123] [124]. Le LEN permet également d’obtenir des réponses cytogénétiques. Il est
habituellement poursuivi jusqu’a perte de réponse, les options thérapeutiques aprés échec
(primaire ou secondaire) étant trés limitées pour le moment.

La cytogénétique et certaines mutations ont un impact sur la réponse. Un caryotype complexe
a un impact négatif sur la survie et I’évolution en LAM des patients traités par LEN. Des
mutations de TP53 ont également un impact négatif sur la survie. Les mutations affectant
TP53 sont fréquentes dans les SMD avec anomalie du chromosome 5, que la del(5q) soit
isolée (mutations de TP53 dans 19% des cas) ou au sein d’un caryotype complexe avec
monosomie du 5 ou del(5q) (72% de mutations) [125]. Ces mutations de TP53 pourraient
conférer une résistance au LEN (faible réponse cytogénétique). La mise en évidence de cette
mutation chez les patients traités par LEN peut donc amener le clinicien a envisager une
intensification rapide du traitement.

Pendant les huit & douze premieres semaines de traitement, le LEN est susceptible d’induire
une neutropénie et/ou une thrombopénie importante (grade 3-4). Cette toxicité hématologique
diminue progressivement jusqu’a I’obtention de la réponse cytogenétique. La surveillance
hebdomadaire de la NFS est donc nécessaire. En cas de neutropénie, I’administration de G-
CSF est envisageable, et une antibiothérapie a large spectre est indiquée en cas de fiévre.

Le LEN induit dans de nombreux cas une diminution voir une disparition de la del(5q) au

caryotype, ainsi qu’une disparition de la dysmégacaryopoiese caractéristique sur le
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myélogramme. Ces constatations suggerent que le 1énalidomide cible spécifiquement le clone
5¢-. Des travaux publiés dans le New England Journal of Medecine ont montré cependant que

la cellule souche clonale persiste sous traitement par LEN [126].

)] SMD DE FAIBLE RISQUE SANS DEL(5Q)
Les traitements par ASE permettent d’obtenir des réponses fréquentes (50 a 70%) et
relativement longues (2 ans). Apres un échec ou une perte de réponse, différentes options
thérapeutiques sont possibles pour I’hématologue, allant des transfusions de culots globulaires
aux molécules expérimentales testées dans des protocoles de recherche clinique.
L’addition de G-CSF a faibles doses (doses permettant de maintenir les leucocytes entre 5
G/L et 10 G/L) peut améliorer I’effet des ASE dans 20 a 35% des cas environ
(particulierement dans les SMD-RS-DUL). Il a été montré que la combinaison de I’EPO et du
G-CSF diminue in vitro I’apoptose des précurseurs hématopoiétiques myélodysplasiques
[127].
Les agents hypométhylants comme I’azacitidine (AZA) sont approuveés dans cette indication
aux Etats-Unis mais pas en Europe, bien qu’ayant démontré leur efficacité dans les SMD de
faible risque [128]. Les hypométhylants induisent des indépendances transfusionnelles et des
améliorations hématologiques chez 40 a 60% des patients, majoritairement ceux transfusions-
dépendants [129]. Des essais du GFM sur ces SMD de faible risque aprés échec primaire ou
secondaire d’un traitement par EPO (12 semaines a fortes doses) sont en cours afin d’évaluer
les associations AZA + EPO vs AZA (phase 11, 75mg/m? 5 jours/28 pour AZA, EPOB 60 000
U/semaine) et LEN + EPO vs LEN (phase Ill, 10mg par jour 21 jours/28 + EPOB 60 000
U/semaine). Elles montrent une efficacité moderée (HI-E selon criteres IWG 2006 : 35% et
40% respectivement), avec une réponse courte. Le rajout d’EPO a I’AZA n’a pas d’impact sur
la réponse erythroide [130] [131].
Le LEN seul (phase I1l, 10mg par jour, cycle de 28 jours) donne environ 25% de réponse
érythroide (IWG 2006) et 15% d’indépendance transfusionnelle chez les patients réfractaires
aux ASE. Le taux de réponse érythroide semble inférieur a I’association LEN + EPO, ou les
taux de réponses sont de I’ordre de 50%, avec une durée moyenne de réponse de 15 mois
[131].
Chez les patients réfractaires aux thérapeutiques énonceées ci-dessus qui constituent la seconde

ligne de traitement, des molécules ciblant la voie de signalisation du TGFB (Transforming
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growth factor ) sont en cours d’évaluation. Les ligands du TGFB (Activin A, GDF11) jouent
un role sur les précurseurs erythroides terminaux (a partir du stade érythroblaste
polychromatophile) en inhibant I’érythropoiése par apoptose accrue des progeéniteurs. Ces
nouvelles molécules permettent de bloquer ces ligands du récepteur au TGFB et d’inhiber
ainsi son activation et la voie de signalisation Smad2/3, augmentant ainsi la production
d’érythrocytes matures. Le sotatercept (ACE-011) et le luspatercept (ACE-536) sont tous
deux en cours d’essai. Ce dernier est une protéine de fusion composée d’un fragment Fc
d’lIgG humaine et du récepteur (modifié) de I’activine de type Ilb (ActRIIB). Cette molécule
induit une indépendance transfusionnelle dans 40% des cas, et une amélioration
hématologique dans prés de 70% des cas (phase Il, 1mg/kg SC toutes les 3 semaines). La
réponse semble supérieure dans les SMD avec sidéroblastose en couronne significative (RS >
15%). Le luspatercept fait d’ailleurs I’objet d’une étude de phase 111 [132].

La combinaison d’EPO et d’acide tout-trans rétinoique (ATRA) dans les SMD de faible
risque de patients en échec ou non répondeurs au traitement par ASE montre des réponses
érythroides de I’ordre de 32% (étude prospective sur 59 patients) [133]. Chez les patients
nécessitant la transfusion de plus de deux culots globulaires par mois (situation associée a une
moins bonne réponse a I’association EPO - G-CSF), le taux de réponse érythroide s’éléve a
39% (selon criteres IWG 2006).

L’activation aberrante de la voie NF-kB peut étre inhibée par le trioxyde d’arsenic (As,O3), ce
qui induit une apoptose. Son activité dans les SMD de faible risque et de haut risque a été
étudiée, montrant des améliorations hématologiques dans 26% et 17% (respectivement) en
utilisation seul (0,3 mg/Kg par jour pendant 5 jours, puis dose d’entretien de 0,25 mg/Kg deux
fois par semaine pendant 15 semaines). La durée médiane de réponse est de 3,4 mois [134].
Ces alternatives thérapeutiques ne sont parfois pas disponibles, ou non adaptées au patient.
Les transfusions de culots globulaires constituent une alternative majeure dans la prise en

charge de ces SMD de faible risque apres échec ou perte de réponse aux ASE.

(2) TRAITEMENT DE LA THROMBOPENIE

Analogues du récepteur de thyroperoxydase (TPO) : Romiplostim Eltrombopag
Androgeénes : Danazol
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Les thrombopénies séveres (< 50G/L) concernent moins de 20% des patients avec SMD.
Cette anomalie quantitative peut s’accompagner d’une thrombopathie, majorant le risque
hémorragique : les hémorragies constituent la troisieme cause de décés dans les
myélodysplasies [135]. De plus, I’introduction de certains traitements (AZA, LEN) peut
aggraver cette thrombopénie et accroitre le risque hémorragique. Les transfusions
plaquettaires peuvent constituer une option thérapeutique mais ont une efficacité limitée dans
le temps.

Deux peptidomimetiques de la thrombopoiétine (TPO) sont disponibles: ils se lient au
récepteur de la TPO (MPL), induisant son activation.

L utilisation du romiplostim (750 pg par semaine, SC) permet I’obtention de taux de réponse
de I’ordre de 50% : accroissement du taux de plaquettes et diminution des événements
hémorragiques [136]. Il peut s’accompagner d’une majoration de la blastose médullaire,
généralement réversible a [Iarrét du traitement (en stimulant les progéniteurs
hématopoiétiques) : le risque de transformation en LAM ne semble toutefois pas plus élevé
dans les essais versus placebo.

L’eltrombopag est un analogue synthétique non peptidique de la TPO, administré par voie
orale, et utilisé dans les purpuras thrombopénique auto-immuns. Les analogues de TPO ne
sont utilisés pour le moment que dans des essais cliniques (avec les hypométhylants, le LEN),
chez des patients ne présentant pas d’exces de blastes médullaires. Tout comme le dosage de
I’EPO sérique avant mise sous ASE est prédictif de la réponse, le dosage de la TPO pourrait
trouver son intérét avec I’utilisation des thrombomimétiques.

Les androgénes, comme le danazol (utilisé a la posologie de 400 a 600 mg/j), donnent des
réponses plaquettaires de I’ordre de 30%. Il convient de s’assurer de I’absence de contre-
indication, notamment thrombotique, avant prescription. L’utilisation est restreinte du fait
d’une réponse de courte durée et des effets indésirables.

Lorsque la thrombopénie est nettement plus profonde que les autres cytopénies, la recherche
d’une composante périphérique peut étre justifiée. En cas, notamment, de durée de vie
plaquettaire réduite, une prise en charge de type purpura thrombopénique auto-immun (PTAI)

peut étre envisagee.
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(3) TRAITEMENT DE LA NEUTROPENIE

La neutropénie est tres rarement isolée au moment du diagnostic. La dysplasie affectant la
lignée granuleuse se traduit par des anomalies fonctionnelles des PNN pouvant majorer le
risque infectieux chez les patients myélodysplasiques. Le G-CSF (facteur de croissance
granulocytaire) est utilisé pour de courtes durées, notamment lors d’épisodes infectieux
séveres chez les patients neutropéniques ou traités par LEN. Son efficacité au long cours n’est

en effet pas démontrée.

(4) TRAITEMENT D’UNE PANCYTOPENIE

Dans certaines myeélodysplasies, une prolifération oligoclonale T exerce une activité
inhibitrice sur les progeniteurs CFU-GM, réversible aprés traitement par SAL (sérum anti-
lymphocytaire). Les traitements immunosuppresseurs sont utilisés dans certains cas de SMD
présentant les caractéristiques suivantes : faible risque (IPSS), moelle osseuse hypo-cellulaire
et sans exces de blastes, caryotype normal ou révélant une trisomie 8 isolée, et présence de
I’allele HLA-DR 15 [137]. L’immunosuppression repose sur du SAL (de cheval), associé ou
non a la ciclosporine. Ces thérapeutiques immunosuppressives donnent environ 30%
d’indépendance transfusionnelle, avec une efficacité supérieure chez les patients HLA-DR 15
(67% de probabilité de réponse), agés de moins de 60 ans et présentant au moins deux

cytopénies.
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B) PATIENTS CANDIDATS A L’ALLOGREFFE

Figure 32 : Traitement des syndromes myélodysplasiques : patients candidats a I’allogreffe,
Fenaux P., et al. [15]

L’effet antitumoral de I’allogreffe repose sur la cytotoxicité du conditionnement et sur la
réaction immunologique du greffon contre la tumeur (effet GVL Graft versus leukemia :
greffon contre la leucémie).

L allogreffe, par rapport aux patients non greffés, apporte un bénéfice en termes de survie
chez les patients atteints de SMD de haut risque (IPSS intermédiaire-2 ou élevé) : les survies
sans rechute sont de I’ordre de 35%. L’estimation du rapport bénéfice/risque de I’allogreffe
est indispensable, du fait des complications létales qu’elle est susceptible d’engendrer. De
plus, la mortalité non liée a la greffe varie de 15 & 40% en fonction des caractéristiques du
receveur (comorbidités, age), de la compatibilit¢ HLA avec le donneur et du type de
conditionnement. La greffe de CSH souléve donc plusieurs questions :

» Quels patients et quelles myélodysplasies sont concernés par I’allogreffe de CSH ?
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Quand effectuer la greffe ?
Quels traitements en pre-greffe ?
Quels donneurs ?

Quel conditionnement ?

YV V. V V V

Quelle source de cellules souches ?

» Quels patients et quelles myélodysplasies sont concernés par I’allogreffe de CSH ?

Le SMD doit étre de risque suffisamment élevé pour que le rapport bénéfice/risque de cette
approche soit en faveur : cette procédure est en effet associée a une mortalité importante liée a
sa toxicité (TRM : Transplant-Related Mortality). L’age médian du diagnostic de SMD est
aux alentours de 70 ans, age auquel la mortalité précoce de la greffe liée a la réaction du
greffon contre I’hdte (GVH), a la toxicité du conditionnement et aux complications
infectieuses est majorée. En pratique, ce sont les myélodysplasies de risque intermédiaire-2 et
élevé qui sont concernées en premier lieu par la greffe : les patients agés de moins de 60 ans
voir jusqu’a 70 ans béneéficient d’une allogreffe rapide. De nombreux facteurs limitants
limitent toutefois le recours a I’allogreffe: I’a4ge, la disponibilit¢é d’un donneur, les
comorbidités.

Les taux de rechute sont élevés chez les patients présentant des formes agressives, a
cytogénétique défavorable et avec un excés de blastes médullaires. Il est admis qu’une
blastose médullaire < 10% est préferable en pré-greffe (recommandations ELN), bien
gu’aucune étude n’aie démontré qu’une réduction de la blastose apportait un bénéfice au
patient. La cytogénétique a un impact majeur sur le résultat de la greffe, avec des taux de
rechute allant de 15% (caryotype favorable) a plus de 80% (caryotypes les plus défavorables).

» Quand effectuer la greffe ?
Savoir quand greffer les patients est primordial. Les patients avec un IPSS intermédiaire-2 et
élevé doivent étre pris en charge rapidement, car le bénéfice de survie est d’autant plus
important que la greffe est réalisée rapidement apres le diagnostic. L apparition de cytopénies
importantes, une majoration du score IPSS, un échec du traitement (AZA par exemple) et la
complexification du caryotype sont des éléments qui motivent le clinicien dans sa décision

d’aller ou non a la greffe.
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Chez les patients de risque IPSS faible, le rapport bénéfice/risque n’est pas en faveur d’une
greffe d’emblée. Parmi eux (ceux avec un risque intermédiaire-1), la décision d’allogreffe
sera discutée en fonction d’autres facteurs de risque : échec du traitement de premiere voire de
seconde ligne avec risque intermédiaire voire élevé selon I’IPSS-R, myélofibrose de grade> 2,
mutations somatiques défavorables (ASXL1, RUNX1, EZH2), aggravation des cytopénies
entrainant une progression du score IPSS, ou encore apparition d’une nouvelle anomalie au

caryotype [137].

» Quels traitements en pre-greffe ?
Les recommandations actuelles sont de réduire la blastose medullaire @ moins de 10% avant
I’allogreffe, la survie sans maladie (DFS) et la rechute aprés allogreffe de cellules souches
hématopoietiques étant influencées par la blastose médullaire [138]. Pour ces patients avec
exces de blastes, deux stratégies sont possibles : la chimiothérapie d’induction, et le recours
aux agents hypométhylants.
La chimiothérapie intensive pré-allogreffe constitue la meilleure option dans les formes avec
net exces de blastes (SMD-EB-2, blastose médullaire > 10%) et a caryotype normal (taux de
RC d’environ 50%). La toxicité et les complications sont a prendre en compte, qu’elles soient
létales ou amenant a contre-indiquer la greffe, et la chimiothérapie est donc réservée aux
patients de moins de 65 ans.
Les agents hypométhylants sont privilégiés en cas d’exces de blastes plus modéré et de
caryotype défavorable (particuliérement les anomalies du chromosome 7 et les caryotypes
complexes). La réduction de la blastose est plus lente qu’avec I’utilisation d’une
chimiothérapie intensive, mais le recours a cette thérapeutique présente I’avantage d’étre
moins myélotoxique. Elle peut étre réalisée chez les patients de plus de 65 ans.
La greffe d’emblée, sans traitement préalable, constitue une option pour les patients non
éligibles a une chimiothérapie ou aux agents hypométhylants. Cette option présente
I’avantage d’étre moins toxique (les patients arrivent a la greffe en meilleur état général). Elle
expose toutefois a un risque de transformation leucémique avant la greffe (qui doit donc étre
rapide, < 4 mois), et le risque de rechute post-allogreffe est majoré. Si elle peut étre réalisée
rapidement, I’allogreffe d’emblée constitue aussi une option thérapeutique chez les patients
avec une blastose médullaire < 10%, quel que soit le caryotype (Figure 34).
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Figure 33 : Thérapeutiques possibles en pré-greffe dans les SMD en fonction de I’age et des

comorbidités des patients, Yacoub-Agha I., et al. [139]

» Quels donneurs ?
Les donneurs peuvent étre génoidentiques (age facteur limitant) ou phénoidentiques (donneur
de fichier) et doivent étre identifiés rapidement (médiane délais : 6 mois). Les résultats
obtenus avec des donneurs non apparentés sont proches de ceux obtenus avec des greffes
familiales si la compatibilité est de 10/10. Les résultats de greffes avec des donneurs
présentant une disparité HLA sont significativement moins bons (perte de survie de 10% a
20%), et ce quel que soit I’antigéne HLA différent. Des études récentes sur les greffes haplo-
identiques dans les SMD montrent des résultats encourageants, bien qu’inférieurs a ceux
obtenus avec les greffes géno-identiques, mais permettant d’élargir le panel de donneurs

potentiels.

» Quel conditionnement ?
Le conditionnement est une étape fondamentale dans [I’allogreffe de CSH:
I’immunosuppression doit étre suffisante pour éviter le rejet du greffon, I’effet GVL doit étre
suffisant pour éradiquer la tumeur et la toxicité tolérable. Plusieurs conditionnements sont
utilisés dans la greffe de CSH des myelodysplasies :

e Conditionnement myéloablatif (MAC)

e Conditionnement a intensité réduite (RIC : Reduced-Intensity Conditioning)

e Conditionnement séquentiel
Ces trois conditionnements induisent une GVL comparable, le MAC étant le plus actif sur la
tumeur mais aussi le plus toxique. Les taux de rechute sont supérieurs chez les patients
conditionnés par RIC, tandis que les taux de mortalité non liée a la rechute (NRM) sont

diminués. Ces deux types de conditionnement présentent donc des résultats proches en termes
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de survie sans rechute. Le type de conditionnement est choisi en fonction des comorbidités et
de I’age (indice composite hematopoietic cell transplantation-comorbidity/age index : HCT-
Cl/age). Les patients jeunes et sans comorbidités peuvent donc bénéficier d’un
conditionnement myéloablatif. Toutefois, la majorité des candidats a I’allogreffe étant des
patients ageés, ils bénéficieront le plus souvent de conditionnement d’intensité réduite.

Les allogreffes & conditionnement séquentiel sont également une option dans les SMD, en
combinant une chimiothérapie intensive immédiatement suivie d’un conditionnement
d’intensité réduite. Ces programmes séquentiels ont montré des résultats intéressants,
notamment chez les patients non éligibles & un conditionnement MAC (survie sans rechute >

40% a 2 ans chez des patients a haut risque).

» Quelle source de cellules souches ?

Les cellules souches peuvent étre d’origine médullaire ou périphérique via un receuil par
cytaphérese. Les greffons obtenus par cytaphérese sont plus riches en lymphocyte T que la
moelle osseuse. Il n’y a pas de différence significative en termes de survie (OS a 2 ans : 51%
pour les cellules souches périphériques et 46% pour la moelle, p=0,29). L’échec de la greffe
est significativement plus faible avec les cellules souches périphériques (3% contre 9%
respectivement, p=0,002), tandis que I’incidence de la GVH chronique a 2 ans est plus faible
avec le prélevement médullaire (41% vs 53%, p=0,01). Il n’y a pas de différence en termes
d’incidence des rechutes et de GVH aigué [141]. La prophylaxie de la GVH repose sur du
sérum anti-lymphocytaire (de cheval). Les agents déméthylants en traitement de maintenance
post-allogreffe sont étudiés, et I’AZA permet de potentialiser I’effet GVL tout en diminuant la
GVH.

» Rechutes post-allogreffe
Des injections de lymphocytes du donneur peuvent étre envisagées en cas de rechute. Les
anomalies cytogénétiques ont une forte valeur prédictive de la réussite de I’allogreffe, mais
n’entrainent pas de différence significative en termes de mortalité non liée a une rechute de la

maladie (NRM : non-relapse mortality).
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Risque cytogénétique EFS (event-free survival
q (I)/PSgS) 9 ( (IC) ) Rechutes
Bon 51% (30%-69%) 19% (6%0-49%)
Intermédiaire 40% (16%-63%) 12% (2%-61%)
Mauvais 6% (0%-24%) 82% (48%-99%)

Tableau 43 : Survie sans maladie et rechutes post-allogreffe selon le risque cytogénétique
(IPSS), d’apres Nevill T.J., et al. [142]

Risque cytogénétique (IPSS- | Survie médiane (OS a4 Rechutes
R) ans)

Bon HR:1 HR:1

Intermédiaire HR: 134 (0,95-1,87) [HR: 0,96 (0,61-1,47)
(p =0,091) (p =0,85)

Mauvais HR: 156 (1,10-220) |[HR: 1,82 (1,20-2,72)
(p=0,012) (p =0,04)

Trés mauvais HR: 267 (1,33-535) [HR: 2,44  (0,93-5,27)
(p = 0,006) (p = 0,06)

Tableau 44 : Survie médiane et rechutes post-allogreffe selon le risque cytogénétique (IPSS-

R), d’aprés Gauthier J., et al [143]

L allogreffe de CSH dans les SMD reste réservée a un nombre restreint de patient, bien que la
limite d’&ge se décale peu a peu avec le recours aux conditionnements atténués et grace a une
meilleure prise en charge des complications post-allogreffe. Dans des conditions
« optimales » (patients sans comorbidités, greffés en HLA identiques, caryotype normal), les
taux de survie sans rechute dépassent 60%. Des scores ont éte développés dans le but de

prédire les résultats de la greffe chez les patients avec SMD (notamment le score PAM) [144].

-C) PRISE EN CHARGE DES SMD DE HAUT RISQUE EN
éDEHORS DE L’ALLOGREFFE

IPSS élevé et intermédgiaire-2

Médiane de survie : entre 6 mois et 1 an
Obijectif du traitement :

» Prolonger I’espérance de vie

» Retarder la transformation en LAM

> Réduire la blastose médullaire
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Traitement de premiére ligne (hors allogreffe) :
» Agents hypométhylants

» Chimiothérapie intensive

Figure 34 : Traitement des syndromes myélodysplasiques de risque IPSS élevé et
intermédiaire-2 non allogreffables, Fenaux P., et al. [15]
La survie des patients avec un SMD de haut risque est de 4 a 21 mois, et le risque de
transformation en leucémie aigué est de 50 a 80% a 2 ans [108]. Les patients atteints d’un
SMD de haut risque ont tous une indication a I’allogreffe en premiere ligne, mais moins de

5% d’entre eux sont réellement greffés [143].

(1) CHIMIOTHERAPIE INTENSIVE

L’utilisation de la chimiothérapie intensive en premiére ligne de traitement, au regard des
résultats obtenus avec I’azacitidine (Figure 37), est restreinte aux SMD présentant un exces de
blastes médullaires (= 10%), en vue d’une allogreffe (patients de moins de 60-65 ans) afin de
réduire rapidement la blastose [145]. Elle peut étre privilégiée dans les formes d’évolution
rapide (ou les cytopénies et/ou la blastose progressent rapidement) et dans les
myélodysplasies avec exces de blastes (SMD-EB-2) survenant chez des sujets jeunes, a
caryotype normal (une cytogénétique défavorable est associée a une chimiorésistance

importante), voire avec présence de corps d’Auer dans les blastes. La présence de mutations
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de type LAM (NPM1, FLT3-1TD) peut également amener a considérer I’hémopathie comme
une LAM débutante, et donc d’entamer une chimiothérapie intensive de type LAM.

C’est I’association anthracyclines-cytarabine (Ara-C) qui est privilégiee dans les
myélodysplasies, aucune autre association n’ayant démontrée une supériorité [145]. 1l n’y a, a
ce jour, pas de consensus sur le moment auquel débuter la chimiothérapie chez le sujet jeune
(au diagnostic ? lors de la transformation leucémique ?).

La chimiothérapie intensive donne de 40 a 60% de rémission complete, mais la médiane de
durée de cette RC est relativement courte (de I’ordre de dix a douze mois), et moins de 10%
de rémissions tres prolongées sont constatées. Ces résultats ne sont obtenus que chez des
patients de moins de 60-65 ans.

(2) AGENTS HYPOMETHYLANTS

Molécules disponibles :

> Azacitidine (Vidaza®) : AMM en Europe

> Decitabine (Dacogen®) : pas d’AMM en Europe
Mécanisme d’action : agent hypométhylant, antimétabolite, analogue pyrimidique.
Posologie (Vidaza®) : 75 mg/m?/j en SC, sept jours toutes les quatre semaines
Effets indésirables : cytopénies, complications infectieuses, réactions au point d’injection
fréquentes
Les premiéres utilisations de I’azacitidine (AZA) dans les myélodysplasies datent des années
70 (a doses cytotoxiques, alors que son effet hypométhylant est obtenu a faible dose) [146].
L’AZA dispose d’'une AMM depuis 2008 et est le seul médicament enregistré pour le
traitement de premiere ligne des myélodysplasies a haut risque chez les patients non éligibles
a une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.
La méthylation de I’ADN au niveau des régions promotrices (ilots CpG) induit une répression
transcriptionnelle des génes situes en aval. Parmi ces genes réprimés, il y a des geénes
suppresseurs de tumeurs et cette hyperméthylation peut donc jouer un réle dans I’oncogénése
et la progression tumorale.
L’AZA est un analogue pyrimidique, activée au niveau intracellulaire en sa forme
triphosphatée (par I’uridine-cytidine kinase, UCK). L’AZA est convertie, au niveau

intracellulaire en decitabine (5-aza-2'-deoxycytidine ) puis est incorporée a la place d’une
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cytosine dans le brin d’ADN néosynthétisé (en phase S). La majorité de I’AZA (80-90%) est
incorporée dans I’ARN (Figure 35).

Figure 35 : Voies d’activation intracellulaire de la Decitabine et de I’ Azacitidine [147]

Les DNMTs (DNA méthyltransferases) catalysent la méthylation de la cytosine (en position
5). L’AZA forme des liaisons covalentes avec les DNMTs et agit comme un inhibiteur direct
et irréversible. En inhibant les DNMTs, I’AZA déméthyle les régions d’ADN anormalement
hyperméthylées (déméthylation des Differentially Methylated Regions) et induit une
réexpression des genes réprimés (Figure 36), mais pas d’éradication des cellules souches de
SMD.

Figure 36 : Structure et mécanisme d’action de I’ Azacitidine (Vidaza®), Issa J.P., et al. [148]
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L’AZA est administrée selon un schéma de 7 injections par mois. Pour des raisons pratiques
(pas d’injections les week-ends), un schéma d’administration de J1 a J5, puis a J8 et a J9 est
plus le souvent realise en hopital de jour d’hématologie.

Une réponse retardée a I’AZA est fréquente : les réponses sont le plus souvent observées
aprés trois ou quatre cycles, voire 6 cycles. Il ne faut donc pas conclure a un échec avant le
sixiéme cycle de traitement (sauf si progression franche ou transformation leucémique).
L’AZA induit 50 a 60% de réponse, dont 10-20% de rémission complete (CR), 10-20% de
rémission partielle (PR) et surtout des “améliorations hématologiques” (HI). Ces
améliorations hématologiques correspondent a la correction d’une ou plusieurs cytopénies en
I’absence de critéres de CR ou PR [149]. Ce traitement n’induit pas ou peu de rémission, et la
réduction de la blastose médullaire est modeste.

L’AZA prolonge la survie globale (OS) par rapport aux traitements conventionnels y compris
dans les AREB-t. Dans I’étude randomisée AZA-001 du GFM (essai de phase |1l randomisé)
qui comparait I’AZA au meilleur traitement choisi par I’investigateur (dans les SMD de haut
risque et les LAM de moins de 30% de blastes), I’AZA confere un bénéfice en termes de
survie : la différence entre le bras AZA (75 mg/m*/jour, 7/28 jours) et le groupe controle
(Ara-C a faible dose/Soins de support/chimiothérapie intensive) est de 9,4 mois (p=0,0001)
(Tableau 45) (Figure 37) [150].

——  Azacitidine
—  Cormentional cane

Proportion surviving
[=]

i 4]

| 1
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dorlel

Figure 37 : Etude randomisée AZA-001 comparant la survie dans le bras Azacitidine vs

traitements classiques, Fenaux P., et al. [150]
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Traitement Survie médiane (mois) Survie globale a 2 ans (%)
AZA 24,4 50,8

Traitement conventionnel

(Soins de support / LD

o _ 15 26,2
AraC/Chimiothérapie

intensive)

Tableau 45 : Comparaison de la survie mediane et de la survie globale a 2 ans en fonction du

traitement, d’apres Fenaux P., et al. [150]

Dans le bras AZA, une rémission est constatée dans 29% des cas (p<0,0001), dont une
rémission compléte dans 17% des cas (p=0,015), et une rémission partielle dans 12% des cas
(p=0,0094). L’amélioration hématologique (HI) concerne plus particulierement les lignées
érythroide (40%, p<0,0001) et plaquettaire (33%, p=0,0003), I’amélioration majeure sur les
neutrophiles étant plus modeste et non significative comparée a I’autre bras (19%, p=0,87). La
durée des réponses (CR + PR + HI) est de 14 mois.

Les taux de réponse sont donc relativement modestes. La majorité des réponses correspondent
a une amélioration des cytopénies, qui semble associée a un gain en termes de survie [150].

Certains facteurs sont prédictifs de la réponse a I’AZA [151] :

Facteurs influencant la réponse a I’AZA

e Cure d’Ara-C a faible dose précédent le
Facteurs associés a un taux plus faible de traitement par AZA (p=0,009)

réponse (analyse multivariée) e Blastose médullaire > 15% (p=0,004)

e Caryotype anormal (p=0,03)

e Performance status > 2 (p<10™)*

e Cytogénétique de pronostic intermédiaire
et mauvais (p<10)*

e Présence de blastes circulants (p<10™)*

e Besoins transfusionnels (RBC) > 4
unités/8 semaines & I’inclusion (p<10™)*

e |PSS élevé (p=0,004)

e SMD secondaire (p=0,001)

e Plag <100 G/L (p=0,02)

Facteurs associés a une médiane de survie
(OS) plus courte (* : analyse multivariée)

Tableau 46 : Facteurs prédictifs de réponse a I’ Azacitidine, d’apres Itzykson R., et al. [151]

Certaines mutations (TET2, DNMT3A) semblent également prédictives de la réponse [152].

L’obtention d’une amélioration hématologique (HI) chez les patients n’ayant pas atteint une
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CR ou PR est associée avec une amélioration significative de la survie (p<10™). Les patients
avec del(5q) et trisomie 8 présentent de meilleurs taux de réponses complétes [153].

Il est recommandé de traiter les patients par AZA jusqu’a progression pour ceux qui sont non
greffables : la déméthylation est rapidement réversible, et les rechutes peuvent étre rapides a
I’arrét. Ce traitement peut également constituer un “pont” pour aller a la greffe pour les
patients éligibles (le temps de trouver un donneur). Il n’y a pas de limite d’age a son
utilisation (pas de différence significative en termes de survie chez les patients de plus de 80
ans par rapport aux patients de moins de 80 ans). Les effets indésirables ne nécessitent pas,
dans la majorité des cas, un arrét précoce du traitement. Des soins de support au cours des
premiers cycles permettent d’en limiter les conséquences pour les patients.

La décitabine (DEC), autre agent hypomethylant, a été comparée au best supportive care
[154] : dans une population comptant 70% de patients avec IPSS intermédiaire-2 ou élevé, la
médiane de survie n’est pas significativement différente (14 mois contre 14,9 mois, p=0,636).
Cette molécule n’a pas d’AMM en France.

Prés de 40% des patients sont réfractaires a I’AZA, et de nombreux patients répondeurs
rechuteront. Apres échec, la médiane de survie chute a 5,6 mois, avec une survie a 2 ans de
15% [155]. Actuellement, la prise en charge de ces patients dépend du performance status et
des comorbidites, des éventuelles mutations et des traitements précédemment recgus. Un
certain nombre de ces patients est candidat a I’allogreffe (avec ou sans chimiothérapie
d’induction selon la blastose medullaire). Pour les autres, I’inclusion dans des essais cliniques
est privilégiée (survie médiane : 13 mois), les soins de support étant réservés aux patients non
éligibles (survie : 3 mois). Il y a donc une nécessité a trouver de nouvelles stratégies
thérapeutiques de seconde ligne dans la prise en charge des myélodysplasies de haut risque

aprés échec du Vidaza®.

(3) NOUVELLES MOLECULES DANS LE
TRAITEMENT DES SMD DE HAUT RISQUE

Des essais testant de nouvelles molécules dans les SMD de haut risque sont en cours, en
premiére ligne de traitement ou a la rechute, en association avec I’AZA ou en monothérapie.

La guadecitabine (SGI-110) est un agent hypomethylant, prodrogue de la décitabine. Son effet
déméthylant serait plus efficace. Il est actuellement en étude de phase 3 dans les SMD, aprées

échec de I’AZA. Une forme orale de I’AZA et des modifications de ses schémas
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d’administration sont étudiées, afin d’allonger la durée d’exposition des cellules aux
hypométhylants. Des inhibiteurs de CDA (cytidine deaminase, enzyme responsable de la
désamination de I’AZA et dont une augmentation de I’activité est susceptible de diminuer la
demi-vie des hypométhylants dans le plasma) sont également étudiés.

Les inhibiteurs d’HDAC (HDACI : inhibiteurs d’histones désacétylases) pourraient renforcer
I’effet des hypométhylants sur la régulation épigénétique. L’acétylation des histones est
impliquée dans I’activation transcriptionnelle tandis que la désacétylation est associée a la
répression genique. La régulation de cette acétylation se fait via les histones acétyl-
transférases (HAT) et les histones désacétylases (HDAC) : les HAT permettent de rendre la
chromatine accessible a la transcription, les HDAC compactent la chromatine en la
désacétylant. Des anomalies des HDAC sont présentes dans les cellules tumorales et
constituent donc une cible thérapeutique potentielle. Les HDACI induisent I’acétylation des
histones et de protéines non histones (comme les facteurs de transcription), restaurent la
transcription de genes suppresseurs de tumeurs, provoquent un arrét du cycle cellulaire et
activent les voies d’apoptose. La romidepsine est utilisée dans le traitement des lymphomes T
péripheriques. lls sont étudiés (phase 1 et 2) dans le traitement des myélodysplasies (et des
LAM) en association avec une seconde molécule (AZA le plus souvent). Citons parmi ces
inhibiteurs d’HDAC : le vorinostat, I’entinostat et le valproate. Cette derniére molécule,
utilisée depuis plusieurs décennies dans le traitement des epilepsies, est étudiée dans I’essai
AZA-PLUS du GFM. Cet essai étudie des combinaisons en premiere ligne de traitement pour
les myélodysplasies afin d’améliorer les réponses obtenues avec I’Azacitidine : AZA +
valproate, AZA + idarubicine et AZA + LEN.

Le rigosertib, un inhibiteur « multikinase » (polo-like kinase-1 et PI3K : phosphatidylinoitol
3-kinase) a été évalué dans une étude de phase 3 (ONTIME), en ne montrant pas
d’amélioration significative de la mediane de survie comparé au bras témoin (BSC). Il
pourrait toutefois apporter un bénéfice en termes de survie chez les patients avec échec
primaire aux agents hypométhylants (ou pour ceux ayant regu moins de neuf mois de
traitement) (étude INSPIRE).

La voie de BCL-2 est également une cible potentielle (inhibiteurs de BCL-2 : ABT-737,
ABT-199).

La détermination du statut mutationnel des patients devrait prendre une place majeure dans

les prochaines années, avec I’avénement des thérapies ciblées. La présence d’une mutation de
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TET2 accroit la probabilité de réponse aux hypométhylants [156]. L’AG-120 et I’AG-221
sont des inhibiteurs oraux d’IDH1 et d’IDH2 mutés (respectivement). Une mutation du géne
IDH2 est retrouvée dans 5% des SMD (15% des LAM) et entraine une augmentation
intracellulaire de I’oncométabolite 2-HG, responsable d’un blocage de la maturation.
Toutefois, la présence de plusieurs clones ou sous-clones leucémiques dans les SMD avec des
statuts mutationnels potentiellement différents, pourrait influer sur I’efficacité de ces thérapies
ciblées.

L’ immunothérapie est également une piste envisagée dans le traitement des SMD. Les
inhibiteurs de checkpoint immunologique (inhibiteurs de point de controle immunitaire),
notamment I’axe PD1/PD-L1, pourraient constituer une piste thérapeutique. Une
surexpression des genes impliqués dans la modulation de ces checkpoints immunitaires a été
retrouvée chez 124 patients résistants aux hypomethylants, suggérant un role de PD-L1 dans
la pathogénie des SMD [157]. L’utilisation des inhibiteurs de checkpoints dans le but de
modifier la réponse immunitaire de I’héte vis-a-vis des cellules tumorales est une stratégie
intéressante dans la mesure ou la tolérance immunitaire a des implications majeures dans la
persistance du SMD. L’adjonction d’inhibiteurs de checkpoints (nivolumab, inhibiteur de

PD1 ; ipilimumab, inhibiteur CTLA-4) aux agents hypométhylants est en cours d’essai.

D) TRAITEMENTS SYMPTOMATIQUES
Les transfusions érythrocytaires, plaquettaires et la prophylaxie des infections occupent
toujours une place importante dans la prise en charge des SMD.

(1) TRANSFUSIONS ERYTHROCYTAIRES

Les transfusions sont plus fréquentes chez les sujets agés qui ont une tolérance mediocre de
I’anémie. Le seuil critique est fixé a 8 g/dL, seuil pouvant étre plus élevé chez les patients de
65 ans et plus (9 a 10 g/dL). Les transfusions sont a envisager sur le long terme, et il est
nécessaire de réaliser un phénotypage érythrocytaire étendu (Rh, Kell, FY1, JK1, MNS3 et
MNSA4). L’objectif est de maintenir un taux d’Hb aux alentours de 11 g/dL.
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(2) TRANSFUSIONS PLAQUETTAIRES

Du fait du risque d’allo-immunisation et donc de perte d’efficacité, les indications des
transfusions plaquettaires sont limitées (geste opeératoire, syndrome hémorragique, traitement
myélosuppresseur). Des recommandations de la HAS, de I’ANSM et de la SFH ont été
établies quant aux seuils a considérer pour les transfusions prophylactiques chez les patients
recevant un traitement thrombopéniant (agents hypométhylants, LEN, chimiothérapie,

conditionnement d’allogreffe).

(3) PROPHYLAXIE ET TRAITEMENTS DES
INFECTIONS

Il est recommande pour les patients avec neutropénie (spontanée ou induite par le traitement)
de disposer d’antibiotiques a large spectre afin d’en faire usage en cas de fiévre. L’association
de I’amoxicilline-acide clavulanique et d’une fluoroquinolone (ciprofloxacine) est la plus

fréguente bien qu’aucune association n’ait eté testée de facon prospective dans les SMD.

(4) TRAITEMENT CHELATEUR DU FER

Les consequences cliniques d’une surcharge ferrique secondaire aux transfusions itératives
(discutées a I’heure actuelle) sont liées a une accumulation au niveau hépatique, cardiaque
(insuffisance cardiaque gauche) et pancréatique (diabéte). Ce fer présent en exces entraine la
génération de ROS (substances réactives de I’oxygene) et une altération de I’ADN, les
complications survenant en 4 ans. La ferritine peut étre augmentée avant la mise en place du
traitement (liée a I’inflammation, au relargage mitochondrial). Le risque d’hémochromatose
associé aux transfusions survient chez pres de 30% des patients porteurs d’une
myélodysplasie. Cette surcharge en fer est associée a un plus grand risque de transformation
leucémique.

Environ un tiers des patients ont un traitement chélateur, et deux molécules chélatrices
disposent d’'une AMM :

o Déférasirox (Exjade®), administrée par voie orale. C’est le traitement chélateur le plus
fréquemment prescrit. La posologie recommandée a I’initiation est de 20 a 40
mg/Kg/jour. De nombreux effets indésirables sont associés a son utilisation :
ballonnements, douleurs abdominales, insuffisance rénale nécessitant une surveillance

réguliére.
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o Déféroxamine (Desferal®), administrée par voie sous-cutanée (en nocturne, continue
sur 8 a 12 heures par le biais d’un perfuseur portable). La posologie est de 40 mg/Kg,
trois & sept jours par semaine. Un suivi médical rigoureux est nécessaire (recherche de
rétinopathie, de troubles de I’audition).

Les patients chélatés sont ceux avec un SMD de faible risque (IPSS faible ou intermédiaire-1),
sans comorbidités associées et nécessitant un rythme transfusionnel important (> 4
culots/mois). Pour les patients avec un SMD de risque plus éleve, une chélation peut étre
discutee si un traitement par agent hypométhylant est envisage.

Chez les patients allogreffés, une surcharge martiale (ferritinémie > 1000 ng/mL) est associée
a une survie réduite, provoquée par un accroissement de la mortalité liée a la greffe. La
surcharge en fer, si elle est présente, doit étre réduite chez les patients candidats a I’allogreffe.
En pratique, chez tous les patients atteints de myélodysplasie agés de moins de 65 a 70 ans et
sans contre-indication évidente a la greffe, la chélation est debutée lorsque la ferritinémie

dépasse 1000 ng/mL ou si le patient a recu vingt a trente concentrés érythrocytaires [15].

E) CRITERES DE REPONSE
Il est indispensable posur le clinicien d’évaluer la réponse au traitement. Celle-ci est évaluée,
dans les SMD, par I'IWG version 2006 (Figure 38) [158]. La premiere classification IWG
2000 définissait quatre types de réponse au traitement : “I’altération de I’histoire naturelle de
la maladie”, la réponse cytogénétique, I’amélioration hématologique et la qualité de vie (QOL)
[159]. La version 2006 apporte des modifications en prenant en compte les nouvelles données

et avancées.
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Figure 38 : Critéres de réponse IWG-2006, Cheson B.D., et al. [158]
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I ANALYSEUR EN HEMATOLOGIE CELLULAIRE

11.1. INTRODUCTION
L’hémogramme est aujourd’hui réalisé par des automates d’hématologie cellulaire. Le
premier automate d’hématologie créé pour la réalisation d’hémogrammes automatisés a été
concu dans les années 1950. Sa technologie était basée sur le principe mis au point par
Wallace Coulter permettant le comptage des éléments figurés du sang [160]. En un demi-
siecle, les évolutions technologiques ont permis d’améliorer ces analyseurs, qui different
selon les fournisseurs par leurs principes d’analyse et leurs cadences. La société Sysmex®
(Kobe, Japon) a développé son premier automate d’hématologie cellulaire en 1968.
Les automates dédiés a I’hématologie cellulaire occupent une place majeure et incontournable
dans les laboratoires d’hématologie et constituent des outils indispensables permettant aux
biologistes de rendre des resultats avec une bonne précision et rapidement pour les
hémogrammes dits normaux ou presentant des variations qualitatives et/ou quantitatives
modérées.
Bien qu’ils soient performants, il est important de connaitre les limites de ces automates
d’hématologie cellulaire. En effet, la détection de cellules anormales n’est pas infaillible, tout
comme I’exactitude de mesure sur des NFS fortement perturbées : plus I’hémogramme
s’éloigne de la normalité, plus les résultats rendus par les automates doivent étre traités avec
attention. Des résultats erronés peuvent étre constatés dans diverses circonstances, d’origine
pré-analytique (qualité de I’échantillon sanguin) ou analytique (perturbations des mesures). Il
est donc fondamental de connaitre d’une part les limites de I’automate utilisé, et d’autre part
les mesures correctives a appliquer pour assurer un rendu qualitatif de résultat.
Les analyseurs d’hématologie cellulaire sont capables d’émettre des messages d’alerte lorsque
des anomalies qualitatives et/ou quantitatives sont détectées. La réalisation d’un frottis
sanguin est alors indispensable, afin de réaliser une lecture en microscopie optique et
d’apporter d’éventuelles corrections dans le but de transmettre au clinicien un résultat juste.
L’ISLH (International Society for Laboratory Hematology) et le GFHC ont défini les
situations dans lesquelles une relecture du frottis sanguin en microscopie optique est
nécessaire.
Les analyseurs de derniere genération disposent de parametres innovants permettant d’élargir

le champ des possibilités diagnostiques a partir d’un échantillon sanguin : détermination du

Page | 133



ANALYSEUR SYSMEX XN-10°

caractere central ou périphérique des thrombopénies, distinction des infections virales des
infections bactériennes chez I’enfant [161], ou encore la mise en évidence d’une
dégranulation des polynucléaires neutrophiles, élément utile dans la démarche diagnostique

des SMD au laboratoire.

‘ 11.2. PLACE DE L’ANALYSEUR SYSMEX XN-
10® EN HEMATOLOGIE CELLULAIRE
La société SYSMEX® est aujourd’hui le principal fournisseur d’analyseurs d’hématologie

cellulaire en France, avec plus de 70% des parts de marché, aussi bien pour les laboratoires
hospitaliers que privés. A I’échelle mondiale, la société SYSMEX® est également leader, avec
44% de parts de marché, suivi par les sociétés Beckman/Coulter® (19%), Horiba® (9%),
Siemens® (8%), Abbott® et Roche® (6%).

‘II.B. ANALYSEURS D’HEMATOLOGIE

|CELLULAIRE ET SMD
Sur les automates SYSMEX®, de nombreuses études se sont intéressées aux paramétres
permettant d’apporter une aide au diagnostic des syndromes myélodysplasiques, le plus etudié
étant I’indice NEUT-X pour la gamme d’automate XE [162] [163] [164].
Cet indice, qui renseigne sur la granulosité des polynucléaires neutrophiles, est intéressant
dans la mesure ou la dysmyélopoiese a type d’hypogranulation ou de dégranulation des PNN
est frequente dans les myélodysplasies et constitue une des anomalies morphologiques
aisément évaluable. Ce parametre constitue ainsi un parametre utile dans le diagnostic des
SMD dans les laboratoires d’hématologie. En pratique, un NEUT-X bas associé a une (ou
plusieurs) cytopénie chez un sujet agé, et notamment une anémie, doit faire étudier le frottis
sanguin avec attention afin de rechercher des signes de dysplasie et alerter le clinicien.
L’etude de Le Roux et al. s’est intéressée a I’hémogramme de 184 patients (dont le diagnostic
de SMD est affirmé par I’hnémogramme, le myelogramme et la cytogénétique avec caryotype
médullaire réalisé pour chacun des 184 diagnostics) analysés sur SYSMEX XE2100® [162].
La population d’intérét était définie par des cut-offs pour les cytopénies et la macrocytose
(Hb < 11 g/dL, Plag < 120 G/L, PNN < 1,5 G/L et VGM > 110 fL), et par des parameétres
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structurels et de maturation des PNN : le NEUT-X et le NEUT-Y [165]. Le NEUT-X est
corrélé avec I’hypogranularité des PNN (comparaison de I’indice NEUT-X avec une
évaluation semi-quantitative de la granulosité sur le frottis sanguin : r> = 0,8669). LE NEUT-
X est ensuite convertie en un parametre semi-quantitatif : I’indice de granulosité GI (Figure
39).

Figure 39 : Comparaison de I’indice Gl entre patients avec anémie isolée et patients avec
anémie dans le cadre d’un SMD, Le Roux G., et al. [162]

Ce paramétre peut donc constituer une alerte dans le cadre d’une anémie : un GI négatif en
présence d’anémie est tres évocateur de SMD et doit faire étudier le frottis sanguin en
microscopie optique et éventuellement conseiller la réalisation d’une ponction-aspiration
médullaire. A contrario, une anémie isolée associée a un GI > - 1 rend le diagnostic de SMD
improbable.

Cette étude démontre I’intérét des analyseurs d’hématologie cellulaire quant a I’aide
diagnostique qu’ils sont susceptibles d’apporter dans les SMD. Le développement d’une
nouvelle génération d’automates et les améliorations technologiques associées, notamment

chez SYSMEX®, nous ont encouragés a étudier cette problématique [166].
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I1.4. CARACTERISTIQUES DE L’AUTOMATE
SYSMEX XN-10°
L’analyseur XN-10® est susceptible de réaliser jusqu’a 150 NFS par heure. Au CHU de

Nantes, c’est en moyenne 700 NFS qui sont analysées chaque jour : 1000 le lundi, 800 les

autres jours de la semaine et environ 400 le week-end.

11.5. PRINCIPES DE MESURE DU XN-10° ET
APPLICATIONS

'A) PRINCIPES

(1) IMPEDANCE

Parametres mesurés par cette technique : Globules Rouges, Plaguettes, Leucocytes

Les analyseurs Sysmex® utilisent I’impédance électrique combinée & la technique de
focalisation hydrodynamique, apreés dilution iso-osmotique (Figure 40).

L’ impédance électrique est basee sur les travaux de Coulter dans les années 50 qui a étudié la
résistivité des particules [160]. L’ impédance a volume fixe calibré et connu (9,3uL) permet de
compter les cellules a travers un micro-orifice de comptage, dont le diamétre est calibre
(Figure 41). Cet orifice de comptage est situé entre deux électrodes traversées par un courant
électrique continu (DC) afin d’obtenir des impulsions électriques proportionnelles au volume
des cellules sanguines qui le traversent : le passage de chaque élément a travers I’orifice de
comptage induit une interruption du courant électrique, interruption dont la durée est

proportionnelle au volume de chaque particule.

Figure 40 : Principe de la focalisation hydrodynamique
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Circulation du sang dilue
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Figure 41 : Principe de I’impédance électrique http://www.sysmex-europe.com

La focalisation hydrodynamique en amont et en aval de la zone de mesure permet d’assurer
une bonne précision, via I’injection d’un liquide de gainage permettant de focaliser le chemin
de la particule passant a travers I’orifice. L’injection du liquide de gainage permet I’unicité
des passages (pas de recirculation des éléments), un centrage des cellules (pas d’effet de
bord), ainsi qu’une minimisation de la déformation cellulaire. Sans ce liquide de gainage, les
particules ayant passé I’orifice de comptage risqueraient de “tourbillonner” en sortie, ce qui
induirait une seconde impulsion électrique et donc une mesure erronée.

Chaque élément figuré du sang qui traverse I’orifice de comptage va donc induire une
augmentation d’impédance. Les donnees électriques sont converties en “pics”, puis sont
classées pour obtenir des histogrammes, représentant la distribution des volumes. Les courbes
de distribution sont construites simultanément, chaque impulsion étant rapportée a un élément
en fonction de son volume (Figure 42). Un seuil minimal de discrimination sépare les
impulsions liées aux cellules des impulsions non spécifiques (élimination du bruit de fond,

pour des volumes < 2fL).

> REC Histogram

b 10w FIIT] ET1IT] fL

Figure 42 : Représentation graphique de la distribution des éléments figurés du sang en

fonction du volume
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(2) CYTOMETRIE EN FLUX

Parametres mesureés par cette technique : Leucocytes, Erythroblastes, Réticulocytes,
Plaquettes
La fluorocytométrie est basée sur le marquage des acides nucléiques par un fluorochrome et
mesure donc la quantité d’ARN et d’ADN contenue dans les cellules.
Chaque fluorochrome spécifique d’un type cellulaire se lie spécifiguement aux acides
nucléiques ciblés. Les cellules marquées sont ensuite illuminées par un faisceau laser et une
analyse cellulaire tridimensionnelle est réalisée (Figure 43) :
« diffusion frontale (petit angle) de la lumiére (FSC : « forward scatter ») : information
sur la taille de la cellule
o diffraction latérale (grand angle) de la lumiére (SSC : « side scatter ») : information
sur la structure (complexité) de la cellule
o fluorescence latérale de la lumiere (SFL : « side fluorescence light ») : reflet de la
richesse en ADN/ARN de la cellule

Figure 43 : Principe de la diffraction LASER et de la fluorescence sur automate SYSMEX
XN-10® http://www.sysmex-europe.com

Les cellules présentant des propriétés physiques et chimiques similaires forment alors une

population homogene sur le diagramme de dispersion.

Page | 138


http://www.sysmex-europe.com/�

ANALYSEUR SYSMEX XN-10°

B) APPLICATIONS A LA LIGNEE ERYTHROCYTAIRE

(1) HEMATIES

Les hématies sont numérées en utilisant le principe de I’impédance électrique a volume fixe
calibré. L’automate compte 100 000 éléments en moyenne sur 15 comptages successifs
(limite de linéarité : 0 & 10.10%/pL).

Le seuil inférieur est fixé a 40 fL et le seuil supérieur mobile haut est fixé a 250 FI : les GR de
volume inférieur a 40 fL ne sont donc pas comptés comme étant des GR mais comme des

plaguettes par I’automate (Figure 44).

Figure 44 : Diagramme de la distribution des hématies en fonction de leur

volume http://www.sysmex-europe.com

(2) HEMOGLOBINE

L’hémoglobine est mesurée par spectrophotométrie (lecture a 555 nm), sur une seule mesure
et aprés une dilution au 1/747°™ de I’échantillon (limites de linéarité : 0-25 g/dL).

La méthode recommandée par I'lCSH (International Committee for Standardization in
Haematology) pour mesurer la concentration d'hémoglobine est la méthode de la
cyanméthémoglobine (utilisant du cyanure toxique).

La mesure de I'hémoglobine par la technologie SYSMEX © utilise du Sodium Lauryl Sulfate
(Sulfolyser, SLS), réactif de lyse présentant I’avantage de ne pas étre toxique pour
I’environnement (pas de cyanure dans les effluents) apres une dilution de I’échantillon. II
induit une lyse des globules rouges et des globules blancs de I'échantillon. Les cytoplasmes
des globules blancs ainsi lysés et les noyaux n’interferent pas dans la mesure (en cas
d’hyperleucocytose), la cellule de mesure étant située dans la partie supérieure de la cuve. Les
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groupes hydrophiles SLS se lient & I’heme, formant un complexe coloré stable (SLS-Hb)
analysé par une méthode colorimétrique.

Une lumiére monochromatique (émise par une LED) est absorbée par les complexes SLS-Hb
du mélange. L'absorbance est mesurée par un capteur photosensible et est inversement
proportionnelle a la concentration en hémoglobine de I'échantillon.

Les méthodes photométriques d'absorption peuvent étre influencées par la turbidité de
I'‘échantillon (lactescence) : une dilution systématique au 1/747° de I’échantillon permet de

minimiser ces interférences potentielles.

(3) HEMATOCRITE ET CONSTANTES
ERYTHROCYTAIRES : VGM, CCMH, TCMH, IDR-SD

L’hématocrite est, comme les GR et I’hémoglobine, un parametre mesuré. Cette mesure est la
somme des impulsions des GR, rapportée au volume de sang fixe calibré analysé.
Les autres parametres caractérisant la lignée érythrocytaire : le VGM, la CCMH et la TCMH
ainsi que I’IDR-CV, sont calculés.

e VGM = Hématocrite / Nombre de GR x 10

e CCMH = Hémoglobine / Hématocrite x 100

e TCMH = Hémoglobine / Nombre de GR x 10

e IDR-SD : indice d’anisocytose relative (N < 55) : largeur de la courbe a 20% de sa

hauteur (Figure 45)

100:% L e——
. T TN I S —
IDR=SD (fi

Figure 45 : Histogramme avec calcul de I’IDR-SD http://www.sysmex-europe.com

Page | 140


http://www.sysmex-europe.com/�

ANALYSEUR SYSMEX XN-10°

(4) RETICULOCYTES

Les réticulocytes sont déterminés en utilisant les principes de la diffraction et de la
fluorocytométrie. La mesure se fait sur environ 30 000 GR, a chaud (41°C). Le domaine de
mesure va de 0 a 200G/L.

Aprés perméabilisation de la membrane des GR, un fluorochrome spécifique se fixe sur
I’ARN cytoplasmique réticulocytaire : les GR sont dépourvus de fluorescence, tandis que les
réticulocytes qui présentent des résidus d’acides nucléiques dans leurs cytoplasmes sont
fluorescents. Les différentes populations cellulaires sont séparées par diffraction de la lumiére
(qui indique la taille de la cellule), tandis que les signaux de fluorescence latéraux indiquent la

teneur en acides nucléiques (Figure 46).

Figure 46 : Distribution des élements de la lignée érythrocytaire en fonction de la taille et de

I’intensité de fluorescence http://www.sysmex-europe.com

La mesure du contenu en ARN des réticulocytes permet I’identification de la population
réticulocytaire jeune et hautement fluorescente, récemment libérée du compartiment
médullaire dans les situations de stimulation de I’érythropoiese. Les différences d'intensité de
fluorescence permettent en effet de séparer les réticulocytes en trois catégories, représentant
trois stades de maturation : HFR, MFR et LFR (Figure 47).

e LFR (réticulocytes de faible fluorescence)

e MFR (réticulocytes de fluorescence moyenne)

o HFR (réticulocytes de fluorescence élevee)
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Figure 47 : Distribution des réticulocytes en fonction de la taille et de I’intensité de

fluorescence http://www.sysmex-europe.com

La numeération des réticulocytes permet d'évaluer I'érythropoiese medullaire et donc le
caractere régénératif ou non d’une anémie. Les réticulocytes sont le reflet direct de la
production érythrocytaire médullaire, tandis que la proportion d’HFR circulants est davantage
le reflet de I’intensité de la stimulation érythropoiétique [167]. Les SMD sont caractérisés par
des cytopénies périphériques contrastant avec une moelle richement cellulaire, traduisant une
insuffisance médullaire qualitative. Les réticulocytes y sont classiqguement bas avec des HFR

modeérément éleves [167].

C) APPLICATIONS A LA LIGNEE PLAQUETTAIRE

(1) MESURE PAR IMPEDANCE

Les plaquettes sont mesurées par impédance en volume fixe calibré, la numération se faisant
sur 10 000 a 15 000 éléments en moyenne et sur 15 comptages consécutifs et comparés. La
limite inférieure de comptage estimée est de 1 G/L.

Les plaquettes se répartissent entre 2 fL (seuil minimal) et leur seuil mobile haut qui peut se
déplacer entre 12 et 40 fL. Ce seuil mobile se place au niveau du retour a la ligne de base (ou
a la vallée s’il n’y a pas de retour a la ligne de base). Les plaquettes de volume supérieur a 40
fL ne sont donc jamais comptées en plaquettes, soulignant I’importance d’étre attentif au
graphique de distribution en fonction du volume afin d’étaler si besoin un frottis sanguin pour
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vérifier la morphologie des plaquettes (présence de macroplaquettes ?) et des hématies
(fragments d’hématies ?) (Figure 48).

A

Figure 48 : Distribution des plaquettes en fonction du volume http://www.sysmex-europe.com

Le VPM est calculé sur le méme principe que le VGM :

e VPM = Thrombocrite / Nombre de plaquettes (VN : 8 & 13 fL)
L’IDP est déterminé comme I’'IDR-SD, c’est-a-dire comme la largeur de la courbe a 20% de
sa hauteur (VN : 9-17 fL).
Ces paramétres plaquettaires ne trouvent une reelle utilité que pour declencher des alarmes de
distribution des plaquettes et induire I’étalement d’un frottis (présence d’aggrégats
plaquettaires ?) ou la mesure des plaquettes par fluorocytométrie (PLT-F), méthode de mesure

réalisée en seconde intention.

(2) MESURE PAR FLUOROCYTOMETRIE

Le comptage des plaquettes peut également faire intervenir la diffraction et la
fluorocytométrie, avec utilisation d’anticorps monoclonaux. Cette mesure par
fluorocytométrie permet de réaliser une numération plaquettaire (PLT-F) et de déterminer
I’IPF (Immature Platelet Fraction). Le volume de comptage est plus important qu’en
impédancemétrie (multiplié par 5).

La mesure des PLT-F suit le méme principe que celle des réticulocytes. A partir du graphe
des réticulocytes (Figure 49), un changement d’échelle permet de visualiser le nuage des
plaguettes.

La mesure des plaquettes en mode fluorescence montre une meilleure corrélation avec la
méthode de référence par cytométrie en flux (r*> = 0,80) comparée & la méthode par impédance

électrique (r* = 0,73) pour des valeurs de plaquettes < 70 G/L [168].
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Figure 49 : Distribution des plaquettes mesurées par fluorocytométrie (PLT-

F) http://www.sysmex-europe.com

D) APPLICATIONS A LA LIGNEE LEUCOCYTAIRE

(1) NUMERATION LEUCOCYTAIRE : CANAL
WNR

La mesure des leucocytes est basée sur une lyse différentielle des éléments, puis sur la
diffraction du faisceau lumineux et la fluorocytométrie. Les éléments figurés du sang mesurés
par ce canal sont les globules blancs, les érythroblastes et les polynucléaires basophiles
(limites de linéarité : de 0 a 450 G/L).

En premiere intention, les leucocytes sont numeérés sur ce canal également nomme « canal
GB/Baso ». Une lyse différentielle a pH = 1 des plaquettes, des GR, des érythroblastes et des
leucocytes est réalisée. Apres cette lyse, il ne reste donc que les noyaux leucocytaires (sauf
pour les polynucléaires basophiles), et ce sont donc ces noyaux qui sont numerés. Les
polynucléaires basophiles résistent a la lyse a pH acide et sont comptés via ce canal de mesure
de I’analyseur. Les différents eléments sont, en fonction de la taille et de la fluorescence,

répartis dans un scattergramme de distibution (Figure 50).
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Figure 50 : Répartition des éléments comptés dans le canal WNR du SYSMEX XN-

10® http://www.sysmex-europe.com

Le nuage “WBC” regroupe les leucocytes qui ont été lyses : les polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles, les lymphocytes et les monocytes. Les polynucléaires basophiles (nuage
« BASO ») forment un nuage séparé. Les érythroblastes (NRBC) sont systématiquement

comptés grace a un fluorochrome spécifique.

(2) FORMULE LEUCOCYTAIRE : CANAL WDF

La formule leucocytaire repose sur le principe de la diffraction LASER associée a la
fluorocytométrie. Les paramétres mesurés sur ce canal WNR du XN-10® sont les
lymphocytes, les monocytes, les polynucléaires éosinophiles (PNE), et la myélémie (IG). Les
polynucéaires neutrophiles (PNN) sont eux calculés.

Une lyse préalable des érythrocytes est réalisée par le biais d’un agent tensio-actif présent
dans le réactif. Parallelement, une perméabilisation des membranes cellulaires des leucocytes
est également réalisée, permettant un marquage des acides nucléiques des sous-populations
leucocytaires.

Les signaux de mesure relatifs a la diffraction a petit angle de la lumiére (SSC : structure des
éléments), a la diffraction a grand angle (FSC : taille) et a I’intensité de fluorescence (SFL :
contenu en ARN) sont analysés et représentés sur un diagramme de dispersion : les cellules
présentant des propriétés physiques et chimiques similaires forment alors une population

homogene (Figure 51).
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Ceci permet la réalisation d’une formule leucocytaire en 8 parametres :

Polynucléaires neutrophiles et basophiles

Polynucléaires éosinophiles

Monocytes (Mono)

Lymphocytes (Ly)

Myélémie (IG, regroupant promyélocytes, myélocytes et métamyélocytes, sans
distinction)

Indice HFLC (High Fluorescence Cells) : cellules mononuclées a fluorescence
élevée (plasmocytes, cellules B sécrétrices d’anticorps)

Neutro-SSC (indice de granularité des PNN)

Les polynucléaires neutrophiles sont calculés :

Figure 51 : Répartition des sous-populations leucocytaires dans le canal WBC de I’analyseur

SYSMEX XN-10® http://www.sysmex-europe.com

Ce canal permet aussi de réaliser une seconde numeration des leucocytes, trouvant son utilité

dans le cas ou des interférences (comme la lipémie par exemple) viendraient perturber la

mesure dans le canal WNR.

L analyse tridimensionnelle permet de détecter la présence de cellules anormales circulantes

(blastes, lymphocytes activés, cellules hyperbasophiles) et de déclencher des alarmes (Figure

52).
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Figure 52 : Répartition des éventuelles cellules anormales dans le canal WBC de I’analyseur
SYSMEX XN-10® http://www.sysmex-europe.com

11.6. PARAMETRES DE RECHERCHE ET SMD
En plus des paramétres « classiques » énoncés précedemment, I’analyseur SYSMEX XN-10®
dispose de parametres dits de recherche, disponibles pour chacune des trois lignées

myeéloides. Parmi ces parametres, certains pourraient présenter un intérét dans les SMD.

A)  PARAMETRES ERYTHROCYTAIRES

(1) IRF : IMMATURE RETICULOCYTE FRACTION

La fraction de réticulocytes immatures (IRF) correspond a I’addition des réticulocytes les plus
fluorescents : MFR et HFR (Figure 48).
> Des valeurs d’IRF élevées avec un nombre normal (ou diminué) de réticulocytes sont
retrouvées chez des patients présentant des dyserythropoiéses ou une éerythropoiese
ineffective (SMD, LAM).
> Des valeurs d’IRF élevées avec un nombre augmenté de réticulocytes sont retrouvées

dans les anémies hémolytiques auto-immunes [169].
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(2) RET-HE : RETICULOCYTE HAEMOGLOBIN
EQUIVALENT

Le RET-He est un parameétre qui renseigne sur le contenu en hémoglobine des réticulocytes :
il permet d’apprécier la synthese d’hemoglobine par la population erythrocytaire
nouvellement produite. Les valeurs de référence du RET-He sont de 28 a 35 pg.

Il a montré un intérét dans le diagnostic des anémies ferriprives, notamment pour des patients
présentant des néphropathies ou des maladies inflammatoires chroniques (dans lesquelles les
marqueurs biochimiques destinés a évaluer le statut en fer tels que la ferritine sont perturbés
et difficilement interprétables). Le RET-He renseigne sur la biodisponibilité du fer en
identifiant des modifications du statut martial de facon précoce (des valeurs faibles indiquent
une carence martiale ou une absence de biodisponibilité pour I'érythropoiése).

Les réticulocytes des patients avec SMD ont un plus grand volume et une concentration en

hémoglobine diminuée par rapport aux réticulocytes de patients sains [170].

B) PARAMETRES PLAQUETTAIRES

(1) IPF : IMMATURE PLATELET FRACTION

L’IPF est déterminé lors de la mesure des plaquettes fluorescentes (PLT-F), par
fluorocytométrie, avec utilisation d’Ac monoclonaux. L’intervalle de référence de I’IPF sur
XN-10°%, établie sur des échantillons sanguins de 2104 patients sains, est de 1,0% & 7,3%.
[171]

La fraction des plaguettes immatures (%-1PF) est obtenue lors de la mesure des plaquettes par
fluorocytométrie (PLT-F). L’IPF désigne les plaquettes dites réticulées, c'est-a-dire contenant
de I’ARN : ces plaquettes présentent une fluorescence plus ou moins importante selon leur
degré de reticulation (Figure 49).

Des valeurs élevees d'IPF traduisent une élévation de la production médullaire de plaquettes.
Leur mesure donne une évaluation de la production de plaquettes par la moelle osseuse a
partir d'un échantillon de sang périphérique, de la méme maniére que la mesure des
réticulocytes renseigne sur la production de globules rouges.

Le %-IPF a déemontré un intérét dans le diagnostic de la thrombopeénie. En effet, des niveaux

élevés de I’IPF sont corrélés avec une augmentation de la destruction des plaquettes au niveau
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périphérique. L’IPF difféere selon que la thrombopénie est centrale (%-IPF faible) ou
périphérique (%-IPF élevé). Cet indice a montré, sur I’automate XN-10®, une sensibilité de
85,1% et une spécificité de 89,3% pour le diagnostic des purpuras thrombopéniques auto-
immuns (PTI) [172].

Dans les SMD, I’insuffisance médullaire qualitative se traduit, au début de la maladie, par une
production accrue de plaquettes. L’indice IPF pourrait donc présenter un intérét dans le
diagnostic des SMD.

(2) H-1PF : HIGH IMMATURE PLATELET
FRACTION

Le principe de mesure est le méme que celui de I’IPF : I’H-IPF correspond a la fraction la

plus fluorescente des plaquettes réticulées.

'C) PARAMETRES LEUCOCYTAIRES

(1) NEUT-SSC

L’indice NEUT-SSC est mesuré par diffraction LASER et fluorocytométrie. L’intervalle de
référence est de 140,91 a 160,46. [163]

Le NEUT-SSC est un parametre pouvant étre utilisé pour détecter les PNN hypogranulés. Il
correspond au barycentre du nuage des PNN, extrapolé sur I’axe des abcisses (Figure 53). Les
PNN hypogranuleux présentent un NEUT-SSC plus bas (déviation vers la gauche du nuage

des PNN), tandis que des valeurs élevées sont le reflet d’une hypergranularite.

Figure 53 : Représentation graphique de I’indice NEUT-SSC http://www.sysmex-europe.com
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(2) NE-WX

Le principe de mesure est le méme que celui du NEUT-SSC.

Le Ne-WX est un paramétre de recherche disponible sur les automates SYSMEX® de derniére
géneération. A I’instar du NEUT-SSC, il renseigne sur la complexite, la granulosité des PNN.
Le Ne-WX est un parametre de dispersion : il correspond a la largeur du nuage des PNN

extrapolé sur I’axe des abscisses (Figure 54).

Figure 54 : Représentation graphique de I’indice Ne-WX http://www.sysmex-europe.com

Ce parameétre n’a pas encore eté étudié dans les syndromes myélodysplasiques. Par rapport au
NEUT-SSC couramment utilisé dans les laboratoires d’hématologie, ce nouveau parametre
présente I’avantage d’étudier la dispersion des polynucléaires neutrophiles. En effet, il est
fréguemment observé dans les SMD une dysgranulopoiése avec coexistence de cellules
pathologiques (hypogranulaires) et de cellules normales, bien granuleuses.

Des valeurs elevees de I’indice Ne-WX sont donc susceptibles de signifier la présence d’une

population hypogranulaire évocatrice, entre autres, d’un SMD.

(3) AUTRES PARAMETRES DE LA LIGNEE
LEUCOCYTAIRE

D’autres parametres de la lignee leucocytaire ont été étudiés dans le cadre des syndromes
myélodysplasiques, surtout sur I’ancienne génération d’automates SYSMEX®. Le NEUT-X et
le NEUT-Y, pour des valeurs respectivement inférieures a 1298 et 398, présentent une
specificité pour la détection des SMD de 94% et 91% (respectivement), et une sensibilité de
60% et 56%. Dans les cas de SMD avec une hypogranulation observée en microscopie, la
sensibilité s’éléve & 75% (NEUT-X) et 74% (NEUT-Y).
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ETUDE : OBJECTIF

PARTIE B : ETUDE

I OBJECTIF

Les syndromes myeélodysplasiques constituent un groupe de pathologies hétérogénes du sujet
agé, caractérisé notamment par une ou plusieurs cytopénies a I’hémogramme. La numération
formule sanguine est un examen de routine rapide, non invasif et idéal pour un dépistage.
L’objectif principal de cette étude était de discriminer, a partir d’un simple hémogramme
réalisé sur I’automate XN-10® (Sysmex®, Kobe, Japon), les patients potentiellement atteints
de SMD des autres patients admis au CHU.

L’objectif secondaire était de distinguer les sous-catégories de SMD : avec dysplasie uni- ou
multi-lignée, avec ou sans exces de blastes, avec ou sans sideroblastes en couronne selon
I’OMS 2016.
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I PATIENTS, MATERIEL ET METHODES

I1.1. COHORTE TEMOIN
La cohorte témoin est composée de 2099 patients de plus de 50 ans, hors service
d’hématologie. Ces patients ont bénéficié d’un hémogramme au CHU de Nantes réalisé sur
I’automate Sysmex XN-10®. La population témoin de notre étude est donc constituée de 2099
hémogrammes de routine, incluant a la fois des NFS normales mais aussi des NFS anormales.
La « normalité » et « I’anormalité » des hémogrammes sont déterminées d’aprés les normes
publiées par Troussard et al. dans le Journal of Clinical Pathology en 2013, qui constituent
les valeurs de référence du laboratoire chez I’adulte [173].
La médiane d’age de cette cohorte témoin est de 72,4 ans (écart type : 12,6 ans, range : 50 —
99,5 ans).
Les paramétres de I’hémogramme de la population témoin (2099 patients) sont résumés dans
le Tableau 47 :

Hb (g/dL) VGM (fL) Plaq(G/L) PNN (G/L) Ne-WX

Moyenne 12,4 89,3 257 5,6 324
Ecart-type 2,2 8,3 101,5 41 34
Médiane 12,7 89,5 252 4,5 318
Min 3,2 57,5 1 0,0 18
Max 18,8 124,2 1234 71,4 648

Tableau 47 : Statistiques descriptives de la population totale d’étude

11.2. PATIENTS AVEC SMD AU DIAGNOSTIC

'A) INTRODUCTION
Au total, 113 SMD de novo ont été diagnostiqués au CHU de Nantes et inclus dans I’étude,
sur une période s’étalant de juin 2014 a octobre 2016.
Le diagnostic de SMD est affirmé sur les résultats combinés de la NFS et du myélogramme,
ainsi qu’avec I’analyse cytogénétique, tout en tenant compte des données cliniques et

notamment de I’élimination des autres causes de cytopénie. Les patients inclus ne recevaient
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pas de traitement au moment du diagnostic (pas de transfusions, pas de facteurs de croissance,
pas de chimiothérapie).

'B) AGE
Sur les 113 diagnostics de SMD, I’age médian est de 82.0 ans. Cet 4ge médian est plus

important que ce qui est décrit dans la littérature (aux alentours de 70 ans) (Tableau 48) [4].

Nombre patients Minimum  Maximum Médiane Moyenne  Ecart-type
113 36,4 96,8 82,0 74,7 11,9

Tableau 48 : Description de la cohorte de patients selon I’age au moment du diagnostic de
SMD

D’aprés nos résultats et ceux d’autres cohortes de patients avec SMD, il a été décidé, afin
d’améliorer la spécificité du score de dépistage, d’exclure les patients 4gés de moins de 51
ans. On remarque en effet sur notre cohorte que seulement 5% des patients au moment du
diagnostic de SMD ont moins de 51 ans (Tableau 49, Figures 55 et 56).

Valeur (années)

Maximum 96,8
99% 92,9
95% 89,2
90% 87,7

3™ quartile 82,4
Médiane 77,8

1* quartile 68,8

10% 58,1
5% 51,1
1% 36,5

Minimum 36,4

Tableau 49 : Répartition des ages au moment du diagnostic de SMD
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Fonction de répartition empirique (age (an))
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Figure 55 : Fonction de répartition des 4ges au moment du diagnostic de SMD

Scattergram (age (an))

90

70 +

age{an)

60 1

51,1 5-Percentile

40

30

Figure 56 : Scattergram de répartition des ages au moment du diagnostic de SMD

En excluant ces patients de moins de 51 ans, le nombre de SMD inclus passe de 113 a 108.

C) SEXE
Sur les 108 patients inclus, on dénombre 48 femmes (44%) et 60 hommes (56%), soit un sexe
ratio H/F de 1,25. Cette prédominance masculine des SMD est retrouvee dans la littérature

(sexe ratio de 1,5 a 2 hommes pour une femme) [4].
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D) REPARTITION DES SMD SELON LES CLASSIFICATIONS
éOMS 2008 ET OMS 2016

La classification OMé des SMD a été mise a jour au cours de I’année 2016. Le recueil de
données ayant commencé en 2014, les SMD ont d’abord été stratifiés selon la classification
2008 de I’OMS (Tableau 50 et Figure 57), puis selon I’OMS 2016 (Tableau 51 et Figure 58).

SMD selon OMS 2008 Ef‘(zs/‘;;ifs
AREB1 16 (15)
AREB2 16 (15)
ARS 25 (23)
CRDM 26 (24)
CRDM-RS 8 (7)
CRU 11 (10)
SMD del(50) 48)
LAMG 22
Total 108 (100)

Tableau 50 : Repartition des SMD selon la classification OMS 2008

SMD selon OMS 2016 Ef‘;g/gifs
SMD-EB-1 16 (15)
SMD-EB-2 18 (17)
SMD-RS-DUL 25 (23)
SMD-DML 26 (24)
SMD-RS-DML 8 (7)
SMD-DUL 11 (10)
SMD del(5q) 48)
Total 108 (100)

Tableau 51 : Répartition des SMD selon la classification OMS 2016
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Figure 57 : Répartition des SMD selon la classification OMS 2008

Figure 58 : Répartition des SMD selon la classification OMS 2016

Page | 156



ETUDE : PATIENTS, MATERIEL ET METHODES

Pour analyser les données recueillies et afin de discriminer les SMD entre eux, il a été décidé
de regrouper en sous-classes les SMD de présentation biologique proche (Tableau 52) :
» SMD avec exces de blastes (SMD-EB-1 et SMD-EB-2)
» SMD avec dysplasie multilignée * sidéroblastes en couronne (SMD-DML et SMD-
RS-DML)
» SMD avec dysplasie unilignée (SMD-DUL) et SMD avec del(5q)
» SMD avec sidéroblastose en couronne significative et dysplasie unilignée (SMD-RS-
DUL)
Ce regroupement par classe permet de travailler avec de plus grands effectifs. Les SMD avec
exceés de blastes et les SMD avec dysplasie multilignée contituent les deux tiers des cas
étudiés. Les SMD avec dysplasie unilignée et sidéroblatose en couronne significative
constituent pres d’un quart des inclusions, plus que dans les cohortes habituelles de SMD
(Figure 59).
Ce regroupement par sous-classes de SMD est effectué dans le but de mettre en évidence des

différences clinico-biologiques significatives entre ces 4 entités afin de les distinguer.

SMD Eflzg/(;;ifs
SMD avec exceés de blastes : SMD-EB-1 et SMD-EB-2 34 (32)
SMD avec dysplasie multilignée : SMD-DML et SMD-RS-DML 34 (31)
SMD-RS-DUL 25 (23)
SMD-DUL et SMD 5g- 15 (14)
Total 108 (100)

Tableau 52 : Répartition des SMD en 4 sous-classes

Figure 59 : Répartition des SMD en 4 sous-classes
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-E) REPARTITION DES SMD SELON LES CLASSIFICATIONS
IPSS ET IPSS-R
Le calcul des scores IPESS et IPSS-R est une étape fondamentale pour le clinicien en vue d’une
approche thérapeutique.
Sur les 108 patients de la cohorte, ces scores pronostics ont pu étre calculés chez 93 d’entre
eux (ceux ayant eu un caryotype informatif). Prés de 80% ont un IPSS de risque faible et
intermédiaire-1. Ces résultats sont proches des données provenant du registre du GFM ou
74% des patients ont un IPSS de faible risque (IPSS < 1) et 26% un IPSS de haut risque (IPSS
>1,5) (Tableaux 53 et 54, Figure 60).

Score IPSS Total (%) Avec caryotype (%)

0 54 (50) 43 (46)
0,5 22 (20) 20 (21)
1 11 (10) 11 (12)
1,5 5 (5) 4 (4)
2 10 (9) 9 (10)
2,5 4 (4) 4 (4)
3 2(2) 2(2)
3,5 0 (0) 0 (0)

Total 108 (100) 93 (100)

Tableau 53 : Répartition des SMD selon le score IPSS

Risque selon IPSS Nb patients %
Faible (0) 43 46,2
Intermédiaire-1 (0,5-1) 31 33,3
Intermédiaire-2 (1,5-2) 13 14,0
Eleve (>2) 6 6,5
Faible risque (< 1) 74 79,6
Risque élevé (> 1,5) 19 20,4

Tableau 54 : Répartition des SMD selon le risque défini par I’IPSS

Le calcul de I’'IPSS-R retrouve 12% de patients avec un score tres faible, 57% avec un score
faible et 21,5% avec un score intermédiaire (Tableaux 55 et 56, Figure 61).
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Score IPSS-R Total (%) Avec caryotype (%)

0,5 1(1) 0 (0)

1,5 3(3) 1(1)

25 14 (13) 13 (15)

35 6 (6) 6 (6)

4.5 6 (5) 5(5)

55 2(2) 2(2)

> 6 1(1) 1(1)

Tableau 55 : Répartition des SMD selon le score IPSS-R

Risque selon IPSS-R Nb patients %

Faible (> 1,5-3) 53 57,0

Elevé (> 4,5-6) 8 8,6

Tableau 56 : Répartition des SMD selon le risque défini par I’IPSS-R
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Figure 60 : Répartition des SMD selon le risque défini par I’IPSS

Figure 61 : Répartition des SMD selon le risque défini par I’IPSS-R

Nous étudions donc 2207 hémogrammes réalisés sur I’analyseur XN-10® au sein du
laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes. Parmi cette population d’étude, on dénombre
108 SMD et 2099 NFS de routine.
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‘ 11.3. ANALYSE STATISTIQUE :
|METHODOLOGIE
Les différents SMD et les paramétres de I’hémogramme ont été décrits dans I’ensemble de la
population. Les distributions de ces parametres sont représentées en fonction des sous-
groupes de SMD, en notifiant les p-values lorsque celles-ci sont significatives. Ces
comparaisons ont été réalisées en utilisant le test de Mann-Whitney. Les p-values sont
corrigées a I’aide de la méthode de Holm.
Les NFS ont été regroupées en un seul parametre dichotomique (malades ou témoins), puis
I’association des SMD avec les autres parametres a été mise en évidence via I’utilisation
d’une régression logistique. Une analyse multivariée a été réalisée par une sélection de
variable descendante pas-a-pas. La validation interne du modele a été évaluée par
discrimination et la calibration avec respectivement une courbe ROC (avec son AUC) et le
test de Hosmer-Lemeshow avec une courbe de calibration.
Toutes les analyses ont été effectuées sous le logiciel R (R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria, http://www.r-project.org).
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Il RESULTATS

1i.1. COHORTE GLOBALE

'A) DONNEES DE LA NFS

(1) RESULTATS DE L’HEMOGRAMME

En se basant sur les critéres de Troussard et al. [173], 107 SMD sur les 108 étudiés sortent des
normes sur au moins un des criteres suivants : hémoglobine, PNN, plaquettes, VGM, et/ou
présentent des « alarmes automate ». Parmi les 2099 NFS de routine analysées, 1306 sont

anormales en utilisant les mémes criteres (Tableau 57).

NFS (Hb, VGM, Plag, PNN, Alarmes automate) [173]

Normale Anormale
NFS témoins (de routine) 793 1306
SMD 1 107

Tableau 57 : Distribution des NFS de routine et des SMD en fonction des valeurs normales de
I’adulte

On remarque donc que seule une myélodysplasie reste dans les « normes » du laboratoire,
tandis que plus de 60% des hémogrammes de routine sont « anormaux ». Notre analyse va
donc consister en une comparaison des SMD d’une part, et des 2099 NFS témoins de routine
d’autre part.
Les résultats de I’hémogramme des 108 patients avec myélodysplasie sont résumés dans le
Tableau 58.

Hb VGM Ret Plaq Leuco PNN Ne-

(g/dL) (fL) (G/L) (G/L) (G/L) (G/L) WX

Moyenne 9,9 99,4 64,2 194,6 51 3,1 383,9
Médiane 9,8 100,2 56,8 174,0 4,9 2,5 377,0
Min 4,7 75,4 8,0 2,0 1,1 0,2 1155
Max 14,9 122,0 193,4 484,0 17,9 13,9 648,0

Tableau 58 : Statistiques descriptives de I’hémogramme dans la cohorte de 108 SMD
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Sur le plan de I’anémie (Tableau 59) :
» 100 SMD (93%) présentent une anémie en considérant les valeurs de référence du
laboratoire (Hb < 13,5 g/dL chez les hommes, Hb < 12 g/dL chez les femmes) [173].
» 57 SMD (53%) sont anémiquessi I’on considere le seuil de 10g/dL de I’IPSS [77].
Ces données sont en accord avec les données du GFM qui retrouvent 90% de patients
anémiques au diagnostic. L’anémie est macrocytaire pour 54 SMD (50%), seulement 3 SMD
étant microcytaires (3%) (Tableau 60). Sur la cohorte nantaise (800 SMD au diagnostic,
LMMC exclues, de janvier 1987 a octobre 2009), 61% des patients étaient anemiques selon le

seuil de I’IPSS, et 60% étaient macrocytaires.

Hb (g/dL) Effectifs (%)
<115 88 (81)
<10 57 (53)
<8 12 (11)

Tableau 59 : Repartition de I’hémoglobinémie des 108 SMD

VGM (fL) Effectifs (%)
> 100 54 (50)
> 90 87 (81)
<80 33

Tableau 60 : Repartition du VGM des 108 SMD

Sur le plan de la thrombopénie (Tableau 61) :
» 45% des SMD sont thrombopéniques selon les valeurs normales du laboratoire (Plaq <
150 G/L) [173]
» 25% des SMD sont thrombopéniques selon le seuil de I’IPSS (Plag < 100 G/L) [77].
Dans I’étude nantaise (janvier 1987 a octobre 2009), 30% des SMD présentaient une
thrombopeénie selon ce seuil de 100 G/L.

Plag (G/L) Effectifs (%)
<150 49 (45)
<100 27 (25)

<50 7 (6)

Tableau 61 : Numeération plaquettaire des 108 SMD
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Sur le plan de la neutropénie (Tableau 62) :
» 33% des SMD se présentent avec une neutropénie selon les valeurs normales du
laboratoire (PNN < 1,5 G/L) [173].
» 35% ont une neutropénie selon le seuil fixé par I’'IPSS (PNN < 1,8 G/L) [77], contre
47% sur la cohorte de 800 SMD diagnostiqués au CHU de Nantes entre janvier 1987

et octobre 20009.
» 12% des patients sont neutropéniques selon I’IPSS-R (PNN < 0,8 G/L) [108]
PNN (G/L) Effectifs (%)
<18 38 (35)
<15 36 (33)
<08 13 (12)

Tableau 62 : Repartition des PNN en fonction des seuils du laboratoire, de I’IPSS et de
I’IPSS-R

La médiane de myélémie est de 0,6% (range : 0-18%). Des blastes circulants sont retrouveés
chez 15 patients (14%) (range : 1-15). Dans la cohorte nantaise de 800 SMD, 15% des
patients avaient des blastes circulants (> 1%), dont 6% une blastose sanguine comprise entre 5
et 19%.

Les données concernant le Ne-WX, parametre de dispersion des PNN permettant d’évaluer
leur granularité, ont également été receuillies (Tableau 63). Ce paramétre étant nouveau et
n’ayant encore jamais été étudié, les normes n’étaient pas établies. On peut noter que seuls 10
SMD (9%) présentent un Ne-WX < 300. Plus de deux tiers des patients ont un Ne-WX en
faveur d’une dégranulation des PNN (Ne-WX > 350).

Ne-WX Effectifs (%)
> 400 36 (33)
> 350 75 (69)
<300 10(9)

Tableau 63 : Répartition du Ne-WX des 108 SMD

Sur les 108 SMD de la cohorte, 66 patients (61%) ont une Hb < 11,5¢g/dL associée a un Ne —
WX > 350.
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(2) DONNEES MORPHOLOGIQUES

Concernant la morphologie érythrocytaire sur le frottis sanguin, 53 SMD (49%) présentent

des anomalies. Ces signes de dysérythropoiese sont non spécifiques des SMD (Tableau 64).

Anomalies morphologiques érythrocytaires Nb (%)

Anisocytose 15 (14)
Anisocytose + Poikylocytose 16 (15)
Anisocytose + Macrocytose 11 (10)
Macrocytose 5(5)
Macrocytose + Poikylocytose 1(1)
Hématies a ponctuations basophiles 3(3)
Hématies en cible 2(2)

Tableau 64 : Anomalies morphologiques érythrocytaires sur le frottis sanguin

Des anomalies morphologiques de la lignée granuleuse ont été retrouvées dans 17 SMD
(16%) :

» 7 dysgranulopoiéses modérées (6%), dont 2 associées a une anomalie de type pseudo-
Pelger
8 dysgranulopoieses majeures (> 50% d’éléments dystrophiques) (soit 7%)
1 SMD avec des PNN hypersegmentés
1 SMD avec anomalie pseudo-Pelger isolée

Y V VYV V

11 SMD ne présentent pas d’anomalies morphologiques notables aprés lecture du
frottis sanguin en microscopie optique

Ces anomalies morphologiques de la lignée granuleuse sont probablement sous-estimées. En
effet, certains SMD ne présentaient pas de criteres de relecture définis par les régles
d’expertise du laboratoire.

Concernant la morphologie plaquettaire, 10 SMD présentent une anisocytose plaquettaire,
tandis que seulement trois ont des anomalies plus marquantes : plaquettes géantes (2 SMD), et
micromégacaryocytes circulants (1 SMD).

Ces anomalies morphologiques observees sur le frottis sanguin, non spécifiques pour la
plupart, ne sont donc retrouvées que chez la moitié des patients. Des alarmes déclenchées

automatiquement par I’analyseur pour alerter sur un possible SMD pourraient permettre
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d’augmenter la relecture des lames d’intérét, et donc de mettre en évidence davantage de
signes de dysmyélopoiése sur le frottis sanguin.

B) EXAMENS BIOCHIMIQUES
Les résultats des analyses biochimiques recommandées par le GFM dans sa conférence de

consensus [15] ont eté recueillis (Tableau 65).

Parametre Nb (%) Moyenne Médiane Min Max

Ferritine (ug/L) 83 (77) 650 434 23 2902
CRP (mg/L) 75 (69) 31 15 3,8 134,2
TSH (uUI/mL) 73 (67) 2 2 0,19 7,89
B12 (pg/mL) 79 (73) 675 481 49 2720
B9 (ng/mL) 80 (74) 7 7 2,90 16,10
Créatinine (mg/L) 100 (93) 92 82 38 624

Tableau 65 : Statistiques descriptives des analyses biochimiques des 108 SMD

C) MYELOGRAMME

La lecture et I’interprétation du myélogramme est une étape fondamentale du diagnostic des
SMD. Le décompte des blastes et I’évaluation morphologique des lignées mégacaryocytaire,
granuleuse et érythroblastique sont les parametres incontournables a évaluer.

Sur les 108 SMD inclus, seuls 6 (6%) ne présentent pas de dysplasie significative : 5 SMD
avec exces de blastes (3 SMD-EB-1, 2 SMD-EB-2), et 1 SMD avec dysplasie unilignee sans
sidéroblaste en couronne (SMD-SLD). Dans les deux cas, le caryotype a permis d’affirmer le
diagnostic.

(1) CELLULARITE MEDULLAIRE

La lecture du myélogramme débute par I’évaluation de la cellularité médullaire au faible
grossissement (x 10). Les SMD sont classiquement décrits comme des hémopathies a moelle
riche, contrastant avec les cytopénies périphériques.

Sur notre cohorte, plus de 80% des patients ont une cellularité médullaire normale voir
augmentée, contre 96% pour la cohorte de SMD diagnostiqués au CHU de Nantes jusqu‘en

octobre 2009. Les moelles de cellularité diminuée représentent 16% des SMD (Figure 62).
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Figure 62 : Cellularité médullaire de la cohorte de 108 SMD au diagnostic

(2) LIGNEE MEGACARYOCYTAIRE

L’evaluation de la lignée mégacaryocytaire est réalisée a I’objectif x 10. Cette analyse
cytologique est a la fois quantitative et qualitative. Les mégacaryocytes sont présents en

nombre normal voire augmenté dans 90% des cas (Tableau 66).

Evaluation quantitative Nb (%)

Nombreux 4 (3)
Présence 97 (87)
Rares 313
Absence 8 (7)

Tableau 66 : Evaluation quantitative de la lignée mégacaryocytaire sur frottis médullaire

(3) EVALUATION DE LA BLASTOSE
MEDULLAIRE

L’evaluation de la bastose médullaire est réalisée par deux lecteurs différents, sur au moins
500 cellules (Tableau 67). Un excés de blaste, c’est-a-dire une blastose comprise entre 5 et
19%, est retrouvé dans 32 SMD, dont un seul avec des corps d’Auer.

Blastes (%)

Moyenne 4,8
Médiane 3,0
Min 0
Max 18,0

Tableau 67 : Blastose médullaire des 108 SMD
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(4) EVALUATION DE L’ERYTHROBLASTOSE
MEDULLAIRE

La lignée érythroblastique représente 15% a 25% des cellules totales dans une moelle

normale. Sur notre cohorte, 68 SMD (63%) présentent une érythroblastose médullaire (EB >

25%), et 7 (6,5%) une érythroblastopénie (EB < 10%) (Tableau 68). Sur la cohorte nantaise

de 800 SMD au diagnostic, on retrouvait 49% d’érythroblastose et 9% d’érythroblastopeénie.
EB totaux (%)

Moyenne 30,2

Médiane 29,5
Min 0
Max 70,5

Tableau 68 : Evaluation quantitative de la lignée érythroblastique sur frottis médullaire

(1) ETUDE DE LA MORPHOLOGIE

L’étude morphologique du frottis médullaire s’attache a évaluer le nombre de lignées
dysplasiques, la proportion d’éléments dysplasiques par lignée et le type d’anomalies
morphologiques (Figure 63). Cette étude est fondamentale devant toute suspicion de SMD.

La présence d’au moins une lignée dysplasique est retrouvée dans 102 SMD (94%). Les 6
SMD (6%) pour lesquels ne sont pas retrouvées d’anomalies morphologiques sont 5 SMD
avec exces de blastes (3 SMD-EB-1 et 2 SMD-EB-2) et un SMD avec dysplasie unilignée.
Sur ces 5 SMD avec exces de blastes sans signes de dysmyélopoiése, il est a noter que la
cellularité médullaire était diminuée pour 4 d’entre eux, avec une moelle de richesse
« subnormale », une « pauvre », une «tres pauvre » et une « desertique ». On peut donc
émettre I’hypothese qu’il s’agit davantage d’une «non mise en évidence » de signes de
dysplasie en raison de la cellularité diminuée plus que d’une réelle absence d’anomalie
morphologique (le nombre d’éléments n’étant pas assez important pour pouvoir réaliser une
analyse qualitative du frottis médullaire). Le SMD-DUL ne présentant pas de dysplasie
médullaire correspond a une neutropénie réfractaire (OMS 2008), pour laquelle le diagnostic a
été poseé grace au caryotype avec la mise en évidence d’une t(3;17).

On constate que plus de 40% des SMD présentent une dysplasie isolée, 30% une dysplasie bi-

lignée et 20% une pan-dysplasie (Figure 63).
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Figure 63 : Evaluation de la morphologie cellulaire myeéloide sur le frottis médullaire

I11.2. SMD REPARTIS EN SOUS-CLASSES

A) SMD AVEC EXCES DE BLASTES
Au sein de la cohorie de 108 myélodysplasies, on dénombre 34 SMD avec exces de
blastes (32%) : 16 SMD-EB-1et 18 SMD-EB-2. Parmi ces SMD avec exces de blastes, 13
patients sont de sexe féminin (38%), 21 de sexe masculin (62%), soit un sexe-ratio H/F de
1,6. Concernant I’age de ces patients, la médiane au diagnostic est de 77,4 ans (range : 57,9-
91,2 ans). Les données de I’hémogramme sont résumées dans le Tableau 69.

Parametres Moyenne Meédiane Min  Max
Hb (g/dL) 9.7 9.7 4.7 12.7
VGM (fL) 99,5 98,7 78,1 1220
Réticulocytes (G/L) 75.9 61.0 8.0 296.0
Plaquettes (G/L) 135.7 95.0 8.0 4550
Leucocytes (G/L) 3.7 2.8 1.1 14.5
PNN (G/L) 2.0 11 0.2 9.0
Ne-WX 413.5 394.0 279.0 648.0
IRF (%) 20.3 19.7 2.4 50.9
IPF (%) 13.3 11.6 2.5 334

Tableau 69 : Statistiques descriptives de I’hémogramme des SMD avec exces de blastes
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Sur ces 34 SMD avec excés de blastes, 31 patients ont une anémie (91%), 29 ont une
hémoglobine inférieure a 11,5 g/dL (85%). Un seul patient présente une microcytose
(VGM=78,1fL), tandis que la moitié ont une macrocytose. L’anémie est arégenérative
(Réticulocytes < 100G/L) chez 24 patients (71%).

Concernant la numération plaquettaire, 24 patients ont une thrombopénie (Plag < 150G/L ;
71%), dont 4 une thrombopénie sévere (Plaq < 50G/L ; 12%).

Une neutropénie (PNN < 1,5 G/L) est retrouvee chez 20 patients (59%), tandis que seuls 8
d’entre eux présentent des valeurs de PNN inférieures au seuil décrit dans I’IPSS (PNN <
0,8G/L ; 23%). La blastose médiane est de 3,0% (0%-15%), la myélémie de 1,0% (0%-
18,0%).

L’etude morphologique du frottis sanguin retrouve une dysgranulopoiése dans 10 cas (29%),
dont 6 majeures et une anomalie de type pseudo-Pelger. La morphologie plaquettaire retrouve
6 anisocytoses, ainsi qu’un SMD avec la présence de micromégacaryocytes circulants et un
avec des plaquettes géantes. Des signes de dysérythropoiese (anisocytose, poikylocytose,
macrocytose) sont retrouvés dans 19 cas. Les SMD avec exces de blastes sont ceux qui
présentent le plus d’anomalies morphologiques sur le frottis sanguin.

Le myélogramme retrouve une moelle de richesse normale ou augmentée dans pres de trois
quarts des cas (53% et 20% respectivement). Une cellularité diminuée est plus rare, avec des
moelles de richesse subnormale (3%), pauvre (15%), trés pauvre (6%) voire désertique (3%).
La lignée mégacaryocytaire est bien représentée dans la majorité des SMD avec exces de
blastes (73%), voire augmentée ou trés augmentée (3% respectivement). Les mégacaryocytes
sont diminués dans 21% des SMD avec exces de blastes : rares (3%) et absents (18%). Deux
SMD avec exces de blastes ont une blastose medullaire < 5%, et le diagnostic a pu étre porté
sur les données du frottis sanguin (3% et 4% de blastes dans le sang, respectivement).
L’evaluation morphologique retrouve une dysplasie touchant les trois lignées myéloides dans
30% des cas. Lorsqu’une seule lignée présente des anomalies morphologiques (12 SMD,
18%), ce sont les lignées érythroide (6 SMD) et granuleuse (4 SMD) qui sont les plus
touchées, la dysmégacaryopoiése isolée n’étant retrouvée que dans 2 SMD avec exces de
blastes (Tableau 70).

Page | 170



ETUDE : RESULTATS

Evaluation morphologique médullaire des SMD avec excés de blastes

Dysplasie uni-lignée 12 (18%)
Dysplasie bi-lignée 6 (18%)
Dysplasie tri-lignée 10 (29%)
Absence de dysplasie 6 (35%)

Tableau 70 : Etude morphologique médullaire des SMD avec exces de blastes

B) SMD AVEC DYSPLASIE MULTILIGNEE

Au total, 34 SMD 3(31%) avec dysplasies multilignées ont été inclus, dont 8 avec
sidéroblastose en couronne significative (24%). La médiane d’age est de 79,2 ans (range :
53,2-88,2 ans), avec un sexe ratio H/F de 1,27. Les données de I’hnémogramme sont résumées
dans le Tableau 71.

L’anémie est arégenérative dans 85% des SMD avec dysplasie multilignée, macrocytaire dans
47% des cas, rarement sévere (Hb < 8 g/dL, 12%). Une thrombopénie est présente chez un
peu moins de la moitié des patients (16, 47%) en prenant en compte les valeurs normales du
laboratoire, et seulement chez 21% des SMD en utilisant les seuils de I’'IPSS et de I’'IPSS-R.
Une neutropénie est présente dans 38% des SMD avec dysplasie multilignée. La myélémie
médiane est de 0,4% (range : 0-8,4%).

Parameétres Moyenne Médiane Min  Max
Hémoglobine (g/dL) 10,4 10,2 55 14,9
VGM (fL) 98,7 99,4 80,1 1239
Réticulocytes (G/L) 65,3 62,1 15,0 128,0
Plaquettes (G/L) 179,1 161,0 43,0 505,0
Leucocytes (G/L) 5,2 4,7 1,4 17,4
PNN (G/L) 3,0 2,1 04 137
Ne-WX 370,9 369,5 292,0 504,0
IRF (%) 16,5 15,7 3,4 35,6
IPF (%) 8,2 5,7 01 252

Tableau 71 : Statistiques descriptives des données de I’hémogramme des SMD avec dysplasie

multilignée
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Concernant la morphologie sur le frottis sanguin, seul un SMD-DML montre des signes de
dysgranulopoiése. Les morphologies érythrocytaire et plaquettaire ne montrent pas de signes
francs de dysplasie (6 anisocytoses et poikilocytoses, 6 anisocytoses avec macrocytose pour la

lignée érythroide, 1 anisocytose plaquettaire).

Le myéelogramme retrouve des moelles de cellularité augmentée et normale (11 soit 32% et 20
soit 59% respectivement), et seulement trois moelles de richesse subnormale (9%). La lignée
mégacaryocytaire est, elle aussi, bien représentée : mégacaryocytes en nombre normal (31,
91%) voire augmenté (6%). Seul un SMD (3%) avec dysplasie multilignée ne présente pas de

mégacaryocyte visible sur le myélogramme.

L’etude de la morphologie médullaire montre plus volontiers une dysplasie bi-lignée (25
SMD, 74%), les dysplasies touchant les trois lignées myéloides étant plus rares (9 SMD,
26%). La dysgranulopoiese est retrouvée dans 31 SMD avec dysplasie multilignée (91%) :
modérée dans 28 SMD (dysgranulopoiése > 10%), et majeure dans 3 (dysgranulopoiése >
50%). Une dyserythropoiése est observée dans 33 SMD-DML (94%), dont 28
dysérthropoiéses modérées et 5 majeures. La dysmégacaryopoiese est retrouvée dans 12 cas
(35%).

C) SMD-RS-DUL

Les SMD avec dysplésie unilignée et sidéroblastose en couronne significative représentent
23% des cas inclus dans la cohorte de 108 patients. La médiane d’age est de 75,6 ans (58,4-
96,8), et le sexe ratio H/F est de 1,4 (15 hommes, 11 femmes). Les résultats de
I”’hémogramme sont résumés dans le Tableau 72.

Les SMD-RS-DUL se présentent avec une anémie (selon les normes du laboratoire) dans
100% des cas, I’hémoglobine étant systématiquement inférieure a 11,5 g/dL. Cette anémie est
macrocytaire dans plus de 50% des cas et arégénerative dans 88% (22/25). Les thrombopénies
sont rares dans les SMD-RS-DUL (seulement 3 cas sur 25, soit 12%), avec une médiane de
plaquettes haute par rapport aux autres sous-classes de SMD. La neutropénie est quasi-
absente dans les SMD-RS-DUL de notre cohorte (1 selon le seuil de 1,8 G/L de I'lPSS-R,
aucune en utilisant les normes du laboratoire). La médiane de myélémie est de 0,6% (range :
0-8,5%).
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Parameétres Moyenne Médiane Min Max
Hémoglobine (g/dL) 9,4 9,4 6,7 11,3
VGM (fL) 100,6 100,7 75,4 1194
Réticulocytes (G/L) 63,9 51,5 32,2 1934
Plaquettes (G/L) 310,4 335,0 50,0 484,0
Leucocytes (G/L) 6,4 6,3 32 110
PNN (G/L) 4,2 4,2 1,7 8,0

Ne-WX 389,6 377,0 306,0 509,0
IRF (%) 17,7 14,6 6,8 327
IPF (%) 6,3 5,7 00 171

Tableau 72 : Statistiques descriptives des données de I’hémogramme sur les SMD avec

sidéroblastose en couronne significative et dysplasie unilignée

L’etude morphologique du frottis sanguin retrouve des signes de dyserythropoiése non
spécifiques (2 SMD avec des hématies a ponctuations basophiles, 3 avec des hématies cibles,
et 16 avec une anisocytose et/ou une poikylocytose et/ou une macrocytose). Une

dysgranulopoiese est observée dans 3 cas (dont 1 avec hypersegmentation des PNN, et 1

anomalie de Pelger), et des plaquettes géantes retrouvees dans un SMD.

Le myélogramme est de cellularité augmentée dans 3 SMD, normale dans 19, et diminuée

dans seulement 3 cas (2 moelles subnormales et 1 pauvre). La lignée mégacaryocytaire est

bien représentée dans 23 SMD-RS-DUL (92%).
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D) SMD-DUL ET SMD AVEC DEL(5Q)
Les SMD avec dysblasie unilignée et SMD avec del(5q) constituent 14% des 108
myeélodysplasies étudiées (15 SMD). La mediane d’age est de 79,7 ans (56,5-92,8), avec un
sexe ratio H/F de 0,7 (6 hommes et 9 femmes). Les résultats de I’hnémogramme des SMD-

DUL et SMD avec del(5q) sont résumés ci-dessous (Tableau 73).

Parametres Moyenne  Médiane  Min Max
Hémoglobine (g/dL) 10,3 10,5 7,3 13,1
VEM (L) 99,1 1013 790 1130
Reéticulocytes (G/L) 54.6 48,3 24,0 106,6
Plaquettes (G/L) 1717 149,0 37,0 397,0
Leucocytes (G/L) 5.8 5,2 1,7 17,9
PNN (G/L) 4,0 3,3 1,0 13,9
Ne-WX 378,0 353,0 280,0 5020
IRF (%) 16,1 13,9 2,8 29,4
IPF (%) 9,0 8,7 0 19,4

Tableau 73 : Statistiques descriptives des données de I’hémogramme des SMD avec dysplasie
unilignee et SMD avec del(5q)

L’etude morphologique du frottis sanguin montre 2 anisocytoses plaquettaires, 2
dysgranulopoiéses (dont une majeure) et 4 frottis avec des signes de dysérythropoiéese
(macrocytose, poikylocytose, anisocytose). La myélémie est trés discréte (médiane : 0,6%,
range : 0-5,5%).

La moelle est de cellularité normale dans 12 SMD (1 moelle de cellularité augmentée et 2

subnormales), la lignée mégacaryocytaire est normalement représentée dans 14 SMD (93%, 1
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unique myélogramme avec de rares mégacaryocytes). La dysplasie médullaire des SMD avec
del(5q) est tri-lignée dans 2 cas (dysgranulopoiéeses et dysérythropoiéses modérées, avec
mégacaryocytes aux noyaux hypolobulés) et unilignée dans les 2 autres cas (une
dysgranulopoiese modérée isolée et une dysmegacaryopoiése isolée). Pour les SMD avec
dysplasie unilignée, I’ensemble des anomalies morphologiques concerne la lignée
érythrocytaire (9 dysérythropoiéses modérées > 10% et 2 dysérythropoieses majeures > 50%).

E) COMPARAISON DES SOUS-GROUPES DE SMD
Le Tableau 74 résurﬁe les principaux parameétres d’intérét de I’héemogramme dans le
diagnostic de SMD (hémoglobine, VGM, plaquettes, polynucléaires neutrophiles), ainsi que
les parameétres de recherche potentiellement utiles (Ne-WX pour la lignée granulocytaire, IRF
pour la lignée érythroide et I’IPF pour la lignée plaquettaire). Sont représentés ci-dessous,

pour chaque parameétre, la médiane et la dispersion.

SMD avec

SMD avec . SMD-DUL et
exceés de blastes dysplasie SMD-RS-DUL SMD 5¢-
multilignée
Effectifs 34 34 25 15
Age (année) 77,4 (57,9-91,2) 79,2 (53,2-88,2) 75,6 (58,4-96,8) 79,7 (56,5-92,8)
Sexe ratio (H/F) 1,6 1,3 1,4 0,7
Hb (g/dL) 9,7 (47-127) 10,2(55-149) 9,4 (6,7-11,3) 10,5 (7,3-13,1)
VGM (fL) 98,7 (78,1- 99,4 (80,1- 100,7 (75,4- 101,3 (79,0-
122,0) 123,9) 119,4) 113,0)
Plg (G/L) 95 (8-455) 161 (43-505) 335(50-484) 149 (37-397)
PNN (G/L) 28(1,1-145)  21(0,4-137)  42(1,7-8,0)  3,3(1,0-13,9)
Ne-WX 394,0 (279,0- 369,5 (292,0- 377,0 (306,0- 353,0 (280,0-
648,0) 504,0) 509,0) 502,0)
IRF (%) 19,7 (2,4-50,9) 157 (3,4-35,6) 14,6 (6,8-32,7) 13,9 (2,8-29,4)
IPF (%) 11,6 2,5-33,4)  57(0,1-252)  57(0,0-17,1) 8,7 (0,0-19,4)

Tableau 74 : Comparaison des principaux parametres d’intérét de I’lhémogramme entre les 4

sous-groupes de SMD
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Le Tableau 75 décrit les différents sous-groupes de SMD en fonction des seuils de
I’hémoglobinémie, du VGM, des plaquettes et de la valeur absolue des neutrophiles.

SMD-RS- SMD-DUL

SMD-EB  SMD-DML DUL . etSMD-5q.

Parameétres hémogramme

N (%) N (%) N (%) N (%)

<115 29 (85) 24 (70) 25 (100) 11 (73)

Hb (g/dL) <10,0 20 (59) 14 (41) 17 (68) 6 (40)
<8,0 4 (12) 4 (12) 2 (8) 2 (13)

>100,0 16 (47) 16 (47) 14 (56) 8 (53)

VGM (fL) > 90,0 26 (76) 26 (76) 22 (88) 13 (87)
< 80,0 1(3) 1(3) 1 (4) 1(7)

< 150 24 (71) 16 (47) 3(12) 8 (53)
Plag (G/L) <100 18 (53) 7 (21) 2 (8) 1(7)
<50 4(12) 2 (6) 0 (0) 1(7)

<18 21 (62) 13 (38) 1 (4) 3 (20)

PNN (G/L) <15 20 (59) 13 (38) 0(0) 3 (20)
<0,8 8 (23) 5 (15) 0 (0) 0 (0)

Tableau 75 : Sous-groupes de SMD et seuils des principaux parameétres d’intérét de

I’hémogramme

L analyse plus fine des cytopénies (en tenant compte des normes du laboratoire) montre que
la moitié des patients ont une cytopénie isolée (Figure 64). Les pancytopénies représentent
pres de la moitié des SMD avec exces de blastes (16 patients, 47,1%), contre moins de 10%
des SMD sans exces de blastes (< 5%) (5 patients, 6,8%). Dans ces SMD sans exces de

blastes, prés de deux tiers des patients ont une cytopénie isolée (46 patients, 62,2%).

Figure 64 : Cytopénies selon les normes du laboratoire des 108 SMD
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La majorité des cytopénies isolées sont des anémies réfractaires (81%). Ces 43 anémies
réfractaires concernent pour la moitié des cas des SMD-RS-DUL, et pour un quart des SMD

avec dysplasie multilignée (Figure 65).

Figure 65 : Répartition des anémies isolées au diagnostic en fonction des sous-groupes de
SMD

Le sexe ratio H/F est de 1,3. Les valeurs d’hémoglobine, de plaquettes et de neutrophiles de

ces anémies isolées sont résumées dans le Tableau 76.

Hb (g/dL) Plq (G/L) PNN (G/L)
Moyenne 94 310 4,4
Médiane 9,6 324 3,8
Min 6,0 168 1,7
Max 12,3 505 13,9

Tableau 76 : Statistiques descriptives de I’hémoglobine, des plaquettes et des neutrophiles

dans les anémies isolées des SMD au diagnostic

Les thrombopénies isolées sont retrouvées dans 2 SMD avec exces de blastes (SMD-EB-1), 4
SMD avec dysplasie multilignée (SMD-DML) et un seul SMD avec dysplasie unilignée
(SMD-DUL) (Tableau 77). Pour les 2 neutropenies isolées, on retrouve un SMD-DML et un
SMD-DUL (Tableau 78). Soit pour ces 9 SMD avec thrombopénie ou neutropénie isolée : 5
SMD-DML (56%), 2 SMD-EB (22%) et 2 SMD-DUL (22%).
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SMD avec thrombopénie isolée

Patient (SMD) Hb (g/dL) Plqg(G/L) PNN (G/L)
1 (SMD-EB-1) 12,3 138 2,16
2 (SMD-EB-1) 12,5 127 2,35
3 (SMD-DML) 14,2 53 9,73
4 (SMD-DML) 13,6 122 2,1
5 (SMD-DML) 13,6 129 3,06
6 (SMD-DML) 14,9 128 3,43
7 (SMD-DUL) 12,4 103 1,8
- Moyenne 13,4 114 3,5
- Médiane 13,6 127 2,4
- Min 12,3 53 1,8
- Max 14,9 138 9,7

Tableau 77 : SMD avec thrombopénie isolée : sous-groupes, hémoglobine, plaquettes et

neutrophiles

SMD avec neutropénie isolée
Patient (SMD) Hb (g/dL) Plq(G/L) PNN (G/L)
1 (SMD-DML) 14,6 186 0,99
2 (SMD-DUL) 131 150 0,97

Tableau 78 : SMD avec neutropénie isolée : sous-groupes, hémoglobine, plaquettes et

neutrophiles
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Les données concernant les SMD avec cytopénie isolée dans notre cohorte sont résumées

dans le Tableau 79.

Normes laboratoire IPSS IPSS-R
Al TI NI Al TI NI Al TI NI
N (%) 43 7 (13) 2 (4) 29 4(09) 12(27) 35 8 (17) 4(9)
(83) (64) (74)
Hb 9,6 10,7 13,9 8,6 11,0 11,0 8,2 10,7 12,7
(g/dL) (6,0- (10,0- (13,2- (56- (10,2- (20,1- (4,7- (20,0- (10,9-
12,3) 14,2) 14,6) 9,8) 14,2) 14,2) 9,8) 14,2) 14,1)
Plag 324 66 (23- 168 300 61(45- 61(45- 292 66 (23- 129
(GIL) (168- 98) (150-  (107- 91) 91) (107- 98) (104-
505) 186) 505) 505) 164)
PNN 3,8 1,8 1,0 4,2 3,6 3,6 3,8 1,8 0,6
(GIL) 1,7- (0,8- (1,0- (2,4- (2,4- (2,4- (1,0- (0,8- (0,4-
13,9) 9,7) 1,0) 8,5) 9,7) 9,7) 8,5) 9,7) 0,8)
SMD-
DUL et 6 1 1 5 - 3 5 - -
50-
SMD- 22 - - 14 - - 15 - -
RS-
DUL
SMD- 11 4 1 6 3 6 9 4 3
DML
SMD- 4 2 4 1 3 6 4 1
EB

Tableau 79 : Principales caractéristiques des SMD avec cytopénie isolée en tenant compte des
normes du laboratoire, de I’IPSS et de I’IPSS-R

Les principales caractéristiques quantitatives médullaires des 4 sous-groupes de SMD sont
résumées dans le Tableau 80 : cellularité médullaire, richesse en mégacaryocytes, pourcentage
de blastes et d’érythroblastes médian et la dispersion. Le Tableau 81 résume quant a lui les
anomalies  morphologiques  médullaires :  dysgranulopoiese,  dysérythropoiese et

dysmégacaryopoiese.

Page | 179



ETUDE : RESULTATS

SMD avec

SMD avec . SMD-DUL et
exceés de blastes dysplasie SMD-RS-DUL SMD 5¢-
multilignée
Riche: 7 Riche : 11 Riche : 3 Riche: 1
Normale : 18 Normale : 20 Normale : 19 Normale : 12
Cellularité Subnormale : 5 Subnormale : 3  Subnormale : 2 Subnormale : 2
médullaire Pauvre : 2 Pauvre : 1

Tres pauvre : 2
Désertique : 1

Tres nombreux : Nombreux : 2 Nombreux : 1 Présence : 14

1 Présence : 31 Présence : 22 Rares: 1
Mégacaryocytes Nombreux : 1 Absence : 1 Rares: 1

Présence : 25 Absence : 1

Rares: 1

Absence : 1
Blastes (%) 9 (2-18) 3 (0-4,5) 1,5 (0-3,5) 1,5 (0,5-4,0)
EB totaux 26,0 (0-70,5) 29,3 (7,0-64,0) 288) (11,0- igg) (12,5-

Tableau 80 : Comparaison des principaux parameétres quantitatifs du myélogramme entre les 4

sous-groupes de SMD

SMD avec
SMD avec . SMD-DUL et
exceés de blastes dysplasie SMD-RS-DUL SMD 5¢-
multilignee
- 20/34 (59%) - 31/34 (91%) -> Absence - 3/15 (20%)
Dysgranulopoiese >10%:9 >10% : 28 >10%: 3
>50% : 11 >50% :3
> 22/34 - 33/34 (97%) > 25/25 - 12/15 (80%)
Dysérythropaiise >10% : 19 >10% : 27 (100%) >10% : 10
>50% :3 >50% : 6 >10% : 15 >50% : 2

>50% : 10

Dysmégacaryopoiese -> 12/34 (35%) -> 13/34(38%) -> Absence - 3/15 (20%)

Tableau 81 : Comparaison de la morphologie médullaire entre les 4 sous-groupes de SMD
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11.3. CYTOGENETIQUE
Sur les 108 patients inclus dans la cohorte, I’étude cytogénétique a été réalisée chez 96
patients (89%). Sur ces 96 caryotypes, 93 ont ete analysables (97%, 3 échecs), proportion
similaire a ce qui est retrouvé dans la littérature (97,6%, dans I’étude de Haase D., et al. [31]).
Les caryotypes sont normaux dans 55% des cas, les anomalies les plus fréquentes étant les
del(59) (6,5%), les pertes isolées du Y (3,7%), et les del(20g), monosomies 7, trisomies 8

(2,8% respectivement). Un caryotype complexe est retrouvé dans 6,5% des cas (Figure 66).

Figure 66 : Répartition des caryotypes sur la cohorte de 108 SMD au diagnostic

Les caryotypes complexes sont quasi exclusivement retrouves dans les SMD avec exces de
blastes (6/7), tout comme les monosomies du chromosome 7 (2/3) (Figure 67). Des anomalies
de bon pronostic cytogénetique sont également retrouveées dans ces SDM avec exces de
blastes (perte isolée du Y, del(20q), del(5q)).
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Figure 67 : Répartition des caryotypes des SMD avec exces de blastes

Les anomalies cytogénétiques sont plus rares dans les autres sous-groupes de SMD. Dans les
SMD avec dysplasie multilignée, un seul caryotype complexe et une monosomie 7 sont

retrouvés, le caryotype étant normal dans plus de 70% des cas. (Figure 68).

Figure 68 : Caryotypes des SMD avec dysplasie multilignée

Concernant les SMD avec dysplasie unilignée et sidéroblastose en couronne significative

(SMD-RS-DUL), les caryotypes sont normaux dans 50% des cas et il n’y pas d’anomalies de
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mauvais pronostic. Pres d’un quart des SMD n’ont pas de caryotypes associés dans cette
catégorie (Figure 69). Les caryotypes des SMD-DUL sont représentés dans la Figure 70.

Figure 69 : Caryotypes des SMD avec dysplasie unilignée et sidéroblastose en couronne
significative (SMD-RS-DUL)

Figure 70 : Caryotypes des SMD avec dysplasie unilignée

Les caryotypes ont eté également classés en fonction du pronostic définit par les scores IPSS
(Figure 71) et IPSS-R (Figure 72).
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Figure 71 : Répartition des caryotypes selon le pronostic de I’IPSS

Figure 72 : Répartition des caryotypes selon le pronostic de I’IPSS-R
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I11.4. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE
Le choix de la prise en charge des SMD dépend du score IPSS, qui définit deux grands

groupes de SMD : ceux de faible risque et ceux de haut risque.

A) SMD DE FAIBLE RISQUE
Les SMD de faible risdue sont definis par un IPSS faible (score = 0) ou intermédiaire-1 (score
=0,5-1).
Les SMD de faible risque représentent 80% des SMD inclus dans la cohorte d’étude avec un
caryotype disponible (74 SMD). On y retrouve 15 SMD avec exces de blastes, 28 SMD avec
dysplasie multilignee, 19 SMD avec sidéroblastes en couronne et dysplasie unilignée, 4 SMD

avec del(5q) et 8 SMD avec dysplasie unilignée (Figure 73).

Figure 73 : Répartition des sous-groupes de SMD de faible risque selon I’IPSS

L’abstention thérapeutique et les ASE constituent la majorité des stratégies de premiere ligne
dans les SMD de faible risque (22 et 35 patients respectivement). Les autres stratégies
thérapeutiques sont plus rares: 2 patients ont recu du Iénalidomide, 4 ont bénéficié d’un
support transfusionnel, 1 patient présentant un SMD-EB-1 a été mis sous azacitidine, et un a
été inclus dans le protocole ASTRAL (dans le bras azacitidine + binocrit®). Deux patients ont
été traités pour leurs myélomes, et deux ont eu une prise en charge spécifique de la

thrombopénie (un patient traité par cortancyl® et un par romiplostim) (Figure 74).
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Figure 74 : Traitements des SMD de faible risque

Parmi les patients en abstention thérapeutique, 19 sont restés en simple surveillance durant la
durée de I’étude (86%), 1 patient a recu de I’AZA en seconde ligne (arrét sur intolérance puis
support transfusionnel), et un a été mis sous ASE (Aranesp®) puis sous AZA en raison d’une
évolution de son SMD-RS-DUL en SMD-EB-2 avant d’étre finalement allogreffe.

Parmi les patients ayant recu des ASE en premiere ligne, 24 les ont poursuivis : 14 a la méme
posologie, 12 avec une augmentation des doses (dont 2 avec des transfusions en sus). Deux
patients ont arrété I’EPO sans reprise d’un autre traitement (dont un en raison d’un AVC), et

deux autres en faveur de soins de support, lié a une perte de réponse.

B) SMD DE HAUT RISQUE
Les SMD de haut risque sont definis par un IPSS intermédiaire-2 (1,5-2) et eleve (>2).
Parmi les 108 SMD étudiés, 19 sont de haut risque comprenant 17 SMD avec exces de blastes
(14 SMD-EB-2 et 3 SMD-EB-1) et 2 SMD avec dysplasie multilignée. Les traitements de

premiére ligne des myélodysplasies de haut risque sont résumés dans la Figure 75.
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Figure 75 : Traitements des SMD de haut risque

Plus de 40% des patients ont bénéficié d’un traitement par azacitidine en premiére ligne.
Parmi ces patients traités par agents hypométhylants, 3 ont en plus bénéficié de transfusions
réguliéres, et 1 d’injections d’EPO. Trois patients sont toujours en cours de traitement par
AZA. Deux SMD se sont acutisés en LAM, dont un aprés 7 cures d’AZA. Non éligibles a une
allogreffe, ils ont bénéficié d’un support transfusionnel. Une perte de réponse a été constatée
chez un patient aprés 6 cures, et une rechute objectivée apres 9 cycles avec un myélogramme
montrant 14% de blastes. Ce patient étant inéligible au protocole AZA-LEN, il a bénéficié de
soins de support.

Un patient a été traité par Aranesp® 500ug toutes les trois semaines puis toutes les semaines,
avant d’étre allogreffé en février 2015 apres une perte de réponse et une évolution fibrotique.
Quatre patients ont été inclus dans le protocole AZA+: 1 dans le bras AZA seul, 1 dans le
bras AZA-dépakine, 1 dans le bras AZA-idarubicine et 1 dans le bras AZA-LEN. Le LEN a
été arrété en raison de sa toxicité (poursuite AZA seul), la dépakine également en raison d’une
pancréatite aigué Balthazar E (poursuite AZA seul, patient en RC), I’idarubicine a été stoppée
au bout de 6 cycles sur mauvaise tolérance (poursuite AZA en monothérapie pendant 6
cycles, puis rechute et inclusion dans le protocole SGI-110).

Les « autres » traitements de premiére ligne ont consisté en un soin de support, une allogreffe
géno-identique, un protocole AZA-exjade-Vitamine D et un traitement par LEN (arrét rapide

au bout d’un mois sur mauvaise tolérance, introduction d’AZA en monothérapie).
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I11.5. SCORE DE DEPISTAGE DES SMD

A) LIMITES DU PARAMETRE NEUT-SSC DANS L’AIDE AU

| DIAGNOSTIC DES SMD
Le paramétre NEUT-SSC (Neutro-X sur les automates de la précédente génération de type
XE), qui évalue la complexité et donc la granulosité des neutrophiles, est classiquement
utilisé comme une aide au diagnostic des SMD dans les laboratoires d’hématologie. Nous
avons étudié ce paramétre préalablement a cette étude, afin de préciser sa valeur et son intérét
dans les myélodysplasies.
Les patients témoins (n = 20) présentaient une anémie (Hb médiane : 9,6 g/dL) associée a un
NEUT-SSC bas, c’est-a-dire inférieur a 141 [163]. Ces patients témoins n’avaient pas
d’hémopathies. Une analyse morphologique attentive du frottis sanguin était alors réalisée.
Sur ces 20 témoins :

» 12 ne montraient pas de signes de dysplasie (patients infectés, patients sous
chimiothérapie),

» 1 patient présentait des signes de souffrance cellulaire,

» 1 patient greffé avait des PNN avec une condensation anormale de la chromatine
(anomalie morphologique typiquement retrouvée sous traitement par Cellcept®,
comme c’était le cas pour ce patient).

» seulement 6 patients montraient des signes de dysgranulopoiése (1 modérée pour un
patient sous chimiothérapie et 5 majeures concernant des patients sous chimiothérapie
ou infectés).

En plus de ces témoins sans hémopathie, les données de patients anémiés avec un NEUT-SSC
bas et une hémopathie ont été recensées :

» 14 patients avec une hémopathie non SMD (LAL, LAM, SMP) (Hb médiane = 8,9
g/dL)

> 18 patients avec un SMD prouvé : 1 ne montrant pas de signe de dysplasie, 4 une
dysplasie modérée (Neutro-SSC médian = 138) et 12 une dysplasie majeure (Neutro-
SSC médian = 129).
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Les résultats obtenus ont permis de démontrer que le seuil fixé par Sysmex® pour le NEUT-
SSC n’était pas assez discrimant pour le dépisatge des SMD (Figure 76).
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Figure 76 : Comparaison du Neutro-SSC chez des patients anémiés en fonction du contexte

clinique

Ces travaux nous ont donc encouragés a poursuivre notre travail sur I’intérét de I’analyseur
XN-10® dans le dépistage des SMD, afin de disposer d’un outil d’aide au diagnostic de cette
hémopathie plus performant. Nous avons notamment constaté, sur notre cohorte de 108 SMD
au diagnostic, que le NEUT-SSC est significativement différent entre les myélodysplasies et
les 2000 témoins en analyse univariée (p<0,0001), mais pas en multivariée. L’AUC est de
0,681 [0,606-0,757].

'B) SEUIL DES CYTOPENIES

Il est clairement mentionné dans la classification OMS 2016 que la présence d’une cytopénie
est « la condition sine qua non pour le diagnostic de SMD ». Or, il est indispensable dans le
but d’établir un score de depistage des SMD, de déterminer quels seuils de cytopénies utiliser.
Déterminer ces seuils apparait particulierement important depuis les récentes descriptions des
CHIP [33] [34], ICUS [37] [39] [41], CCUS [38] et IDUS [40], nouvelles entitées de troubles
hématopoiétiques indolents pouvant constituer des états pré-myélodysplasiques.

Les seuils utilisés dans I’OMS pour les cytopénies sont ceux de I’IPSS [77]. Or, les scores

IPSS et IPSS-R sont des scores pronostiques et non des scores diagnostiques : les seuils
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définissant les cytopénies sont plus bas que les valeurs de référence classiquement utilisées au
sein des laboratoires.
En se basant sur la base de données de I’International Working Group for Prognosis in SMD
(IWG-PM), Greenberg et al. constatent qu’en utilisant les seuils de cytopénie de I’OMS, 18%
des patients avec SMD (et 23% de ceux ayant moins de 5% de blastes dans la moelle) n’ont
pas de cytopénie. En utilisant les valeurs de référence du laboratoire, seuls 1,8% des patients
sur les 7012 SMD étudies ne présentent pas de cytopénie [174].
De plus, il existe des variations liées aux origines ethniques, a I’age, et au sexe pour
I’hémoglobine [175], et les plaquettes [176] [177].
En se basant sur cette publication de Greenberg et al., nous avons établis trois tableaux en
déterminant le nombre de cytopénies selon les seuils fixés respectivement par I’IPSS (Tableau
83), I'IPSS-R (Tableau 84) et les valeurs normales du laboratoire (Tableau 82).
Valeurs normales du laboratoire [173] :

e Hb>12,5g/dL chez les femmes

e Hb>13,0g/dL chez les hommes

e Plaquettes > 150G/L

e PNN >1,5G/L

Seuil cytopénies selon critéres du laboratoire

Blastes Pas de cytopénies 1 cytopénie 2 cytopénies 3 cytopénies Total

n % n % n % n % n %
<5% 0 0,0 46 622 23 311 5 6,8 74 100
> 5% 1 2,9 6 17,6 11 32,4 16 47,1 34 100
Total 1 0,9 520 481 34 31,5 21 19,4 108

Tableau 82 : Distribution des 108 SMD selon le nombre de cytopénies en utilisant les valeurs

de reférence du laboratoire, d’apres Greenberg P., et al. [174]

Dans les scores IPSS et IPSS-R, le sexe des patients n’est pas pris en compte dans la
détermination des normes de I’Hb.
Valeurs seuils de I’IPSS (et de I’OMS) définissant une cytopénie [77] :

e Hb<10g/dL

e Plaquettes < 100G/L

e PNN <1,8G/L
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Seuil cytopénies selon critéres de I’IPSS

Blastes  Pas de cytopénies 1 cytopénie 2 cytopénies 3 cytopénies Total

n % n % n % n % n %
<5% 24 32,4 37 50,0 11 14,9 2 2,7 74 100
> 5% 5 1477 8 23,5 12 35,3 9 26,5 34 100
Total 29 26,9 45 41,7 23 21,3 11 10,2 108

Tableau 83 : Distribution des 108 SMD selon le nombre de cytopénies en utilisant les valeurs

seuils définies par le score IPSS, d’aprés Greenberg P., et al. [174]

Valeurs seuils de I’IPSS-R définissant une cytopénie [108] :
e Hb < 10g/dL
e Plaquettes < 100G/L
e PNN <0,8G/L

Seuil cytopénies selon criteres de I'lPSS-R

Blastes  Pas de cytopénies 1 cytopénie 2 cytopénies 3 cytopénies Total

n % n % n % n % n %
<5% 30 40,5 36 48,6 8 10,8 0 0,0 74 100
> 5% 7 20,6 11 32,4 13 38,2 3 8,8 34 100
Total 37 34,3 47 43,5 21 194 3 2,8 108 100

Tableau 84 : Distribution des 108 SMD selon le nombre de cytopénies en utilisant les valeurs

seuils définies par le score IPSS-R, d’aprés Greenberg P., et al. [174]

Les résultats obtenus sur les 108 SMD inclus sont similaires a ceux retrouves dans I’étude de
Greenberg et al. En utilisant les valeurs de référence du laboratoire, seul un patient ne
présente pas de cytopénie (0,9%), contre 29 pour I’IPSS (27%) et 37 pour I’IPSS-R (34%).
Parmi les 29 SMD ne présentant pas de cytopénies selon les critéres de I’IPSS, on dénombre 5
SMD avec excés de blastes (SMD-EB-1), 8 SMD-RS-DUL, 10 SMD avec dysplasie
multilignée (SMD-DML), 4 SMD-DUL et 2 SMD avec del(5q).

Ces travaux de Greenberg permettent de mettre en avant le fait que les deux principaux scores
utilisés dans les SMD sont des scores pronostics. Les seuils définissant les cytopénies a
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prendre en compte lorsque qu’un SMD est suspecté seraient donc plutot ceux du laboratoire

qui correspondent aux valeurs normales de I’adulte.

'C) PARAMETRES D’INTERETS : ANALYSE UNIVARIEE ET
éMULTIVARIEE

Afin d’établir un algorithme de dépistage des SMD a partir d’un prélevement sanguin, il est
nécessaire dans un premier temps d’identifier les paramétres d’intéréts permettant de

discriminer SMD et témoins.

Une analyse univariée et multivariée a été realisee. En univariée, I’age (p=0,0005) et 6
parameétres de I’hémogramme montrent une différence significative entre les SMD et les
témoins. En multivariée, les paramétres de [I’hémogramme qui se sont révélés
significativement différents entre les SMD et les témoins sont I’hémoglobine, le VGM, la
valeur absolue des neutrophiles et le Ne-WX (p<0,0001) (Tableau 85).

MDS Univariée Multivariée
Variable i
Non Oui OR [IC95%)] p OR [IC95%)] p

71.78 £

Age 76.35+9.66  1.03[1.01-1.05] 0.0005 -
12.86

PNN
GI) 6.53 +5.04 3.14+26 0.61 [0.54-0.69] <0.0001 0,62 [0,53-0,73] <0.0001

322.54 +
Ne-WX 2335 389.59+71.6 1.04[1.03-1.04] <0.0001 1,03[1,02-1,04] <0.0001
Hb
(@dL) 12.45 +2.16 9.95+1.93 0.59 [0.53-0.66] <0.0001 0,70 [0,60-0,82] <0.0001
g
VGM
L) 91.02+5.84 99.36+10.62 1.17[1.13-1.21] <0.0001 1,13[1,08-1,17] <0.0001
Plaq 248.69 + 195.84 +

0.99 [0.99-1] <0.0001 -

(G/L) 98.2 126.53

81.83 +
Q-Flag 13.88 94.95+52.42 1.02[1.01-1.03] <0.0001 -

Tableau 85 : Analyse univariée et multivariée du risque de maladie
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I’analyseur (alarme « blastes » par exemple).

Le modele final sur lequel le score sera calculé est donc composé de I’hémoglobine et du

VGM, de la valeur absolue des neutrophiles et du Ne-WX.

En plus de discriminer les patients présentant un SMD des patients témoins, il est intéressant
de rechercher si certains parameétres sont suceptibles de distinguer les sous-groupes de SMD

entre eux :

» I’hémoglobine et le VGM sont significativement différents des témoins (p<0,01), mais

ne permettant cependant pas de différencier les sous-groupes entre eux (Figures 77 et

78).

» dans le sous-groupe des patients avec SMD-RS-DUL, le nombre de plaquettes est

similaire a celui des témoins et donc significativement plus élevé que celui des

patients avec SMD-EB ou SMD-DML (p<0,01) (Figure 79).

» par ailleurs, le taux de PNN est significativement abaissé chez les patients avec SMD-

DML ou SMD-EB par rapport aux SMD-RS-DUL (Figure 80).
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Figure 77 : Comparaison de I’hémoglobinémie entre les témoins et les 4 sous-groupes de

SMD

Page | 193




ETUDE : RESULTATS

Box plots VGM
130 —+
120 +
-+
110 —+
[l
100 + - L }
+ + '
T -|-
90 + 1 J
L -
80 + l . o
L ]
70 - .
VGM témoins VGM SMD VGM SMD-DUL  VGM SMD-DML  VGM SMD-EB  VGM SMD-RS-DUL

Figure 78 : Comparaison du VGM entre les témoins et les 4 sous-groupes de SMD
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Figure 79 : Comparaison de la numération plaquettaire entre les témoins et les 4 sous-groupes
de SMD
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Figure 80 : Comparaison de la numération des neutrophiles entre les témoins et les 4 sous-
groupes de SMD

Nous avons identifié le Ne-WX, nouveau paramétre disponible sur I’analyseur XN-10°
comme étant un parametre d’intérét : il est significativement plus élevé dans les 4 sous-
groupes de SMD que chez les témoins (p<0,01) (Figure 81). Le seuil de discrimination est
fixé a 358,5.
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Figure 81 : Comparaison du Ne-WX entre les témoins et les 4 sous-groupes de SMD
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Conformément a ce que nous avions constaté, le NEUT-SSC s’avére moins informatif que le
Ne-WX : moins de 30% des SMD ont un NEUT-SSC inférieure aux valeurs normales, contre
plus de 70% pour le Ne-WX. En analyse multivariée, il n’y a pas de différence significative

entre les SMD et les témoins pour le NEUT-SSC, contrairement au Ne-WX.

D) EQUATION DU MODELE

(A) SCORE DE DEPISTAGE

L’etude comparative de I’ensemble des échantillons (2099 NFS de routine et 108 SMD) a

permis d’établir une équation du score de dysplasie des SMD a partir d’une NFS :

Score SMD = 1/ (1 + exp( - (-14.5159 — 0.4580 x PNN + 0.0304 x Ne-WX -0.5618
x Hb +0.1044 x VGM) ))

Le Tableau 86 représente les sensibilités et les spécificités du score en fonction du seuil : le
seuil de 0,0467 permet d’avoir une meilleure sensibilité, celui de 0,112 une meilleure
spécificité.

Seuil de positivité du

Sensibilité [IC95%)] Spécificité [1C95%]
Score

0,0467 0.935 [0.869-0.970] 0.844 [0.828-0.859]

0,112 0.861 [0.782-0.915] 0.915 [0.902-0.926]

Tableau 86 : Sensibilité et spécificité du score de dépistage en fonction du seuil fixé

Au seuil de 0,0467, le score permet de dépister 101 SMD sur 108 (94%). Dans la population
témoin, 327 NFS reviennent avec un score positif (16%). Les principales caractéristiques du

score au seuil de 0,0467 sont résumées dans le Tableau 87.
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Statistique Valeur Borne inférieure Borne supérieure

(95%) (95%)

Patients « bien classés » 0,849 0,834 0,864

Patients « mal classés » 0,151 0,136 0,166

Fraction de faux positifs 0,156 0,140 0,171

Fraction de faux négatifs 0,065 0,019 0,110

VPP (Valeur Prédictive Positive) 0,236 0,196 0,276

VPN (Valeur Prédictive Négative) 0,996 0,993 0,999

Risque relatif 59,973 28,783 124,961

Odds ratio 78,188 36,898 165,682

Tableau 87 : Caractéristiques du score de dépistage des SMD au seuil de 0,0467

Au seuil de 0,112 le score permet de dépister 93 SMD sur les 108 étudiés (86%). Chez les
témoins, 178 NFS ont un score positif sur les 2099 analysées (8,5%). Les principales

caractéristiques du score au seuil de 0,112 sont résumées dans le Tableau 88.

Statistique Valeur Borne inférieure Borne supérieure

(95%) (95%)

Bien classes 0,913 0,901 0,924

Mal classes 0,087 0,076 0,099

Fraction de faux positifs 0,085 0,073 0,097

Fraction de faux négatifs 0,139 0,075 0,203

VPP (Valeur Prédictive Positive) 0,343 0,287 0,400

VPN (Valeur Préedictive négative) 0,992 0,988 0,996

Risque relatif 44,292 26,272 74,672

Odds ratio 66,911 38,260 117,018

Tableau 88 : Caracteristiques du score de dépistage des SMD au seuil de 0,112

Le Tableau 89 décrit les caractéristiques statistiques du score « dysplasie » en fonction des
sous-groupes de SMD.
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Au seuil de 0,0467, celui permettant d’obtenir la meilleure sensibilité, le score de dépistage
est négatif chez 7 patients (6,5% des SMD). Les principales caractéristiques de ces 7 SMD

avec score de dépistage non contributif sont résumées dans le Tableau 90.

Parameétres Moyenne Meédiane Min  Max
SMD-EB 0,685 0,843 0,017 1,000
SMD-DML 0,477 0,334 0,003 0,997
SMD-RS-DUL 0,586 0,632 0,055 0,984

SMD-DUL et SMD-5g- 0,441 0,403 0,035 0,989

Tableau 89 : Score de dépistage des SMD en fonction des sous-groupes

SMD Age Sexe Hb VGM Plaq PNN Ne- IPSS Score
(g/dl) (fL) (G/L) (G/L) WX

SMD-EB-1 724 F 12,7 89,1 259 2,14 302 05 0,0170
SMD-5g- 641 M 10,6 79,0 294 13,87 502 0 0,0351
SMD-DML 532 F 11,6 85,8 200 3,4 292 0 0,085
SMD-DML 79,1 F 10,3 89,4 405 8,91 322 0 0,0052
SMD-DML 536 M 13,6 92,2 129 3,06 330 0* 0,0198
SMD-DML 743 F 14,9 100,3 128 3,43 301 0 0,0079
SMD-RS- 584 F 91 110,3 458 2,41 306 0 0,0026

DUL

Tableau 90 : Principales caracteéristiques des SMD avec score de dépistage négatif

En s’intéressant au score des SMD avec cytopénie isolée, on constate que les 7 SMD

présentant un score négatif ont des cytopénies isolées (Tableau 91).

S - Ensemble des Anémie Thrombopénie Neutropénie
core dépistage PSR S L .
cytopeénies isolées isolee isolee isolee
Nb 52 43 7 2
Score négatif 7 (13) 5(12) 2 (29) 0 (0)
Moyenne 0,562 0,514 0,232 0,149
Médiane 0,497 0,585 0,160 0,149
Min 0,050 0,0026 0,0079 0,0735
Max 0,943 0,989 0,521 0,225

Tableau 91 : Score de dépistage des SMD et cytopénie isolée
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(B) SCORE COMPLEMENTAIRE
Afin d’améliorer la spécificité du score de dépistage, nous avons décidé de tester un score
complémentaire. Notre stratégie est d’utiliser ce score complémentaire dans un second temps,
lorsque le score de dépistage est positif. Pour ce faire, nous avons analyse des parametres des
lignées erythrocytaire et plaquettaire : les réticulocytes (RET) et I’IRF d’une part, I’'IPF et
I’H-1PF d’autre part.
Ces données ne sont pas disponibles pour I’ensemble des SMD inclus, ni pour tous les
témoins. En effet, I’IRF d’une part et I’IPF et I’H-IPF d’autre part nécessitent d’avoir realise
la numeération des réeticulocytes et I’analyse des plaquettes fluorescentes (PLT-F). Or, ces
analyses ne sont pas systématiquement réalisées, nécessitant de repasser les tube sur
I’automate dans les 6 heures suivant le prélevement idéalement, ce qui n’a pu étre réalisé pour
I’ensemble des SMD : 83 SMD ont des données complétes avec réticulocytes et PLT-F (soit
77% des SMD totaux). Les témoins « complets » (avec dosage des réticulocytes et analyse
des plaquettes fluorescentes) sont au nombre de 1089.
L’analyse des réticulocytes ne montre pas de différence significative entre les témoins et les
SMD (Tableau 92, Figure 84).

RET RET RET SMD- RET SMD- RET RET SMD-
témoins  SMD DUL DML SMD-EB  RS-DUL
RET témoins 1 0,999 0,792 0,832 0,976 0,331
RET SMD 0,999 1 0,975 0,930 0,998 0,873
RET SMD- 0,792 0975 1 0,757 0,967 1,000
DUL
RET SMD- 0,832 0,930 0,757 1 1,000 0,420
DML
RET SMD- 0,976 0,998 0,967 1,000 1 0,929
EB
RET SMD- 0,331 0,873 1,000 0,420 0,929 1
RS-DUL

Tableau 92 : p-values des réticulocytes des témoins et des SMD
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Figure 82 : Box plots des réticulocytes des témoins et des SMD

L’etude du rapport de Hb/RET montre des différences significatives entre les témoins et les
SMD (p<0,0001), et également entre les témoins et certains sous-groupes des SMD : SMD-
DML (p<0,0001) et SMD-RS-DUL (p=0,002). 1l n’y a pas de différence significative pour les
autres sous-groupes : SMD-DUL (p=0,862) et SMD-EB (p=0,055).

L analyse des IRF(%), qui représente la fraction immature des réticulocytes (Figure 48) est

résumée dans le Tableau 93 et la Figure 85.

IRF(%)  IRF(%)  IRF(%) IRF(%) IRF(%) _ IRF(%) SMD-

Témoins SMD  SMD-DUL SMD-DML SMD-EB  RS-DUL
Nb 576 83 12 30 21 20
Médiane 6,40 15,20 13,70 15,65 19,80 14,45
Moyenne 7,04 16,90 14,38 15,95 19,75 16,86
Min 0,50 2,40 2,80 5,30 2,40 6,80
Max 21,90 38,00 29,40 35,60 38,00 32,70
Ecart- 3,64 878 878 7,54 10,87 7.90
type (n-1)

Tableau 93 : Statistiques descriptives de I’IRF(%) chez les témoins et dans les sous-groupes
de SMD
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Figure 83 : Box plots IRF(%) des témoins et des SMD

L’IRF(%) se révele plus probant que les réticulocytes, montrant une différence significative

entre témoins et sous-groupes de SMD, a I’exception des SMD-DUL (Tableau 94).

0,
IRF%) IRF(%) IRF%)  IRF(%)  IRF(%) Sul\jl[:)(-é)s-
Témoins SMD  SMD-DUL SMD-DML SMD-EB o
0,
XA 1 <0000 5025  <00001 <00001  <0,0001
Témoins 1
IRF(%) SMD  <0,0001 1 0,926 0,999 0,881 1,000
) 0025 0,926 1 0,992 0,678 0,907
SMD-DUL ! ! ! ! !
IRF(%)
o0 L <0001 0999 0992 1 0,830 1,000
IRF(%)
IRF(e) <00001 0881 0,678 0,830 1 0,956
IRF(%)
SMD-RS-  <00001 1,000 0,907 1,000 0,956 1
DUL

Tableau 94 : p-values de I’IRF(%) des témoins et des SMD

En considérant le rapport IRF/RET, une différence significative est retrouvée entre les
témoins et les SMD-DUL (p=0,002). Cependant, I’AUC issu de la courbe ROC est
insuffisante pour faire de I'IRF(%) seul un paramétre discriminatoire applicable
(AUC=0,823).
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Nous avons effectué la méme analyse sur la lignée plaquettaire en étudiant I’IPF(%) et I’H-
IPF(%), parametres qui renseignent sur la fraction des plaquettes réticulées, c’est-a-dire
contenant encore de ’ARN. Il a été démontré que des taux élevés d’IPF traduisaient une
production active de plaquettes par les mégacaryocytes médullaires. Les donnees de I’'IPF(%)

et de I’H-IPF(%) sont résumées dans les Tableaux 95 et 96.

Variable N Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
IPF(%) témoins 576 0,500 19,300 3,211 2,076
IPF(%) SMD 83 0,040 33,400 9,296 7,341
IPF(%) SMD-DUL 12 0,048 19,400 8,544 6,255
IPF(%) SMD-DML 30 0,094 25,200 8,779 6,679
IPF(%) SMD-EB 21 2,500 33,400 13,304 9,550
IPF(%) SMD-RS-DUL 20 0,040 17,100 6,315 4,236

Tableau 95 : Statistiques descriptives de I’IPF(%) des témoins et des SMD

Variable N Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
H-IPF (%) témoins 576 0,100 8,300 0,972 0,795
H-1PF (%) SMD 83 0,300 21,800 4,380 4,109
H-IPF (%) SMD-DUL 12 1,300 8,200 3,750 2,245
H-1PF (%) SMD-DML 30 0,600 13,300 4,067 3,300
H-IPF (%) SMD-EB 21 0,700 21,800 6,724 6,128
H-1PF (%) SMD-RS-DUL 20 0,300 10,100 2,765 2,136

Tableau 96 : Statistiques descriptives de I’H-IPF(%) des témoins et des SMD

L’analyse des p-values objective des différences significatives entre les témoins et les SMD
(p<0,0001), et entre les témoins et les SMD-DML et SMD-EB (p<0,0001), ainsi qu’avec les
SMD-RS-DUL (p=0,004). La différence n’est pas significative avec les SMD-DUL
(p=0,008). Le rapport IPF/Plag n’apporte pas d’avantage marquant, retrouvant toujours une
différence significative entre témoins et SMD, SMD-DML, et SMD-EB (p<0,0001), et une
différence a la limite de la significativité pour les SMD-DUL (p=0,005). Le rapport IPF/Plag
ne permet par contre pas de distinguer les témois des SMD-RS-DUL (p=0,147), ce qui est
logique puisque les plaquettes de ces myélodysplasies ne difféerent pas de celles des témoins
contrairement aux autres SMD (p=0,430).

L’analyse de I’H-IPF(%) permet de mettre en évidence des résultats prometteurs, en montrant
des différences significatives entre les témoins et I’ensemble des sous-groupes de SMD
(p<0,0001) (Tableau 97, Figure 86).
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- - - 0,
N I L ORI (D BRAWAR
el oyl SMD-DUL SMD-DML SMD-EB R
H-IPF (%) =
témoins 1 00001 <0001  <00001  <00001  <0,0001
H-IPF (%)
SMD <0000l 1 1,000 1,000 0,738 0,650
H-IPF (%)
smp-puL <9000 1,000 1 1,000 0,976 0,824
H-IPF (%)
SMD.ONL  <00001 1,000 1,000 1 0,779 0.747
H-IPF (%)
SMD.EB <0,0001 0738 0976 0,779 1 0,267
H-IPF (%)
SMD-RS- <0,0001 0,650 0,824 0,747 0,267 1
DUL

Tableau 97 : p-values de I’H-IPF(%) des témoins et des SMD
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Figure 84 : Box plots H-1PF(%) des témoins et des SMD

Le meilleur paramétre de discrimination est donc I’H-IPF(%), qui n’apporte toutefois pas a lui
seul une contribution suffisante (AUC=0,878).
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En combinant I’IRF(%) et I’H-1PF (%) au sein d’une seconde équation avec I’hémoglobine, le
VGM, la valeur absolue des PNN et le Ne-WX, I’AUC atteint 0,983 [0,974-0,992] (vs 0,944

pour le score de dépistage) :

Score complémentaire SMD = 1/ (1 + exp(- (-2.7118 — 0.3786 x PNN + 0.0188 x Ne-
WX -0.9848 x Hb +0.0573 x VGM + 0.0775 x IRF% + 0.3870 x H-IPF)))

La sensibilité est de 0,940 [0,862-0,977] et la spécificité de 0,944 [0,929-0,956] (vs 0,935 et
0,844 respectivement pour le score de dépistage).

Les parameétres IRF(%) et H-IPF(%) semblent donc constituer une piste intéressante dans
I’optique d’améliorer la spécificité du score de dépistage et donc de diminuer le nombre de
faux positifs. Ce score est encore en cours d’élaboration, et devra étre amélioré par un test sur
une cohorte de validation issue de I’activité de routine impliquant la numération des
réticulocytes et des plaquettes fluorescentes pour I’ensemble des patients ayant une NFS au
CHU de Nantes.

B) PERFORMANCES DU MODELE

Concernant la discrimination du score de dépistage, I’AUC est de 0.944 [1C95% : 0.93-0,97]
(Figure 82).

Courbe ROC: Score SMD (seuil 0,0467)
AUC=0,944
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Figure 85 : Courbe ROC du score de dépistage des SMD
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La calibration du modéle est bonne, les valeurs prédites sont presque similaires aux valeurs
observées. Le test de Hosmer-Lemeshow est non significatif (p=0.82), ce qui correspond a

une bonne adéquation du modele (Figure 83).

Calibration curve
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Figure 86 : Courbe de calibration du modéle
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v DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons donc étudié une cohorte de 108 SMD au diagnostic, patients
n’ayant recu aucun traitement avant la NFS d’inclusion (a savoir pas de transfusions dans les
3 derniers mois, de chimiothérapie récente ni d’EPO). Nous avons ensuite identifié les
parameétres d’intéréts de I’hémogramme, a savoir ceux montrant des différences significatives
entre les patients avec un SMD et des patients témoins. Les témoins sont des patients de plus
de 50 ans, hors service d’hématologie (hospitalisation et consultation), et ayant eu une NFS au
CHU de Nantes réalisée sur I’automate XN-10®. Les hémogrammes de ces témoins sont
normaux (793 patients) ou anormaux (1306 patients) selon les criteres établis par Troussard et
al. [173].

Il est a noter que deux myélodysplasies classees en SMD avec exces de blastes présentent une
blastose médullaire < 5%. Pour le premier, on retrouve 3% de blastes sur le sang et une
dysgranulopoiése significative. Sur le prélevement médullaire, une dysgranulopoiese majeure,
une dysmégacaryopoiese et une dyséthropoiése modérée sont observées. Un second
myélogramme, réalisé a distance, confirmera le diagnostic de SMD-EB-1 avec cette fois la
mise en évidence d’un excés de blastes médullaires. Pour le second SMD, le diagnostic a
également été posé sur la présence d’un exces de blastes sur le sang (4%). Il s’agit donc d’un
SMD-EB-1, pour lequel une dysérythropoiese médullaire est retrouvée (avec 22% de
sidéroblastes en couronne) ainsi qu’une trisomie 8 au caryotype. Le patient est suivi au centre
de cancérologie René Gauducheau, et nous n’avons pas eu de prélévement de confirmation.
Dans les anémies réfractaires avec sidéroblastes en couronne et dysplasie unilignée (SMD-
RS-DUL), trois patients ont, sur I’lhémogramme du diagnostic, des plaquettes supérieures aux
normes du laboratoire (150-450 G/L). Deux d’entre eux (Plaquettes a 458 G/L et 464 G/L
respectivement) ont eu une recherche de la mutation V617F de JAK2, revenue négative, dont
un avec des mutations de TET2 et d’ASXL1 retrouvées en NGS. Pour le troisieme (Plaquettes
= 484 G/L), non suivi au CHU de Nantes, la recherche de la mutation JAK2 n’a pas été
effectuée mais la numération plaquettaire s’est normalisée sur les hémogrammes suivants.
N’ayant donc pas d’arguments formels pour une ARSI-T, nous avons décide de les inclure en
tant que SMD-RS-DUL.
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Les données biochimiques montrent, pour la ferritine et la CRP, des valeurs trés élevees
nécessitant de faire le diagnostic différentiel avec des cytopénies et des dysmyélopoieses
d’origine inflammatoire. Les valeurs « extrémes » de ferritine (2899 ug/L, 2735 pg/L, 2730
ug/L, 1915 pg/L) correspondent a 3 SMD-EB-2 et 1 SMD-RS-DUL. La valeur la plus forte
de CRP (132,4 mg/L) correspond a un SMD-EB-2. Les patients incluent dans la cohorte
présentant des ferritines et/ou CRP élevées ont des SMD dont la cytologie (SMD-EB-2 et
SMD-EB-1, SMD-RS-DML, SMD-RS-DUL) et le caryotype (caryotype complexe avec
del(5q), del(7q) avec réarrangement d’EVI-1) ont permis de poser le diagnostic. Un patient
avec une ferritine & 1124 pg/L a eu un diagnostic de SMD-DUL confirmé sur un second
prélevement médullaire, a distance.

L’analyse des données de I’hémogramme nous a permis de dégager 4 parameétres
significativement différents entre les témoins et les SMD en analyse multivariée :
I’hémoglobine, le VGM, la valeur absolue des neutrophiles et le Ne-WX (p<0,0001). Le Ne-
WX est un parameétre de dispersion des neutrophiles qui a été étudié pour la premiere fois
dans ce travail et a montré des résultats significatifs dans I’évaluation de la dysgranulopoiese.
Nous avons donc établi, & partir de ces 4 paramétres de I’hémogramme, un algorithme
multiparamétrique permettant de dépister les myélodysplasies avec une sensibilité de 94% et
une spécificité de 84% au seuil retenu.

Le choix du seuil est influencé par la politique du laboratoire : choisir un seuil plus bas
permet de dépister davantage de SMD mais génére un nombre de faux positifs et donc de
lames & relire en microscopie optique plus important. Nous avons décidé de retenir le seuil de
0,0467, qui permet d’obtenir la meilleure sensibilité et donc les meilleures « performances »
du point de vue du dépistage (odds ratio = 78,2). Ce choix de la sensibilité s’integre dans la
politique d’un laboratoire de CHU travaillant avec un service d’hématologie clinique de
référence, et ne sera pas obligatoirement le méme dans un centre hospitalier périphérique ou
dans un laboratoire privé. Toutefois, quelque soit le seuil choisi, le score de dysplasie est
contributif pour la déetection des SMD en pratique de routine, et ce méme pour les SMD de
faible risque. Le score permet d’alerter le biologiste et les techniciens d’hématologie en
générant une alarme « dysplasie ».

Sur les 108 SMD étudiés dans notre étude, le score de dépistage est négatif chez 7 patients,

soit 6,5% des SMD totaux. Parmi ces faux négatifs, on dénombre 1 SMD avec exces de
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blastes (SMD-EB-1), 1 SMD avec del(5q), 1 SMD-RS-DUL et 4 SMD avec dysplasie
multilignee (Tableau 83). On constate que les patients avec un score de dépistage négatif sont
plus jeunes que dans la cohorte globale (médiane de 68,3 ans), avec 3 patients ages de moins
de 60 ans dont 2 de moins de 55 ans. Les scores IPSS sont faibles pour 6 SMD et
intermédiaire-1 pour le dernier. On observe également que parmi ces 7 SMD, 1 ne présente
aucune cytopénie (aux seuils du laboratoire et de I’'IPSS), 4 une anémie isolée (au seuil du
laboratoire, 1 seule selon I’IPSS) et 2 une thrombopénie isolée (mais 0 selon I’IPSS).

» Le SMD avec del(5q) se caractérise du point de vue cytologique par une dysplasie
mutilignée au niveau médullaire et une dysgranulopoiése majeure sur le frottis
sanguin, objectivee notamment par un Ne-WX augmenté. Le caryotype médullaire
montre une del(5q) associée a une t(20 ;21) et I’analyse moléculaire un variant du
géne RUNX1 de signification indéterminée. Le diagnostic de cette dysplasie est donc
aisé, de par la cytologie et la cytogénétique informatrices.

» Le SMD avec exces de blastes s’accompagne d’un clone de LGL T dans la moelle
(17% des lymphocytes médullaires). Le myélogramme montre 7,5% de blastes et une
dysérythropoiese significative > 10%. Le patient est en abstention thérapeutique et
bénéficie d’un suivi régulier de I’hémogramme.

» Pour les 4 SMD avec dysplasie multilignée, on remarque que 3 correspondent a des
myélodysplasies débutantes. Une a été découverte sur une thrombopenie isolée avec
une macrocytose, une dysgranulopoiese et une dysérythropoiese significatives et 3,5%
de blastes sur le myélogramme. Il a été conclu a un SMD associé a une trombopénie
périphérique. La seconde myélodysplasie a été confirmée sur un deuxiéme
prélevement medullaire, montrant des résultats similaires et confirmant donc le
diagnostic. Le troisieme SMD-DML a été decouvert lors d’un bilan pré-
transplantation sur une exploration d’une thrombopénie isolée. Le myélogramme a
montré une dysmégacaryopoiése et une dysgranulopoiése significatives. Ces 3 patients
ont donc des SMD de faible risque (IPSS = 0), en abstention thérapeutique et
bénéficient d’une simple surveillance biologique. Le dernier SMD-DML présentant un
score de dépistage non contributif se présentait avec une anémie normocytaire peu
régénérative et le myélogramme montrait des images compatibles avec une

myeélodysplasie (dysgranulopoiése, dysérythropoiése et mégacaryocytes aux noyaux
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hypolobeés). Le patient présentait une tumeur vésicale avec saignements associes. Le
contréle sur un second myélogramme n'a pas retrouvé ces signes de dysplasie, et il a
alors été conclu a une anemie par carence martiale sur saignement vésical.

» Le SMD-RS-DUL présentait une cytologie pathognomonique, avec un myélogramme
montrant une dyserythropoiése majeure associée a 60% de sidéroblastes en couronne
sur la coloration de Perls.

Ces faux négatifs sont des SMD de score IPSS < 0,5 et de score IPSS-R tres faible (1 SMD) et
faible (6 SMD). Les 7 SMD négatifs au score de dépistage correspondent donc a des
myélodyslasies de faible risque, toutes restées en abstention thérapeutique. Parmi ces 7 SMD,
un n’en est en fait pas un, ce qui nous laisse donc 6 faux négatifs, soit 5,6% des SMD totaux.
On peut estimer que le diagnostic est aisé pour au moins la moitié d’entre eux (SMD-50-
grace au caryotype informatif, SMD-EB et SMD-RS-DUL de par la cytologie évocatrice).

La fraction de faux positifs est de 15,6% au seuil retenu. Notre prochain objectif est donc
d’améliorer la spécificité du score et de diminuer le nombre de faux positifs afin de réduire au
maximum la genération de lames « inutiles », c’est-a-dire pour des patients ne présentant pas
de SMD. En effet, une part trop importante de faux positifs engendrerait une surcharge de
lames & relire en microscopie optique. Pour ce faire, notre stratégie est de disposer d’un
algorithme de dépistage et de le compléter, en cas de positivité et dans un second temps, par
un score complémentaire permetant d’améliorer la spécificité. En se basant sur les données de
la littérature et sur la physiopathologie des SMD, nous avons étudié des parametres de la
lignée érythrocytaire (réticulocytes, rapport réticulocytes/némoglobine, IRF) et des
parameétres de la lignée plaquettaire (IPF, H-IPF). En effet, dans la phase précoce de la
maladie, les SMD se caractérisent par un excés d’apoptose qui entraine un avortement
intramédullaire des précurseurs myéloides et donc une hématopoiése inefficace avec une
prolifération d’aspect dysplasique. Les fractions immatures des réticulocytes (IRF) et des
plaquettes (IPF et H-IPF) correspondent aux cellules jeunes venant d’étre relarguées dans la
circulation et sont considérées comme des indicateurs de la régénération médullaire.

Cette seconde analyse a été réalisée sur un groupe restreint par rapport au groupe initial, avec
83 SMD sur les 108 inclus au total dans la cohorte. En effet, les données des réticulocytes et
des plaquettes fluorescentes ne sont pas disponibles pour tous les patients.
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Nous avons observé qu’il n’y avait pas de différence significative entre les SMD et les
témoins sur les réticulocytes (p=1), ni sur le rapport réticulocytes/hémoglobine. Nous avons
par contre constaté une différence significative entre SMD et témoins sur le parametre IRF(%)
(p<0,0001). De plus, tous les sous-groupes, hormis les SMD-DUL (p=0,07), ont un IRF(%)
significativement différent des témoins (p<0.0001 pour les SMD avec exceés de blastes, les
SMD avec dysplasie multilignée et les SMD avec sideroblatose en couronne significative et
dysplasie unilignée). Des IRF élevés, associés a des réticulocytes en nombre normal ou
diminué, sont retrouvés chez des patients présentant des dysérythropoiéses ou une
érythropoiese ineffective, comme c’est le cas dans les SMD. De la méme maniere, I’étude
plaquettaire a permis d’identifier I’H-IPF(%) comme étant le meilleur parametre de
discrimination : il permet de distinguer non seulement les SMD des témoins, mais aussi
chacun des sous-groupes de SMD avec les témoins (p<0,0001).

Pris séparément, IRF(%) et H-IPF(%) ne peuvent constituer a eux seuls des parameétres
discriminants (AUC de 0,823 et 0,878 respectivement). Toutefois, combinés au sein d’un
algorithme multiparamétrique avec I’hémoglobine, le VGM, la valeur absolue des
neutrophiles et le Ne-WX, I’AUC atteint 0,983 avec une sensibilité de 94% et une spécificiteé
de 94%. Pour la population étudiée, ce « score de confirmation » permet d’obtenir 94% de
vrais négatifs, 94% de vrais positifs, 6% de faux positifs et 6% de faux négatifs.

Cette stratégie en deux étapes apparait donc prometteuse en faisant passer la fraction de faux
positifs de 15,6% pour le score de dépistage a moins de 6% lorsque sont ajoutés I’IRF(%) et
I’H-1PF(%). La réalisation de ce score n’est toutefois pas envisageable en premiére intention,
les réactifs nécessaires a la numération des réticulocytes et des plaquettes fluorescentes étant
relativement codteux et non disponibles dans tous les laboratoires. Il semble néanmoins
intéressant de le développer pour les laboratoires de CHU ou le nombre de lames générées par
les automates et nécessitant une relecture au microscope optique est déja tres important.

Nous nous sommes également intéressés aux SMD avec dysplasie unilignée. Ces
myélodysplasies constituent un sous-groupe de SMD dont le diagnostic peut étre difficile a
établir avec certitude. Il est intéressant de noter que sur les 11 SMD-DUL de notre cohorte,
tous ont un score de dépistage positif au seuil choisi (et 9/11 au second seuil moins sensible).
La moitié des SMD inclus dans notre cohorte présente une cytopénie isolée, dont 81% une

anémie isolée. Nous nous sommes intéresses plus en détail a ces myélodysplasies, d’une part
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en raison de leur fréquence, et d’autre part car il peut étre difficile dans certains cas d’affirmer
avec certitude leur diagnostic. Seules 7 thrombopénies (5 femmes et 2 hommes) et 2
neutropénies isolées (2 femmes) sont retrouvees, soit 2% des SMD totaux pour les
neutropénies isolées (4,1% des SMD avec cytopénie isolée) et 7 % pour les thrombopénies
isolées (soit 14,3% des SMD avec cytopénie isolée).

La neutropénie y est modérée (Tableau 77), la thrombopénie également sauf pour un patient
présentant des plaquettes a 50 G/L (Tableau 78). Il est sans doute utile pour ces patients
présentant une thrombopénie marquée et isolée de rechercher une part périphérique, comme
c’est le cas pour ce patient ou la découverte d’un SMD avec dysplasie multilignée s’est faite
en 2014 sur une bicytopénie initiale (anémie normocytaire qui s’est corrigée par la suite, et
thrombopénie modérée a 120 G/L).

Pour ces 9 cas de thrombopénies/neutropénies isolées, on retrouve 5 SMD-DML (56%), 2
SMD-EB (22%) et 2 SMD-DUL (22%). Ces résultats sont en accord avec ce qui a été décrit
dans la littérature sur les cytopénies isolées [20]. L’OMS 2008 individualisait ces SMD en
tant que « cytopénie réfractaire avec dysplasie unilignée (CRDU) », en y intégrant les anémies
réfractaires (AR) qui étaient déja présentes dans les classifications FAB (Tableau 2) et OMS
2002 (Tableau 3), mais aussi les thrombopénies réfractaires (TR) et les neutropénies
réfractaires (NR) (Tableau 4). Ces entités étaient définies par une dysplasie unilignée et une
ou deux cytopénies périphériques.

Sur les 1910 patients inclus dans le registre du GFM avant 2010, 29 neutropénies (NI) (PNN
< 1,5 G/L, soit 1,5% des SMD) et 38 thrombopénies isolées (T1) (Plag < 100 G/L, soit 2% des
SMD) ont été recensées. En comparaison et en utilisant les mémes seuils de cytopénie (ceux
de I’IPSS), notre cohorte comporte 12 NI (11% des SMD totaux) et 4 T1 (4%).

Gyan et al. ont étudie 1445 SMD avec une cytopénie isolée, retrouvant 79% d’anémies
isolées, 9% de neutropénies et 12% de thrombopénies (Tableau 97, [20]). Les SMD les plus
fréquemment diagnostiqués dans ces cytopénies isolées sont, comme dans notre cohorte, les
SMD-DML (48% de I’ensemble des patients), les SMD-RS-DUL (20%), et les SMD-EB-1
(10%). Les SMD-DUL sont beaucoup plus rares : les AR représentent 10% des patients avec
anémie isolée, les NR 7% des neutropénies isolées et les TR seulement 2% des thrombopénies
isolées. La classification 2016 de I’'OMS (Tableau 5) n’inclut d’ailleurs plus ces entités. Les
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SMD avec dysplasie multilignée et avec excés de blastes associés a une neutropénie ou une
thrombopénie isolée sont associés a un meilleur pronostic [20].

Les SMD avec cytopénie isolée ne sont donc pas rares, et notre score pourrait représenter une
aide au diagnostic de cette hémopathie chez des patients présentant des cytopénies
inexpliquées, et notamment lorsqu’elles sont isolées.

Le score présente également un intérét en considérant les critéres de revue microscopique du
frottis sanguin établis par le GFHC [178], sur lesquels se basent en partie nombre de
laboratoires d’hématologie dans leur stratégie de relecture au microscope optique des NFS
anormales. Il est intéressant de noter que sur les 108 SMD de notre cohorte, 33 sont négatifs
aux criteres de revues microscopiques proposées par le GFHC, soit prés de 31%. Un tiers des
SMD ne bénéficierait donc pas de relecture en microscopie optique en utilisant ces critéres, ce
qui renforce notre conviction que les seuils a utiliser sont ceux définis par les valeurs
normales chez I’adulte [173]. L’absence actuelle de génération « d’alarmes dysplasie » par les
automates d’hématologie cellulaire s’explique en partie par le fait que les SMD peuvent se
caractériser par des anomalies relativement discrétes mais conjuguées, et ont donc tendance a
« se diluer » dans la routine et a passer entre les mailles des regles établies pour la relecture en
microscopie. Ces constatations montrent donc I’intérét de disposer d’un algorithme

multiparamétrique combinant des donneées des trois lignées myéloides.
D’autres industriels commercialisent des analyseurs d’hématologie cellulaire, notamment les

sociétés Beckman Coulter®, Siemens® et Bayer®. L’intérét de ces automates dans les
syndromes myélodysplasiques a également été étudié [179] [180].
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\Y CONCLUSION

Notre étude montre qu’a partir d’un d’hémogramme réalisé sur I’analyseur XN-10®, et en
utilisant un algorithme multiparamétrique combinant I’hémoglobine, le VGM, la valeur
absolue des neutrophiles et le Ne-WX, il est possible d’utiliser un score prédictif de SMD
présentant une sensibilité de 94% et une spécificité de 84%.

Ce score nécessite, pour pouvoir constituer un véritable outil d’aide au diagnostic des SMD,
d’étre validé sur une cohorte d’un autre centre. Le Pr Platzbecker, hématologue au sein de
I’hopital de Dresde (Allemagne), s’est proposé de valider notre algorithme sur ses patients.
Cette cohorte de validation doit permettre de confirmer les resultats obtenus sur la cohorte de
108 SMD, et est une étape indispensable dans I’optique d’une utilisation en routine.

En plus d’un réle de dépistage, ce score pourrait constituer une aide au diagnostic notamment
dans les SMD débutants ou de faible risque ou ni la cytologie, ni la cytogenétique ne
permettent au clinicien de pouvoir poser formellement le diagnostic de myeélodysplasie. Une
analyse en NGS est alors souvent réalisée chez ces patients pour obtenir un faisceau
d’arguments en faveur d’un SMD. En paralléle de I’analyse moléculaire discutée durant les
Réunions de Concertation Pluridisciplinaire myéloides, il pourrait s’avérer intéressant
d’étudier les scores de ces patients, et ainsi voir s’il peut étre utile et informatif. Une étude sur
des patients (n=30) avec des cytopénies inexpliquées, sans arguments cytologiques et
cytogénétiques suffisants pour affirmer un SMD et devant bénéficier d’une analyse en NGS
est en cours de réalisation pour étendre la portée de I’algorithme.

L’ objectif est de disposer d’un outil d’aide au diagnostic des SMD fiable et accessible.
L’ accessibilité est effective, dans la mesure ou la prise de sang est un examen simple. Le
score de dépistage permet d’avoir une bonne sensibilité, il génére toutefois un nombre encore
trop important de faux positifs. Notre travail devra donc également s’attacher a améliorer le
« score complémentaire » en recueillant davantage de données sur des patients de routine
ayant un hémogramme au CHU de Nantes et ce afin de I’affiner. Les résultats préliminaires
sont encourageants, faisant passer la spécificité du score a plus de 94%.

Nous disposons donc de plusieurs axes de travail pour ameliorer et développer ce score de

dépistage des SMD. Le but est bien sir de diagnostiquer cette hémopathie plus précocément
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et ainsi permettre une prise en charge plus rapide des patients présentant des cytopénies
inexpliquées [ANNEXES II, Il1, 1V, V, VI].
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ANNEXE I : Acquired elliptocytosis in the setting of a refractory anemia with excess
blasts and del(20q), Blood 2016
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ANNEXE 11 : Abstract SFH 2017
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ANNEXE VI : Interest of the XN-10 Analyzer to Screen for Myelodysplastic Syndromes
on Complete Blood Count (CBC) Especially with Hemoglobin Levels and Neut-WX,

Blood online
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Interest of the XN-10 Analyzer to Screen for Myelodysplastic Syndromes on Complete Blood
Count (CBC) Especially with Hemoglobin Levels and Neut-WX
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PharmSciD, Pth* and Marion Eveillard, PharmD, Pth*

1Hematology Laboratory, Nantes University Hospital, Nantes, France; 2Department of Hematology,

Nantes University Hospital, Nantes, France

A prospective study was performed over one year at Nantes University Hospital in France, in order to
investigate whether suspected myelodysplastic syndromes (MDS) could be detected on a complete
blood count (CBC), the most rapid laboratory investigation. Indeed, the recently developed XN-10®
(Sysmex, Kobe, Japan), provides novel CBC parameters witch could be useful to discriminate such

patients from normal samples or from cytopenia of other etiology.

One hundred and thirteen patients were enrolled in the study, for whom a diagnosis of MDS was
concluded based on CBC, bone marrow smears examination, karyotype and molecular analysis. All
patients were free of treatment, including transfusions, at inclusion. They were 63 men and 50 women
with a median age of 82.0 years (range 36.4-96.8). CBC were performed on a Sysmex analyzer XN-
10®, including investigation of reticulocytes and fluorimetric analysis of platelets. For comparison
with normal values, results from 776 healthy samples, for which CBC were performed on the same
analyzer and generated no flag, were used. All had parameters within the normal range according to
age (1). The classical parameters of hemoglobin level, Mean Corpuscular Volume (MCV),
reticulocytes, platelets and neutrophil counts were recorded. In addition, the extra-parameters,
immature reticulocytes fraction (IRF%), platelets by fluorescence (PLT-F) and immature platelets
fraction (IPF%), were taken into account. The neutrophils median position on the three axes as well as

their dispersion (Neut-WX) were also measured by the analyser.

The primary end-point was to discriminate between MDS and healthy patients and the secondary end-
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point was to distinguish MDS with excess blasts, MDS with multilineage dysplasia and MDS with
single lineage dysplasia within the MDS group and by comparison with controls. According to the
WHO 2016 classification, 37 patients in the cohort had MDS with excess blasts, 35 MDS with
multilineage dysplasia (among whom 8 had ring sideroblasts [RS], group 2), 26 MDS-RS and single
lineage dysplasia, 11 MDS with single lineage dysplasia and 4 MDS with isolated del(5q). Sixty-two
patients had a normal karyotype (55%) and 51 displayed anomalies classically reported in MDS,
including 8 complex karyotypes (7%). Among the latter, 7 were associated with MDS with excess

blasts.

Both classical and extra parameters indeed showed significant differences between the subgroups
tested. Among the whole group of MDS patients, a number of parameters of all lineages were
statistically different from the healthy cohort. The median level of hemoglobin was 11.1 g/dL (range
4.7-14.9), (p<0,0001), the median MCV 101,2 fL (range 75,4-123,9; p<0,0001), reticulocyte counts
42.0 G/L (range 8-296.0; p=0,041) and IRF% 11.3% (range 2,4-50,9; p<0,0001). An hemoglobin
value below 11,5 g/dL was strongly suggestive of MDS with a sensitivity of 81% and specificity of

100%. The median platelet count was 148 109/L (range 8-505; p<0,0001) and median IPF% 9,1%
(0.04-41.0; p<0,0001). Among leukocyte parameters, the MDS median neutrophil count was

significantly lower at 2,05 109/L (range 0,17-13,87; p<0,001) and the Neut-WX value increased above
350. The latter, by itself, allowed to make a diagnosis of MDS with a sensitivity of 73,1% and a
specificity of 96,9%.

When considering the three MDS subgroups of MDS with excess blasts, multilineage or single lineage
dysplasia, although each of them was significantly different from controls for hemoglobin levels,
MCV, IRF% and neutrophil counts (p<0,0001), they could not be discriminated by these parameters.
In the subgroup of MDS with single lineage dysplasia, platelet counts were similar to those of
controls, yet significantly higher than for MDS with excess blast or with multilineage dysplasia
(p=0,004 and p=0,029 respectively).

Taken together, this study demonstrates that a simple CBC allows to screen for MDS using thresholds
of 11,5 g/dL for hemoglobin and of 350 for Neut-WX. Blood smear examination should be performed
in this situation even if the XN- 10® analyzer does not raise an alarm, especially in unknown older
patients.
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