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CYtHem PLAN

Enquéte CytHem-SMD : |le bilan a 5 ans




CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026 : bilan des pratiques (52 réponses) Enquéte fin 2020 (42 réponses)
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C\W:Hemm 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan a5 ans !

Enquéte 2026 : bilan des pratiques (52 réponses) 0%
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C\W:Hemm 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan a5 ans !

Enquéte 2026 : bilan des pratiques (52 réponses)
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CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026 : 23 centres pratiquant la CMF SMD => activité annuelle et intéréts
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CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026 : 23 centres pratiquant la CMF SMD => pratiques techniques et pré-analytique
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CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026 : 23 centres pratiquant la CMF SMD => délai de réception des échantillons
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CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026: 23 centres pratiquant la CMF SMD => valeurs usuelles et rendu des résultats
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CYtHem 1- Enquéte CytHem-SMD : le bilan & 5 ans !

Enquéte 2026 : 29 centres ne pratiquant pas la CMF SMD => volonté de mise en place ?
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CYtHem PLAN

Rationnel du projet et stratéegie de panel developpée
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2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel developpee

* En quoi la CMF est intéressante dans le diagnostic biologique des SMD ?

cytologie

cytogénétique

Biologie
moléculaire

CMF

SSINT
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https://www.google.fr/imgres?imgurl=https://media.beckman.com/-/media/flow-cytometry/products/instruments/navios/flow-cytometry-cytometers-navios-full-view-2017-05.png?h=520&w=600&la=fr&hash=BD56AFBECABFE027A5686F99E7FBF3CEC8F62198&imgrefurl=https://www.beckman.fr/cytometrie-en-flux/navios&docid=EFYjlJKWyXhpLM&tbnid=oC0twB03SrLbaM:&vet=10ahUKEwiZ_avUpLLhAhWqz4UKHfU7Bq4QMwg5KAAwAA..i&w=600&h=520&bih=603&biw=1280&q=beckman%20coulter%20navios&ved=0ahUKEwiZ_avUpLLhAhWqz4UKHfU7Bq4QMwg5KAAwAA&iact=mrc&uact=8

CYtHem 2- Rationnel de 'étude et stratégie de panel développée

* En quoi la CMF est intéressante dans le diagnostic biologique des SMD ?

Pre-referral exclusion of non-clonal H Exclusion of other hematological
causes of cytopenia based on clinical  i——p- Cyt?penla I —) | NEOplasms or disease associated wuth
history and pertinent laboratory data pOSS|b|e MDS cytopenia and/or dysplasia i

Morphology & Flow cytometry e I

Simultaneous analysis

Bone marrow Histology Cytomorphology FCM screening tubes (8-or 10-color)
Assess megakaryocytopoiesis, marrow fibrosis, [<=p Assess dysplasia, blast percentage, e=| Detection of erythroid/myeloid or monocytic
IHC (CD34, p53, additional markers if relevant and ring sideroblasts aberrancies or abnormal lymphoid (B-/T-,
for exclusion of other hematological neoplasms plasma cell and NK-cell) populations.

associated with cytopenia/dysplasia)

Initial review determines
selection of downstream
investigations

Cytogenetics/FISH Molecular genetics

Integrated diagnostic report based on multimodal results ELN iMDS Flow*

European

(Van de Loosdrecht AA et al, Cytometry B 2023)



CYtHem 2- Rationnel de 'étude et stratégie de panel développée

* Scores phénotypiques développés pour rendre ces anomalies exploitables en pratique cliniqgue

_ arametres Progéniteurs Maturation granuleuse et monocytaire Erythropoiese Sensibilité | Spécificité Référence
Abnormal patterns
FCSS % Abnormal MP . N, 70% 93% Wells et al, 2003
Lineage infidelity

% CD34+ cells
Ogata Score Fraction of CD34+ B-cells Abnormal scatter of granulocytes 44 to 71% 92 to 98% Ogata et al, 2009

CD45MFI of CD34+ MP cells

Abnormal CD36

RED Score Abnormal CD71 77% 90% Mathis et al, 2013
Hb
% CD34+ cells LR-MDS : 60 to
T==-tion of lyCD34+ cells Abnormal scatter of granulocytes and 75% 0
cu=+5MFI of CD34+ cells lineage infidelity on monocytes (CD56) HR-MDS : 97- 87% Bardet et al, 2015
Lineage infidelity (CD7 and CD56) 100%

% MP
Fraction of ly CD34+ cells
45 MFI of CD34+ cells
Lineage infidelity

Abnormal CD36
Abnormal patterns and lineage infidelity = Abnormal CD71 91% 93% Cremers et al, 2017
Abnormal CD117

Abnormal CD36
ELN-NEC Abnormal CD71 33% 90% Westers et al, 2017
Abnormal CD117

m Abnormal patterns 60 to 65% 92t097%  Barreau et al, 2020

Neutrophiles : %, SSC, CD33, CD13/CD16
Monocytes : % HLA-DR/CD11b, CD13, Abnormal CD71 90% 76% Kern et al, 2022
CD56

% CD34+ cells, CD117, HLA-DR, CD13,
Lineage infidelity (CD7, CD5 and CD56)

ELN Scoring System

(Adapted from Porwit A et al, Clinical cytometry, 2023)



CYtHem 2- Rationnel de 'étude et stratégie de panel développée

* En quoi la CMF est intéressante pour I'évaluation pronostique des SMD ?

| CMF
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https://www.google.fr/imgres?imgurl=https://media.beckman.com/-/media/flow-cytometry/products/instruments/navios/flow-cytometry-cytometers-navios-full-view-2017-05.png?h=520&w=600&la=fr&hash=BD56AFBECABFE027A5686F99E7FBF3CEC8F62198&imgrefurl=https://www.beckman.fr/cytometrie-en-flux/navios&docid=EFYjlJKWyXhpLM&tbnid=oC0twB03SrLbaM:&vet=10ahUKEwiZ_avUpLLhAhWqz4UKHfU7Bq4QMwg5KAAwAA..i&w=600&h=520&bih=603&biw=1280&q=beckman%20coulter%20navios&ved=0ahUKEwiZ_avUpLLhAhWqz4UKHfU7Bq4QMwg5KAAwAA&iact=mrc&uact=8

C\Y/tHem 2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel développée

* En quoi la CMF est intéressante pour I'évaluation pronostique des SMD ?

Pré-SMD SMD bas grade SMD haut grade
| >

étude de la répartition des
progéniteurs CD34+

U

Mutation (s) = nouveau biomarqueur
additionelle (s) pronostique ?

=

clonale

Instabilité
génétique

Biais myéloide



CYtHem 2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel développée

e Stratégie proposée : 1 tube - 17 marqueurs (panels 12-13 couleurs)

e But: rendre I'évaluation phénotypique accessible et facilement applicable en routine

PerCP- APC-
- FITC n Cy5.5 PECy7 R700 APCH7 | BV421 V500 BV605 BV711 BV786
CD97 +
Tube LSC CD90 TIM3 + CD123 CD38 CD34 HLA-DR CD45RA CD117 CD45 CD200 CD19 CD36
CLL1

CD97 + D105 CD19 +
Lyric CD90  TIM3 + CD123 CD38  CD34  CD71 CD45RA CD117 CD45  +CD56  CD10
CLL1 +CD7 cD36

CD97+ .o, CD7 +
CD90  TIM3 + CD105 CD38 CD34 CD71 CD45RA CD117  CD45 CD36 CD10
CLL1 CD123 CD56

o~

Awm. Mro Lsc

French Flow Intergroup



CYtHem 2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel développée

e |ntéréts de la CMF dans les SMD

1/ Aide au diagnostic des SMD Score d’Ogata étendu Red Score sur moelle lysée

PerCP- APC-
- FITC n Cy5.5 PECy7 R700 APCH7?7 BV421 V500 BV605 BV711 BV786

@ Tube LSC

AwL Mro Lsc

French Flow Intergroup

CD97 + €b105 CD19 +
Lyric CD90  TIM3 + CD123 CD38 (D34  CD71 CD45RA CD117 CD45 +CD56 CD10
CD36
CLL1 +CD7
CD97 +
CD19 + CD7 +
D90  TIM3+ S, CD105 (D38  CD34  CD71 (CDASRA (CD117 CD45  CD36  CDI0 . ..

CLL1




C\YtHem

e Score d'Ogata étendu

Parameétres VN Point
% de progéniteurs myéloides CD34+ <2% 1
% d’"HTG CD34+ parmi les cellules CD34+ >5% 1
Diminution SSC de la population granuleuse >6 1
Intensité d’expression du CD45 sur les 475 1
progéniteurs myéloides CD34+ -
Expression anormale du CD56 sur les
<30% 1
monocytes
Expression anormale du CD7 sur les
. - <30% 1
progéniteurs myéloides

SMD si score > 2

Specificité
98% (Japon) vs 92% (Italie)
Sensibilité

44% (Japon) vs 71% (Italie) (Ogata et al, Hematologica 2009)

Specificité : 89%
Sensibilité :

- SMD Low : 50 a 56%

- SMD high : 68 3 84%

Spécificité 95%
Sensibilité 67%
(SMD bas grade)

+ CD7 & CD56
_

(Della Porta et al, Hematologica 2012) (V Bardet, Hematologica 2015)
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CYtHem 2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel développée

e |ntéréts de la CMF dans les SMD

1/ Aide au diagnostic des SMD Score d’Ogata étendu Red Score sur moelle lysée

PerCP- APC-
- FITC n Cy5.5 PECy7 R700 APCH?7 Bv421 V500 BV605 BV711 BV786
Tube LSC

CD97 + D105 CD19 +
Lyric CD90  TIM3 + CD123 (CD38 (D34 CD71 CD45RA CD117 CD45 +CD56  CD10
CLL1 +CD7 cD36

CD97 + CD19 + CD7 +
CD90 TIM3 + CD105 CD38 CD34 CD71 CD45RA CD117 CD45 CD36 CD10
CcLL1 CD123 . CD56

2/ Evaluation pronostique des SMD Entropie CD34+ CD38+ Quantification CSL

e

AwL Mro Lsc

French Flow Intergroup




CD38

CYtHem

 Entropie CD34+ CD38+

* Entropie de Shannon

» Estimer la diversité d'un systeme (= hématopoiése), basé sur I'abondance
relative de chaque sous population (= progéniteurs hématopoiétiques)

2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel developpee

= étude de répartition des progéniteurs CD34+

CD34 + HSPCs CD34+ CD38+ CMPMEPs
10° o — 10° 10°
. CMPMEP F4 CMPMEP F3
CD34+ CD38+ N CMPMEPS - CLP
104 \ 104 gk 10°4
10'4 / S 04 S 10
() -l
o
1 © o
10°4 . L 2 10°-
CD34+ CD38- i 0- ; . x
0+ GMP CMPMEP F1
T T T T -2- T T T T 0 ,
5 0 10" 10? 108 0 10° 10" 10° 108 2 0
CD34 CD45Ra

CLP : common lymphoid progenitors
GMP : granulocyte-monocyte progenitors

CMP/MEP : common myeloid progenitor / megakaryocyte-erythroid progenitors

k
H(X) = — Z pix log 2(pi)

i=1

H(X) = I'entropie des progéniteurs
pi = % de cellules appartenant a une sous-population
donnée de progéniteurs
k = nb de sous-pop de progéniteurs présentes dans le
compartiment CD34+ CD38+

MDS

10°

107 l

1[]]_

4_
CD105

107

“}-I_

. . 20 2z 10° 107 10°
10' 10° 107

CD45Ra

(C Dussiau, Leukemia 2024)



CYtHem 2- Rationnel de I'étude et stratégie de panel développée

* Entropie CD34+ CD38+ = étude de répartition des progéniteurs CD34+

All patients
2 100-
CD38+ HSPCs entropy g
507 Low Normal 3 90-
- 80_
£ 401 ‘% 70
2 g 607 CD38+ HSPCs Entropy
K1 -
"g /’/ \*\ '-E ig_ Normal (n=43)
g 2017 47% des SMD N 2 304 Low (n=46)
§ .o (62/131) | g 20 —— Al (n=89)
Z 1 o 104 p=0.0077
c\ .—.|_| I_"_|I_| /, E G T T T T T 1
R N AN “ 20 40 60
4\3‘@"%'1‘&1@;';'1;;\"‘:9' LR S Months
Z-score
LR-MDS
& 100,
. . . s ﬁ 90 Ia ]
 Entropie diminuée 80 H““M
. . . 7 = 70_
* Outil pronostique intéressant ® g CD38+ HSPCs Entropy
.- . . \ 2 504 =
* l|dentification des patients a haut L - Normal (n=35)
. . 0o 304 Low (n=26)
risque de progression 5 o0 Al ()
@ =
'g-, 10 p=0.0257
~ 0 Y T T T T 1
“ o 20 40 60
Months

(C Dussiau, Leukemia 2024)



CYtHem 2- Rationnel de 'étude et stratégie de panel développée

e Quantification des CSL

CD34 + HSPCs

10?

B Leukemic transformation Progressive disease IA-HSC
102 100% =" no
Entropie b
CD34+ CD384 -
@0 qpi CD34+ CD38+ £ 0
rmn o)
3 :
© 21 s0%-
10°3 e Compartiment :
CD34+ CD38+ J&tl I « souche » S| 25%-
0 g P =0.004 P =<0.001
I SN CD34+ CD38- o HR = 25, 95%Cl: 2.9-218 HR = 49, 95%Cl: 6.1-387
5 0 10' 107 10° 0 12 24 36 48 60 O 12 24 36 48 60
CD34 LFS time, months EFS time, months
e (CSL détectés dans 34% des SMD e Détection de CSL

* Pronostic défavorable
* Progression de la maladie et transformation en LAM

(Van Spronsen MF et al, Leukemia, 2023)



CYtHem PLAN

Bilan des CIL virtuels




C\Y/tHem 3- Bilan des CIL virtuels

CTL 1 et 2 = cytopénies non SMD
* Relecture de 4 fichiers acquis sur plateforme Lyric (APR) par les 5 centres : SMD1 = diag SMD
SMD2 = diag LMMC
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CIL virtuel CTL2
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|
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C\Y/tHem 3- Bilan des CIL virtuels

CTL 1 et 2 = cytopénies non SMD
* Relecture de 4 fichiers acquis sur plateforme Lyric (APR) par les 5 centres : SMD1 = diag SMD
SMD2 = diag LMMC
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CYtHem PLAN

Bilan des CIL frais




C\Y/tHem 5- Bilan des CIL frais

CTL 1 et 2 = cytopénies non SMD

 Echange de 4 échantillons de moelle entre les 3 sites de 'AP-HP SMD1 = diag SMD
. . SMD2 = diag LMMC
 Technique a J+1

* Pré-analytigue différent entre les sites
e SLS/ APR: Macrolyse PharmLyse™ + marquage avec plateformes différentes
 CCH : Marquage + lyse VersalLyse ™ sur plateforme BC - DxFlex



C\Y/tHem 5- Bilan des CIL frais

CTL 1 et 2 = cytopénies non SMD

 Echange de 4 échantillons de moelle entre les 3 sites de 'AP-HP SMD1 = diag SMD
SMD2 =diag LMMC
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Résultats de la cohorte multicentrique
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* Cohorte multicentrique (506 patients)

CCH SLS APR Total
NonSMD 143 19 42 204
SMD 114 44 46 204
LR 80 29 38 147
HR 34 13 8 55
LMMC 65 16 17 98
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6- Résultats de la cohorte multicentrique
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e Cohorte multicentrique (506 patients)

* Suivi a 6 mois
« 121 SMD (59%)
« 48 LMMC (49%)

 Critéres de progression IWG (2023)

(Zeidan AM et al, Blood, 2023)

* >50% de blastes MO avec
changement de stade

» Déces quel qu'en soit la cause
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6- Résultats de la cohorte multicentrique
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6- Résultats de la cohorte multicentrique
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CYtHem 7- Conclusion et perspectives

e Ce qu’il faut retenir ...

* Faisabilité de la mise en place en routine du tube unique Ogata/LSC
* Evaluation phénotypique complete des SMD

e CIL virtuels et frais

* Validation de la stratégie d’analyse
* Validation de la standardisation technique

e Cohorte multicentrique
e Concordance des résultats avec les données déja publiées
* Confirmation de la pertinence de la stratégie développée
e Aide au diagnostic des SMD
* Pronostic avec l'identification précoce des patients a haut risque de progression



CYtHem 7- Conclusion et perspectives

e Evenements a venir ...

* Webinaire « atelier interactif et analyses de cas » (Octobre 2026)
* 1 session dédiée par logiciel d’analyse
e 1 session dédiée par panel
* Panel Ogata/LSC
* >50% (enquéte 2026) : Ogata, LSC et entropie
* 30% (enquéte 2026) : Red score lysé
* Panel Red score non lysé
* 30% (enquéte 2026)

* CIL virtuel (Novembre 2026)
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