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RESUME

La leucémie myéloide chronique(LMC) est une des néoplasies myéloprolifératives
chroniques caractérisée par la présence du chromosome Philadelphie ou
chromosome 22 raccourci. Le chromosome Philadelphie est classiquement la
résultante d'une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 a l'origine
d’'un géne de fusion BCR-ABL1 sur le chromosome 22. BCR-ABL1 peut étre aussi le
résultat d’'une translocation complexe entre 3, 4, 5, voire six chromosomes impliquant
le 9 et le 22. 1l peut étre le résultat d'une insertion de BCR sur le chromosome 9 ou
d’'une insertion de ABL1 sur le chromosome 22. BCR-ABL1 est a l'origine de la
cancérogenese de la LMC. Le pronostic de cette maladie a été radicalement
transformé depuis I'introduction des anti-tyrosines kinases. L'European LeukemiaNet
a introduit une classification de la réponse moléculaire qui va de 100% a 0,1% sur
'échelle internationale qui permet la prise de décision thérapeutique. Certains
patients traités avec I'lmatinib, qui est la premiere génération des I'anti-tyrosine
kinases ; ont une réponse moléculaire qui est plus profonde que 0,1% .0,1% est la
réponse moléculaire de type trois ou réponse moléculaire majeure. Avec l'arrivée
des anti-tyrosines Kinases de deuxiéme et de troisieme génération, les réponses
moléculaires sont de plus en plus rapides et plus profondes. Le groupe « European
Treatment and Outcome Study » a proposé une définition de Réponses moléculaires
de 0,01%, 0,0032%, 0,001% sur I'échelle internationale ou réponse moléculaire de
type 4, 4,5 et 5. Ce groupe propose pour les leucémies myéloides chroniques en
réponse moléculaire profonde, de faire lors des contrles, des PCR a cinquante
cycles avec plusieurs réplicats afin de quantifier les ARNm de BCR-ABL1 et ABL1
qui serviront pour la définition des réponses moléculaires. Le groupe propose comme
génes de contrdle : les génes ABL1, BCR et GUSB .Comme en amplifiant ABL1, on
amplifie en méme temps BCR-ABL1, ont été inclus dans un méme plasmide appelé
ERM-AD623 les génes BCR-ABL1, BCR et GUSB. Ce plasmide pourra servir aussi
comme calibrateur du géne cible BCR-ABL1. L'utilisation de ce plasmide permettra
d'etablir une correspondance des résultats avec les trois génes de contréle sus-cités.
Ce plasmide éviterait aussi d’'avoir recours au facteur de conversion. Nos résultats
confirment que la PCR a cinquante cycles permet de quantifier les ARNm désirés, et,

le résultat est plus précis si le nombre de réplicats est élevé. Nos résultats ne




confirment pas que l'utilisation du plasmide ERM-AD623 évite le recours au facteur

de conversion.
Mots clés: Leucémie myéloide chronique, inhibiteurs des tyrosine-kinases,

Amplification quantitative en chaine par polymerase, réponse moléculaire profonde.




SUMMARY

Chronic myeloid leukemiia is a chronic myeloproliferative neoplasm characterized by
the presence of the Philadelphia chromosome or chromosome number 22 shortcut.
The Philadelphia chromosome is typically the result of a reciprocal translocation
between chromosome 9 and 22 wich causes a fusion gene BCR- ABL1 on
chromosome 22. BCR - ABL1 can also be the result of a translocation between
complex translocation between 3, 4, 5, or six chromosomes, involving chromosomes
9 and 22; or a result of an insertion of BCR on chromosome 9 or an insertion of ABL1
on chromosome 22. BCR- ABL1 is the origin of the carcinogenesis of CML. The
prognosis of this disease has been radically transformed since the introduction of
tyrosine’s Kinase inhibitors. The European LeukemiaNet introduced a classification of
molecular response ranged from 100% to 0.1% on an international scale which
allows therapeutic decision.

Some patients treated with Imatinib which is the first generation of Tyrosine’s Kinases
inhibitors ,have a molecular response wich is beyond 0.1% IS called molecular
response type three or major molecular response. With the second and third
generation‘s TKI, the molecular responses are faster and deeper. The European
Treatment and Outcome Study Group proposed a molecular response definition:
0.01% IS, 0.0032% IS, 0.001% IS (international scale) or molecular response type 4,
4.5 and 5. This group suggest for chronic myeloid leukemia in deep molecular
response, during their molecular response’s controls, to perform fifty cycles per PCR
with several replicates in order to quantify BCR - ABL1 and ABL1 mRNA which serve
for the definition of molecular response. The group offers as control genes: BCR-
ABL1, BCR and GUSB genes included in the same plasmid called ERM-AD623. The
use of this plasmid will allow matching the results with the three above-mentioned
control genes. This plasmid also would avoid having resort to the conversion factor.
Our results confirmed that the fifty cycles per PCR quantifies the desired mRNA, and
high is the number of replicates more accurate is the result. Our results do not

confirm that using the ERM-AD623 plasmid avoids the use of the conversion factor.
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INTRODUCTION

La leucémie myéloide chronique est une néoplasie myéloproliférative chronique
prédominant sur la lignée granuleuse ; liée a un processus monoclonal touchant la
cellule souche hématopoiétique totipotente hématopoiétique. Cette cellule souche
hématopoiétique porte une anomalie caractéristique qui est le chromosome
Philadelphie en référence au lieu de sa découverte par Nowell et Hungerford en
1960. Le chromosome Philadelphie est le chromosome 22 raccourci. En 1973
Rowley grace a une technique de fluorescence a la quinacrine et la mise en
évidence de bandes G sur les chromosomes par la coloration au Giemsa prouve que
le chromosome Philadelphie retrouvé dans les cellules leucémiques est le résultat
d’'une translocation réciproque entre le bras long du chromosome 9 dans la région 4
de sa bande 3 et le bras long du 22 dans la région 1 de sa bande 1:t(9; 22) (q34 ;
q11). En Europe, la maladie a été décrite pour premiére fois par Bennett et Virchow
en 1845 (1, 2, 3, 4,5).

C’est une affection qui touche aussi bien les enfants que les adultes. Elle atteint plus
les hommes que les femmes. Sa fréquence augmente avec I'age et 'age médian en
Europe est de cinquante ans. Elle représente 15% de toutes les leucémies de
I'adulte avec une incidence de 2 cas/100000 habitants/an en France (6,7,8,9) . Au
Burkina Faso la fréquence globale est inconnue ; au Centre Hospitalier Universitaire
Yalgado OUEDRAOGDO, l'incidence est de 5,75 cas par année, 'dge médian de
33,45 années et le sex ratio hommes/femmes de 1,87 (10,11).

Pendant longtemps, la transplantation médullaire allogénique a été le seul traitement
qui entrainait une rémission cytogénétique et moléculaire partielle. Puis vint
linterféron alpha et I'Aracytine. Depuis l'introduction de I'Imatinib en 1998 qui a
révolutionné le traitement de la leucémie myéloide chronique, la surveillance
moléculaire s’est genéralisée et I'European LeukemiaNet pour harmoniser les
résultats inter-laboratoires a établi des criteres de surveillance et une échelle
internationale de mesure de la réponse moléculaire. Cette mesure est relative et va
de 100% a 0,1% .Cette derniére réponse correspond a une réponse moléculaire
majeure ou réponse moléculaire de niveau trois qui équivaut a une diminution de
trois log du géne de fusion BCR-ABL1 a partir du 100% de départ. Certains patients
sous Imatinib ont des réponses moléculaires au-dela de 0,1%. Les laboratoires
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d’analyse de la réponse moléculaire n’ont que trois options de réponse aprés 0,1% :
positif, négatif, positif non quantifiable. Ce type de réponse ne permet pas de prendre
des décisions thérapeutiques judicieuses dans tous les cas. Un panel d’experts du
groupe « European Treatment and Outcome Study » (EUTOS) a proposé, en
situation de réponse moléculaire profonde d’une leucémie myéloide chronique sous
anti-tyrosine kinase, de quantifier les ARNm de BCR-ABL1, ABL1 et de donner des
niveaux de réponse moléculaire 4 ; 4,5 et 5. Notre travail consiste a vérifier les
propositions de ce groupe.

Notre objectif général, était de quantifier la réponse moléculaire profonde (12)

pour permettre une prise de décision thérapeutique juste et judicieuse.

Nos objectifs spécifiques sont :

- Réaliser avec les plasmides utilisés dans le laboratoire d’hématologie de l'institut
universitaire de cancérologie du cancer de Toulouse(lUCT), des PCR a cinquante
cycles en duplicat et triplicat ;

- comparer les réponses en duplicat quarante cing cycles de RTqQPCR aux résultats
en duplicat a cinquante cycles de RTqPCR avec les plasmides du laboratoire de
MUcT

-Comparer les résultats en duplicat et triplicat a cinquante cycles de RTqPCR avec
les plasmides du laboratoire d’hématologie de I''UCT ;

- comparer les résultats des RTqQPCR cinquante cycle avec les plasmides Qiagen-
Ipsogen (utilisés par le [aboratoire) a ceux avec le plasmide ERM-AD 623.

Ce travail a été approuvé pour le comité d’éthique de I'lUCT. Chaque patient a signé

un consentement éclairé.




de signalisation intra cellulaire a I'origine de la transformation maligne des cellules
(13, 14, 15, 16, 17,18)
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Figure 3 : représentation schématique du type de transcrit BCR-ABL1 (19,32)

PREMIERE PARTIE : REVUE DE LA LITTERATURE

I- PATHOGENIE DE LA LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE

Le chromosome Philadelphie est le résultat d'une translocation réciproque entre les
bras longs des chromosomes 9 et 22. La cassure au niveau du chromosome 9 a lieu
au niveau du géne ABL1.le géne ABL1 est constituer de 52420 paires de bases et
code un ARNm de 145 Kpb (13).

La protéine ABL1 a une localisation nucléaire et porte une activité tyrosine kinase.
Ce géne est constitué de douze exons (1b, 1a, a2, a3,.....) séparés par des introns.
La cassure au niveau de ce géne a lieu soit sur le premier intron séparant les deux
premiers exons, soit sur le deuxiéme intron séparant le deuxiéme et troisiéme exon.

ABL1 porte une activité tyrosine kinase.

@ [®] ¢ o]
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Figure 1 : représentation schématique du gene ABL1 (19,32)

Sur le chromosome 22, la cassure se déroule sur le géne BCR. Le géne BCR est
constitué de 137672 paires de bases et code un ARNm de 160 Kda. Ce géne est
constitué de 23 exons (e1, €2, e3,....... b1, b2, b3, b4, b5.... C3, c4,.... séparés par

des introns. La cassure a lieu a ce niveau soit entre le premier et deuxiéme exon
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Figure 4 : formation de BCR-ABL1 par insertion

Seule I'hybridation in situ par fluorescence (28-29), ou 'amplification en chaine par
polymerase qualitative pourront confirmer le diagnostic de la LMC.
Le géne de fusion est a l'origine du pouvoir oncogéne de la maladie en activant des

voies de signalisation dans la cellule leucémique.
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Figure 5 : Représentation simplifiée des voies d’activation de BCR-ABL1 (33)

Les mécanismes expliquant le pouvoir oncogéne de BCR-ABL1 sont :
- I'Altération de 'adhésion celiulaire ;

- I'Activation de voies de signalisation cellulaire entrainant l'inhibition de l'apoptose ;

- I'lnstabilité génétique. C’est la caractéristique majeure des cellules leucémique de
la LMC. Elle intervient lors de la progression de la maladie vers la phase blastique et
lors de la résistance aux traitements (33.)

II- EPIDEMIOLOGIE ET HISTORIQUE

La leucémie myéloide chronique se voit a tous les ages, mais elle est surtout
'apanage des sujets jeunes dans nos régions (10,11).

La premiére description en Europe de la leucémie myéloide chronique date de 1845
par Rudolf Virchow (2, 3, 4,5). Les Américains Peter Nowell et David Hungerford en
1960 mettent en évidence I'anomalie chromosomique et en 1973 Rowley identifie la
translocation réciproque t(9,22) caractérisant le chromosome Philadelphie. En 1980,
la biologie moléculaire a permis de mettre en évidence le géne hybride BCR-ABL1
(40).

La leucémie myéloide chronique évolue cliniquement en deux phases sans
traitement : une phase chronique qui dure deux a trois voire quatre années émaillée
de complications, et une phase accélérée confondue parfois a la phase aigué qui est

fatale en quelques mois ; biologiquement elle évolue en trois phases : chronique,



accelérée et aigué. Depuis 2006, un groupe d’'experts réunis sous |'appellation
European LeukemiaNet ont définit ces phases : selon I'ancienne classification et
selon la nouvelle classification selon 'OMS (41 ; 42).

lll- LE DIAGNOSTIC DE LA LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE.

lIl.1- Clinique

Les circonstances de découverte : elle peut étre fortuite a la suite d’'un hémogramme
ou étre insidieuse au début avec amaigrissement, asthénie.

A la période d’état le signe fondamental est la splénomégalie. Généralement il N’y a
pas d’adenopathies, ni d’hypertension portale. L’hépatomégalie est modérée si elle
existe. Il peut y avoir des complications : hémorragies de tout ordre, thrombose,
priapisme, crise de goutte.

A la phase d’accélération.

Elle est marquée par I'apparition d’'une fiévre, d’'un amaigrissement qui apparait ou se
majore de sueurs nocturnes, d'une splénomégalie qui s’'accentue ou réapparait
meéme si elle avait disparue sous traitement.

A la phase d’acutisation ou de transformation aigué

Il y a une majoration des signes de la phase d’accélération avec des adénopathies le
plus souvent et ou des complications thrombo-emboliques, des hémorragies (45 46).

Cliniqguement la phase d'accélération et la phase de transformation peuvent se

confondre.

I1l.2- Biologique

l.2.1- Hématologique

L’hémogramme

-A la phase chronique

L’hémoglobine peut étre normale ou bien il y a une discréte anémie normocytaire
normochrome si aucune autre cause n’est ajoutée.

Il'y a une hyperthrombocytose, une hyperleucocytose avec myélémie comportant
tous les stades de maturation sans excés de blastes (<5%), une hyperbasocytose et

une hyperéosinophilie.



-A la phase d’accélération : il y a une accentuation ou apparition d’'une anémie ;
hyperéosinophilie absolue avec une valeur relative supérieure a 20% ou une
hyperbasocytose absolue avec une valeur relative supérieure a 20%.

-A la phase de transformation blastique, 'anémie devient sévére. Il y a une présence
de blastes (toutes les formes de blastes sont possibles) une thrombopénie ou
hyperthrombocytose.

Le myélogramme

-A la phase chronique

Le myélogramme retrouve une moelle trés avec hyperplasie granuleuse sans arrét
de maturaton dans 30 a 60% des cas; une hyperbasocytose, une
erythroblastopénie relative une lymphopénie.les mégacaryocytes sont en normnbre
normal ou augmenté en rapport avec la richesse médullaire. Les phosphatases
alcalines leucocytaires sont normales.

-A la phase d'accélération la somme des blastes et promyélocytes est supérieure a
10% mais reste en-dessous de 20%.

Les polynucléaire éosinophiles sont supérieurs a 20% ou bien ce sont les
polynucléaires basophiles qui sont supérieurs a 20%.Ces valeurs ne sont pas
retrouvées dans notre contexte.

-A la phase d'acutisation ou de transformation aigué, les blastes sont supérieurs a
20% de la lignée granuleuse si la transformation est myéloblastique ou supeérieurs a

30% de la lignée médullaire si la transformation est lymphoblastique.

Les phosphatases alcalines leucocytaires sont augmentées (Supérieure a 100).
La biopsie ostéo-médullaire.
La moelle est trés riche avec disparition des adipocytes et absence de myélofibrose
(a linverse de la splénomégalie myéloide).
Hyperplasie granulocytaire : avec un rapport Granulocytes/Erythroblastes = 10 - 30
(normale = 2-5).

1l1.2.2- Cytogénétique
-A la phase chronique
Le caryotype montre la translocation caractéristique dans 95% des cas. Lorsqu'il est
negatif, il faire recours a la cytogénétique par la technique d’hybridation in situ.




-A la phase d'état et de transformation il y a une présence d'anomalies
cytogénétiques additionnelles (duplication du Ph 1, trisomie 8 ou 7, perte de

chromosome Y....).

ll.2.3- La biologie moléculaire
L'hybridation in situ avec fluorescence met en évidence le géne BCR-ABLA1.
L’amplification en chaine par polymérase multiplex (ACP) ou polymérase chain
reaction (PCR) qualitative identifie le type de transcrit.
IV- LE TRAITEMENT

Longtemps incurable et rapidement fatale a cause des complications liées a la
leucostase et a I'hyperuricémie, sauf en cas de transplantation médullaire, son
pronostic s’est vu améliorer par des thérapeutiques comme : I'allopurinol qui a permis
d’éviter les complications de '’hyperuricémie, le Busulfan et I'Hydroxyuré, I'Aracytine,
le Purinéthol et la Leucophérese conduisent a une rémission hématologique
temporaire. A patir de 1990 sont apparus les différents interférons alpha qui induisent
une rémission hématologique et cytogénétique dans 40% des cas ; et, les inhibiteurs
de premiére génération [Imatinib] de deuxieme génération [Nilotinib, Dasatinib,
bosutinib, radotinib] et de troisiéme génération [ponatinib] entrainent une rémission
hématologique, cytogénétique, moléculaire compléte. (47, 48, 50, 51, 52,53, 54, 55)
Maintenant on parle de guérison avec ['utilisation des glitazones dans le traitement
de la leucémie myéloide chronique, on parle de guérison définitive parce que ces

drogues éradiquent les cellules quiescentes de la maladie (57)

IV-1 La surveillance du traitement

Depuis 2006 le groupe European LeukemiaNet (ELN) a définit des critéres clinique,
hématologique, cytogénétique et moléculaire de surveillance des patients traités par
les anti-tyrosines kinases. Avec la venue des anti-tyrosines kinases de deuxiéme
génération puis de troisieme génération entrainant des réponses moléculaires de
plus en plus rapide et plus profonde, ces critéres ont été révisés en 2009 puis en

2013 et vont bientdt étre révisés.



La surveillance du traitement par les anti-tyrosines kinases se fait selon un
chronogramme ; elle est clinique, hématologique, cytogénétique et moléculaire
(54,56).

La définition faite par 'ELN des différentes phases de la leucémie myéloide
chronique est différente de la définition de I'organisation mondiale de la santé (OMS).
La surveillance moléculaire est faite par amplification en chaine par polymérase en
temps réel ou PCR en temps réel. Les résultats sont donnés en pourcentage par
rapport au calibrateur utilis€ pour le protocole IRIS (protocole international
randomisant linterféron alpha par rapport au STl 571 qui est I'lmatinib). Le
calibrateur est le géne cible de contréle ; sa valeur est comprise entre 0,01 et 10%
IS. Le protocole IRIS a utilisé les génes BCR-ABL1 et ABL1 comme calibrateurs. La
premiére quantification au diagnostic correspond au 100% de BCR-ABL1 du
protocole IRIS qui est I'échelle internationale ou international scale [IS]. Chaque
laboratoire doit aligner ses résultats sur cette échelle afin de permettre une
comparaison inter-laboratoire. La conversion des résultats de chaque laboratoire sur
I'échelle internationale se fait par un facteur de conversion (CF ou conversion factor)
qui est calculé périodiquement par un laboratoire de référence (568,59). L'expression
de la réponse moléculaire proposée par 'ELN pour les LMC traitées par I'lmatinib
s'arréte a 0,1% BCR-ABL1 IS (échelle internationale). Cette expression (0,1% IS)
correspond a une diminution de trois Log de BCR-ABL1 par rapport au début du
traitement et correspond a une réponse moléculaire majeure. Ce seuil correspond a
une réponse moléculaire de type 3 (RM3). En-dessous de 0,1% IS rien n’a été
proposé. Certains patients sous Imatinib ont une réponse moléculaire au-dela de
0,1% 1S. L’apparition d'anti-tyrosine kinases de seconde génération et de troisieme
génération donnant des réponses moléculaires de plus en plus rapides et plus
profondes a conduit un groupe d'experts de « European Treatment and Outcome
Study » (EUTOS) a proposer des réponses moléculaire de type 4, 4,5 et 5 (RM?,
RM4, 5, RM5) (60) :

- RM* correspond a une réduction supérieure ou égale & quatre log IS ou une
maladie détectable inférieure ou égale a 0,01% BCR-ABL1 IS ou une maladie
indétectable avec des transcrits ABL1 entre 10000 et 31999 ou transcrits GUSB
(béta-glucuronidase) entre 24000 et 76999 ;

- RM*® correspond a réduction de BCR-ABL1 supérieur a 4,5Log par rapport au
100%de départ, ou une maladie détectable inférieure ou égale a 0,0032% BCR-
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ABL1 ou une maladie indétectable avec des transcrits ABL1 entre 32000 et 99999 ou
transcrits GUSB entre 77000 et 239000 ;

- RM® réduction de BCR-ABL1 supérieure ou égale a 5 Log ou une maladie
détectable inférieure ou égale a 0,001% BCR-ABL1 ou une maladie indétectable
avec des transcrits ABL1 supérieurs ou égaux a 100000 ou des Transcrits GUSB
supérieurs ou €gaux a 240000

La réponse moléculaire correspond au niveau de réduction de la masse de cellules

leucémiques selon Baccarani et al

Nombre de Ratio BCR-ABL
cellules | . . . | Selon I'échelle Internationale
leucémiques | Diagnostic, Prétraitement,
| Ou Rechute Hématologique
1012 - - — + 100%
| Réponse Hématologique Compléte | .
10" 10%
(RHC) '
100 ¢ — — — -+ 1%
Réponse Cytogénétique Compléte
(RCC) 1
108 4 — — - - —t U.1%
108 Réponse Moléculaire Majeure | 0.01%

107 (RMM) 0,001%
108 4 —— - - - — - 1 0,0001%
Transcrits Non Détectables

Réponse Moléculaire Compléte
(RMC)

Figure 6 : Corrélation entre le nombre de cellules leucémiques et I'expression de
BCR-ABL1 (60).

Cette proposition n'est pas encore en application partout. La réponse des
laboratoires devant une réponse profonde au- dela de 0,1% est donc: 0,04% IS,
positif au seuil définit par le laboratoire, positif non quantifiable, négatif. 1l est
nécessaire de définir des réponses moléculaires plus précises, applicables a tous.
Cela permettra de comparer les résultats inter-laboratoires surtout dans les
protocoles internationaux de recherche. ABL1, GUSB et BCR sont des génes de
contréle ou géne de référence (65 ; 66). lls permettent d’apprécier la qualité et la
quantite des ARNm cibles et de calculer les ratios Géne cible (BCR-ABL1)/géne de
contréle. Le ratio *100*CF permet d'avoir la correspondance sur ['échelle

internationale.
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V- QUESTION DE RECHERCHE

La question de recherche a laquelle nous devons répondre est la suivante : en
présence d'une leucémie myéloide chronique traitée par les anti-tyrosines kinases et
en réponse moléculaire profonde ; est ce qu'en augmentant le nombre de cycles de
PCR quantitative et le nombre de répliques (réplicats) pour chaque échantilion, on
peut amplifier suffisamment les ARNm de BCR-ABL1 et ABL1 et rendre des résultats
en valeur absolue ?

La PCR est 'acronyme anglaise de polymérase chain reaction et I'équivalent
frangaise de : Amplification en chaine par polymérase (ACP). C’est une technique
d’amplification enzymatique qui permet a partir d'un fragment d’ADN, d’obtenir un
nombre important de copies d’ADN identiques au fragment de départ. L'ADN peut
étre génomique ou complémentaire d'un ARN (ADNc). La PCR peut étre qualitative,
dans le cas de la leucémie myéloide chronique, elle permet aprés une
électrophorése muitiplex de déterminer le type de transcrit BCR-ABL1. Elle peut étre
quantitative, peut étre réalisée au diagnostic et surtout pendant le suivi
thérapeutique. La PCR ne peut s’appliquer que sur des fragments d'’ADN ne
dépassant pas 2Kpb. L'ADN peut étre génomique ou compiémentaire d'un ARN
(ADNc). La PCR quantitative sur ADN génomique est dite PCR quantitative ou
gPCR. La PCR quantitative sur ADN complémentaire (ADNc) est dite qRTPCR. Les
ADNs génomiques : BCR-ABL1, ABL1, BCR sont trop longs et il n’est pas possible
de faire une gPCR (63). Il faut donc une RTqPCR.
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DEUXIEME PARTIE : MATERIELS ET METHODES

I- LES PRELEVEMENTS

[.1- Premiére série de prélevements

Une série de prélevements de sang périphérique provenant de Sept patients adultes
ages de 80, 72, 69, 67, 61, 58, 45 ans (cinq hommes et deux femmes) sous anti-
tyrosine kinase (Imatinib) en réponse moléculaire profonde et dont les transcrits
BCR-ABL1 sont de type P210Kda. Certains sont en arrét thérapeutique sous
surveillance réguliere. Chaque patient a une serie de préléevements espacés selon le
rythme de surveillance établit par 'ELN. L'intervalle entre chaque prélévement est de
trois ou six mois selon les patients. Le nombre de prélevements [positifs non
quantifiables, Neg, ou positif] (en-dessous du seuil établi par I'ELN) pour chacun
d’eux est respectivementde : 8, 5, 6, 6, 6, 6, 6.

Les prélevements ont été faits sur tube EDTA, les ARNm ont été extraits
manuellement, dosés, aliquotés dans des tubes Eppendorff de 1,5 ou 0,5 mi,
numérotés, rangés dans des boitiers et conservés a -80°C.

Graphiques  de I'évolution des résultats des sept patients.
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En abscisse les dates de prélevement et en ordonnée la réponse moléculaire sur
I'échelle internationale selon 'ELN

Figure 7 : Evolution de la réponse moléculaire du patient |

13



Patient | en réponse moléculaire depuis huit ans, seize contr6les moléculaires RT
qPCR classiques effectués. Huit des préléevements (trois négatifs et cing positif non

quantifiables) ont été analysés a cinquante cycles de qPCR

1000,00%

100,00%

10,00%

1,00%

MMR 0,10%

0,01%

Négatif +—— . ‘l

20/3/06 2¥37 2vYa/08 2/3/09 2330 24/3/1 u3e =te g c} 28/3'u 2138 27iare

Figure 8 : Evolution de la réponse moléculaire du patient Il

Patient Il en réponse moléculaire profonde depuis six ans, quinze controles de RT q
PCR classiques effectués et cing positifs non quantifiables ont été analysés a
cinquante cycles de qPCR.
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Figure 9: Evolution dela réponse moléculaire dd patiént Il

14



Patient Il en réponse moléculaire profonde depuis quatre ans, dix neuf contréles
RTq PCR classiques, six (deux négatlifs et quatre positifs non quantifiables) analysés
a cinquante cycles de q PCR
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Figure 10 : Evolution de la réponse moléculaire du patient IV
Patient en réponse moléculaire profonde depuis six ans. vingt deux contrdles
classiques de RTqPCR effectués.six des prélévements (tous pnq) ont été analysés a

cinquante cycles de qPCR
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Figure 11 : Evolution de la réponse moléculaire du patient V Patient V en réponse

moléculaire profonde depuis huit ans, vingt deux analyses classiques de RTqPCR.
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Six (deux négatifs et quatre positifs non quantifiables) ont été analysés a cinquante

cycles de gPCR
1000,00%
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Figure 12 : Evolution de la réponse moléculaire du patient VI
Patient en réponse moléculaire depuis cinq ans. Vingt contrbles classiques de
RTqQPCR et six (un positif, quatre positifs non quantifiables et un négatif) a cinquante

cycles de qPCR effectués.
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Figure 13 : Evolution derla réponse moléculaire du patient VII

Patient en réponse moléculaire profonde depuis huit ans. Vingt deux analyses
classiques de RTqQPCR et six (un positif et cinq positif non quantifiables) qPCR a
cinquante cycles effectués

I.2- Deuxiéme série de prélévements

Dix neuf prélévements ponctuels de sang périphérique provenant de patients
également sous anti-tyrosine kinase et en réponse moléculaire profonde ont été
analysés en duplicat et cinquante cycles de RT qPCR. Le type de transcrit est
egalement P210Kda.

1.3- Troisieme série de prélévements.

Dix prélévements de sang périphérique de dix patients en réponse moléculaire
profonde de leucémie myéloide chronique sous anti-tyrosine kinase de premiére
génération ont été analysés en duplicat avec les plasmides Qiagen-Ipsogen et le
plasmide ERM-AD623. Un des patients a une insertion de BCR-ABL1 sur le dérivé 9.
Les transcrits BCR-ABL1 sont tous de type P210Kda.

1.4-Analyse de quatre vingt deux échantilions de sang périphérique de LMC en RM
dont quatre contréles externes. Cette analyse a servi pour comparer les résultats des

plasmides Qiagen-lpsogen et ERM-AD623.

II- REACTIFS

Les réactifs qui ont été utilisés sont les suivants :

- Ficoll ;

- Trizol (phénol et isothiocyanate) ;

- Isopropanol ;

- Ethanol 75% dilué dans de I'eau RNase-free ;

- RNASE out (inhibiteur de RNASE) ;

- Kit Superscript Vilo cDNA synthesis (Life Technologies) : comprenant Vilo reaction
Mix (5X) (4 types de dNTP, Mg2, tampon) et SuperScript enzyme Mix (10X)
(transcriptase inverse) ;

- Kit Roche LC480 Probes Master :

+Amorces sens et anti-sens: ABL1 (ENF1003, ENR1063), P210 (ENF501,
ENR561) ;
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ENF1003 TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT
ENP1043 FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-TAMRA
ENR1063 GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

Les numéros en-dessous des amorces et des sondes désignent la position sur le
transcrit du gene, du nucléotide en 5'.

Figure 14 : représentation des amorces et sonde ABL1

18
\GCATCTGA-TAMRA

b3-a2 & 11 12 |

Figure 15 : représentation des amorces et sonde BCR-ABL1 (p210)

+ Sondes : ABL1(ENPr1043), P210(ENP541).

- LightCycler® 480 Probes Master Roche Life science (polymerase, Mg2, tampon) ;

- Plasmides :

+ Géne de contrdle=Calibrateur BCR-ABL1(P210)

Qiagen- ipsogen BCR-ABL1 Mbcr Controls Kit

Le kit contient les concentrations 103,10%,105.

+ Geéne de contréle=Calibrateur ABL1 : Qiagen- Ipsogen ABL1 Controls kit

Le kit contient les concentrations 103,104,10° copies.

+ Gene de contréle=Plasmide ERM-AD 623: contient calibrateur BCR-ABL1(P210),
BCR, GUSB (47,48).

Le kit contient les concentrations 10", 102, 103, 104, 10%,108 copies.
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Ill- MATERIELS

Le matériel qui a été utilisé est le suivant :

- Tubes Eppendorffde : 0,2 ;0,5et 1,5 ml;

- Pipettes de : 10, 20, 100,200 et 1000l ;

- Tips de différents volumes ;

- Centrifugeuse thermo scientifique ;

- Cytométre : Micros 60 ;

- Hotte chimique aspirante pour congélation-extraction des acides nucléiques ;
- Nanovue pour le dosage des ARNm ;

- Frigidaire -20°C ;

- Thermocycleur Veriti 60 puits pour la linéarisation et la transcription ;
- Hotte a double flux laminaire pour les mix et les dilutions ;

- Robot Hamilton pour la distribution des échantillons et des MiX ;

- LightCycler 480 pour I'amplification, le calcul des Cp et des concentrations.

Photo : LightCycler 480 ROCHE.
IV- METHODES

Les préléevements ont été faits sur tube EDTA et une numération sanguine a été faite

sur chacun d’eux pour avoir le nombre de cellules mononucléés. Les cellules
mononucléés ont été séparées sur gradient de Ficoll par centrifugation a 16000g
puis lavées a I'lsopropanol et congelées sous Trizol avant extraction des ARNm. Le
nombre de tubes a congeler pour chaque prélévement a été fonction de la
numération globulaire (un seul tube si le nombre de Globules blancs est inférieur a
103%/ul). Apreés le lavage, les cellules mononucléés ont été distribuées sous la hotte
dans des tubes Eppendorff puis additionnées de trizol avant congélation a -20°C.

L'extraction des ARNm a été faite sous une hotte aprés décongélation des culots

additionnés de trizol selon la procédure établit par le laboratoire.
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Le dosage des ARNm a été effectué sur le Nanovue dans une autre salle selon une
procédure écrite. Aprés le dosage, les ARNm ont été aliquotés, rangés dans des
boitiers adaptés et congelés a -80°C avant Ia transcription inverse.

La transcription inverse s’est déroulée dans deux salles différentes des précédentes :
salle de mix et salle de linéarisation et transcription inverse.

Les échantillons a analyser ont été dilués avec de I'eau dans des tubes Eppendorff
de 500ul. La quantité¢ dARNm et d’eau a utiliser a été calculée préalablement par un
tableur en tenant compte de la concentration ARNm de chaque échantillon pour

avoir un volume final de 14ul dans chaque tube.

Tableau |: Le volume d'’ARN a prélever pour la dilution, en fonction de la

concentration de 'ARN a I'extraction.

Identifiant Dosage Ratio Ml ARN Ml eau
CF1 215 2,06 4,7 9.3
.~ CR2 151 2,06 6,6 7.4
CF3 324 2,1 3.1 10,9
CF4 233 2,05 4,3 9,7
CF5 247 1,94 4,0 10,0
CF6 169 2,06 5.9 81

Le ratio exprime ici la pureté des ARNm, il est déterminé lors du dosage. Les ARNm
sont purs si le ratio se rapproche de 2 ou est supérieur ou égal a 2.

Les échantillons ont été ensuite introduits dans les puits de I'appareil thermocycleur
Veriti pour la linéarisation des ARNm. Pendant la linéarisation les Mix (amorces,
nucléotides [dNTP], Mg? tampon et la transcriptase inverse) ont été préparés pour
tous les échantillons a analyser. Le volume total des mix a préparer est fonction du
nombre d'échantillons plus deux.

20



Tableau Il : Le calcul du volume des mix a préparer en fonction du nombre

d’échantillons a tester.

.
MIX ¢ final n=1 B
56X VILO Réaction 1x 4 32
KIT N* LOT:
10X SuperScritEnzyme Mix 1X 2 16
RT + Volume fatal ] 48
Utilisation Temps/ Températures Veriti 60
10'4 25°C
60' a 42°C
RT RT
5 aB5°C
..a4'C

n=1 quantité a mettre pour un échantillon, 5XVilo Reaction représente les amorces,
le magnésium, les dNTP et le tampon, VILO est l'acronyme de : Variable Input,
Linear QOutput 10XSuper ScriptEnzyme mix est la polymérase et linhibiteur de
RNAse dans un milieu approprié. RT ou reverse transcriptase.

A la fin de la linéarisation, les échantillons ont été retirés du thermocycleur Veriti et
6ul de Mix a été introduit dans chaque échantillon linéarisé. Les tubes ainsi
additionnés de Mix ont été réintroduit dans le Veriti et le programme transcription
inverse a été déclenché. A la fin du programme, tous les ARNm ont été convertis en
cADN. lIs ont été ensuite congelés a -20°C avant I'amplification.

L’amplification quantitative

Les réactifs ont été préparés et aliquotés a I'avance et un aliquote est décongelé lors
de chagque manipulation.

Les amorces et les sondes ont été reconstituées a 100uM. La solution de travail est
de 18uM pour les amorces et 14uM pour les sondes (dilution au 1/5,5 pour les
amorces et 1/7,14 pour les sondes).

L’Amplification se fait sur des plaques blanches de 96 puits et chaque échantillon est
analyse en double (duplicat) ou en triple (triplicat). Un plan de la plaque qui existe sur
un fichier Excel du robot Hamilton a été complété afin de connaitre le nombre de
tubes a faire pour la préparation de chaque Mix. Ci-dessous un exemple de plaque

en triplicata et duplicata ; et mode de calcul pour la préparation des Mix.
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Tableau Il : représentations des plaques : en Duplicat A et Triplicat B (fonction du

nombre d'échantillons)

BCRS BCAS AR AL [ BCAD A ABL F210 P210 ABL ABL
CALBCRS | CALBCRI CAL ABL CAL ABL S2822160 SRZ2169 52872188 82822180 5286 2376 5288 2378 5286 2370 5286 7178
LACOMB LACOME LACOME LACOME HELRIN HELBIN HELBIN WELBIN
B0 BCRI ABL ARL PZ10 F210 ABL AL P210 F210 ABL WL
ir] WD H20 HzO CAL P20 CAL P210 ADG23 ADEZ3 5208 2385 52886 2385 5286 2385 5288 1385
ANDRIE ANDRIE ANDRIE ANDRIE
BCR3 BCR3 ABL. ABL P210 P20 P10 P210 F210 P210 ABL ABL
sy | T 5272 3730 5272 I H20 H20 ADOZY 258 3811 £206 3511 5286 3511 5286 3811
OLIVAR OLIVAR CLIVAR OLIVAR SERIN BERIN SERIN SERIN
BCR3 BCRD ABL ABL P20 P210 AEL ABL P210 P10 ABL ABL
Z7ime0 | seradess | s527336e0 | S273NES? 5280 2291 5286 2291 5788 2201 5280 2291 5206 3523 5266 3523 5286 3523 5286 3523
REYES REYES REYES REYES LACAU LAGAU LACAL LACAL BOUWKD BOUKKO BOUMKD BOUKKO
BCRY BCR3 ABL ABL Fi0 Fata AHL ABL F210 7210 ABL ABL
sorssay | sorsisay | so7ses43 5775 1543 | 5288 1834 OE | 5286 1534 DE | 5368 1834 DE | 5288 183 DE | 5764 2550 5286 3558 5286 3558 5286 3558
WOHEAL MOREAU MOREAL MOREAU ARC ARC ARC ARC ANDREL ANDREL ANDREU ANDREL)
[ BCR3 ABL ABL [Z1] (=] ABL A F210 F210 ABL ABL
52803100 | 52803700 | 52803100 5280 3100 5266 1835 206 1835 5286 1535 5264 1835 5286 3555 5206 3555 5286 3555 5288 585
MILHAY MILHAY MILHAV MILHAY CALHAP CAUMAP CALMAP CALHAR TOUPET TOUPET TOUPET TOUPET
[ BCRI ABL ABL P210 P ABL ABL P F210 RBL REL
52903738 | 52803738 5280 3738 52803738 | 5386 1806 5206 1436 5206 1630 5788 1636 5286 T8 5256 3578 863578 | 5288 3578
FONTAN FONTAN FONTAN FONTAN COCATR COCATR COCATR COCATR DEXON DEIXON DEMON DEXON
BCR3 BCR3 ABL ABL P20 PZI0 ABL ABL P20 PZI0 ABL ABL
280 3720 | 5280 3720 5280 3720 8280 3720 | Soms a7 5266 1537 288 1827 5208 1827 288 1583 5288 3583 5788 1563 5268 3563
FONTAN FONTAN FONTAN FONTAN ALHAD ALIHAD ALIHAD ALIHAD BOULEY BOULEY BOULEY BOULEY
Chaque échantillon a été déposé en double
SMFD
10 PG R0 AR ABL (0] PO [T AR AL AR
10 P20 0 AL am ca en ] ca [T car
=1 P20 R0 A ABL ABL L P20 P20 ABL L ARL
O W0 (o] oo Ho W0 [ 7] ] cu o ca ca
Ll Ll P AR ABL ABL ] PI0 PII ABL AL ABL
[0 [ ] it (i ot e (=] ca cn ca cn ca
e P20 (il A A, A PaG o Pzi0 ABL AL ABL
[T cic2 cic2 (=) s e [ 4 (1] c (= oM
P21 P20 PO ABL AR AR (= P10 =] ABL [ [
iy cics (= -] o ol ey = cA 1] cx cB cJa
[0 PG P10 AN AL B P30 P10 P20 ABL ABL Al
i ClcA (] cach cxe cac ce tn [ cx e [
I = (0] A [N [
cacs ocs .71 [V GICE cact
Prrg F210 P10 ABL A AR
s co ccs ca= cien [ ]

Chaque échantillon a été déposé en triple

Les MIX amorces et sondes :

Il a éte mis 100ul d’amorce sens ,100ul amorce anti-sens et 50ul de sonde et des

aliquotes de 20 a 45yl ont été réalisés et congelés.
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Les plasmides servent a contréler la qualité et la quantité des ARNm analysés. Une
gamme plasmidique qui est une gamme d’étalonnage, spécifique de chaque transcrit
a éteé réalisée et enregistrée dans le LC480. La réalisation de la gamme a été la
suivante :

- Le kit des plasmides ABL1 (Qiagen Ipsogen) comprenait les concentrations 10°, 10*
et 10° copies. Il a fallu préparer les dilutions manquantes (10%10"): La dilution
supérieure a été prise et diluer au 1/10°™ (10pl plasmides 10° additionné a 90l
d’eau pour avoir la dilution 10%) méme procédure avec la dilution 10? pour avoir la
dilution 10", Pour faire la gamme cible, les dilutions 10°, 10%, 10% 10% 10° ont été
prises. Chaque dilution a été testée en triple.

- La dilution 10* a été utilisée comme calibrateur.

- La préparation de la gamme p210 (Qiagen Ipsogen) a été identique.
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Am plification Curves
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Figure 16 : courbes d’amplification de la Gamme p210 QIAGEN-IPSOGEN
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Tableau IV : Le calcul des Cp et des concentrations de la Gamme P210 Qiagen-

Ipsogen
Identifiant Type Cp concentration | Standard W
Cal 10E6 Standard | 19,00 1,046 | 1,00E® |
Cal 10E6 Standard | 19,03 1026 | 1,00E®
Cal 10E6 Standard | 19,04 1,02E6 1,00E®
T ]
H,O C. Neg |
' Cal 10E5 Standard | 22,49 1,01E5 1,00E°
Cal 10E5 Standard 1,00E°
Cal 10E5 Standard | 22,54 9,85E4 L 1,00E°
H,O L C. Neg ]
Eamoa Standard | 25,92 1,03E4 1 1,00E*
[Cal10E4 Standard | 2598 | 9,88E3 1,00E*
—
Cal 10E4 | Standard Lze,oo 9,78E3 1,00E*
H0 | C. Neg L
Cal 10E3 Standard T 29,51 9,35E2 1,00E°
Cal 10E3 Standard | 29,46 9,68E2 1,00E°
Cal 10E3 Standard | 29,53 9,24E2 1,00E°
H,O C. Neg L
' Cal 10E2 Standard | 32,77 ] 1,06E2 1,00E2
' Cal 10E2 Standard | 33,28 [ 7,58E1 1,00E?
' Cal 10E2 Standard | 32,77 | 1,06E2 1,00E?
H,O C. Neg
Cal 10E1 Standard | 35,55 1,99E1 L1,00E1
' Cal 10E1 Standard L 37,84 6,51E0 1,00E'
Cal 10E1 Standard | 36,89 1,00E1 1,00E"
H20 C. Neg
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Le standard est la concentration attendue H,O est le contrble négatif.il doit étre
négatif pour valider 'analyse.
Le kit ERM-AD623 contenait toutes les 6 dilutions et chaque dilution a été testée en

triple comme les autres plasmides.

Les critéres de validation de la gamme ont été les suivants :

- Que les courbes d’amplification soient paralléles ;

- Que la pente de la droite soit comprise entre -3,1 et -3,6 ;

- Que l'efficacité soit supérieure a 1,9.

La pente est l'indicateur de ['efficacité de la PCR. A 100% d'efficacité, elle sera égale
a -3.322. L'efficacité permet de calculer le nombre d’amplicons. Si l'efficacité est de
100%, le nombre d'amplicons est égal aux nombre de matrices de départ dans
I'échantilion x 2" n est le nombre de cycle de PCR. Si l'efficacité est de 90% le
nombre d’amplicons est égal au nombre de matrices dans I'échantillon examiné
x1,9". Si [lefficacité est de 75%, le nombre d’amplicons est égal aux nombre de
matrices de départ dans ['échantilion x 1,75". Le nombre d’amplicons est

proportionnel a la fluorescence mesurée.
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Amplification Carves
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Figure 17 : courbes d’
Les courbes d’amplification sont paralléles
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Tableau V : Calcul des Cp et de la concentration des copies d’ABL1 de la Gamme

Qiagen-Ipsogen

Identifiant Cp concentration Standard
CAL 10° 2 3,81 9,82E4 1,00E®
CAL 10° 23,85 9,54E4 1 ,00E®
CAL 10° 23,81 9,85E4 1,00E®
H20 C. Neg
CAL 10¢ 27,14 1,05E4 1,00E#
CAL 10* 27,16 1,03E4 1,00E*
CAL 10* 27,19 1,02E4 1,00E*
H20 C. Neg
CAL 103 30,72 9,47E2 1,00E3
CAL 103 30,65 9,96E2 1,00E3
CAL 103 30,66 9,90E2 1,00E3
H20 C. Neg
CAL 102 34,18 9,31E1 1,00E?
CAL 10? 33,83 1,18E2 1,00E2
CAL 10? 34,08 9,96E1 1,00E2
H20 C.Neg
CAL 10! 38,42 9,75E0 1,00E"
CAL 101 38,29 1,03E1 1,00E!
CAL 10! 1,00E"

La concentration du calibrateur d’ABL1 ou contrdle positif est de 10000 copies. Le contréle
négatif (H20) est bien négatif. La différence entre les Cp pour chaque triplicat est inférieure
ao,5
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Amplification Curves
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Figure 18 : Courbes d’amplification de la GAMME P210 ERM-AD623

Les courbes d’amplification sont paralléles.

Slope = pente, Y intercept =Y ordonnée, Efficiency = efficacité, Error = Erreur
Cycle threshold (acronyme Ct) ou cycle seuil est le nombre de cycle d'amplification
nécessaire pour obtenir un signal fluorescent statistiquement significatif par rapport au bruit
de fond (valeur seuil) (64). Il existe une corrélation linéaire entre le Ct et le Log du nombre
de cycles. Plus le log est petit et plus la solution est concentrée. En réponse moléculaire
profonde, il y a moins de transcrits BCR-ABL1. Il faut donc plus de cycles pour avoir
plusieurs copies. Pour avoir 10 copies il faut 3,32 cycles ; pour 50 cycles le nombre de

copies sera 2% copies.
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Tableau VI : Calcul des Cp et des Copies P210 de la Gamme ERM-AD623

Identifiant Cp Concentration Standard
AD623 10E6 15,68 1,03E6 1,00E6
AD623 10E6 15,70 1,02E6 1,00E6
AD623 10E6 15,68 1,03E6 1,00E6
H20 Inconnu
AD623 10ES 19,22 9,89E4 1,00E5
AD623 10ES 19,19 1,01E5 1,00E5
AD623 10ES 19,23 9,78E4 1,00E5
H20 Inconnu
AD623 10E4 22,71 9,73E3 1,00E4
AD623 10E4 22,74 9,59E3 1,00E4
AD623 10E4 22,67 1,00E4 1,00E4
H20 Inconnu
AD623 10E3 26,18 9,76E2 1,00E3
ADG623 10E3 26,22 9,51E2 1,00E3
AD623 10E3 26,15 9,96E2 1,00E3
H20
AD623 10E2 29,53 1,06E2 1,00E2
AD623 10E2 29,56 1,04E2 1,00E2
AD623 10E2 29,86 8,49E1 1,00E2
H20
AD623 10E1 32,98 1,08E1 1,00E1
AD623 10E1 33,16 9,54E0 1,00E1
AD623 10E1 33,50 7,63E0 1,00E1
H20 inconnu
H20 Inconnu
H20 Inconnu

E6=10°, E5=105, E4=104 E3=10°% E2=102, E1=10'.La Concentration du Calibrateur
p210 ERM-AD623(AD62310E4) est de 9700 copies, Le Cp du calibrateur est de
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22 71 Le contrble négatif (H20) est négatif. la différence entre les Cp des triplicats
est inférieure a 0,5
Crossing point (acronyme Cp en anglais).

Quand ramplification est exponentielle, Ct=Cp

Amplification Curves
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Figure 19 : Courbes d’amplification de la GAMME ABL1 ERM-AD623

Les courbes sont bien paralléles
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Tableau VII : Calcul Cp et Copies ABL1 de Gamme ERM-AD623.

Identifiant Cp concentration ] standard
ERM-AD623 10° | 16,60 1,01E6 N 1,00E6
ERM-AD623 10° 16,60 1,01E6 1,00E6
ERM-AD623 10° 16,60 1,01E6 1,00E6

] —

ERM-AD623 10° | 20,13 9,71E4 1,00E5

ERM-AD623 10° 1 20,08 1,00E5 B 1,00E5

ERM-AD623 10° B 20,10 9,91E4 1,00E5

ERM-AD623 10* - 23,57 9,86E3 1,00E4 T

ERM-AD623 10* I 2355 9,99E3 ] 100E4 |

ERM-AD623 10* 23,64 1,43E3 T 1,00E4

ERM-AD623 10° 27,01 1,01E3 7 1,00E3

— —

ERM-AD623 10° 27,00 1,01E3 T 1,00E3 T

ERM-AD623 10° 27,47 T 9,64E2 T 1,00E3 T
LERM-AD623 10? 30,48 1,00E2 N 1,00E2 ]
I ERM-AD623 10° 30,57 9,47E1 1,00E2 1
rERM-AD623 102 30,33 1,11E2 1,00E2
FERM-AD623 10' 33,78 9,28E0 1,00E1

ERM-AD623 10" 33,53 | 1,13E1 1,00E1 |

ERM-AD623 10 33,69 1,00E1 1,00E1

H.O Inconnu L

H.O Inconnu

H20 Inconnu

La concentration du calibrateur ABL1 ERM-AD623 est de 9760, le Cp du calibrateur
est de 23,58, le contréle négatif (H,O) est négatif. La différence entre les Cp est

inférieure a 0,5. Le standard est le nombre de copies normalement attendu. Inconnu
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signifie que le contenu est inconnu avant amplification.les cases vides signifie une
absence de matrice a amplifier.

Amplification Curves
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Figure 20 : courbes d’amplification de la GAMME p210 QIAGEN-IPSOGEN
Les courbes d’amplification sont paralleles et la pente est normale
La pureté des ARNm est bonne.
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Tableau VIII : Calcul des Cp et copies P210 de la Gamme Qiagen-lpsogen

La Concentration du calibrateur P210 Qiagen Ipsogen est de 9987 copies, le Cp est

a 25,96 cycles, le contrble négatif (H,0) est négatif.

Identifiant Cp Concentration Standard
CAL10E® 19,00 1,4E6 1,00E6
CAL10E® 19,03 1,02E6 1,00E6
CAL10E® 19,04 1,02E6 1,00E6
H20 Inconnu
CAL10E® 22,49 1,01E5 1,00E5
CAL10E® 1,00E5
CAL10E® 22,54 9,85E4 1,00E5
H20 Inconnu
CAL10E* 25,92 1,03E4 1,00E4

' CAL10E* 25,98 9,88E3 1,00E4
CAL10E* 26,00 9,78E3 1,00E4
H20 Inconnu
CAL10E? 29,51 9,35E2 1,00E3
CAL10E® 29,46 9,68E2 1,00E3
CAL10E® 29,53 9,24E2 1,00E3
H20 Inconnu
CAL10E? 32,77 1,06E2 1,00E2
CAL10E? 33,28 7,58E1 1,00E2
CAL10E? 32,77 1,06E2 1,00E2
H20 Inconnu
CAL10E' 35,55 1,99E1 1,00E1
CAL10E' 37,84 6,51E0 1,00E1
CAL10E’ 36,89 1,00E1 1,00E1
H20 Inconnu
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A chaque analyse, il a été utilisé un point de la gamme (10%) qui a permis le calcul du
ratio géne cible/géne de référence.

Pour 'amplification des échantillons cibles les cADN concernés ont été dilué avec
30ul d'eau sous la hotte a double flux laminaire située dans la salle pré-pcr. Chaque
tube cible avait 50ul de cADN dilué.

Dans la salle des Mix, ont été constitués en fonction du nombre de patients a tester
plus deux et du nombre du type de répliques (duplicat, triplicat) la quantité de MIX a

préparer.

Tableau 1X: Calcul du volume des MIX pour la PCR en fonction du nombre

d’échantillons a analyser plus 2

N° LOT KIT PROBE MASTER :

Date MIX Amorces/Sonde :
Date MIX Plasmides
Transcrits =1 P210 ABL
H20 du kit 4.3 206.4 206,4 4.3 4.3 4,3 4.3 4.3
MIX amorces + sonde 0.7 33,6 33.6 0,7 0,7 0.7 0.7 0,7
MIX{LC 480 Probes Master, 2X) 10 480 480 10 10 10 10 10
Volume final 15 720 720 15 15 15 15 15
Nbre de puits 1 48 48 1 1 1 1 1
Volume de MIX par puil ] ET
e A& CLRLA 5 ¥ - __' pl
Ceaninfugation | 2 mn & 150 tours/minute

n=1 la quantité a mettre dans un puits, P210 quantité a mettre pour la cible, ABL
quantité a mettre pour le gene de controle, MIX (LC 480 probes Master, 2X) est la
polymérase.

Les échantillons dilués, les calibrateurs, I'eau et les Mix, la plaque de 96 puits ont été
introduits dans des places déterminées dans le robot Hamilton. Le robot Hamilton a
distribué en fonction du plan de la plaque qui a été introduit, 15ul de Mix dans
chaque puit et 5ul d’échantillon dans chaque puits correspondant. A la fin de la
distribution par le robot, la plaque a été retirée, a été recouverte d’un film plastique
adhésif. La plague a été amenée dans la salle PCR et centrifugée 2 minutes a1500g.
Aprés la centrifugation, la plaque été placé dans lappareil LC480 qui a été
programmé pour 50 cycles, le mode opératoire LightCycler 480 a été lancé pour
I'amplification et 'analyse.

Les critéres de validation des résultats ont été les suivants :

- Que les contréles négatifs ne soient pas amplifiés ;
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- Que les copies ABL1 soient supérieurs a 10000 copies pour chagque échantillon ;

- Que le ratio des calibrateurs soient entre 0,7 et 1,4 ;

- Que la variation résultats entre eux en duplicats ou en triplicats soit <0,5 en + ou
en - pour des valeurs de Ct inférieur a 35 cycles ;

- Que les courbes d'amplifications soient parali¢les.

Au diagnostic les Cp des patients sont inférieurs au Cp de la Gamme. En suivi et
surtout en réponse moléculaire profonde les Cp des patients sont supérieurs au Cp

de la gamme.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

I- RESULTATS

l.1- La premiére série de préléevements

La premiére série de prélévements a été analysée avec les réactifs Qiagen-lpsogen
et les tests ont été réalisés a cinquante cycles de PCR, en triplicat. Quatre plaques

de 96 puits ont été utilisées pour I'analyse des différents prélévements des sept

patients.

1.1.1- Premiére plaque (premier et deuxiéme patient)

Amplification Curves

— A1: 104 — A2 104 A3 104 — AT. AS7 A AS7 — A3 AS7
— B1: H20 — B2 H20 B3 H20 — B7: ASS B8: AS8 — B9 AS8
— C1. AS1 — CZ A1 C3 AS1 —C7: 8N C8 BN — C9: BJ1
-D1: AS2 — D2 AS2 D3: AS2 — D7 BJ2 D&: BJ2 — D% BJ2
E1: AS3 — E2 AS3 E3: AS3 — E7. BJ3 E8: BJ3 — E9: BJ3
— F1: AS4 — F2 AS4 F3: AS4 — F7. BJ4 F&: B4 — F3. B4
— G1: ASS — G2 AS5 G3 ASS — G7. BJ5 G& BJS — G% BJ5
— H1: ASB — HZ ASE H3: AS6 -— H7: Sampte 91 HS: Sample 91— H9: Sampie 91

5 10 15

20

25
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Figure 21 : Courbes d’amplification de BCR-ABL1(P210) de la premiére plaque

En abscisse le nombre de cycles et en ordonnée la fluorescence émise
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Tableau X : Calcul des Cp P210 de la premiére plaque (Cp du calibrateur de la
Gamme=25,96)

Identifiant Type Cp
10* Calibrateur Controle+ 26,02
10 Calibrateur controle+ 25, 96
10* Calibrateur controle+ 25,72
AS7 Inconnu
AS7 Inconnu
AS7 Inconnu 39,16

ero Inconnu
H.0 Inconnu
H,0 Inconnu
AS8 Inconnu 39,93
AS8 Inconnu
AS8 Inconnu
AS1 Inconnu
AS1 Inconnu
AS1 Inconnu 39,61
BJ1 Inconnu
BJ1 Inconnu
BJ1 Inconnu 39,49
AS2 Inconnu 39,59
AS2 Inconnu
AS1 Inconnu
BJ2 Inconnu
BJ2 Inconnu
BJ2 Inconnu 39,35
AS3 Inconnu
AS3 Inconnu
AS3 Inconnu
BJ3 Inconnu 39,30
BJ3 Inconnu 38,54
BJ3 Inconnu
AS4 Inconnu
AS4 Inconnu
AS4 Inconnu
BJ4 Inconnu 39,78
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BJ4 Inconnu 39,85

BJ4 Inconnu

ASS Inconnu

ASS Inconnu

ASS Inconnu

BJ5 Inconnu 39,50

BJ5 Inconnu

BJS Inconnu |
AS6 Inconnu 39,61 J
AS6 Inconnu J
AS6 Inconnu J
Echantillon 91 Inconnu

Echantillon 91 Inconnu

Echantillon 91 Inconnu

L’absence de valeur de Cp pour un échantillon signifie une absence de matrice a

amplifier ?

Tableau Xl : Copies P210 de la premiere plaque

Identifiant Type Cp Concentration | Standard Statuﬂ
10 Standard | 26,02 9,56E3 1,00E4 |
10* Standard | 25,96 1,00E4 1,00E4
10* Standard | 25,78 1,17E4 1,00E4
AS7 Inconnu 39,16 3,79E0 E
AS7 Inconnu
AS7 Inconnu |
H20 Inconnu J
H.O Inconnu
H20 Inconnu
AS8 Inconnu
AS8 Inconnu 39,93 2,88E0 E
AS8 Inconnu j
AS1 Inconnu J
AS1 Inconnu J j
AS1 Inconnu | 39,61 |  3,23E0 E
BJ1 Inconnu | 39,49 | 3,37EQ
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BJ1 Inconnu J
BJ1 Inconnu

AS2 Inconnu 39,59 3,25E0

AS2 Inconnu

AS2 Inconnu

BJ2 Inconnu

BJ2 Inconnu |
BJ2 Inconnu | 39,35 3,54E0 O
AS3 Inconnu

AS3 Inconnu

AS3 Inconnu

BJ3 Inconnu 39,30 3,61E0 N
@3 Inconnu 38,54 4 84E0

BJ3 Inconnu

AS4 Inconnu

AS4 Inconnu

AS4 Inconnu

BJ4 Inconnu 39,78 3,04E0

BJ4 Inconnu 39,85 2,97E0Q

BJ4 Inconnu

ASS Inconnu

ASS Inconnu |
ASS Inconnu

BJ5 Inconnu 39,50 3,36E0

BJ5 Inconnu

BJ5 Inconnu

AS6 Inconnu 39,61 3,23E0

AS6 Inconnu

AS6 Inconnu

Echantillon 91

Echantillon 91

Echantillon 91

E signifie que le nombre de copies a été extrapolé a partir de la courbe

d’amplification.
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Amplification Curves
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Figure 22 : Courbes d’amplification d’ABL1 de la premiére plaque

Tableau Xll: Calcul Cp d’ABL1 de la premiére plaque Cp du calibrateur de la
Gamme=28,17

Identifiant CcP Type

Cal 104 28,30 Controle positif
Cal 104 28,23 Controle positif
Cal 10¢ 28,30 Controle positif
AS1 23,81 Inconnu
AS1 23,80 Inconnu |
AS1 23,84 Inconnu
BJ1 26,07 Inconnu
BJ1 26,09 Inconnu
BJ1 26,13 Inconnu
AS2 23,74 Inconnu
AS2 23,73 inconnu
AS2 23,74 Inconnu
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BJ2 25,24 Inconnu
BJ2 25,31 Inconnu
BJ2 25,35 Inconnu
AS3 25,13 Inconnu
AS3 25,16 Inconnu
AS3 25,16 Inconnu
BJ3 24,56 Inconnu
BJ3 24,59 Inconnu
BJ3 2464 Inconnu
AS4 24 47 Inconnu
AS4 24 52 Inconnu
AS4 24 54 Inconnu
BJ4 26,59 Inconnu
BJ4 Inconnu
BJ4 26,21 Inconnu
AS5 24,08 Inconnu
ASS 24,04 Inconnu
AS5 24,06 Inconnu
BJS 24,90 Inconnu
BJS 24,92 Inconnu
BJ5 24 98 Inconnu
AS6 24,15 Inconnu
AS6 24,21 Inconnu
AS6 24 17 Inconnu
H.0 Inconnu Contrble négatif
H,0 Inconnu Controle négatif
H,0 Inconnu Contrdle négatif
AS7 26,75 Inconnu
AS7 26,75 Inconnu
AS7 26,72 Inconnu
AS8 25,28 Inconnu
AS8 25,28 Inconnu
AS8 25,28 Inconnu
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Tableau Xlll : Copies d’ABL1 de la premiére plaque

?= Le détecteur est incertain

E= extrapolated concentration in standard curve (concentration extrapolée sur Ia

courbe standard)

Identifiant Cp Concentration Standard Status

CAL 104 28,30 9,79E3 1,00E4

CAL 104 28,23 1,04E4 1,00E4

CAL 104 28,28 1,00E4 1,00E4

AS7 26,75 3,50E4 Inconnu

AS7 26,75 3,49E4 Inconnu

AS7 26,72 3,59E4 Inconnu

H20 Inconnu Contréle négatif

H20 Inconnu Contréle négatif

H20 Inconnu Contréle négatif

AS8 25,28 1,16ES Inconnu E
AS8 25,28 1,17E5 Inconnu E
AS8 25,28 1,17E5 Inconnu E
AS1 23,81 3,88E5 Inconnu E
AS1 23,80 3,92E5 Inconnu E
AS1 23,84 3,80E5 Inconnu E
BJ1 26,07 6,11E4 Inconnu

BJ1 26,09 5,98E4 Inconnu

BJ1 26,13 5,78E4 Inconnu

AS2 23,74 4 12E5 Inconnu E
AS2 23,73 4 14E5 Inconnu E
AS2 23,74 4 12E5 Inconnu E
BJ2 25,24 1,20E5 Inconnu E

43




BJ2 25,31 113E5 Inconnu E
r BJ2 25,35 1,10E5 Inconnu E
BSS 2513 1,31E5 Inconnu E
AS3 25,16 1,28E5 Inconnu E
AS3 25,16 1,29E5 Inconnu E
BJ3 24,56 2,10E5 Inconnu E
BJ3 24,59 2,05E5 Inconnu E
BJ3 24 64 1,97E5 Inconnu E
m34 24,47 2,25E5 Inconnu E
AS4 24,52 2,17E5 Inconnu E
AS4 24 54 2,13E5 Inconnu E
BJ4 26,59 3,98E4 Inconnu

BJ4 ?
BJ4 26,21 5,43E4 Inconnu E
AS5 24,08 3,12E5 Inconnu E
AS5 24,04 3,21E5 Inconnu E
MSS 24,06 3,17E5 Inconnu E
BJS 24,90 1,58E5 Inconnu E
BJ5 24,92 1,56E5 Inconnu E
BJ5 24,98 1,49E5 Inconnu E
AS6 24,15 2,93E5 Inconnu E
AS6 24 .21 2,79E5 Inconnu E
AS6 24 17 2,90E5 Inconnu E
H20 Contréle négatif

H20 Contréle négatif

H20 Contrdle négatif

E signifie que le résultat a été extrapolé a partir des courbes d’amplification
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1.1.2- Deuxiéme plaque ( troisiéme et quatriéme patient )

—A1:104 — A2 104 — A3 104 — A7 CN1
ggg?g —B%CN2 —C1: CF1 —C2 CF1
- D3 —D7:CN4 - DB CN4 — D3 CN4 — F{- -
—F1:CF4 —F2CF4 — F3 CFs —F7.CNB N —re
~H2 CF6 —H3 CF6

égg:l: —A.9':CN1 —B1:H20 —B2 H20 B3 H20 — B7: CN2
: —C7:CN3 - CB CN3 —C9 ON3 —D1:CF2 - D2 CF2

E3CF3 —E7.CN5 - E8 CN5 —E9 CN
F8:CNB —F3 CN6 — G1: CF5 — G2 CF5 — (3 CF5 -H‘I;CF;

10 15 20 o5
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Figure 23 : Courbes d’amplification P210 de la deuxiéme plaque

Tableau XIV : Calcul des Cp de P210 de la deuxieme plaque

identifiant Type Cp
104 Contréle positif/calibrateur 28,30
104 Contréle positif/calibrateur 28,24
104 Controle positif/calibrateur 28,27
CN1 Inconnu 23,18
CN1 Inconnu 23,13
C N1 Inconnu 23,13
H20 Controle négatif
H20 Controle négatif
H20 Controle négatif
CN2 Inconnu 23,80
CN2 Inconnu 23,77
CN2 Inconnu 23,81
CF1 Inconnu 23,30
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CF1 Inconnu 23,18
CF1 Inconnu 23,45
CN3 Inconnu 24,22
CN3 Inconnu 24,13
CN3 Inconnu 24,12
CF2 Inconnu 24,22
CF2 Inconnu 24,34
CF2 Inconnu 24,50
CN4 Inconnu 23,87
CN4 Inconnu 23,92
CN4 Inconnu 23,99
CF3 Inconnu 25,51
CF3 Inconnu 25,51
CF3 Inconnu 25,59
CN5 Inconnu 24,18
CN5 Inconnu 2415
CN5 Inconnu 24 21
CF4 Inconnu 24,71
CF4 Inconnu 2470
CF4 Inconnu 24,81
CN6 Inconnu 23,88
CN6 Inconnu 24,03
CN6 Inconnu 24,05
CF5 Inconnu 23,92
CF5 Inconnu 23,92
CF5 Inconnu 23,94
CF6 Inconnu 23,95
CF6 Inconnu 24,13
CF6 Inconnu 2414

P210 10° représente a Ia fois le contréle positif et le calibrateur.
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Tableau XV : la concentration des Copies de P210 de la deuxiéme plaque

Identifiant Type Cp Concentration | Standard Statuts

10°* Standard | 26,03 1,00E4 1,00E4

10* Standard | 26,03 1.10E4 1,00E4

10* standard | 26,05 9, 86E3 1,00E4

CN1 Inconnu 35,86 1,36E1

CN1 Inconnu 37,44 5,36E0 E
CN1 Inconnu 37,24 6,03E0 E
H,O 00

H,O 00

H.0 00
CN2 Inconnu 38,25 3,36E0 E
CN2 Inconnu 36,44 9,69E0 E
CN2 Inconnu 37,30 5,80E0 E
CF1 Inconnu 38,51 2,91E0 E
CF1 Inconnu 37,10 6,55E0 E
CF1 Inconnu 37,91 4, 07EO E
CN3 Inconnu 39,78 1,44E0 E
CN3 Inconnu 38,13 3,59E0 E
CN3 Inconnu 38,10 3,65E0 E
CF2 Inconnu 38,56 2,82E0 E
CF2 Inconnu 38,95 2,27EO E
CF2 Inconnu 38,48 2,96E0 E
CN4 Inconnu
CN4 Inconnu
CN4 Inconnu 38,03 3,80E0 E
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CF3 Inconnu

CF3 Inconnu 39,67 1,53E0 E
CF3 Inconnu 38,71 2,59E0 E
CN5 Inconnu

CN5 Inconnu 36,22 1,11E1 E
CN5 Inconnu 37,32 5,75E0 E
CF4 Inconnu

CF4 Inconnu 39,06 2,13E0 E
CF4 Inconnu

CNG6 Inconnu 39,73 1,48E0 E
CN6 Inconnu 38,24 3,37E0 >E
CNG6 Inconnu 45,00 1,15E-1 E
CF5 Inconnu 37,59 4,90E0 E
CF5 Inconnu 37,55 5,03E0 E
CF5 Inconnu 36,74 8,08E0 E
CF6 Inconnu | 37,61 4,8450 E
CF6 Inconnu | 37,73 4,51%0 E
CF6 Inconnu | 38,74 2,5550 E

Inconnu parce que I'on ne connait pas le nombre de matrices dans I'échantillon, le

Cp et le nombre de copies attendu. E = extrapolé a partir des courbes d’amplification
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Amplification Curves

— A4 104 — A5 104 AB: 104 A10: N1 — A11: CNt A12 CN1 — B4 H20 BS: H20 B6; H20
B10: CN2 — B11: CN2 P12 CN2 —C4 CF1 - C5 CF1 C6: CF1 C10: CN3 — C11: CN3 C12: CN3
— D4 CF2 —D5: CF2 D6: CF2 D10 CN4 — D11: CN4 D12 CN4 — E4:. CF3 E5. CF3 €6: CF3
E10: CN5 —E11: CN5 E12CN5 —F4 CF4 --F5 CF4 F6: CF4 F10; CN6 — F11: CNB F12: CNE&
— G4 CF5 —~ G5 CF5 G8: CF5 — H4: CF6 H5: CF6 H6: CF6
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Figure 24 : Courbes amplification d’ABL1 de la deuxiéme plaque.

10 15 20 x5

Les courbes sont paralleles
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Tableau XVI : Calcul des Cp d’ABL1 de la deuxiéme plaque.

La difféerence entre les Cp est inférieure a 0,5.

Identifiant Type Cp
104 Controle positif calibrateur 26,03
104 Contréle positif calibrateur 26,03
104 Contréle positif calibrateur 26,05

CN1 Inconnu 35,86
CN1 Inconnu 37,44
CN1 Inconnu 37,24
H20 Contrdle négatif
H20 Controle négatif
H20 Contrble négatif
CN2 Inconnu 38,25
CN2 Inconnu 36,44
CN2 Inconnu 37,30
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CF1 Inconnu 38,51
CF1 Inconnu 37,10
CF1 Inconnu 37,91
CN3 Inconnu 39,78
CN3 Inconnu 38,13
CN3 Inconnu 38,10
CF2 Inconnu 38,56
CF2 Inconnu 38,95
CF2 Inconnu 38,48
CN4 Incorinu

CN4 Inconnu

CN4 Inconnu 38,03
CF3 Inconnu

CF3 Inconnu 39,67
CF3 Inconnu 38,71
CN5 Inconnu

CN5 Inconnu 36,22
CN5 Inconnu 37,32
CF4 Inconnu

CF4 Inconnu 39,06
CF4 Inconnu

CN6 Inconnu 39,73
CNG6 Inconnu 38,24
CN6 Inconnu 45,00
CF5 Inconnu 37,59
CF5 Inconnu 37,55
CF5 Inconnu 36,74
CF6 Inconnu 37,61
CF6 Inconnu 37,73
CF6 Inconnu 38,74
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Tableau XVII : concentration des Copies d’ABL1 de la deuxiéme plaque

Identifiant Type Cp Concentration Standard
104 CAL 28,30 9,82E3 1,00E4
10* CAL 28,24 1,01E4 1,00E4
10* CAL 28,27 1,00E4 1,00E4
CN1 Inconnu 23,18 2,84E5 E
CN1 Inconnu 23,13 2,94E5 E
CN1 Inconnu 23,13 2,95E5 E
H,O C Neg
H.0 C Neg
H20 C Neg
CN2 Inconnu 23,80 1,90E5 E
CN2 Inconnu 23,77 1,93E5 E
CN2 Inconnu 23,82 1,89E5 E
CF1 Inconnu 23,30 2,63E5 E
CF1 Inconnu 23,18 2,85E5 E
CF1 Inconnu 23,45 2,39E5 E

CN3 Inconnu 24,22 1,44E5 E
CN3 Inconnu 2413 1,52E5 E
CN3 Inconnu 2412 1,54E5 E
CF2 Inconnu 2422 1,43E5 E
CF2 Inconnu 24,34 1,33E5 E
CF2 Inconnu 24,50 1,20E5 E
CN4 Inconnu 23,87 1,81E5 E
CN4 Inconnu 23,92 1,75E5 E
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CN4 Inconnu 23,99 1,68E5 E
CF3 Inconnu 25,51 6,15E4 E
CF3 Inconnu 25,51 6,14E4 E
CF3 Inconnu 25,59 5,85E4 E
CN5 Inconnu 24,18 1,48E5 E
CN5 Inconnu 24,15 1,51E5 E
CN5 Inconnu 24,21 1,45E5 E
CF4 Inconnu 24,71 1,04E5 E
CF4 Inconnu 2470 1,05E5 E
CF4 Inconnu 24,81 9,73E4 E
CN6 Inconnu 23,88 1,80E5 E
CN6 Inconnu 24,03 1,63E5 E
CN6 Inconnu 24,05 1,61E5 E
CF5 Inconnu 23,92 1,75E5 E
CF5 Inconnu 23,92 1,75E5 E
CF5 Inconnu 23,94 1,73E5 E
CF6 Inconnu 23,95 1,71E5 E
CF6 Inconnu 24,13 1,52E5 E
CF6 Inconnu 24 14 1,51E5 E

E= résultat extrapolé a partir des courbes d’amplification. CAL=calibrateur

C. Neg=contréle négatif
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1.1.3- Troisiéme Plaque (cinquiéme et sixiéme patient)

Amplificatisn Curves

—A1:P210 — A2 P210 — A3 P210 —A7. CH A8 CHA —A9CH —B1:H20 —B2H20 B3: H20
—B7: CJ2 B8:CJ2 —B%CJ2 —C1:CJC1 —C2CJC1 —C3CIC1 —C7: CJ3 CBCI3 —Co
—D1: QJC2 —D2 CJC2 — D3 CIC2 —D7:CJ4 D8:CH4 —D3CJ4 —E1:CIC3 —EZCIC3 —E3 CIC3
—E7. CJ5 E8 CJ5 —E9CIH5 —F1:CIC4 —F2CIC4 —F3 CIC4 —F7:ClB F& CJ8 —F9:CJ
—G1: CJC5 — G2 CICS — G3. CJIC5S —H1: CICE —H2 CICB — H3: CJCE

Fluotescence {13
=~J
(8]
e

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycles

ubordinate for ABL\483-533\p210 (Abs Quant/2nd Derivative Max)

Figure 25 : Courbes d'amplification deP210 de la troisieme plaque.

Elles sont paralleles

Tableau XVIII : Calcul des Cp de P210 de la troisieme plaque

Identifiant Type Cp
P210 Contréle positif/calibrateur 26,16
P210 Contréle positif/calibrateur 26,08
P210 Contréle positif/calibrateur 26,06
CJ1 Inconnu
CJ1 Inconnu
CJ1 Inconnu 39,80

H20 Contréle négatif

H20 Contréle négatif

H20 Contréole négatif

CJ2 Inconnu
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CJ2 Inconnu
L CJ2 Inconnu
CJC1 Inconnu 36,60
CJC1 Inconnu 36,03
CJC1 Inconnu 36,55
CJ3 Inconnu 38,25
CJ3 Inconnu
CJ3 Inconnu
CJC2 Inconnu 38,52
CJC2 Inconnu
CJC2 Inconnu 39,65
CJ4 Inconnu
CJ4 Inconnu 37,49
CJ4 Inconnu
CJC3 Inconnu 39,67
CJC3 Inconnu
CJC3 Inconnu
CJ5 Inconnu 39,98
CJ5 Inconnu 38,27
CJ5 Inconnu
CJC4 Inconnu 38,19
CJC4 Inconnu
CJC4 Inconnu 38,65
CJ6 Inconnu
CJ6 Inconnu 39,89
CJ6 Inconnu
CJC5 Inconnu
CJC5 Inconnu 39,62
CJC5 Inconnu
CJC6 Inconnu
CJC6 Inconnu
CJC6 Inconnu
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Tableau XIX : Concentration des Copies de P210 de la troisiéme plaque

Identifiant Type Cp |Concentration| Standard Statuts
P210 Standard | 26,16 9,48E3 1,00E4

P210 Standard | 26,08 1,00E4 1,00E4

P210 Standard | 26,06 1,02E4 1,00E4

CJ1 Inconnu

CJ1 Inconnu

CJ1 Inconnu 39,80 3,28E0 E
H,O C Neg

H,O C Neg

H,0 CNeg

CJ2 Inconnu

CJ2 Inconnu

CJ2 Inconnu

CJC1 Inconnu 36,60 1,25E1

CJC1 Inconnu 36,03 1,67E1

CJC1 Inconnu 35,55 2,15E1

CJ3 Inconnu 38,25 5,91E0 E
CJ3 Inconnu

CJ3 Inconnu

CJC2 Inconnu 38,52 5,29E0 E
CJC2 Inconnu

CJC2 Inconnu 39,65 3,46E0 E
CJ4 Inconnu

CJ4 Inconnu 37,49 8,20E0 E
CJ4 Inconnu

CJC3 Inconnu 39,67 3,43E0 E
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CJC3 Inconnu
CJC3 Inconnu
CJ5 Inconnu 39,98 3,09E0 E
CJ5 Inconnu | 38,27 5,86E0 E
CJ5 Inconnu
CJC4 Inconnu | 38,19 6,07E0 E
CJC4 Inconnu
L CJC4 Inconnu | 38,65 5,02E0 E
CJ6 Inconnu
CJ6 Inconnu 39,89 3,18E0 E
CJ6 Inconnu
| CJC5 Inconnu
| CJC5 | Inconnu | 3962 |  349E0 E
L CJC5 Inconnu
L P210 Inconnu
P210 Inconnu
P210 Inconnu N
CJC6 Inconnu
CJC6 Inconnu
CJC6 Inconnu
P210 Inconnu
P210 Inconnu
P210 Inconnu

E=résultat extrapolé les cases vides signifient qu'il n’y pas de matrice a amplifier et
donc pas de copies détectées.
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Ampliticatien Curves

- A4 ABL A5 ABL AB: ABL A10: CJ1 — A1 CH A12.CHl —B4 H20 B5: H20 B6: H20
B10: CJ2 —B11: CJ2 B12 CJ2 C4: CJC1 C5: Gy CB: CJC1 C1: €43 — Ci11: CJ3 C12CJ3
-D4:CJC2 D5:CJC2 DB CJC2 D10 Cy4 —D11:CH4 D12 CJ4 —E4: CJC3 ES: CJC3 EB: CJC3
E10: CJ5 —E11:CJ5 E12. CJ5 F4: CJiC4 F5: CJC4 F&: CJC4 F10: CJ6 —F11: C6 F12Z CJ5
- G4 CJC5 G5 CJC5  GB: CJC5 —H4: CICE — H5 CJICB  HB: CJCE
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Figure 26 : Courbes d’amplification d’ABL1 de la troisieme plaque

Tableau XX : Calcul Cp d’ABL1 de la troisiéme plaque

Identifiant Type Cp
ABL1 Contréle positif/calibrateur 28,42
ABL1 Contréle positif/calibrateur 28,36
ABLA Controle positif/calibrateur 28,48

Ca Inconnu 24 46
CJ1 Inconnu 24 44
CJ1 Inconnu 24 55

H20 Contréle négatif

H20 Contréle négatif

H20 Controle négatif

CJ2 Inconnu 26,33
CJ2 Inconnu 26,34
CJ2 Inconnu 26,49
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N CJC1 Inconnu 24,09
CJC1 Inconnu 24,16
CJC1 Inconnu 24 13
CJ3 Inconnu 24 08

CJ3 Inconnu 24 07

L CJ3 Inconnu 2417

L CJC2 Inconnu 23,58
CJC2 Inconnu 23,60
CJC2 Inconnu 23,71

CJ4 Inconnu 24,01
CJ4 Inconnu 24,06
CJ4 Inconnu 24,02
CJC3 Inconnu 24,70
CJC3 Inconnu 24 58
 CJC3 | Inconnu 24,69
CJ5 Inconnu 24 .54
CJs Inconnu 24,59
CJ5 Inconnu 24 .61
CJC4 Inconnu 24,33

| CJC4 Inconnu 24,25

CJC4 Inconnu 24,34
CJ6 Inconnu 24,48
CJ6é Inconnu 2455
CJ6é Inconnu 24,57

L CJC5 Inconnu 28,03

L CJC5 Inconnu 28,02
CJC5 Inconnu 27,96
CJC6 Inconnu 25,24
CJC6 Inconnu 25,20
CJC6 Inconnu 25,21
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Tableau XXI : concentration des Copies d’ABL1 de la troisiéme plaque

Identifiant Type Cp Concentration | Standard | Statuts
ABL Standard 28,42 1,00E4 1,00E4
ABL Standard 28,36 1,04E4 1,00E4
ABL Standard 28,48 9,61E3 1,00E4
CJ1 Inconnu 24 .46 1,36E5 E
CJ1 Inconnu 24 44 1,38E5 E
CJ1 Inconnu 24 55 1,27E5 E
H20 C. Neg
H20 C. Neg
H20 C. Neg
CJ2 Inconnu 26,33 3,95E4
CJ2 Inconnu 26,34 3,92E4
CJ2 Inconnu 26,49 3,56E4
CJC1 Inconnu 24,09 1,72E5 E
CJC1 Inconnu 24,16 1,65E5 E
cJct Inconnu | 24,13 1,68E5 E
CJ3 Inconnu 24,08 1,74E5 E
CJ3 Inconnu 24,07 1,75E5 E
CJ3 Inconnu 24,17 1,65E5S E
CJC2 Inconnu 23,58 2,42E5 E
CJC2 Inconnu 23,60 2,39E5 E
CJC2 Inconnu 23,71 2,22E5 E
CJ4 Inconnu 24,01 1,82E5 E
CJ4 Inconnu 24,06 1,77E5 E
CJ4 Inconnu 24,02 1,81E5 E
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CJC3 Inconnu 24,70 1,16E5 E
CJC3 Inconnu 24,58 1,26E5 E
( CJC3 Inconnu 24,69 1,17E5 E
B CJ5 Inconnu 24,54 1,28E5 E
CJ5 Inconnu 24,59 1,25E5 E
CJ5 Inconnu 24,61 1,22E5 E
CJC4 Inconnu 24,33 1,48E5 E
CJC4 Inconnu 24,25 1,55E5 E
CJC4 Inconnu 24,34 1,46E5 E
CJ6 Inconnu 24,48 1,34E5 E
CJ6 Inconnu 24 .55 1,28E5 E
CJ6é Inconnu 24,57 1,26E5 E
CJC5 Inconnu 28,03 1,29E4 E
B CJC5h Inconnu 28,02 1,30E4 E
CJCH Inconnu 27,96 1,35E4
Echantillon 82 C. Neg
Echantillon 83 C. Neg
Echantillon 84 C. Neg
CJC6 Inconnu 25,24 8,11E5S
CJCo6 Inconnu 25,20 8,31E5
CJC6 Inconnu 25,21 8,28E5
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1.1.4- Plaque (septiéme patient et reprise de deux prélevements
précédents)

Amplification Curves

—— A1: CAL P210104D —— A2 CAL P210104D - A3 CALP210104D — A7: BIM3 AB: BM3
— A3 BM3 — B1: H20 — B2 H20 B3 H20 — B7: BJM4
B8: Bawd — B9 BM4 — C1: BS1 — C2Z BSt C3: BS1
— D1: BS2 — D2 BS2 D3: BS2 ~ E1: BS3 —E2: BS3
E3. BS3 — F1:BS4 — F2 BS4 F3 BS4 61: BSS
— G2 BSS -G3: BS5 — H1: BSE — H2 BSE H3: BSE
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Figure 27 : Courbes d'amplification de P210 de la quatriéme plaque

Tableau XXII : Calcul des Cp de P210 de la quatrieme plaque

Identifiant Type Cp
Cal P21010* | Contrdle positif/calibrateur 26,09
Cal P21010* | Controle positif/calibrateur 26,00
Cal P21010* | Controle positif/calibrateur 25,98

BJM3 Inconnu
BJM3 Inconnu
BJM3 Inconnu
H20 Contréle négatif
H20 Controle négatif
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H.O

Contrdle négatif

BJM4 Inconnu
BJM4 Inconnu 39,00
BJM4 Inconnu 38,84
BS1 Inconnu 38,32
BS1 Inconnu
BS1 Inconnu 38,90
BS2 Inconnu 38,72
BS2 Inconnu 38,89
BS2 Inconnu
BS3 Inconnu 39,88
BS3 Inconnu
BS3 Inconnu
BS4 Inconnu 39,94
BS4 Inconnu
BS4 Inconnu
BS5 Inconnu
BS5 Inconnu 40,09
BS5 Inconnu
BS6 Inconnu
BS6 Inconnu
BS6 Inconnu 38,23
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Tableau XXIII : concentration des Copies de P210 de la quatrieme plaque

Identifiant Type Cp Concentration | Standard | Statut

Cal P210 10* Standard | 26,09 9,42E3 1,00E4

Cal P210 10* Standard | 26,00 1,00E4 1,00E4

Cal P210 10* Standard | 25,98 1,01E4 1,00E4

BJM3 Inconnu

BJM3 Inconnu

BJM3 Inconnu

H.O C. Neg

H20 C. Neg

H,O C. Neg

BJM4 Inconnu

BJM4 Inconnu 39,00 4,14E0 E
BJM4 Inconnu 38,84 4 40E0 E
BS1 Inconnu 38,32 5,42E0 E
BS1 Inconnu

BS1 Inconnu 38,90 4,31E0 E
BS2 Inconnu 38,72 4,61E0 E
BS2 Inconnu 38,89 4,32E0 E
BS2 Inconnu

BS3 Inconnu

BS3 Inconnu 39,88 3,02E0 E
BS3 Inconnu

BS4 Inconnu 39,94 2,95E0 E
BS4 Inconnu

BS4 Inconnu

BSS Inconnu

BS5 Inconnu 40,09 2,81E0 E
BSS Inconnu

BS6 Inconnu

BS6 Inconnu

BS6 Inconnu 38,23 5,63E0 E
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Amplification Curves

—— A4; CAL ABL 104D A5 CAL ABL 104D AB; CAL ABL 104D A10: BIM3 —— A11: B3
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Figure 28 : Courbes d’amplification d’ABL1 de la quatrieme plaque

Tableau XXIV : Calcul des Cp d’ABL1 de la quatrieme plaque

Identifiant Type Cp
Cal ABL110* | Contréle positif/calibrateur 28,51
Cal ABL110* | Controle positif/calibrateur 28,48
Cal ABL110* | Contréle positif/calibrateur 28,54

BJM3 Inconnu 25,19
BJM3 Inconnu 25,22
BJM3 Inconnu 25,29
H20 Contréle négatif
H20 Contréle négatif
H20 Contréle négatif
BJM4 inconnu 26,69
BJM4 Inconnu 26,66
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Tableau XXV : concentration des Copies d’ABL1 de la quatriéme plaque

Identifiant Type Cp | Concentration | Standard | Status

Cal ABL1 10* Standard 28,51 1,00E4 1,00E4

Cal ABL1 10* Standard 28,48 1,02E4 1,00E4

Cal ABL1 10* Standard 28,54 9,79E4 1,00E4
BJM3 Inconnu 25,19 8,87E4
BJM3 Inconnu 25,22 8,70E4
BJM3 Inconnu 25,29 8,31E4
H,O C. Neg
H,0 C. Neg
H,O C. Neg
BJM4 Inconnu 26,69 3,30E4
BJM4 Inconnu 26,66 3,36E4
BJM4 Inconnu 26,71 3,26E4
BS1 Inconnu 24,84 1,12E5 E
BS1 Inconnu 24 81 1,14E5 E
BS1 Inconnu 24 82 1,13E5 E
BS2 Inconnu 24,22 1,68E5 E
BS2 Inconnu 24,22 1,68E5 E
BS2 Inconnu 24,30 1,60ES E
BS3 Inconnu 24,73 1,20ES E
BS3 Inconnu 24,76 1,18E5 E
BS3 Inconnu 24 .81 1,14E5 E
BS4 Inconnu 24,31 1,59E5 E
BS4 Inconnu 24,28 1,61E5S E
BS4 Inconnu 24,30 1,60ES E
BSS Inconnu 24,66 1,26E5 E
BSS Inconnu 24,63 1,28E5 E
BS5 Inconnu 2467 1,25E5 E
BS6 Inconnu 24,59 1,31E5 E
BS6 Inconnu 24 61 1,30E5 E
BS6 Inconnu 24,69 1,24E5 E
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BJM4 Inconnu 26,71
BS1 Inconnu 24,84
BS1 Inconnu 24,81
BS1 Inconnu 24,82
BS2 Inconnu 24,22
BS2 Inconnu 24,22
BS2 Inconnu 24,30
BS3 Inconnu 24,73
BS3 Inconnu 24,76
BS3 Inconnu 24 .81
BS4 Inconnu 24,31
BS4 Inconnu 24,28
BS4 Inconnu 24,30
BS5 Inconnu 24,66
BSS Inconnu 24,63
BSS Inconnu 24,67
BS6 Inconnu 24,59
BS6 Inconnu 24,61
BS6 Inconnu 24,69
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1.1.5- Récapitulatif des quatre plaques
Tableau XXVI : Récapitulatif des résultats des Sept patients avec interprétation.

o

Code Dats AQ Renadu P10 1 PZIO 2 PII0_3 Moy PFIOI Moy PII0xd ASL
1ASL 150918 RO Salifo NEG NEG NEG NEG

3 ASZ 150918 RO Ssifo PMG PNO NEG  NEG

4 AS3 150918 MO _Salifo NEG NEG NEG NEG
4 AS4 150918_R0_Sahta #NO NEG NEG NEG
4 ASS 150918 RQ_Salife PNC  NEG NEG  NEG
S AS6 150918 RQ Salifo PUG  PND NEG  NEG
5 AST 150918 RQ Salifo MEG NEG NEG NEG
S ASS  150918_AO Salifo PMG  PNG NEG  NEG
IR 150818_RO_Salifo PRl NEG  NEG
IW2 150915 RO Salfo PNC  NEG MEG  NEG
4 W3 150925 m salifo PO NEG NEG  NEG

aW3® 150918 RQ Salifo PNG  PNC POS  NEG T 432
ARM 150925 rq_miifa PNO PN NEG  NEG
4 BM4* 150918 RO Salifo PHO TRG POS NEG 1 ) w

5 S 150918 AQ Salfo PNC PMG NEG NEG

5 BS1  15092S rq saifo  NEG PFNO NEG  NEG

S BSZ* 150825 rq salfo MO PNQ POS NEG L 40 4%
S @53 150975 _rq safifo.  PWND PRD NEG  NEG
5 854 150935_mq wilo  NEG Ml NEG  NEG
S BSS 150925 rq salifo  PMO PO NEG  NEG
S ESE 150605 rq salifo  PNO NEG NEG  NEG
4 CFI 150921 _RO Salifc  FHOC Lm T ]
A CF2 150921 R0 Salte PN PNTG OB VDS
S CF1 150871 MO _Salife PR NEG  NEG
5 CFd4 150821 RO Salife PNO NEG  NEG
5 CF5 150921 _RQ_Salifc PNGL FOS FOs
5CF6 150821 RO _Salifo  PwO PR FOS
ACH 150922 RO Sakle  NEG NEG NEG
A2 150922 "G _Salifo PG NEG  NEG
403 150972 RQ Salifo PO NEG NEG
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Old = interprétation traditionnelle faite par le laboratoire pour des analyses faite en
duplicat et 45 cycles. New2 = nouvelle interprétation si 'analyse est faite en duplicat
a 50 cycles : NEG = NEGATIF si les deux puits sont négatifs, Pos = positif si deux
puits positifs, pnq = positif non quantifiable (png) si un puit est positif New3 =
nouvelle interprétation si I'analyse est faite en triplicat : NEG si tous les trois puits
sont négatifs ou les deux premiers puits négatifs. Positif (Pos) si les trois puits sont
positifs. Positif non quantifiable (pnq) si un puit est positif. P210_ 1 = concentration
de P210 dans le premier puit en triplicat ; P210 _2= concentration de P210 dans le
deuxiéme puit si 'analyse est faite en triplicat ; P210_ 3=concentrations de P210
dans le troisieme puit si I'analyse est faite en triplicat. Moy_P210 x 2 = moyenne de
P210_ 2 = moyenne de P210 dans les deux premiers puits en triplicat Moy_P210 x 3
= moyenne de p210 dans les trois puits en triplicat. ABL1 1 = concentration d’ABL1
dans le premier puit ABL1 2 = concentration d’ABL1 dans les deuxiéme puit ABL1 3
= concentration d’ABL1 dans le troisi€me puit Moy_ABL1 x 2 = moyenne de ABL1

dans les deux premiers puits. Moy_ABL1 x 3 = moyenne de ABL1 dans les trois
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puits en triplicat RATIO : % x 2 = (P210_1 + P210-2/ABL1_1 + ABL1_2) x 100 ; % x
3=(P210_1+P210_2 + P210_3/ABL1_1 + ABL1_2 + ABL1_3) x 100

% x 2_IS = % x 2xCF % x 3_IS = % x 3XCF CF (facteur de conversion ou factor
conversion) IS (international scale ou échelle internationale).

L'analyse des résultats rendus en antériorité pour chacun des 45 prélévements
montre qu'il y a huit cas qui étaient négatifs, deux cas positifs et vingt cinq positifs
non quantifiables.

Lorsque linterprétation des résultats des quarante cinq prélévements analysés sous
cinquante cycles de PCR et en triplicat, est faite selon la méthode traditionnelle du
laboratoire ; le résultat est le suivant :

- en duplicat (deux premiers puits) il y a treize [13] cas positif et trente deux [32] cas
négatifs ;

- en triplicat (on analyse tous les trois puits d'un méme échantillon), il y a huit cas
positifs et trente sept cas négatif.

Les résultats rendus aux patients ne sont pas les mémes si I'examen est fait sous
quarante cinq cycles et cinquante cycles.

Il existe les différentes présentations suivantes pour le méme échantillon :

Tableau XXVII: comparaison des résultats en fonction du nombre de réplicats a
cinquante cycles (interprétation traditionnelle du laboratoire) I'interprétation ici est le

type de résultat rendu au patient.

Antériorité a 45 Quarante cinq Cinquante cycles | Cinquante cycles
cycles cycles en duplicat en duplicat en triplicat
r Négatif (Neg) Neg Neg Neg
quaf\?izgglzo(gnq) Png Neg Neg
Neg Png Neg Neg
Positif (Pos) Png Pos Pos
Pnq Neg Neg Neg

A cinquante cycles selon que le calcul soit fait avec les deux premiers puits (duplicat)
ou avec les trois puits (triplicat), I'expression sur I'échelle internationale (IS) n’est pas

toujours le méme pour le méme échantillon (tableau XXVI).
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Le méme échantillon positif en duplicat et en triplicat peuvent ne pas avoir la méme
expression IS (ligne 23) 6,3 x 10° en duplicat et 7,0 x 10° en triplicat.

Deux échantillons négatifs en duplicat et en triplicat peuvent ne pas avoir la méme
signification, il faut donc ne pas se limiter a 'absence de détection de BCR-ABL1
pour conclure le résultat.il faut inclure la quantité d’ABL1.

En appliquant les propositions du groupe d’experts EUTOS :

- le mode de calcul pour apprécier la réponse moléculaire ([(3. géne cible/ 3 géne de
reférence)*CF*100] ;

- que toute concentration d’ABL1 inférieur a 10000 copies rend la réponse
moléculaire Inévaluable ;

- que tout résultat dont les copies de BCR-ABL1 sont indétectables avec moins de
100000 copies d'ABL1 ne peut étre etiqueté RM5) ;

- et en appliquant la loi de Poisson pour les petits événements pour la réeponse
moleculaire profonde (tout puit positif pour BCR-ABL1 ne peux avoir moins de trois
copies) méme le résultat est 1 ou 2, il faut prendre 3 et faire le calcul.

Aux quarante cinq prélevements ci-dessus, on a les résultats suivants : l[a méthode
traditionnelle d’appréciation du laboratoire de la réponse moléculaire profonde est
qualitative alors que cette méthode donne des résultats quantitatifs.

Un échantillon peut ne pas avoir le méme résultat testé en duplicat et triplicat
(numéro 11687 2°™ Jigne, numéro 2291 sixiéme ligne).

Un méme échantillon détectable n'a pas toujours la méme profondeur de réponse en
duplicat et triplicat (numéro10589 premiére ligne).

La méme profondeur de réponse moléculaire n’a pas le méme nombre de copies
d'ABL1.

Deux échantillons négatifs n'ont pas la méme valeur.

Le méme échantillon n'a pas la méme valeur sur I'échelle internationale en duplicat

et triplicat.
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1.1.5.1- Duplicat

Tableau XXVIII : Commentaire des résultats en duplicat

Code | RM duplicatIS | RM triplicat IS Commentaires duplicat IS
348a 0 0 RMS indétectable* avec 780000copies ABL1
348b 0 0 RMS5 indétectable avec 826000 copies ABL1
348c 0 0 RMS5 indétectable avec 259000 copies ABL1
348d 0 0 RM5 indétectable avec 442000 copies ABL1
348e 0 0 RM5 indétectable avec 633000 copies ABL1
348f 0 0 RMS5 indétectable avec 572000 copies ABL1
348¢g 0 0 RM4,5 indétectable avec 69900copies ABL1
348h 0 0 RM5 indétectable avec 233000copies ABL1
8736a 0 0 RMS5 indétectable avec120900 copies ABL1
8736b 0 0 RMS5 indétectable avec 233000 copies ABL1
8736¢ 0 0 RM5 indétectable avec175700 copies ABL1
8736d 688193*10° 466667*10° | RM5 détectable* avec 415000 copies ABL1
8736e RM4.5 indétectable avec 66600 copies ABL1
8736f 5125628*10° 2167906*10° | RM4, 5 détectable avec 39800 copies ABL1
873649 0 0 RMS5 indétectable avec 314000 copies ABL1
845a 0 0 RMS5 indétectable avec 226000 copies ABL1
845b 900595*10° 610081*10° | RM5 détectable avec 336000 copies ABL1
845c 0 0 RMS5 indétectable avec 238000 copies ABL1
845d 0 0 RMS5 indétectable avec 320000 copies ABL1
845e 0 0 RMS5 indétectable avec 254000 copies ABL1
845f 0 0 RMS5 indétectable avec 261000 copies ABL1
10286a 589416*10° 587548*10° | RM5 détectable avec 548000 copies ABL1
10286b | 628261*10° 695455*10° | RM5 détectable avec 276000 copies ABL1
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10286¢ 0 0 RMS indétectable avec 122900 copies ABL1
10286d 0 0 RMS5 indétectable avec 209000 copies ABLA1
10286e 96171*10° 117017*10° | RM4,5 détectable avec 209000 copies ABL 1
10286f 97895*10° 88228*10° | RM5 détectable avec 323000 copies ABL1
11687a 0 0 RMS indétectable avec 274000 copies ABL1
11687b 0 0 RM4, 5 Indétectable avec 78700 copies ABL1
11687¢ 0 0 RMS indétectable avec 164000 copies ABL1
11687d 0 0 RMS indétectable avec 181000 copies ABL1
11687e 0 0 RMS5 indétectable avec 126000 copies ABL1
11687f 120949*10° RM4,5 détectable avec 523000 copies ABL1
£291a 2945994*10° 341347*10° | detectable avec 168000 copies ABL1
}—2291b 0 0 RMS indétectable avec 222000 copies ABL1
}722910 0 0 RMS5 indétectable avec 117000 copies ABL1
L?291d 0 0 RMS5 indétectable avec 146000 copies ABL1
L2291e 0 0 RM4 indétectable avec 13500 copies ABL1
( 22911 RM4, 5 détectable avec 82800 copies ABL1
F‘I0589a 1129412*10° 98144*10° RM4, 5 détectable avec 295000 copies ABL1
10589b | 1162924*10° 112343*10° | RM4, 5 détectable avec 189000 copies ABL1
10589c¢ 574324*10° 65733*10° RM5 détectable avec 154000 copies ABL1
10589d 0 0 RM5 indétectable avec 168000 copies ABL1
10589e 0 0 RMS indétectable avec 145000 copies ABL1
10589f 485714*10° 33056*10® | RM5 détectable avec 161000 copiesABL1

C'est BCR-ABL1 qui est détectable ou indétectable
Le commentaire est le résultat rendu au patient. C’est le géne cible BCR-ABL1 qui

est indétectable ou détectable.
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1.1.5.2- Triplicat

Tableau XXIX : Commentaire des résultats en triplicat.

Code RM duplicat IS | RM triplicat IS Commentaire triplicat
348a 0 0 RMS5 indétectable avec 1160000 copiesABL1
348b 0 0 RM5 indétectable avec 1238000 copies ABL1
348c 0 0 RM5 indétectable avec 388000 copies ABL1
348d 0 0 RM5 indétectable avec 655000 copies ABL1
348e 0 0 RMS5 indétectable avec 950000 copies ABL1
348f 0 0 RM5 indétectable avec 862000 copies ABL1
348¢g 0 0 RMS5 indétectable avec105800 copies ABL1
348h 0 0 RM5 indétectable avec 350000 copies ABL1
8736a 0 0 RMS5 indétectable avec 178700 copies ABL1
8736b 0 0 RM5 indétectable avec 343000 copies ABL1
8736¢ 0 0 RM5 indétectable avec 258800 copies ABL1
8736d 688193*10° 46667*10° | RM5 détectable avec 612000 copies ABL1
8736e 5125628*10° 216791*10° RM4, 5 indétectable avec 99200 copies ABL1
8736f 0 0 RM4, 5 détectable avec 94100 copies ABL1
87369 0 0 RMS5 indétectable avec 463000 copies ABL1
845a 0 0 RMS5 indétectable avec 339000 copies ABL1
845b 900595*10° 61008*10° détectable avec 496000 copies ABL1
845¢c 0 0 RMS5 indétectable avec 352000 copies ABL1
845d 0 0 RMS5 indétectable avec 480000 copies ABL1
845e 0 0 RM5 indétectable avec 379000 copies ABL1
845f 0 0 RMS5 indétectable avec 385000 copies ABL1
10286a 0 0 RMS5 detectable avec 787000 copies ABL1
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10286b 0 0 RMS5 détectable avec 396000 copies ABL1
10286¢ 0 0 RMS5 indétectable avec 181000 copies ABL1
10286d 0 0 RMS5 indétectable avec 306300 copies ABLA1
10286e | 961714*10° 117017*10° | RM4, 5 détectable avec 523000 copies ABL1
10286f 978947*10° 85359*10° RMS détectable avec 474000 copies ABL1
11687a 0 0 RM5 indétectable avec 401000 copies ABL1
0 0 RMS5 indétectable avec 114300 copies ABL1
11687¢ 0 0 RMS5 indétectable avec 513000 copies ABL1
11687d 0 0 RMS5 indétectable avec 540000 copies ABL1
11687e 0 0 RM5 indétectable avec 388000copies ABL1
11687f 0 0 RMS5 indétectable avec 388000copies ABL1
2291a | 2945994*10° 341347*10° | RM4 détectable avec 505000 copies ABL1
2291b 0 0 RMS indétectable avec 703000 copies ABL1
2291c 0 0 RMS indétectable avec 359000 copies ABL1
2291d 0 0 RMS indétectable avec 449000 copies ABL1
2291e 0 0 RM4 Indétectable avec 39400 copies ABL1
2291f 0 0 RM5 Indétectable avec 247000 copies ABL:1
10589a | 1129412*10° 98144*10° | RM5 détectable avec 873000 copies ABL1
10589b | 1162924*10° 112343*10° | RM4, 5 détectable avec 572000 copies ABL1
10589c | 574324*10° 65733*10° | RM5 détectable avec 450000 copies ABL1
10589d 0 0 RMS5 indétectable avec 524000 copies ABL1
10589e 0 0 RM5 indétectable avec 444000 copiesABL1

C’est BCR-ABL1 qui est détectable ou indétectable
RM duplicat IS = réponse moléculaire sur I'échelle internationale en duplicat.

RM triplicat IS = réponse moléculaire sur I'échelle internationale en triplicat.

Le commentaire représente le type de réponse rendu au patient.
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Pour les mémes échantillons il y a plus de RM 4,5 en duplicat qu’en ftriplicat et plus
de RM5 en triplicat qu’'en duplicat. Autrement dit le méme échantillon en duplicat peut
étre RM 4,5 alors qu’en triplicat il serait en RMS.

Plus il y a de réplicats et plus le résuitat se rapproche de celui de la PCR numérique
ou digital PCR (56).

Une RM5 avec BCR-ABL1indétectable, autorise le médecin a arréter le traitement
par les anti-tyrosines kinases donc soulage le patient (achat et prise de médicaments
qui coutent chers).

L’Augmentation d’un réplicat dans les tests, augmente les réactifs de cinquante pour

cent donc les charges du laboratoire qui n’a pas un budget extensible.

I.2- La deuxiéme série de prélévements
L'analyse a été faite en duplicat et les résultats sont dans les deux tableaux ci-

dessous : le premier représente les résultats bruts de I'analyse et le deuxiéme le

commentaire des résultats.

Tableau XXX : Résultats de la deuxieme série de prélevements

centitant |2l e o’ | owto | mar | ABLI | Rato | 1S
CAL 28075 | 261 |1,02E+04|9,79E+03| 1,02E+04 |9,82E+03|9,99E-01 |3,39E+01
ABLICALP210| 2 A ' ' ’ : '
L 52743405 | 28,8 | 38,32 |0,00E+00|580E+00| 6,33E+03 |6,08E+03|4,67E-04 | 1,59E-02
| 52791746 | 22,94 0  |0,00E+00|0,00E+00| 2,91E+05 |2,96E+05|0,00E+00|0,00E+00
H20 0,00E+00
52782384 | 23,81 0  |0,00E+00|0,00E+00| 1,66E+05 |1,63E+05|0,00E+00|0,00E+00
52793240 | 23,09 | 29,86 | 7.82E2 |8,32E+00| 2,74E+05 |2,58E+05|3,03E-04 | 1,03E-02
50064368 | 24,6 | 24,18 |3,69E+04|349E+04| 9,62E+04 |1,00E+05 |3,66E-01 |1,24E+01
52783037 | 235 0 |0,00E+00|0,00E+00| 2,05E+05 |2,01E+05|0,00E+00|0,00E+00
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concentration d'’ABL1 dans le deuxiéme puit. Mean Cp P210 = moyenne des Cp de

P210, CONC1P210=concentration de P210 dans le premier puit ;

CONC2 P210= concentration deP210 dans le deuxiéme puits ;

Ratio = YCONCp210/3 CONC ABLA1. IS = échelle international = ratio*0,34*10.

Tableau XXXI| : Commentaire des résultats de la deuxiéme série de prélevements

5279 3286 23,5 38,37 |4,28E+00|7,75E+00| 2,04E+05 |2,02E+05|2,96E-05 | 1,01E-03
50432192 23,51 2405 |4,06E+04|3,77E+04| 1,99E+05 |2,04E+05| 1,94E-01 |6,61E+00
52792118 23,79 0 0,00E+00|0,00E+00| 1,66E+05 |1,68E+05|0,00E+00 |0,00E+00
5279 3315 23,83 37,26 |1,76E+01|5,20E+00| 1,62E+05 |1,63E+05|7,02E-05 | 2,39E-03
5160 2338 22,93 25,5 |1,49E+04|1,49E+04 | 2,92E+05 |2,97E+05| 5,06E-02 | 1,72E+00
5279 2532 23,32 3493 |2,91E+01|3,23E+01| 2,28E+05 |2,28E+05| 1,35E-04 | 4,58E-03
5279 3511 23,21 35,18 |3,24E+01(2,19E+01| 2,49E+05 |2,42E+05| 1,11E-04 | 3,76E-03
5272 3908 245 23,58 |5,48E+04|524E+04 | 1,22E+05 |1,26E+05| 4,32E-01 | 1,47E+01
5279 2543 24,21 31,67 |2,37E+02|2,46E+02| 1,29E+05 |1,25E+05| 1,90E-03 | 6,47E-02
52741513 25,03 35,7 |2,56E+01|1,58E+01| 7,41E+05 |7,37E+05| 2,80E-05 | 9,52E-04
5279 2227 24 24 36,28 |1,38E+01|1,59E+01| 1,21E+05 |1,19E+05| 1,24E-04 | 4,21E-03
52742165 24 18 3488 |3,08E+01|3,21E+01| 1,28E+05 |1,31E+05| 2,43E-04 | 8,26E-03
5279 2548 23,25 35,22 |2,70E+01{2,51E+01| 2,39E+05 |2,39E+05| 1,09E-04 | 3,71E-03
CONC1 ABL1 = concentration d’ABL1 dans le premier puit. CONC2 ABL1

Identifiant IS Antériorité Commentaires
ABLIGALP210 | 339E+0
5274 3405 | 1,59E-02 Png 0,02% | Inévaluable pour la RM
5279 1746 | 0,00E+00 Neg 0 Et(;g-eABLﬁndétectable avec 587000 copies ABL1 RM5
H20 0,00E+00
5278 2384 | 0,00E+00 Neg 0 SBt(a?tli-eABUindétectable avec 329000 copies ABL1 RM5
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En baisse, BCR-ABL1 détectable avec 523000 copies

- ) 3
5279 3240 | 1,03E-02 0,12% 1,03E-02 RMM
5006 4368 |1,24E+01 12,40% |BCR-ABL1 détectable a 12,40% IS
5278 3037 | 0,00E+00 Neg 0 EtgséABU indétectable avec 406000 copies ABL1 RM5
52793286 | 1,01E-03 0,02% 0,00% BCR-ABL1 indétectable avec 406000 copies ABL1 en
baisse RM5
50432192 | 6.61E+00 661,00% icB)II-?{ABU détectable a 6,61% IS avec 303000 copies
BCR-ABL1 indétectable en baisse avec 334000 copies
52792118 |0,00E+00 Png 0 ABL1 RM5
5279 3315 | 2,39E-03 0,38% 0,24% |BCR-ABL1 en baisse avec 325000 copies ABL1 RMM
5160 2338 |1,72E+00 1,72% |BCR-ABL1 détectable avec 589000 copies ABL1 1,72% IS
5279 2532 | 4,58E-03 0,28% 0,46% |BCR-ABL1 en progression a 0,46% IS
5279 3511 3,76E-03 0,15% 0,00376 | BCR-ABL1 en baisse avec 491000 copies ABL1 RM 4,5
5272 3908 |[1,47E+01 14,70% | BCR-ABL1 détectable a 14,70% IS
5279 2543 | 6,47E-02 0,08% 0,0647 |BCR-ABL1 détectable en baisse a 0,0647 % IS
BCR-ABL1 détectable en baisse avec 1478000 copies
52741513 | 9,52E-04 21% 0,000952 ABL1 RM 4.5
52792227 | 4.21E-03 0,01% 000421 gﬁ)ﬂl&l\’/}ABU détectable en baisse avec 240000 copies ABL1
52742165 |8.26E-03| 0,06% 0,00826 gﬁ:ﬂl}-ABU détectable en baisse avec 259000 copies ABL1
52792548 | 3.71E-03 0,01% 0,00371 BCR-ABL1 détectable en baisse avec 478000 copies ABL1

RM4

La conclusion qui se dégage de I'analyse de la deuxieme série de prélévements est

la suivante : la méthode proposée par le groupe d'experts d’'EUTOS est meilleure

que la méthode traditionnelle du laboratoire parce que :- elle est quantifiable, elle

permet de discriminer les cas dits négatifs et positif non quantifiables en

traditionnelle. Les cas négatifs n'ont pas tous le méme nombre de copies d’ABL1 et

donc la profondeur peut varier. Les cas PNQ peuvent étre Inévaluables, indétectable

ou indétectable. La méthode du groupe EUTOS permet une meilleure décision

thérapeutique.
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|.3- La troisiéme série de prélevements

Le groupe d’experts d'EUTOS a proposé d'utiliser le plasmide ERM-AD 623 comme

gene de référence ou gene contréle (54, 58,59). Ceci permettrait de ne plus recourir

au facteur de conversion pour comparer les résultats inter-laboratoires. La méme

série de prélévements a été analysée en duplicat, en utilisant le plasmide Qiagen-

Ipsogen (traditionnellement utilisé par le laboratoire) et le plasmide ERM-AD623. Les

résultats et commentaires sont ci-dessous.

Tableau XXXII : Résultats de la troisieme série de prélévements avec le Plasmide

ERM-AD623
Identifiant Cp p210 Conc:;: (r)ation Standard Statuts Identifiant C%ﬁ?wu Aé:lgr;gM Standard
| CALp210ERM | 22.71 1.01E4 10000 |CONTROLE+ ABE;‘\ELRM 23,57 104E+04 | 10000
| CALP210ERM | 2274 9.92E3 10000 |CONTROLE+ ABE;‘\ELRM 23,55 101E+04 | 10000
5285 2109 24,85 4,13E+03
5285 2109 24,87 4,05E+03
H20 C. Neg 0
H20 C. Neg 0
51882297 | 26.26 8.65E2 23,04 1.45E+04
51882297 | 26.27 8.56E2 23,02 1.46E+04
52852249 | 38.96 1.29E-1 24,24 6,30E+03
52852249 | 39.16 1.13E-1 24,28 6,10E+03
52182697 | 25.58 1.39E3 23,25 1,25E+04
52182697 | 25.83 1.16E3 23,26 1.25E+04
5275 1393 28,26 3,88E+02
5275 1393 28,23 3,95E+02
5285 2647 23,15 1,34E+04
5285 2647 23,27 1.23E+04
5275 1960 35,51 2,54E+00
5275 1960 35,8 2,08E+00
52813491 37.91 2 68E-1 23,69 9,21E+03
52813491 37.77 2.96E-1 23,65 9,45E+03
52852571 | 3568 1.26E0 23,89 8,03E+03
52852571 | 37.16 4.51E-1 23,94 7,75E+03
52821720 24,66 4,69E+03
52821720 24,72 4,50E+03
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Tableau XXXIII : Commentaires des résultats de la troisieme série de prélévements
avec le Plasmide ERM-AD623

Commentaire

Ratio IS ERM_AD623
1
0 Inévaluable pour la RM
0,059140893 | 2,01079038 BCR-ABL1 détectable avec 29100 copies ABL1
2,01%IS
1,95161E-05 0,00066355 Inévaluable pour la RM
0,0000102 0,0003468 BCR-ABL1 détectable avec 25000 copies ABL1
RM4,5
0 0 Inévaluable pour la RM
0 0 Indétectable avec 25700 copies ABL1 RM4,5
0 0 Inévaluable pour la RM
3,02251E-05 | 0.00102765 BCR-ABL1 détectable avec 18660 copies ABL1
RM4,5
0,000108428 | 0,00368657 Inévaluable pour la RM
0 Inévaluable pour la RM
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Tableau XXXIV : résultats de la troisieme série de prélevements avec les plasmides

Qiagen-Ipsogen

P210
ABL IPSOGEN PeonEN | RATIO | I
Identifiant C?P/;%U Concentration| Standard Statut CIPPFs’f; 0 Concentration
cal ABL | 2817 9.92E3 10000 2615 | 9 90E+03 1 100%
cal ABL | 2815 1.01E4 10000 2613 | 1,01E+04 1
H20 0 0%
H20 0
5285 2100 | 24.85 8.83E4 0 0
5285 2100 | 24.87 8.68E4 0
51882297 | 23.04 2.90E5 0 2626 | 923E+03 | 0,026 0"3'%4%
5188 2297 | 23.02 2.94E5 2627 | 914E+03
5218 2697 | 23.25 2.53E5 2558 | 148E+04 | 0045 | 153%IS
5218 2697 | 23.26 2.52E5 2583 | 1.24E+04
0,
52852249 | 24.24 1.32E5 0 38,06 | 1,38E+00 |869E-04 0,0%95 %
5285 2249 | 24.28 1.28E5 0 3916 | 1.20E+00
52751393 | 28.26 9.36E3 0 0,00E+00
5275 1393 | 28.23 9.51E3 0 0,00E+00 0
52751960 | 35.51 7.88E1 0 0,00E+00
52751960 | 35.80 6.52E1 0 0.00E+00
5285 2647 | 23.15 2.70E5 0 0,00E+00 0 0
52852647 | 2327 2.49E5 0 0.00E+00
0,
52813491 | 23.69 1.89E5 0 37.01 | 2.86E+00 | 0,001 0'0,:;4 %
52813491 | 23.65 1.94E5 37.77 | 316E+00
52821720 | 24.66 9.98E4 0,00E+00 0
52821720 | 24.72 9.59E4 0,00E+00
52852571 | 23.89 1.66E5 0 1356401 |4.83E-05 0’0011864%
5285 2571 | 23.94 161E5 0 4,.08E+03

Le ratio est le rapport de la concentration du gene cible sur la concentration du gene
de contréle. IS=ratio*CF*100 CF= 0,34
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Tableau XXXV : Commentaires des résultats de la troisieme série de prélévements

avec les plasmides Qiagen-Ipsogen.

RATIO

IS

Commentaire

IPSOGEN
1 100%
1
0%
0 BCR-ABL1 indétectable avec 175100 copies ABL1 RM5
0,026 0,884% IS BCR-ABL1 détectable a 0,884%IS
| 1
0,045 1,53% IS BCR-ABL1 détectable a1,53%IS
8,69E-04 | 0,0295% IS | BCR-ABL1 détectable a 0,295% IS
Inévaluable pour la réponse moléculaire
0 0
0 Inévaluable pour la réponse moléculaire
BCR-ABL1
Indétectable avec 519000 copies ABL1 RM5
0 0
| 1
- 2 A 0,
0,001 0,034% IS BCR-ABL1 detlesctable a 0,034%
0 Inévaluable pour la
RM
|
4,83E-05 | 0,00164 % IS BCR-ABL1 détectable avec 327000copies ABL1 RM4,5

La PCR a cinquante cycles et la méthode de calcul en appliquant la loi de poisson

proposée par le groupe d'experts d'EUTOS permet de donner des résultats
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quantifiables avec le plasmide ERM-AD623 et les plasmides Qiagen-lpsogen. Elle

est

discriminative et

meilleure que

antérieurement utilisée.

la méthode

traditionnelle qualitative

En comparant les conclusions sur les mémes échantillons avec les génes de controle

Qiagen-Ipsogen et ERM-AD623 le constat est le suivant :

Tableau XXXVI : Comparaison des commentaires des résultats de la troisi€me série

de prélévements avec les plasmides Qiagen-ipsogen et ERM-AD623.

Echantillon Commentaire Qiagen-lpsogen Commentaire ERM-AD623
cal ABL
H,O
BCR-ABL1 indétectable avec .
5285 2109 175100 copies ABL1 RM5 Inévaluable pour la RM
. N BCR-ABL1 détectable avec 29100
5188 2297 BCR-ABL1 détectable a 0,884% IS copies ABL1 42,01% IS
. N Bcr-ABL1 détectable avec 25000
5218 2697 BCR-ABL1 détectable a 1,63% IS copies ABL1 RM 4 5
5285 2249 BCR-ABL1 détectable a 0,295% IS | Inévaluable pour la RM
5275 1393 Inév,allual?le pour la  reponse Inévaluable pour la RM
moléculaire
Inévaluable pour la reponse .
5275 1960 moléculaire Inévaluable pour la RM
5285 2647 BCR-ABL1 indétectable avec | BCR-ABL1 indétectable avec 25700
519000 copies ABL1 RM5 copies ABL1 RM 4,5
. \ BCR-ABL1 détectable avec 18660
- 0,
52813491 Bcr-abl1 détectable a 65,3441 % IS copies ABL1 RM 4,5
Inévaluable pour la réponse .
52821720 moléculaire Inévaluable pour la RM
5285 2571 BCR-ABL1 detectable avec 327000 Inévaluable pour la RM

copies ABL1RM 4,5

Le commentaire est celui rendu comme résultat final au patient

81




Le géne de référence Qiagen-lpsogen qui utilise un facteur de conversion et le gene

de référence ERM-AD623 sans facteur de conversion doivent donner les mémes

conclusions avec les mémes échantillons. Ce n’est pas le cas ici.

.4- Analyse des données portant sur le suivi de 82 échantillons dont 4

controles de qualité externe testés avec les plasmides Qiagen-lpsogen et le
plasmide ERM-AD623.

Le tableau a été divisé en trois parties pour pouvoir étre représente.

Tableau XXXVII a : Analyse de 82 échantillons en duplicat

D E F G H | J
dertiant de | cp1_p210 | Cp2_P210 g"gi’ggqg CFE)_eF',g o | CP1_ABL1 | Cp2_ABLY
5302 2260 3471 34,50 34,61 0,21 2423 24,24
5313 1695 0,00 22,86 22,89
5313 3469 0,00 22 52 2229
5314 1658 0,00 2284 22 85
5314 1721 0,00 2273 2279
5314 2339 0,00 22,91 2293
5314 2622 30,52 30,52 30,52 0,00 2333 2326
5314 3768 0,00 2314 2317
5314 4162 0,00 2347 23 48
5316 3717 0,00 23 25 2323
5321 1323 0,00 25,11 25,15
5321 1853 0,00 2323 2322
5321 3689 0,00 2343 23,32
5321 3880 0,00 24,35 24,34
5322 3416 0,00 23,67 23,60
5322 3432 0,00 24,71 24,72
5328 3474 0,00 24,76 2473
5320 3716 0,00 25,85 25,84
5329 4167 0,00 24,32 24,29
5329 4183 0,00 24,66 24,76
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| 53304064 0,00 23,68 23,67
" cQi18,1SD 29,76 2076 20,76 0,00 2376 2375
5328 3666 25,38 25 35 25 36 0,03 24,70 24,68
5329 3711 29,26 29,29 2927 0,03 24,30 24,32
5300 4139 2387 2391 2389 0,04 24,42 24,34
5300 4046 20,98 30,03 30,00 0,05 23,05 23,07
5322 4191 28,71 28,76 2873 0,05 23 84 23,89
5314 4229 22,83 22,89 22,86 0,06 21,99 2221
| 53142950 27,89 27,97 27,93 0,08 23,69 23,66
5330 2167 36,73 36,65 36,69 0,08 24,92 24,91
CQ181SA | 2726 27 34 27,30 0,08 24,44 24,37
CQ181SB | 2491 24,83 24,87 0,08 24,30 24,30
5314 4169 39,55 39,63 39,50 0,08 2397 23,94
| 53163713 29,69 29,78 2073 0,09 23,00 2311
| 53281613 33,74 33 64 33,69 0,10 24,30 24,29
| 53302336 38,54 38,66 38,60 0,12 23,08 23,06
5302 2494 30,09 30,22 30,16 0,13 23,67 23,71
5321 3135 23 61 2375 2368 0,14 2320 2316
5328 2213 33,66 33,81 33,73 0,15 24,05 2308
5321 3885 27,91 28,07 27,99 0,16 23,92 23,92
5330 3319 32,10 31,93 32,01 0,17 2317 2318
| 5321 3861 32,67 32,49 32,58 0,18 24,27 24,28
| 53093507 36,77 36,57 36,67 0,20 2374 2375
| 53282753 34,20 33,99 34,00 0,21 24,25 24,25
5316 1767 36,97 36,74 36,85 0,23 22,57 22 58
5328 3697 29,14 20,38 29,26 0,24 25,42 25,35
5308 3664 33,17 32,88 33,03 0,29 23,98 23,94
5321 3723 35,05 34,75 34,90 0,30 23,32 2333
5329 3523 30,97 31,29 31,13 0,32 25,06 25,02
5321 1361 37,47 37,80 37,64 0,33 2574 25,77
5320 2484 3476 34,39 34,57 0,37 24,26 2423
5330 3584 35,90 35,53 35,71 0,37 23,95 23,96
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‘ 5330 3589 38,18 38,58 38,38 0,40 23,72 23,71
[ cQ18,1SC 33,56 33,10 33,33 0,46 24,06 24,11
r5330 2164 35,65 36,20 35,93 0,65 25,15 25,12
5322 3413 38,62 38,06 38,34 0,56 24,53 24,56
5322 1531 37,18 36,57 36,88 0,61 23,88 23,86
5330 4055 36,60 37,23 36,91 0,63 24,09 24,12
5321 2874 39,30 39,96 39,63 0,66 23,45 23,44
5313 2967 35,85 36,52 36,18 0,67 23,05 23,06
5317 2619 38,75 38,06 38,41 0,69 22,59 22,52
F 5323 2305 36,47 37,21 36,84 0,74 23,97 23,98
h5330 3585 37,70 36,94 37,32 0,76 23,46 23,44
5314 3509 36,49 35,70 36,10 0,79 22,76 22,79
| 5320 1826 37,83 38,62 38,22 0,79 24,23 24,19
5314 2142 35,83 36,64 36,24 0,81 23,63 23,58
5322 3415 36,75 35,77 36,26 0,98 24,21 24,22
5320 2236 38,28 37,25 37,77 1,03 24,49 24,46
5330 1691 35,73 36,98 36,35 1,25 23,56 23,47
r5322 2112 39,27 37,57 38,42 1,70 23,49 23,48
h5314 4112 37,23 39,15 38,19 1,92 22,47 22,33
5321 2892 39,59 37,65 38,62 1,94 23,67 23,73
r 5308 3700 39,23 39,23 172 24,82 24,69
r 5313 3923 39,56 39,56 1/2 23,58 23,56
5316 2642 39,98 39,98 1/2 25,27 25,46
5317 1733 39,44 39,44 112 24,71 24,70
5321 3711 37,91 37,91 112 24,44 24,45
5321 3717 38,77 38,77 1/2 24,41 24,33
5321 3903 39,23 39,23 1/2 22,97 22,94
5327 3379 39,68 39,68 1/2 25,42 25,44
5328 3471 39,72 39,72 1/2 24,41 24,28
5330 2595 39,34 39,34 1/2 22,77 22,72

CQ =contréle de qualité externe delta Cp doit étre inférieur a 0,5 pour que l'analyse

soit valide
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Deuxiéme tiers du tableau
Tableau XXXVII b : Analyse de 82 échantillons

D K L M N o P
Identifiant Moyenne_ Cible/ Normalized_ | Status_IPSO_ | Copies | Status_CROSS
| échantilion ABL1_IPSO Ref_IPSO IPSO Non IS P210 _IPSO_Non IS
5302 2260 78 450 0,046% 0,047% 0,047% 3,66E+01 0,047%
5313 1695 201 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
5313 3469 279 000 0,000% NEG MR5 NEG MR5
5314 1658 216 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
5314 1721 230 000 0,000% NEG MR5 NEG MR5
L 5314 2339 206 000 0,000% NEG MRS NEG MR5
i 5314 2622 158 500 0,343% 0,326% 0,33% 5,17E+02 0,33%
5314 3768 175 000 0,000% NEG MR5 NEG MR5
5314 4162 139 500 0,000% NEG MRS NEG MRS5S
5316 3717 164 500 0,000% NEG MRS5S NEG MR5
5321 1323 42100 0,000% NEG MRS NEG MR5
| 53211853 157 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
L 5321 3689 142 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
| 53213880 72 900 0,000% NEG MRS NEG MRS5S
5322 3416 119 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
5322 3432 56 500 0,000% NEG MRS NEG MR5
5328 3474 44 850 0,000% NEG MRS5S NEG MR5
5329 3716 21 450 0,000% NEG MRS NEG MR5
5329 4167 60 100 0,000% NEG MRS5S NEG MR5
5329 4183 45 950 0,000% NEG MRS NEG MR5
5330 4064 107 000 0,000% NEG MRS NEG MR5
CcQ18,1 SD 101 500 0,775% 0,712% 0,71% 7,23E+02 0,71%
5328 3666 46 450 27,460% 30,790% 31% 1,43E+04 31%
5329 3711 59 950 1,570% 1,760% 1,8% 1,06E+03 1,8%
5309 4139 74 550 59,850% 56,780% 57% 4,23E+04 57%
5309 4046 177 000 0,415% 0,424% 0,42% 7,50E+02 0,42%
5322 4191 101 850 1,660% 1,760% 1,8% 1,79E+03 1,8%
5314 4229 364 500 25,510% 24,200% 24% 8,82E+04 24%
5314 2959 122 000 2,490% 2,370% 2,4% 2,89E+03 2,4%
5330 2167 40 000 0,024% 0,027% 0,027% 1,06E+01 0,027%
CQ18,1 SA 65 900 6,180% 5,680% 5,7% 3,74E+03 5,7%
cQ18,1 SB 70 650 29,300% 26,920% 27% 1,90E+04 27%
5314 4169 100 150 0,004% 0,003% PNQ 6,00E+00 0,006%
5316 3713 177 500 0,494% 0,490% 0,49% 8,70E+02 0,49%
5328 1613 70 650 0,083% 0,076% 0,076% 5,36E+01 0,076%
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5330 2336 160 000 0,003% 0,003% PNQ 6,00E+00 0,004%
5322 2494 115 000 0,570% 0,603% 0,60% 6,93E+02 0,60%
5321 3135 162 500 30,590% | 30,310% 30% 4,93E+04 30%

5328 2213 73 300 0,067% 0,075% 0,075% 5,48E+01 0,075%
5321 3885 97 800 2,830% 3,000% 3,0% 2,93E+03 3,0%

5330 3319 149 000 0,117% 0,108% 0,11% 1,61E+02 0,11%
5321 3861 76 550 0,168% 0,178% 0,18% 1,36E+02 0,18%
5309 3507 110 500 0,011% 0,011% 0,011% 1,23E+01 0,011%
5328 2753 62 500 0,063% 0,070% 0,070% 4,38E+01 0,070%
5316 1767 261 500 0,005% 0,004% PNQ 1,12E+01 0,004%
5328 3697 29 200 3,240% 3,640% 3.6% 1,06E+03 3,6%

5328 3664 75 850 0,101% 0,113% 0,11% 8,57E+01 0,11%
5321 3723 148 000 0,021% 0,022% 0,022% 3,27E+01 0,022%
5329 3523 36 850 0,739% 0,829% 0,83% 3,05E+02 0,83%
5321 1361 27 200 0,027% 0,027% 0,027% 7,21E+00 0,027%
5320 2484 77 400 0,047% 0,047% 0,047% 3,60E+01 0,047%
5330 3584 88 850 0,020% 0,019% 0,019% 1,66E+01 0,019%
5330 3589 104 000 0,005% 0,005% PNQ 6,00E+00 0,006%
cQ18,1SC 81 450 0,090% 0,083% 0,083% 6,74E+01 0,083%
5330 2164 34 500 0,040% 0,045% 0,045% 1,56E+01 0,045%
5322 3413 63 350 0,009% 0,009% PNQ 6,00E+00 0,009%
5322 1531 101 500 0,011% 0,011% 0,011% 1,15E+01 0,011%
5330 4055 80 450 0.012% 0,011% 0,011% 9,09E+00 0,011%
5321 2874 136 500 0,003% 0,003% PNQ 6,00E+00 0,004%
5313 2967 178 000 0,009% 0,009% PNQ 1,58E+01 0,009%
5317 2619 250 500 0,002% 0,002% PNQ 6,00E+00 0,002%
5323 2305 94 350 0,012% 0,012% 0,012% 1,17E+01 0,012%
5330 3585 124 000 0,007% 0,006% PNQ 7,45E+00 0,006%
5314 3509 227 500 0,008% 0,007% PNQ 1,63E+01 0,007%
5320 1826 79 400 0,007% 0,007% PNQ 6,00E+00 0,008%
5314 2142 128 000 0,012% 0,012% 0,012% 1,48E+01 0,012%
5322 3415 79 850 0,018% 0,019% 0,019% 1,54E+01 0,019%
5320 2236 66 150 0.011% 0,011% 0,011% 7,01E+00 0,011%
5330 1691 119 000 0.011% 0,010% 0,010% 1,19E+01 0,010%
5322 2112 132 500 0.004% 0,004% PNQ 6,00E+00 0,005%
5314 4112 296 000 0,002% 0,002% PNQ 6,19E+00 0,002%
5321 2892 114 000 0,004% 0,005% PNQ 6,00E+00 0,005%
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5308 3700 54 750 PNQ 3,00E+00 0,005%
5313 3923 131 000 PNQ 3,00E+00 0,002%
5316 2642 37 850 PNQ 3,00E+00 0,008%
5317 1733 56 350 PNQ 3,00E+00 0,005%
5321 3711 68 050 PNQ 3,00E+00 0,004%
5321 3717 71 550 PNQ 3,00E+00 0,004%
5321 3903 191 000 PNQ 3,00E+00 0,002%
5327 3379 28 300 PNQ 3,00E+00 0,011%
5328 3471 58 850 PNQ 3,00E+00 0,005%
5330 2595 198 500 PNQ 3,00E+00 0,002%

Les K, L, M, N, O, P sont la suite de la colonne J ,Status_CROSS Ipso non IS =

résultat attendu en analyse traditionnelle donc qualitative, cible/ref_Ipso=ratio avec

les plasmides Qiagen-lpsogen , Status_CROSS_IPSO_Non [S=résultats attendus

avec la proposition du groupe EUTOS en utilisant les plasmides Qiagen-Ilpsogen
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Dernier tiers du tableau
Tableau XXXVII ¢ : Analyse de 82 échantilions

D Q R u v w X Y
~ . Stalus | iatus. | Moyenne | Status Status Status
e | cope | cnoss | 3| | o | onose | o
Non'ls _NoniIs AD623 Non IS s _NonIS
53022260 | 3,66E+01 | 0,047% | 0,047% | 30850 0,12% 0,12% 0,12%
5313 1695 NEG MR5 | NEGMR5 | 76100 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS
5313 3469 NEG MR5 | NEGMR5 | 104100 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS
5314 1658 NEG MRS | NEGMR5 | 81400 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MR5
5314 1721 NEG MR5 | NEGMR5 | 86350 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS
5314 2339 NEG MR5 | NEGMR5 | 77650 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MR5
53142622 | 517E+02 | 0,33% | 0,33% | 60 250 0,86% 0,86% 0,86%
5314 3768 NEG MR5 | NEGMR5 | 66150 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS
5314 4162 NEG MR5 | NEGMR5 | 53350 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS
5316 3717 NEG MR5 | NEGMR5 | 62550 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MR5
5321 1323 NEG MR5 | NEGMR5 | 16700 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS
5321 1853 NEG MR5 | NEGMR5 | 59800 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS5
5321 3689 NEG MR5 | NEGMR5 | 55400 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS5
5321 3880 NEG MRS | NEG MR5 | 29100 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MR5
5322 3416 NEG MR5 | NEGMR5 | 46700 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MR5
5322 3432 NEG MR5 | NEGMR5 | 22800 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS
5328 3474 NEG MR5 | NEGMR5 | 22250 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS5
5329 3716 NEG MR5 | NEGMR5 | 10750 | NEG MR4,5 | NEG MR4,5 | NEG MR4,5
5329 4167 NEG MR5 | NEGMR5 | 29700 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS
5329 4183 NEG MR5 | NEGMR5 | 22800 | NEGMR5 | NEG MR5 | NEG MRS
5330 4064 NEG MR5 | NEGMR5 | 44500 | NEGMR5 | NEGMR5 | NEG MRS
CQ181SD | 7.23E+02 | 071% | 071% | 42250 1.7% 1.7% 1.7%
53283666 | 1,43E+04 | 31% 31% 23 050 62% 62% 62%
53293711 | 1,06E+03 | 1,8% 18% | 29600 3,6% 3,6% 3,6%
53004139 | 4,23E+04 |  57% 57% 29 000 146% 146% 146%
53004046 | 7.50E+02 | 042% | 042% | 67200 11% 11% 11%
53224191 | 1,79E+03 | 1.8% 18% | 40050 4,5% 4,5% 4,5%
53144229 | 8.82E+04 |  24% 24% | 135000 65% 65% 65%
53142059 | 2,89E+03 | 2.4% 24% | 46800 6.2% 6.2% 6,2%
53302167 | 1,06E+01 | 0,027% | 0,027% | 19850 | 0.053% 0,053% | 0,053%
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CQ18,1 SA 3,74E+03 5,7% 57% 27 450 14% 14% 14%

cQ18,1 SB 1,90E+04 27% 27% 29 400 65% 65% 65%

5314 4169 6,00E+00 | 0,006% 0,006% 38 650 PNQ 0,016% 0,016%
5316 3713 8,70E+02 0,49% 0,49% 67 100 1,3% 1,3% 1,3%

5328 1613 5,36E+01 | 0,076% 0,076% 29 450 0,18% 0,18% 0,18%
5330 2336 6,00E+00 | 0,004% 0,004% 66 450 PNQ 0,009% 0,009%
5322 2494 6,93E+02 0,60% 0,60% 45 000 1,5% 1,5% 1,5%

5321 3135 4,93E+04 30% 30% 61 800 80% 80% 80%

5328 2213 548E+01 | 0,075% 0,075% 36 150 0,15% 0,15% 0,15%
5321 3885 2,93E+03 3,0% 3,0% 38 550 7,6% 7,6% 7,6%

5330 3319 1,61E+02 0,11% 0,11% 61 850 0,26% 0,26% 0,26%
5321 3861 1,36E+02 0,18% 0,18% 30 500 0,45% 0,45% 0,45%
5309 3507 1,23E+01 | 0,011% 0,011% 42 850 0,029% 0,029% 0,029%
5328 2753 4,38E+01 | 0,070% 0,070% 30 900 0,14% 0,14% 0,14%
5316 1767 1,12E+01 | 0,004% 0,004% 97 700 PNQ 0,012% 0,012%
5328 3697 1,06E+03 3,6% 3,6% 14 550 7,3% 7,3% 7,3%

5328 3664 8,567E+01 0,11% 0,11% 37 400 0,23% 0,23% 0,23%
5321 3723 3,27E+01 | 0,022% 0,022% 57 300 0,057% 0,057% 0,057%
5329 3523 3,05E+02 0,83% 0,83% 18 300 1,7% 1,7% 1,7%

5321 1361 7,21E+00 | 0,027% 0,027% 10 950 0,066% 0,066% 0,066%
5320 2484 3,60E+01 | 0,047% 0,047% 30 150 0,12% 0,12% 0,12%
5330 3584 1,66E+01 | 0,019% 0,019% 36 950 0,045% 0,045% 0,045%
5330 3589 6,00E+00 | 0,006% 0,006% 43 200 PNQ 0,014% 0,014%
cQ18,1 SC 6,74E+01 | 0,083% 0,083% 33 850 0,20% 0,20% 0,20%
5330 2164 1,66E+01 | 0,045% 0,045% 17 150 0,091% 0,091% 0,091%
5322 3413 6,00E+00 | 0,009% 0,009% 25450 PNQ 0,024% 0,024%
5322 1531 1,15E+01 | 0,011% 0,011% 40 000 0,029% 0,029% 0,029%
5330 4055 9,09E+00 | 0,011% 0,011% 33 450 0,027% 0,027% 0,027%
5321 2874 6,00E+00 | 0,004% 0,004% 52 950 PNQ 0,011% 0,011%
5313 2967 1,68E+01 | 0,009% 0,009% 67 500 0,023% 0,023% 0,023%
5317 2619 6,00E+00 | 0,002% 0,002% 94 000 PNQ 0,006% 0,006%
5323 2305 1,17E+01 | 0,012% 0,012% 37 300 0,031% 0,031% 0,031%
5330 3585 7,45E+00 | 0,006% 0,006% 51600 PNQ 0,014% 0,014%
5314 3509 1,63E+01 | 0,007% 0,007% 85400 PNQ 0,019% 0,019%
5320 1826 6,00E+00 | 0,008% 0,008% 30 850 PNQ 0,019% 0,019%
5314 2142 1,48E+01 | 0,012% 0,012% 49 000 0,030% 0,030% 0,030%
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5322 3415 1,64E+01 | 0,019% 0,019% 31 800 0,048% 0,048% 0,048% —[
5320 2236 7,01E+00 | 0,011% 0,011% 25900 PNQ 0,027% 0,027%
5330 1691 1,19E+01 | 0,010% 0,010% 49 400 0,024% 0,024% 0,024% |
5322 2112 6,00E+00 | 0,005% 0,005% 51 550 PNQ 0,012% 0,012%
5314 4112 6,19E+00 | 0,002% 0,002% 110 500 PNQ 0,006% 0,006%
5321 2892 6,00E+00 | 0,005% 0,005% 44 650 PNQ 0,013% 0,013%
5308 3700 3,00E+00 | 0,005% | NEGMR5 | 21900 PNQ 0,014% NEG MR54\
5313 3923 3,00E+00 | 0,002% | NEGMR5 | 50200 PNQ 0,006% NEG MR5
5316 2642 3,00E+00 | 0,008% | NEG MR5 15 050 PNQ 0,020% NEG MR5
5317 1733 3,00E+00 | 0,005% |NEGMR5 | 22150 PNQ 0,014% NEG MRS
5321 3711 3,00E+00 | 0,004% | NEGMR5 | 27250 PNQ 0,011% NEG MR5
5321 3717 3,00E+00 | 0,004% | NEGMR5 | 28600 PNQ 0,010% NEG MRS
5321 3903 3,00E+00 | 0,002% |NEGMR5 | 73100 PNQ 0,004% NEG MRS
5327 3379 3,00E+00 | 0,011% | NEG MR5 14 100 PNQ 0,021% NEG MR5
5328 3471 3,00E+00 | 0,005% |NEGMR5| 29150 PNQ 0,010% NEG MRS
5330 2595 3,00E+00 [ 0,002% | NEGMR5 | 82350 PNQ 0,004% NEG MR5

Les colonnes Q, R, U, V, W, X, Y sont la suite en horizontale de la colonne P.

Status-ED_IPSO_Non IS=Résultats attendus selon I'adaptation d’Eric Delabesse avec les
plasmides Qiagen-Ipsogen, moyenne_ABL1-AD623= moyenne des copies d’ABL1 avec le
plasmide ERM-AD623, Status_AD623_Non IS=résultats attendus avec le plasmide ERM-
ADG623 en interprétation traditionnelle ou qualitative, Status _Cross_AD623 attendus Non IS
=résultats attendus selon le calcul du groupe EUTOS avec le plasmide ERM-AD623

Status_ED _AD623_Non IS=résultats adaptés par Eric Delabesse avec le plasmide

ERM-AD623.

En comparant le mode de calcul selon les regles traditionnelles du laboratoire en
duplicat :

- POS si les deux puits sont positifs, PNQ si un puit sur deux est positif ou résultat
<0.01% non IS et NEG si les deux puits sont négatifs

- a celles de Cross et al (groupe d’experts d'EUTOS)

- et si 'on adapte la méthode du groupe EUTOS (seul les duplicats positifs sont
positifs, donc élimination des PNQ) avec le calibrateur Qiagen Ipsogen (colonnes P
et R) ou le calibrateur AD623 (colonnes V et W) ;
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- le nombre de copies définissant le seuil de sensibilité (moyenne ABL1>16.000
copies = RM 4.5 ; moyenne ABL1>50.000 copies [donc 100.000 copies avec 2 puits]
= RM 5).

La grande majorité des échantillons ont une sensibilité de RM de 5. Les résultats

globaux sont les suivants :

Tableau XXXVIII : Copies p210. Comparaison résultats Ipsogen et ERM-AD623

Statut IPSO CROSS_IPSO ED_IPSO AD623 (CROSS_AD623 ED_AD623
PNQ 24 0 0 24 0 0
POS 35 63 53 35 63 53
NEG MR5 19 19 29 18 18 28
MEG MR4,5 0 0 0 i 1 1

82 82 82 82 82 82

Ipso = méthode traditionnelle avec les plasmides Qiagen —Ipsogen.

ADB623 = méthode traditionnelle avec le plasmide ERM-AD423.

CROSS_IPSO et CROSS _AD623 = méthode proposée par le groupe EUTOS avec
les plasmides correspondants.

ED_IPSO et ED_AD623 = méthode traditionnelle adaptée selon Eric Delabesse.

En appliquant la proposition du groupe EUTOS en duplicat et avec les plasmides
Qiagen-lpsogen, les 24 PNQ passent tous en POS tandis quavec la regie
traditionnelle du laboratoire adaptée, seulement 14 PNQ passent en positif.

Le plasmide ERM-AD623 diverge surtout sur le nombre de copies ABL1 (conduisant
avec des échantillons non évaluables supérieurs, qui peut étre rattrapé si on définit
un seuil de non évaluabilité a 5.000 copies par exemple). En calcul normalisé le
résultat est cependant similaire (calcul sur les 53 échantilions ayant un résultat positif

sur les 2 puits) :
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Tableau XXXIX : Calcul normalisé

y = 1,069x +

R* = 0,9955

0

0,2693

IPSO_AD623_Log10

Chaque laboratoire a un facteur de conversion qui peut varier avec le temps. S’il faut

pour chaque laboratoire faire un calcul normalisé pour avoir une concordance avec

les résultats du plasmide ERM-AD623, surtout qu’avec le temps il faut recommencer,

il n'y a aucun intérét a changer de plasmide.

En appliquant la méthode adaptée du laboratoire a partir de la proposition du groupe

EUTOS, le commentaire sur la troisieme série de prélevement devient le suivant

(tableau ci-dessous)

Tableau XXXX : Application du calcul normalisé au tableau XXXVI

Echantillon Commentaire Qiagen-lpsogen Commentaire ERM-AD623
cal ABL
H,O
5285 2109 BCR-ABL1 indétectable avec | RM5 BCR-ABL1 indétectable avec
175100 copies ABL1 RM5 8180000 copies ABL1
, . BCR-ABL1 détectable avec 29100
- 0,
5188 2297 | BCR-ABL1 détectable a 0,884%IS copies ABL1 & 2,01% IS
, . Bcr-ABL1  détectable avec 25000
- 0,
5218 2697 | BCR-ABL 1 détectable a 1,53%IS copies ABL1 RM 4 5
5285 2249 | BCR-ABL1 détectable 4 0,205% |5 | détectable  2,42% IS avec 12400

copies ABL1 RM4
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Inévaluable pour la réponse | Inévaluable pour la RM avec 783

5275 1393 moléculaire copies ABLA1
Inévaluable pour la réponse .
5275 1960 moléculaire Inévaluable pour la RM
5285 2647 BCR-ABL1 indétectable avec | BCR-ABL1 indétectable avec 25700

519000 copies ABL1 RM5 copies ABL1 RM4,5

BCR-ABL1 détectable avec 18660

- - A 0,
52813491 | Ber-abl1 détectable a 5,3441 % IS copies ABL1 RM4,5

Inévaluable pour la réponse | Indétectable avec 9190 copies ABL1

52821720 moléculaire RM 4

BCR-ABL1 détectable avec 327000

52852571 | opies ABL1IRM 4, 5

detectable15780 copies ABL1 RM4

Méme si le nombre de cas d’'Inévaluables a nettement diminué, il n’y a pas identité

de conclusion entre les deux méthodes.

li- DISCUSSION

La définition de la réponse moléculaire profonde de la leucémie myéloide est claire
(12) la technique pour avoir les éléments de définition est la reelle reverse
transcriptase- amplification quantitative en chaine par polymérase ou real time
RTgPCR ou mieux par la RTqPCR numérique (62, 64, 70,71).C’est dans un contexte
ou chaque laboratoire ou groupe de laboratoires a une attitude qui lui convient en
présence d’une leucémie myéloide chronique en réponse moléculaire profonde, que
le panel d’experts du groupe EUTOS (60) a fait sa proposition que nous avons mis
en ceuvre. Nous n’avons pas vu dans la littérature médicale une publication
rapportant la mise en application de cette proposition.

La réponse moléculaire, de la leucémie myéloide chronique sous anti-tyrosine kinase
en réponse moléculaire profonde c'est-a-dire en dessous de 0,01% sur I'échelle
internationale, est quantifiable en RT-PCR a cinquante cycles. C’est la conclusion a
laquelle nous avons a aboutit en appliquant cette proposition.

Le constat qui ressort de ce travail est le suivant :

- En augmentant le nombre de réplicats, le résultat de 'examen est meilleur et plus

précis. En conséquence la prise de décision thérapeutique est plus judicieuse.
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- il n'est pas possible d’avoir les mémes résultats avec des réplicats différents,
méme si c'est le méme plasmide qui est utilisé dans les tests ;

- il n'est pas possible d’avoir des résultats identiques avec des plasmides différents,
méme si le nombre réplicats est le méme sauf si leur facteur de conversion est le
méme.

Plus le nombre de réplicats augmente et plus augmente la quantité de réactifs a
utiliser, donc la charge de travail et le prix du test augmente.

La grande partie des laboratoires d’analyse dans la monde utilise comme géne de
contrle ou de référence le gene ABL1, d’'autres en Australie et aux états unis
utilisent le géne BCR et une minorité en EUROPE utilise le géne GUSB (60).
L'établissement du facteur de conversion est une tache laborieusement, couteuse et
n'est pas accessible a tous les laboratoires Le groupe EUTOS propose que tous les
laboratoires évaluant la réponse moléculaire profonde de la LMC, utilise le plasmide
ERM-AD623, il renferme ces trois géne de contrdle. L'utilisation de ce plasmide
éviterait d'avoir recours au facteur de conversion, permettrait de faire des
comparaisons inter-laboratoires en établissant des correspondances entre les génes
de référence, et de faire des études multicentriques prospectives plus aisément.
Seulement nos résultats montrent qu'il faut un calcul normalisé pour avoir des
résultats approximativement identiques entre des plasmides avec facteur de
conversion et le plasmide ERM-AD623. L'utilisation du plasmide ERM-AD623 ne
résout donc pas I'utilisation du facteur de conversion. L’avantage du plasmide ERM-
AD623 est qu'il permet d’amplifier ABL1, GUSB, BCR, BCR-ABL1 (p210) mais pas
BCR-ABL1p190 et 230.

L'écueil a I'utilisation du plasmide ERM-AD623 ne sera pas seulement pour une
raison scientifique, mais aussi économique et de souveraineté. En effet les
manufacturiers des plasmides sont une source de travail et de revenu d’argent. Ce
sont peut étre ces raisons qui ont conduits I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) a ne pas produire le premier panel génétique de référence pour la
quantification de BCR-ABL1, mais a le confier a des manufacturiers nationaux (68).
Le préalable pour une comparaison des résultats inter-laboratoires, c¢’est de définir le
type de prélévement: sanguin ou médullaire ; les tubes de préléevement: EDTA,
Héparine etc. ; la méthode d’extraction des ARNm (69) : manuelle ou automatique ;

la maniére de doser et de conserver les ARNm.
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Le nombre de copies d’ABL1 permet de discriminer les réponses moléculaires
surtout celles de niveau cing avec BCR-ABL1 indétectable. En réponse moléculaire
profonde, quel est limpact du nombre de copies d'ABL1 sur la survie sans
événements et la survie globale d'une leucémie myéloide chronique traitée par des
anti-tyrosines kinases et en réponse moléculaire profonde ? Des études prospectives

ou surtout rétrospectives pourront répondre a cette question.
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CONCLUSION, RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

La polymerase chain reaction(PCR) en temps réel ou I'amplification quantitative en
chaine par polymérase en temps réel a cinquante cycles permet de quantifier la
réponse moléculaire de la leucémie myéloide chronique traitée par des anti-tyrosines
kinase, en réponse moléculaire profonde. Le résultat quantifié facilite la prise avec
plus de conviction la décision sur la suite thérapeutique concernant le patient:
suspendre ou poursuivre le traitement

L’augmentation du nombre de réplicats est meilleure mais le facteur limitant est
'augmentation du prix de I'examen. Au minimum deux réplicats sont nécessaires en
réponse moléculaire profonde. L'utilisation du plasmide ERM-AD623 qui devrait
permettre de s'affranchir de I'établissement du facteur de conversion n'est pas
verifier et mets en jeux des raisons économiques et de souveraineté. Pour les
protocoles multicentriques, [I'utilisation d'un type de plasmide comparable au
plasmide ERM-AD623 et des mémes protocoles depuis le prélevement jusqu’au
resultat final des PCR permettra de comparer les résultats. Nous avons déja
commencé a appliquer la PCR a Cinquante cycles et avec deux réplicats pour la
leucémie myéloide chronique en réponse moléculaire profonde. Nous allons
létendre aux autres néoplasies myéloides chroniques et leucémies aigués,
lymphomes en réponse moléculaire profonde traités uniquement par chimiothérapie
ou bien apres transplantation. La correspondance entre le géne de contréle ABL1 et
GUSB a été déja établit par le groupe EUTOS, des travaux ultérieurs devront établir
la correspondance entre ABL1 et BCR d'une part et entre BCR et GUSB. Si ce
travail est fait, un panel d'experts statuera sur le type de plasmide a utiliser pour un

usage multicentrique.
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