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Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Répartition des sous-types de leucémies de phénotype mixte (MPAL, OMS 2022)

* Leucémies rares
 MPAL (mixed phenotype acute leukemia) : 2-3%
des leucémies aigties — 0,35 cas/millions/an

« AUL (acute undifferenciated leukemia) : 1-2%
des leucémies aigués

* Une définition immunophénotypique

* AUL: absence d’engagement vers une lignée
myé€loide ou Bou T

* MPAL: co-expression de marqueurs de plusieurs
lignées (B+M, T+M, B+T ou B+T+M) H B H B B

B B/myéloide (59%) WM B/T (4%)
T/myéloide (35%) I B/T/myéloide (2%)




Diagnostic des ALAL
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Diagnostic des ALAL

2008/2016 OMS

Swerdlow et al., 2008/2016

Criteres simplifiés
Introduction des termes MPAL et AUL
Sous-types BCR::ABL1 et KMTZ2A

Acute leukaemias of ambiguous lineage

Acute undifferentiated leukaemia

Mixed-phenotype acute leukaemia with
1(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1

Mixed-phenotype acute leukaemia with t(v;11923.3);
KMT2A-rearranged

Mixed-phenotype acute leukaemia, B/myeloid,
not otherwise specified

Mixed-phenotype acute leukaemia, T/myeloid,
not otherwise specified

Mixed-phenotype acute leukaemia, not otherwise specified,
rare types

Acute leukaemias of ambiguous lineage,
not otherwise specified
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Diagnostic des ALAL

2008/2016 OMS

Swerdlow et al., 2008/2016

Criteres simplifiés
Introduction des termes MPAL et AUL
Sous-types BCR::ABL1 et KMTZ2A

Acute leukaemias of ambiguous lineage

Acute undifferentiated leukaemia

Mixed-phenotype acute leukaemia with
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

Mixed-phenotype acute leukaemia with t(v;11923.3);
KMT2A-rearranged

Mixed-phenotype acute leukaemia, B/myeloid,
not otherwise specified

Mixed-phenotype acute leukaemia, T/myeloid,
not otherwise specified

Mixed-phenotype acute leukaemia, not otherwise specified,

rare types
Acute leukaemias of ambiguous lineage,
not otherwise specified

2022 OMS

Khoury et al.,, 2022

Définition des seuils d’intensité en CMF
2 catégories de MPAL

Acute leukaemia of ambiguous lineage with defining genetic
abnormalities

Mixed-phenotype acute leukaemia with BCR:ABL1T fusion
Mixed-phenotype acute leukaemia with KMT2A rearrangement

Acute leukaemia of ambiguous lineage with other defined genetic
alterations

Mixed-phenotype acute leukaemia with ZNF384 rearrangement

Acute leukaemia of ambiguous lineage with BCL11B
rearrangement

Acute leukaemia of ambiguous lineage, immunophenotypically
defined

Mixed-phenotype acute leukaemia, B/myeloid
Mixed-phenotype acute leukaemia, T/myeloid
Mixed-phenotype acute leukaemia, rare types
Acute leukaemia of ambiguous lineage, not otherwise specified

Acute undifferentiated leukaemia



Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Difficultés diagnostiques : OMS 2022

Criterion
B lineage
CD19 strong® 1 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a°
or,
CD19 weak” 2 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a°
T lineage
CD3 (cytoplasmic or surface)® Intensity in part exceeds 50% of mature T-cells level by flow cytometry
or,

Immunocytochemistry positive with non-zeta chain reagent
Myeloid lineage

Myeloperoxidase Intensity in part exceeds 50% of mature neutrophil level
or,
Monocytic differentiation 2 or more expressed: Non-specific esterase, CD11¢, CD14, CD64 or lysozyme

#CD19 intensity in part exceeds 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.
BCD19 intensity does not exceed 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.
“Provided T lineage not under consideration, otherwise cannot use CD79a.

“Using anti-CD3 epsilon chain antibody.



Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Difficultés diagnostiques : OMS 2022

T | Criterion
Simple! —
CD19 strong® 1 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a°
or,
SimpIE! CD19 weak” 2 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a°
T lineage
% CD3 (cytoplasmic or surface)® Intensity in part exceeds 50% of mature T-cells level by flow cytometry
Simple! Fr:;munocytnchemistry positive with non-zeta chain reagent
Myeloid lineage
% Myeloperoxidase Intensity in part exceeds 50% of mature neutrophil level
or,
Monocytic differentiation 2 or more expressed: Non-specific esterase, CD11¢, CD14, CD64 or lysozyme

#CD19 intensity in part exceeds 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.
BCD19 intensity does not exceed 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.
“Provided T lineage not under consideration, otherwise cannot use CD79a.

“Using anti-CD3 epsilon chain antibody.



Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Difficultés diagnostiques : OMS 2022

COmpliqUé ! Criterion @compliqué !

1 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a°

B lineage
CD19 strong®

or po Compliqué!

CD19 weak” 2 or more also strongly expressed: CD10, CD22, or CD79a° Compliqué !
T lineage p
CD3 (cytoplasmic or surface)® Intensity in part exceeds 50% of mature T-cells level by flow cytometry
or,
Immunocytochemistry positive with non-zeta chain reagent
Myeloid lineage . 41
Myeloperoxidase Intensity in part exceeds 50% of mature neutrophil level p Compllque -
or,
Monocytic differentiation 2 or more expressed: Non-specific esterase, CD11¢, CD14, CD64 or lysozyme

*CD19 intensity in part exceeds 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.

BCD19 intensity does not exceed 50% of normal B cell progenitor by flow cytometry.

“Provided T lineage not under consideration, otherwise cannot use CD79a. .
“Using anti-CD3 epsilon chain antibody. Non falt



Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Difficultés diagnostiques : OMS 2022

QUID DE L’APPARTENANCE A UNE LIGNEE ?

The assignment of lineage by immunophenotyping is
dependent on the strength of association between each antigen
and the lineage being assessed. As a general principle, the closer
the expression of an antigen is to either the intensity and/or
pattern of expression seen on the most similar normal
population, the more likely it reflects commitment to that
lineage. For instance, variable myeloperoxidase expression with
an intensity and pattern similar to that seen in early myeloid
maturation is more strongly associated with myeloid lineage
than uniform dim myeloperoxidase expression. In addition,
demonstration of a coordinated pattern of expression of
multiple antigens from the same lineage further improves the
specificity of those antigens for lineage assignment, eq.
combined expression of CD19, CD22, and CD10 is more strongly
associated with B lineage than each antigen individually. Given
these principles, the immunophenotypic criteria to be used for
lineage assignment in cases where a single lineage is not
evident are revised. (Table 13)

EXPRESSION COMBINEE D'ANTIGENES D’UNE LIGNEE > EXPRESSION

ISOLEE D’UN SEUL ANTIGENE DE LA MEME LIGNEE




Les leucémies aigiies de phénotype ambigu

Difficultés diagnostiques : OMS 2022

QUID DE L’EXPRESSION DES MPO ?

Assessment of myeloperoxidase expression by cytochemistry and/
or flow cytometry immunophenotyping plays a key role intersecting
AML with minimal differentiation, T/myeloid MPAL, and ETP-ALL
Various groups have proposed flow cytometry thresholds for positive
myeloperoxidase expression in acute leukaemia, ranging from 3 to
28% of blasts [81-83]. The 3% cutoff for myeloperoxidase, historically
used for cytochemistry, was determined to have high sensitivity but
poor specificity for general lineage assignment in acute leukaemia by
flow cytometry [82, 83]. A threshold of >10% for myeloperoxidase
positivity seems to improve specificity [81], but no consensus cutoff
has been established.

MPO CYTOCHIMIQUES ET/0U PHENOTYPIQUES , ROLE CLE DANS LE DIAGNOSTIC DES LAM-0,
MPAL T/M & ETP-ALL : SEUILS VARIABLES !

e 3-28% DES BLASTES
e SEUIL 3 % EN CYTOCHIMIE : SE ELEVEE MAIS SP FAIBLE
e SEUIL DE >10 % : SP AMELIOREE ..., MAIS PAS DE CONSENSUS !




Classification clinique des ALAL
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Stratégie thérapeutique guidée par la biologie

ALAL diagnosis*
. — AllL-type — AML-type — combined type
233 “00%]§ yes + censored + censored + censored
Y RUNX1/RUNX1T1
G I PML/RARA 100 -
BCR/ABL1 olecular CBFB/MYH11
Tma:.:llil' ( .................... g.noﬁﬁ, .......................... ) Tr.at as AML
— cytogenetics 80 - <
ETV6/RUNXT £ S |-
o JCF3/PBX1 T 202 (87%)} None of them S 40- 3 |8
Y Y = 1|2
= 2 |l =
w \6- m
CD19 W 4
TreatasALL 2 40 =
= T
: 77 (33%): Neg or not known 2 20 -
pos : H (]
V .................................. Y
Treat as ALL yes ()CD3 and CD7pos 0-
lllllllllllllllllll or .I ) ) ) l ) ) ) T ) ) ) I ) ) ) I ) ) ) l- ) ' ) l- ) ' ) ' )
‘“'::::?;L?‘” < at least 2 of CD10, 0 2 4 6 8 10 12 14
iCD79a, (i)CD22 . .
i Years after diagnosis
: Number at risk censored
10{4%); no ALL-type 148 85 44 24 16 9 2 0 127
\ combined type 25 12 6 4 1 0 0 0 14
T::: as m AML-type 60 20 13 8 7 4 1 0 28
type

* Without preexisting genetic disorders that require specific treatment Hrusak, Blood 2018



Les problématiques du PHENIX-AL

* Diagnostic des ALAL

* Quid des criteres diagnostiques en France ? Analyse souvent subjective
* Pertinence de différencier les ALAL bilignées versus biclonales ?

* Quid du suivi épidémiologique ?

* Quelles associations biologiques (génotype/phénotype,...) ?

* Thérapie des ALAL
* Quelle induction des MPAL ?
* Place des thérapies ciblées ?

* Quelle methode de suivi de la MRD chez ces patients ?



Observatoire PHENIX-AL

Etude rétrospective multicentrique

* Objectifs
 Clarifier et uniformiser les criteres phénotypiques du diagnostic des ALAL en France
* Préciser la classification des ALAL en lien avec la réponse thérapeutique

 Suivre I'évolution des phénotypes de ALAL sous la pression thérapeutique (MRD/Rechute)

CYtHem
®



Observatoire PHENIX-AL

Etude rétrospective multicentrique

« Méthode
« Etude rétrospective oligocentrique
3 centres:les CHU de Bordeaux, Toulouse & Henri Mondor = .cCytHem

* Recueil des cas depuis 2015
« Réanalyse collégiale de I'’ensemble des cas

* Etude rétrospective multicentrique

* Extension aux autres centres francais : appel a cas prochainement



Observatoire PHENIX-AL
Collaboration clinico-biologique

3 cliniciens référents dans I’'observatoire

Sarah BERTOLI Pierre-Yves DUMAS Cécile PAUTAS

ONCOPOLE

TOULOUSE | FRANCE

IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Fusion amorcée entre les groupes ALFA, FILO et GRAALL



Classification des ALAL

Type d’ALAL Définition Critéres principaux Particularités

! Leucémie aigué &g Exceptions :
________ e Un seul marqueur par lignée
f AUL indifférenciée ] PEs CD3, CD19 fort, MPO

v



Classification des ALAL

Type d’ALAL Définition Critéres principaux Particularités
5 Leucémie aigué o Exceptions :
————————— ¢ Un seul marqueur par lignée
ko AUL indifférenciée s CD3, CD19 fort, MPO
|
© 0 e i%e e ALAL non spécifiée : : Exceptions :
m st - Pl ligné
S 1% NOS autrement . St SRSl SR R e CD3, CD19 fort, MPO




Classification des ALAL

Type d’ALAL Définition Critéres principaux Particularités
4 :
_____ ;__ -~ AUL Leucémie aigué s Unisatlmarquaur panlianes Exceptions :
2ats. | indifférenciée CD3, CD19 fort, MPO
:. ALAL non spécifiée Exceptions :
St - e Plusieurs marqueurs par lignée
FERrt NOS autrement SRS CD3, CD19 fort, MPO
R | : : e 2 clusters > 5 % des blastes Chaque population doit
P .= ETeenale Deux populations blastiques . A _
o daligntes distinctes e Au moins 2 marqueurs différents expn.mer des rTwarqueurs
E s e Visualisation sur un plot biparamétrique classiques de lignée




Type d’ALAL

by AUL
21
C
gigE- NOS
e
_____ +---- biclonale
| ~igs.
h ! ®e
S e
_____ :;.---— biphénotypique

Classification des ALAL

Définition

Leucémie aigué
indifférenciée

ALAL non spécifiée
autrement

Deux populations blastiques

de lignées distinctes

Une seule population blastique
avec des marqueurs de

plusieurs lignées

Critéres principaux

Un seul marqueur par lignée

Plusieurs marqueurs par lignée

2 clusters > 5 % des blastes
Au moins 2 marqueurs différents

Visualisation sur un plot biparamétrique

Lignée T : CD3 fort
Lignée B : CD19 faible ou fort
Lignée myéloide : MPO faible ou forte

Particularités

Exceptions :
CD3, CD19 fort, MPO

Exceptions :
CD3, CD19 fort, MPO

Chaque population doit
exprimer des marqueurs

classiques de lignée

Intensité forte = > 50 %

des cellules matures



) Classification des ALAL
Détails des criteres immunophénotypiques

LIGNEE T LIGNEE B LIGNEE MYELOIDE
e CD3 fort e (CD19 faible ou fort * MPO faible ou forte
Si CD19 faible — associer 2 parmi : Si MPO faible — associer :
v cCD79a fort v CD117
v cCD22 fort v/ CD13 fort
v/ CD10 fort v' CD33 fort
v SSC élevé
E
ER
=
El o
« Strong » selon les criteres OMS 2022 : e
“Intensity in part exceeds 50% of mature cells” 3
3: o Strong
=
3 . Pas Strong
T T IHTlTI T IIIIIIHI T IIIIﬂTFl




Percent survival

Etude rétrospective oligocentrique: type d’ALAL

mm AUL
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Total=85
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Etude retrospective oligocentrique : stades de blocage

Myéloide/Lymphoide B Myéloide/Lymphoide T
" BN HSC-L BN EGIL-| - BN HSC-L BN EGIL-|
. BN MPP-L BE EGIL-I| ” BN MPP-L BE EGIL-II
‘g BN CMP-L B EGIL-III 5 B CMP-L B3 EGIL-IIl
g 20- = GMp-L &3 EGIL-IV g 207 = GMp-L =3 EGIL-IV
% =3 GP-L % = GP-L
< 107 3 MP-L < 10- 3 MP-L
0] | 0 |
) Q A
& S
& &L & <



Etude rétrospective multicentrique

Appel aux centres intéressés pour rentrer
dans I'observatoire des ALAL PHENIX

* Partage de fichiers anonymisés pour relecture centralisée

* Données biologiques & cliniques du diagnostic et du suivi des patients



Etude rétrospective multicentrique




FlowBox

—— LA BOITE A DUTILS NUMERIOUE —
POUR LA CYTOMETRIE EN FLUX.

Gestion locale de fichiers
de cytométrie en flux

FlowBox

Un outil pensé pour le biologiste hospitalier

a 100 % local
Aucun fichier ne quitte la

machine

e Zéro installation

Double-clic — aucun droit
admin

Multi-fabricants

BD, Beckman, Cytek, Sony

Interface graphique

Aucune ligne de code requise

Anonymisation RGPD
[
a0

Keywords identifiants remplacés

’ 4 modules
N

N Anonymisation - Extraction -
Echantillonage - Mix



Outils

Aide (H)

Fichier Editer Afficher(V) Docks Collection de scénes
Scdnes = Apercu : flowbox full screen
flowbox full screen

-

+ 8 0 A v
Sources =

[ source_Ecran_Flon @ @&

> o

-

Programme : flowbox full screen

Transition H
Transitions rapides +
Coupure v P

Fondu (300ms) v

Fondu au noir (300ms) ¥

]_t n

O source_Ecran_FlowBox & Propriétés E)Filtres Ecran  PL3270Q: 2560x1440 @ 0.0 (Ecran principal)
Mélangeur audio % Transitiondescénes = Commandes &
Global Global
Audio du bureau ¥ MidAux ¥ Fondu > Commencer le streaming
! 38
' 0 Durée 200ms 8 Arréy Fenregistrement n
g " + W : Démarrer la caméra virtuelle &
) “ Mode studio
“ “
” s Paramétres
0 (x O (x
+ @8 & A v 0 hidden B8 ¢ options ¥
/Documents Agt JAC2026-5creencast/2026-05-18 18-32-21.mkv' » 00:00:00 CPU:17.8% 60.00/60.00 FPS &

Enregistrement sauvegardé dans ‘C/Users/Beckman Coulter/Doct




FlowBox : anonymisation :{%

L] 7 L4 - L] 7
Socle standard FCS (tous fabricants) Mots clés propriétaires anonymisés (Beckman & BD)

SFL Rl Nom de fichier original EXPER'MAEQ-EI— replace Nom de I'experience (identifiant etude)

$SRC replace Source du specimen (nom patient)
) PLATE NAME replace Nom de la plaque

$OP generic -> Operator Nom de l'operateur
$EXP generic -> Investigator Nom de l'investigateur EXPORT TIME remove Horodatage d'export
$INST generic -> Institution Institution SMID replace Nom patient + n° specimen + date
$COM remove Commentaire libre (peut contenir des donnees @SAMPLEID1 replace Identite patient (champ 1)

patient)
@SAMPLEID2 replace Identite patient (champ 2)

$DATE remove Date d'acquisition
@SAMPLEID3 replace Identite patient (champ 3)

$BTIM remove Heure debut acquisition
@SAMPLEID4 replace Identite patient (champ 4)

$ETIM remove Heure fin acquisition
@LOCATION remove (Navios) Localisation physique (Navios)

SAMPLEID replace Identifiant patient (proprietaire, sans $)
@Y2KDATE remove (Navios) Date format Y2K (Navios)

GUID regenerate Identifiant unique global
@FILEGUID regenerate (Navios) GUID fichier (Navios)

EXPORT USER

NAME generic -> User Nom de I'exportateur @TESTNAME

remove (Navios) Nom du test clinique (Navios)

@PANEL remove (Navios) Panel clinique (Navios)



Les autres projets du CytHem LAM ?

4

Hypothese : résistance au Vidaza selon le statut CD36
9 centres répondeurs

Pratiques des laboratoires
Cartographie francophone des pratiques CMF-LAM
50 centres répondeurs/92 inscrits en 2022
Statut : soumis a I[JLH

Q

Gibraltan
X “ff
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