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= Financement recherche Alexion Pharmaceuticals France, Novartis
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= Advisory boards pour Alexion Pharmaceuticals France et
conférences Alexion Pharmaceuticals France

‘i = Conférences pour Novartis
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637 patients enregistrés avec un clone HPN ou des cellules déficitaires
en protéines GPl-ancrées >0,01% nouvellement ou précédemment diagnostiqués
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545 patients inclus avec un clone HPN ou cellules déficitaires protéines GPl-ancrées >0,01%
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133 patients avec un clone PNH >50%

355 patients avec un clone PNH >21%
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AU DIAGNOSIS
p=0,006
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28,6%
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Clone HPN total

THROMBOSES
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p=0,0048
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Clone HPN total
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1-50%
222 patients avec PNH clone [1-50%)]
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1-50%
222 patients avec PNH clone [1-50%)]

THROMBOSES

v 2 veineuses
V (1 Budd-Chiari)

207 avec PNN
de type Il évaluables )))
Low type |l High type I

Total PNH clone size

Diagnostic 4,74% 21,77%
¢,4,50 ‘1,3,4a

Thrombose 59,20% 88,06%
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" Intérét de quantifier précisément les cellules HPN de type li
sur les PNN chez les patients présentant un clone HPN
démontré pour la 1ére fois

= Les patients avec un % relatif de PNN de type Il 23%
présentent moins d'hémolyse et plus de thromboses quelle
que soit la taille totale du clone HPN

" |ntérét d'un suivi plus rapproché pour ces patients

" |nitiation d’un traitement pour prévention des thromboses 7
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Diagnostic et suivi des clones HPN : des blancs aux rouges !

Dr Agathe Debliquis Dr Magali Le Garff-Tavernier Pr Orianne Wagner-Ballon
Laboratoire d’'Hématologie Service d’'Hématologie Biologique Département d’Hématologie et Imnmunologie biologiques
Groupe Hospitalier de la Région Hopital Universitaire Pitié-Salpétriere Hoépitaux Universitaires Henri Mondor

Mulhouse Sud Alsace

debliquisa@ghrmsa.fr

magali.legarff@aphp.fr orianne.wagnerballon@aphp.fr

AP-HP.
FACULTE Hoépitaux universitaires
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Du blanc aux rouges..

Premiers tests baseés sur la sensibilité des hématies a I'action Iyt
(Sucrose, Ham-Dacie)

Détection de clone HPN par cytométrie en flux :
Utilisation du CD55 et du CD59

Découverte du FLAER et workshop sur les leucocytes en 2010
Plaquette d’harmonisation des conclusions accés principalemen

Analyse des hématies non réalisées dans de nombreux centres
clones HPN et CIL (47% des centres, n= 27)
4

Workshop HPN hématies en janvier 2025: © C\Y/tHemm @ 0.\\ Ag

Presentations disponibles sur le site en acces prive @ WORKSHOP HPN HEMATIES a \ ¢ Cy
resse : 5-9 Rue Van Gogh, Paris e

. SgeR9h3voa?6?13075012 »
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Nouvelle brochure dédiée a I’'analyse des hématies

Recherche et quantification
de clone HPN

par cytométrie en flux

SUR LES HEMATIES

Intérét, protocole technique, stratégie d'analyse

Laboratoire dHématologie ,

Groupe Hospitalier de la Région Mulhouse Sud Alsace

Dr Magali Le Garff-Tavernier

Service d Hématologie biologique

-Hopitaux universitaires Pitie-Salpétriére - Charles-Foix - APHP
Pr Orianne Wagner-Ballon

Département d'Hématologie et Inmunologie biologigues
Hopitaux universitaires Henri-Mondor - APHP

Organisatrices du groupe CytHem-HPN
et membres de l'association

Groupe de travad sur [Hémogiobinune
Paroiysbique nacturne (HPN)

> NOVARTIS Remsiurg medcine together.

Pour toute information supplémentaire sur la recherche et la quantification
de clone HPN, vous pouvez consulter le site : www.cythem.fr

LEMR Laboratoires de biologie médicale de référence pour la recherche
et la quantification de clone HPN
(Journal officiel, Arrété du 15 juillet 2021, Arrété du 18 janvier 2022)

Laborataire d Hématologis Service dHematologe biclogique © Département d Hématologie

Groupe Hospitalierdela | Hopitaux universitaires ¢ et immuncéogie biologiques
Reégion Mulhouse Sud ; Pifie-Salpétriere - Charles-Foix  : Hopitaux universitares
Alsaca i - APHP ¢ Henri-Mondor - APHP
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Intéréts de l'analyse des hématies

Recommandations internationales 2018 : Recherche SYSTEMATIQUE du clone HPN sur les hematies, arealiser au diagnostic

etlors dusuivi'.

L ]
&6 Définition d'un clone HPN

-
Diétection dau minimum 20 événements de type [l (déficit tatal en protéines GPl-ancrées)
sUr au moins 2 lignées cellulaires parmi les polynucléaines neutrophiles (PMMs),
les monocytes etiou les hématies par cytometrie en flux (seule méthode recommandée).

-
% Lien avec la physiopathologie
L]

Identification de populations avec différents types de déficit en protéines GPl-ancrées:
Hématies type lll = déficit complet ; durde de vie : 10-15 jours (versus 120 jours)
Hématies type Il = déficit partiel ; durée de vie : intermediaire

W
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g s TYPEN TYPE NI i - TYPENI TYPEI
]
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il w -y - R 1 =] w o
CD58PEB-585-A i CDSSFEA

Cytométre DxFLEX® Cytométre BD FACSLyric™
Logiciel Fanalyse Kaluze® Logiciel danahyse BD FACSuite™
Diagnostic différentiel possible de déficit congénital en CD59 : malachie génélique rare,
gédndralemant aultosomigue rdcessive, due 4 des mutations du géne CO59¢

- [
% Intérét biologique
-

- Accessibilité des hématies : 200 000 hématias facilement analysables pour obtenir la
sensibilité recommandée de 110
- Apport diagnostique pour confinmer la présence dun clone HPM 34 -
* Lorsque la sensibilité estinsuffizante sur les PNNs : neutropenie en cas dinsuffisance
medullaire par exemple
* Lorsque la sensibilite estinsuffizante sur les monocytes

Lanalyse des hématies ne doit jamais étre effectues isolement, elle doit
toujours étre réalisée en complément de lanalyse des lsucocytes.

Tous les graphisues prégentes sont des docurments igsus des Laboratoires de biloge méadicale de rélérence (LEMIR).

-
&é Intérét clinique

L
- Quantification des hématies de type Il les plus sensibles & Memaolysa®
- Quantification des hématies de type Il potentielement assocides aux thromboses®”
- |dentification de la nouvelle entité « HPN non hémalytigue » ou « White call PNH » 59
* Ahzence dhémolyse
* Dissociation entre |a taille du clone HPM total sur les leucocytes (PNNs et/ou
monocytes) et sur les hématies
* 2 critéres de deéfinition :
- Critéres Leeds®: clone HPN leucocytes = 30 % et clone HPN hématies <10 %
- Critéres Dallas” : clone HPN leucocytes = 50 % et clone HPN hématies <5 %

L ]
&6 Intérét pour le suivi

- Les recommandations internationales actuelles’ préconisent de réaliser un suivide la
taille du clone HPM :

= Aumoins une fois par an ouen cas dévolution clinigque chez les patients présentant
unie HPN classigue (crise hémolytique, thromboses. )

* Tousles 6 mois chez les patients présentant une aplasie médullaire puis avec une
fréquence moindre si le clone reste stable pendant 2 ans (une fois/an)

= Pour chague quantification de clone HPN au diagnostic et lors de chague suivi, il est
recommande dévaluer également la taille du clone sur les hématies.
- Evaluation de la réponse au traitement ®

* Lavgmentation de |a taille du clone HPM sur les hématies sous traitement par inhibiteur
du complément peut refléter une efficacité du traitement (diminution de 'hémolyse).

* Une diminution peut étre cbservée dans différents contextes : hémolyse, transfusions,
insuffizance médullaire. Cette diminution est également observée chez des patients
trés bons répondeurs.

L ]
POSIQ Intérét pour la recherche
A

Maladie rare, existence de registres ou détudes.



Protocole technique

- ™
% Echantillon sanguin
-

- Tube EDTA (le méme que celui ufilizé pour lanalyse des leucocytes)
- Analy=e sur cellules fraiches < 48h, conservation 4 4°C aprés 24 heuras™

‘& Anticorps Anticorps Objectif Clone
- recommandés .
- Importance de titrer les anticorps Fenétrage JC158
< aviter lagrégation des hématies ~ CD235a-FITC des hématias
{chaque iaboratoire est responsable 10F7MN
die ka titration des anficorps utiisés) YTH BG1
- Possibilite de réaliser un cocktail
danticorps : permet déviter les CD59-PE Marqueur | MEM-4.3
faibles volumes danticorps etles GPl-ancre OVaA2

artéfacts de marquage™

- & .
% Mode opératoire *
L

Faire une dilution au 1100 de sang (EDTA) avec du PBS 1X
Pipetage inverse de 100 pl (sans bulles)
Ajouter les anticorps

Viortexer doucement, @ ) éviter labsence de marquage
essuyer les gouttes sur la paroi du tube: dune partie des cellules

Incuber 20 min a température ambiante et 4 lobscurite
Laver 2 fois (ajouter 2 mlde PBS puis centrifuger 5 min & 400G)
Enlever ke surnageant et resuspendre dans 500 pl de PBS

Racker vigoureusement @ ) limiter les doublets
. . eviter la perte de
Pt a2t atiencre au moins flucrescence du CD235a
(clone KIC1E)

-
& N Réglages du cytométre ™
A

- Intérét d'enregistrer le paramétre « TIME » 2 repeérer un probléme lors de lacquisition
(exclusion dartéfacts comme les bulles d'air, perte de fluorescence)

- Reglage des paramétres taille/structure recommandé en échelle logarithmique

- Réglage des seuils pour limiter les débris

- Reglage de lavitesse dacquisition pour limiter les doublets et les rejets électroniques

- Aide pour le réglage : réalisation d'un marquage sur sujet sain avec CD235a-FITC zeul
pour définir la zone des hématies de type Il et d'un marquage CD235a-FITC/CD53-PE
pour définir la zone des hématies de type |

Stratégie d'analyse

Sélection des hématies sur les paramétres morphologiques (échelle logarithmigue)

etlexpression du CD235a
| j | ‘ | | @ | a
- - - f - |
% B i | [ n
i i"| L i
- “f i -
T TR T mmoums

- ﬁ Sidoublets = 2 % : arréter I'acquisition
LIS B ‘ et racker & nouveau
ﬁ-' lrl—‘ l;? llu-‘

Repérage des populations HPN (échelle biexponentielle/mode logicla)

Définition "
dunclone HPN : i
aumaoins ;«O - “@
20 evenements 5.
de type Il ‘
Y e -

= Separation des hématies de type lll, de type Il etfou de type | parfois difficile

o o
i i (o= | aomw
s | |
5. £ . r
) e e = e S B
A AL B Rl ]

Verification sur le parametre « TIME «

- e

Cytométre BD FACSLyric™
Logiciel danalyse BO FACSuite™

L
Cytométre DuFLEX®
Logicke| danalyse Kaluza®

Tous les graphigues presentes sont des docurments issus des Laboratoines de icloge médicale de référence (LEMR).



Interprétation des résultats

L'analyse des hematies est toujours realisée en
complement de celle des leucocytes 2 soninterpréetation
n'est donc jamais rendue isolement

-
% Présence d'un clone HPN (diagnostic ou suivi)
L]

Conclusion harmonisée :

« Présence/persistance dun clone HPM sur les polynucléaires neutrophiles quantifié &
_..5%, confirmé sur les monocytes a % et sur les hématies 4 119% (dont 0.9 % de type [l
et 0.2 % detype ). »

Hematies
PR Monocytes s m n I
T mouoi -
A = . # ﬁ
N =
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- - = o
1
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Abterrian : sl distinction des hémalies de type et da type Nimpossible -indiguer dans la conclusion
uriguarment e % du clone HPN tofal"

-
% Absence de clone HPN
L ]

Lanalyse des hématies étant toujours réalisée en complément de celle des leucocytes
= la conclusion ne rend compte que de labsence de clone HPN sur les PNNs.

Conclusion harmonisée :

« Absence de clone détectable avec une limite de sensibilité de 10 sur les pohynucléaires
neutrophiles. »

Tous les graphiques présentes sont des documents issus des Laboratoires de iclogee médicale de référance (LEMR).

Perspectives

Intérét de l'analyse de la taille du clone HPN sur les hématies
immatures (Immature Red Blood Cells ouiRBCs) 2%

Ajout de lanticorps anti-CD71 pour détecter lesiRBCs
- Reflet plus pertinent de la taille du clone HPN : |a taille du clome HPN des iBBCs total
{type Il + I} serait plus proche de celle du clone des leucocytes (PNNs et monocytes).

- Amelioration de la quantification des cellules GPI déficitaires : permettrait une distinction
plus nette entre les populations HPN type I, type ll et les type | 2ur lesiRBCs.
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Patient HPN de 48 ans trafté parinfubiteur de G5, faile du clome HPWN sur las PANS -
83 %, surles monocytes - M9 %, surles hématies : 20 %, surlez IRBCs 69 %

Intérét de l'analyse de l'expression de C3d sur les hematies ™

Ajout de l'anticorps anti-C3d pour détecter l'expression du C3d sur les hématies
Certainz patients HPM traités par inhibiteurs de G5 restent anémigques en raison :
- dune hémolyse intravasculaire résiduelle
- dune insuffisance medullaire
- gtfou dune hémolyse extravasculaire : iée potentiellerment au dépot de C3d sur
les hématies GPIl déficitaires, entrainant leur destruction par les macrophages
hépatospléniques < évaluation de lexpression du C3d encours dans les LEMR.

) ) Patient HPN Patiants
Skt i non traibé tm‘témN
- L] (]
- i
- - "
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Tous les graphigues présentes sont des docurments issus des Laboratoires de bicloge médicale de référence (LEMF).



Analyse par cytometrie en flux de I'expression du C3d par les

héematies de patients HPN traites par inhibiteurs du complement

Dr Maroua Mabrouk
Laboratoire d’'Hématologie ‘
Groupe Hospitalier de la Région "
Mulhouse Sud Alsace AGHR
Dr Agathe Debliquis Dr Magali Le Garff-Tavernier Pr Orianne Wagner-Ballon
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Présentation du projet

Nombreux patients traités par anti-C5 anémiques et/ou dépendants des transfusions : hémolyse extravasculaire associée a

I’anti-C5
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) S,
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* Prothrombotic
+  Endothelial activation

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria Robert A. Brodsk, blood
2014



Objectif du projet
Evaluer si l'analyse par cytométrie en flux de
’expression de C3d peut identifier les patients les
plus éligibles aux inhibiteurs proximaux.

Travail préliminaire

Réactifs anti-C3d non conjugués compatibles avec
le panel de détection de clone HPN sur les
hématies

Controles négatifs : sujets sains

Contréles positifs : maladie des agglutinines froides
(MAF)

6 patients HPN traités par anti-C5

Comparaisons inter-laboratoires entre LBMR
(H6pitaux Pitie-Salpétriere et Henri-Mondor):
résultats similaires

C3d

A

A

Présentation du projet

Analyse de la fraction C3 par CMF a la surface des hématies

Blood 2009, Risitano et al

Eculizumab treatment: stochastic occurrence of C3 binding to individual
PNH erythrocytes Journal of hematology & oncology 2017, Sica et al

Sujet sain MAF HPN

|
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Methodologie

Mise au point de la méthode d’analyse : étude monocentrique au laboratoire
d’hématologie du GHRMSA

Comparaison de plusieurs anticorps anti-C3d conjugués et titration : identification les
conditions expérimentales les plus performantes et reproductibles

Une phase de validation inter-laboratoire : . .
/- DeBLIOUS LE GARFF-TAVERNIER - WACNER-BALLON D
@’ Organisatrice CytHem-HPN ﬁ Organisatrice CytHem-HPN f Organisatrice CytHem-HPN ' C\Y/tHem m

i o
Laboratoire d'Hématologie Service d'Hématologie Biologique Département d Hématologie et dImmunclegie Biclogiques .
Groupe Hospitalier de la Région Mulhouse Hépitaux Universitaires Pitié-Salpétriére Hépital Henri Mondor ‘

-
‘I>

Mulhouse — France Paris - France Créteil - France

Standardisation et harmonisation de la méthodologie entre les trois LBMR, afin de garantir
la robustesse et la comparabilité des résultats sur :

@ au moins 5 prélevements de patients HPN

@ un sujet sain (contréle négatif)

®un patient présentant une maladie des agglutinines froides (contréle positif).

Analyse des patients : Les patients traités par inhibiteurs du complément (anti-C5) pris
en charge dans ces centres ainsi qu’a I'hépital Saint-Louis seront analysés par cytométrie
en flux permettant d’élargir la cohorte de I'étude.
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