MISE EN PLACE D’UN PLAN
D’AMELIORATION DE LA QUALITE
D’UNE METHODE QUANTITATIVE
D’EVALUATION DE LA REPONSE
AU TRAITEMENT DANS LES LAL

DE L'ADULTE

MARTINEZ Gérald

DIPLOME UNIVERSITAIRE « ASSURANCE QUALITE AU LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE »

Université Pierre et Marie Curie — paris6 Année 2010-2011



CONTEXTE

 Les cellules leucemiques resistantes au traitement
d’induction dans une LAL, mais indétectables au
microscope, constituent |la maladie résiduelle minime ou
MRD.

o |’évaluation de cette réponse precoce au traitement, par
guantification de la MRD est le facteur prédictif de la
rechute le plus puissant.

 Elle Permet d’adapter le traitement a ce risque :

— MRD = 1 cellule leucemique sur 10 000 cellules normales :
risque élevé mp Intensification du traitement / allogreffe

— MRD < 1 cellule leucémique sur 10 000 cellules normales :
risque faible s traitement standard




PROBLEMATIQUE

» Répondre aux exigences des protocoles:

— Delai de rendu en fonction des shemas (ex: apres induction
soit 1 mois apres le debut)

— Nombre de cibles leucémiques quantifiables avec une
grande sensibilité

e Optimisation et standardisation de la méthode de
guantification de la MRD: AS-RQ-PCR clone specifique

» Maitrise de la qualité du processus analytique



PROCESSUS QUALITE

 Description du processus de quantification de la MRD
— Phase préanalytique
— Phase analytique 1 : Identification des cibles - Design des systemes de AS RQPCR -
Validation des systemes (sensibilite, spécificité)
— P,hasle analytique 2 : Quantification de la MRD - Interpretation et formulation des
resultats

— Phase postanalytique

 Audit du processus par rapport a un référentiel

o |dentification des points critiqgues ayant un impacts sur la qualité de l'analyse
— 9 points critiques identifies

» Analyse quantitative des dysfonctionnements concernant ces points critiques
— Détermination des fréquences d'occurrence
— Seélection des 3 dysfonctionnements les plus frequents (diagramme de Pareto)
— Choix des indicateurs qualités adaptes
— Analyse des indicateurs qualités



PROCESSUS
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POINTS CRITIQUES OBSERVES PAR AUDIT

ETAPES PRINCIPALES D'ETUDES DE LA MRD PAR AS-RQ-PCR

Etape 1: Préanalytique: ohjectif: ADN homogéne de concentration précise :
confarmite réception

Utiliser un prélévement infiliré

Séparation des cellules mononucléées par centrifugation en gradiant de densité
Evaluation du % de blastes par CMWF

Extraction de I'ADM & partir de 10x10° cellules

Homogenéisation totale

Dosage colorimétrique précis (type "nanodrop”) de la solution mére
Oilution homogéne de 'ADMN de travall

Qualification de I'ADN de travail: dosage colorimétrique précis (nanodrop) + dosage génique par RO-PCR

BOM

# FAIRE

Etape 2: Analytique :ldentification des cibles lg/TCR selon protocoles standardisés

Analyse par PCR des différents loci Ig/TCR: lgH, lgklappa, TCR Delta, TCRE gamma, TCR beta. La
hiérarchie de chaix des cibles est différentes selon le profil immunophenotypigue et leur stabilité durant
I'evolution clinigque

Analyse des PCR par migration {(acrylamide etfou ségquenceur). Cohérence intensité signal avec le % de
blastes. Reconnaissance de sous-clones éventuels

Choix des cibles monoclonales & séquencer aprés étude globale du dossier patient

seguengage dans les 2 sens des réarrangements sélectionnés

Interprétation des séquences par référence aux bases de données

Sélection des cibles pour la PCR MED

Etape 3: test de sensibilité et de spécificité pour chague cible sélectionnée

Configuration des "amorces” alléles (COR3) spécifiqgues dit AJO (Anti Jonctional Oligonucleatide)
Commande des AJD

Analyse de dilutions de '’ADM diagnostic par RQ-PCR 3 'aide de chacun des AlCQ

Interprétation de la sensibilitéfspécifité pour chagque primer/cible; sélection d'AJO répondant aux critéres
“alidation des cibles

Etape 4: Analyse de la MBD sur les prélévements de suivi

Quantification-gualification de I'ADM de suivi par dosage génique (dosage génique par ROPCR)
Analyse par RO-PCR alléle spécifique de ces préléverments de suivi

Interprétation des resultats de PCR MRD =selon des regles standardisees

Calcul du taux de MRD

Delai de rendu

Ervoi compte rendu




DIAGRAMME DE PARETO

Type de dysfonctionnement NMombre d'occurrence
infiltration blastigue non disponible ou erronée 250
quantification erronée des ADM S0
nombre de cibles insuffisantes 20
probléme de primer - AJO 37
delai de rendu >1mois 30
erreur acheminement compte rendu 25
non conformité réception 15
prélévement non médullaire 10
total

==l Normbre d'occurrence

o Curmlé

+ 40%

ii__

infiltration quantification nombrede cibles robl&me de délaide rendy Erreur non conformité prélévement non
blastique mon  erronée d"ADN irsuffisantes primer - AN >1maois acheminement réception medullaire
disponible compte rendu




PREAMALYTIOUE:
RECEPTION - AHCOLL -
EXTRACTION ADR

PROCESSUS
FRELEVEMEMNT
DIAGMOSTIC g
™

PCRMULTIP

CHOIX DE LINDICATEUR QUALITE : ICSCICIIIICREITHIES
LA MESURE DE L’INFILTRATION BLASTIQUE [RSUILES |eucem19%}

 PLAN D’ACTION

— L'OUBLI:
e Une relecture et une actualisation des procédures
e Une diffusion et une information sur 'ensemble de I'équipe de techniciens.
e Une tracabilité a été créée par un parameétrage dans GLIMS.

normales

— MESURE ERRONEE DE L'INFILTRATION:

e Substitution du MGG cytospin par une technique de
guantification des blastes tumoraux par cytométrie en flux



BILAN 3 MOIS /

(Plan) /
/ Faire

{ (Do)

Vérifier
Systéme _ (Check)
de management
de la qualité

 |'analyse MGG est bien prescrite sur GLIMS :

AUCUN OUBLI

 |'analyse par combinaison d’anticorps en
immunophénotypage: Un panel de 5 Ac a été élaboré pour
cibler cellules leucémiques et normales. La mise en
application est en cours

e Une étude comparative MGG/Cytométrie en flux est en
cours.



PREAMALYTIOUE: EvaluaTION DES MAROUEURS
RECEPTION - AHCOLL - DIAGHOSTIOUES
EXTRACTION ADR IDEMTIHCATION DES CIBLES

PROCESSUS

AMNALYSE DES
PCR
IDEMNTIACATIORN
DES
MAROUEURS DE
CLOMALTE

POINT CRITIQUE NUMERO 2 : QUALITE ADN / QUANTIFICATION ERRONEE

CHOIX DE L'INDICATEUR QUALITE :
CORRESPONDANCE ENTRE DOSAGE GENIQUE

« PLAN D'ACTION: ET DOSAGE PHYSIQUE

— Substitution de la technique d’extraction au Phénol Chloroforme par une techmque sur
colonne de silice.
— Dosage geénique de 'ADN par RQ-PCR (albumine). o

— Stabilité de la mesure par rapport a un ADN standard mm " 3

Avant la mise en place du plan d’action extraction
au phénol chlorophorme




BILAN 3 MOIS /
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™ correspondant de la qualité

On ne retrouve plus que 10.7% qui présente une discordance.

« LES RESULTATS PAR DOSAGE GENIQUE / CONCENTRATION COLORIMETRIQUE SONT
TOUJOURS REPERTORIES DANS UN FICHIER EXCEL QUI FAIT DESORMAIS PARTIE DES
DOCUMENTS D’ENREGISTREMENTS COURANTS.

« LAVERIFICATION DE COHERENCE ENTRE LES DEUX DOSAGES EST FAITE
SYSTEMATIQUEMENT POUR CHAQUE SERIE.



UATIOMN DES MARQUEURS SEQI_IENQAGE DE TOUTES CIBLES
DIAGNOSTIQUES IDEMTIFIEES

SAUF MINORITAIRES

PROCESSUS

PRELEVEMENT
DIAGNOSTIC

POINT CRITIQUE NUMERO 3 : NOMBRE DE CIBLES INSUFFISANTES

CHOIX DE L'INDICATEUR QUALITE : ) N

NOMBRE DE PATIENT POUR LESQUELS ON nombre de marqueurs detectables nombre de marqueurs utilisables en
AS-RQ-PCR

A IDENTIFIE 2 MARQUEURS

e PLAN D’ACTION:

— Actualisation et développement
de nos méthodes d’identification
deS Cibles : SUbStitUtiOn de Ocble  Tcible 2cibles 3 cibles Ocble  1cble  2cbles 3 cibles
méthodes historiques du ou pas ou pls
laboratoire par les méthodes du
« biomed-2 » .

— Exploration de tous les loci au
diagnostic

nombre de marqueurs i nombre de marqueurs

EN 2010



BILAN 3 MOIS
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N
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Tous les loci Ig et TCR sont
bien exploreés.

Augmentation significative de
I'efficacité de detection des
réarrangements clonaux



CONCLUSION

Systeme

de management

Amelioration du processus analytique:
— Disponibilité du degre d'infiltration blastique du prélevement diagnostic
— Changement de technique d’extraction
— Développement et mise en place des protocoles européens « Biomed-2 »

Réponse dans les délais protocolaires

Fiabilité des résultats de MRD pour la stratification therapeutigue.

Mise en place d’une tracabilité (enregistrements):
— % de blastes post ficoll sur GLIMS
— Concordance dosage genique et dosage physique.
— Création d'un dossier patient et base de donnée pour I'évaluation clinique des résultats.

Déclenchement dynamique de la qualité au sein du laboratoire : projet de
transfert de la mise en place de la qualite vers d'autres secteurs. (cytométrie en flux)



	MISE EN PLACE D’UN PLAN D’AMÉLIORATION DE LA QUALITÉ D’UNE MÉTHODE QUANTITATIVE D’ÉVALUATION DE LA RÉPONSE AU TRAITEMENT DANS LES LAL DE L’ADULTE
	CONTEXTE
	PROBLÉMATIQUE
	PROCESSUS QUALITÉ
	Diapositive numéro 5
	POINTS CRITIQUES OBSERVES PAR AUDIT
	DIAGRAMME DE PARETO
	POINT CRITIQUE NUMERO 1 : INFILTRATION BLASTIQUE
	Diapositive numéro 9
	Diapositive numéro 10
	Diapositive numéro 11
	POINT CRITIQUE NUMERO 3 : NOMBRE DE CIBLES INSUFFISANTES
	Diapositive numéro 13
	CONCLUSION

