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PREMIERE PARTIE : INTRODUCTION

1 Les syndromes myéloprolifératifs

1.1 Classification

Les syndromes myéloprolifératifs (SMP) ou néoplasies myéloprolifératives
(NMP), constituent un groupe de 7 entités bien différenciées depuis la nouvelle

classification de 1’organisation mondiale de la santé (OMS) 2016 (1) :

e Leucémie myéloide chronique (LMC)
e Polyglobulie de Vaquez (PV)

e Thrombocytémie essentielle (TE)

e Myélofibrose primitive (MFP)

e Leucémie chronique a éosinophiles

e Leucémie chronique a neutrophiles

e Syndromes myéloprolifératifs chroniques inclassables.

La PV, la TE et la MFP constituent un groupe distinct appelé plus couramment
les NMP classiques « BCR-ABL négatifs » ou « Philadelphie négatifs (Ph1l Neg) »,
qui les sépare de la LMC. Contrairement a cette derniéere qui posséde le
chromosome Philadelphie, ces trois pathologies n’ont pas d’anomalie génétique

récurrente.

Cette nouvelle classification est une révision de la classification OMS 2008 avec
intégration de données morphologiques, phénotypiques, génétiques et moléculaires.
Elle prend en compte également des évaluations cliniques et pronostiques. C’est
suite a cette classification OMS 2008 que les NMP ont été considérées comme des

cancers (1).
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Les NMP sont des hémopathies malignes chroniques associees a des anomalies
génétiques acquises qui conférent aux cellules souches hématopoiétiques un
avantage de prolifération et de survie. On retrouve dans ces pathologies une
hypersensibilité des progéniteurs hématopoiétiques aux cytokines (Interleukine 3
(IL-3), Insuline Growth Factor 1 (IGF-1) ou encore granulocyte-macrophae colony-

stimulating factor (GM-CSF)) et un échappement aux mécanismes de régulation (2).

La TE entraine une production anormale de plaquettes dans le sang et la moelle
osseuse tandis que dans la PV, on retrouve une augmentation anormale des
hématies dans le sang et la moelle osseuse avec parfois un taux éleve de leucocytes
et de plaquettes. La MFP est quant a elle une forme plus agressive avec une fibrose

de la moelle osseuse et une expansion de la lignée mégacaryocytaire.

1.2 Histoire

La LMC a été la premiere NMP a étre découverte en 1845 par John Hughes
Bennett (1812-1875) qui rapporte un cas d’hypertrophie de la rate et du foie dans
lequel le décés a eu lieu par suppuration du sang. Ce n’est que 115 ans plus tard que
Peter Nowell (1928-2016) et David Hungerford (1927-1993) ont mis en évidence
I’anomalie cytogénétique spécifique de la LMC : le chromosome Philadelphie,
résultant d’une translocation acquise t(9;22) (q34;q11). C’est la premiére anomalie

génétique décrite spécifique d’une maladie (3).

C’est ensuite a la fin du XIXéme siecle que la myélofibrose primitive et la
polyglobulie vraie ont été mises en évidence. La premiere MFP a été décrite par
Gustav Heuck (1854-1940) chez deux jeunes patients qui présentaient une fibrose
médullaire et une hématopoiese extra-médullaire. La PV a quant a elle été decrite
par Louis Henri Vaquez (1860-1936) chez un homme de 40 ans avec une cyanose
chronique, une dyspnée et des palpitations qu’il associa d’abord a une cardiopathie

puis qui, suite a l’autopsie sans anomalie du cceur, fit I’hypothése d’une
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augmentation des globules rouges résultant d’une hyperactivité hématopoiétique

(4).

La thrombocytémie essentielle a été décrite en 1934 par Emil Epstein (1875-

1951) et Alfred Goedel. Leur patient présentait une forte thrombocytose, une
érythrocytose et des saignements cutanéomuqueux fréquents (4).
Le concept de NMP a été introduit en 1951 par William Dameshek (1900-1969) qui
a observé dans ces pathologies des caractéristiques cliniques et biologiques
communes comme la splénomégalie, I’hyperplasie myéloide ou un risque augmenté
de thromboses. (4)

C’est seulement en février 2006 que 4 équipes dont celle de William
Vainchenker ont décrit pour la premiere fois la mutation V617F de JAK2, 40 ans
apres la découverte de la translocation t(9;22) dans la LMC. (5)

Par la suite, d’autres mutations ont été decouvertes dans ce groupe de NMP
Philadelphie négatif :
e Juillet 2006 : Les mutations W515L ou W515K du géne MPL qui code pour

le récepteur de la thrombopoiétine (6)

e 2007 : Les mutations de I’exon 12 du géne JAK2 (7)

e 2013 : Les mutations du gene de la calréticuline (CALR) (8)
Ces mutations ont permis de diagnostiquer un plus grand nombre de NMP non
LMC. Toutefois, environ 10 a 15 % des PV, TE ou MFP ne présentent aucune

mutation sur ces trois genes, on parle alors de NMP triples négatives.

1.3 Epidémiologie des NMP Ph négatives

Les NMP sont des pathologies rares, avec des taux d’incidence en France qui
sont de 0.9/100000/an pour la PV (9), 1.5/100000/an pour la TE et 0.4/100000/an

pour la MFP (10). Ce qui équivaut respectivement a environ 300, 1000 et 200

nouveaux cas par an en France.
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Les NMP sont retrouvées en moyenne 1.3 fois plus chez les hommes que chez les
femmes, a I’exception de la TE qui a une legére prédominance féminine.

L’age médian de survenue est en moyenne de 70 ans, ce qui en fait des pathologies
du sujet age (11,12).

Concernant la survie, la PV et la TE ont des taux de survie globale a 5 ans
similaires, aux alentours de 95 %. On retrouve par contre un pronostic a long terme
meilleur pour la PV avec une survie globale de 75 % a 15 ans contre 63 % pour la
TE (10).

La MFP a un pronostic bien plus péjoratif, on retrouve en effet une survie globale

de 55 % a 5 ans et seulement de 4 % a 15 ans en France (9).

1.4 Mutations retrouvées dans les NMP

Les mutations les plus fréquemment retrouvées dans les néoplasies

myéloprolifératives sont donc au nombre de trois :

e La mutation JAK2 V617F retrouvéee chez plus de 96 % des patients atteints
de PV, 58 % des TE et 53 % des MFP (Figure 1)

e Les mutations dans I’exon 9 de CALR sont retrouvees respectivement dans
environ 30 % et 25 % des MPF et TE (13-15) . Les deux principales
mutations de CALR sont une delétion de 52 paires de bases (pb) qui est la
mutation de type 1 et une insertion de 5pb, la mutation de type 2. La
calréticuline est une protéine multifonctionnelle de liaison au calcium Ca?*
localisée dans le réticulum endoplasmique (14).

e Les mutations dans I’exon 10 de MPL sont retrouvees en plus faible
proportion : 7 % dans les MFP et 4 % dans les TE. Ce sont des mutations
gain de fonction du récepteur a la thrombopoiétine. Elles sont associées a une
plus forte thrombocytose et une anémie plus sévere chez les patients

porteurs.

Ces mutations sont dites « motrices » ou « drivers » car elles reproduisent un

phénotype de NMP lorsqu’elles sont introduites dans des modéles murins (16).
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Elles sont responsables de la myéloprolifération anormale observée dans ces

pathologies.

En plus de ces trois mutations retrouvées dans les NMP Ph-, il existe aussi des
mutations gain de fonction au niveau de 1’exon 12 du gene JAK2. Celles-ci sont
rares, retrouvées dans seulement 2 % des PV exemptes de la mutation V617F (7).
Les patients porteurs d’une mutation de I’exon 12 sont généralement plus jeunes au
moment du diagnostic mais présentent un pronostic similaire a celui de la mutation
JAK2 V617F (15).

Polyglebulie de Thrembocytémie Myélofibrose
vaquez essentielle [n = 534)
[n =%20) [n = 2154]

Bl 1aKZvaITE O Mutation CALR Bl Triple rdgertif

] utation JAKZ exon 12 ] v JAKZ souvage B Mutekion MPL

Figure 1 : Distribution des mutations JAK2, MPL et CALR dans les NMP
Philadelphie négatives (17).

Les trois mutations principales conduisent a une activation anormale de la
voie JAK/STAT. Cette voie JAK/STAT est entre autres responsable de la
prolifération érythroide, mégacaryocytaire et granuleuse via les récepteurs a
I”érythropoiétine (EPOR), a la thrombopoiétine (MPL) et au G-CSF (G-CSFR).

La plupart du temps, on ne retrouve que 1’une de ces mutations par patient ;

elles ont dans un premier temps été décrites comme mutuellement exclusives (17)
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mais ces derniéres années, plusieurs cas de patients avec deux mutations
coexistantes ont été décrits, la plupart chez des patients atteints de TE (18-20). De
plus, il a été demontré que lorsque des patients se retrouvaient avec deux mutations
« driver » dont JAK2 V617F, la charge allélique de cette derniére était inférieure a
5 % (20-22).

Les NMP Ph- sont aussi caractérisées par la présence facultative de
mutations somatiques associées de genes régulateurs d’épigénétique comme TET2,
ASXL1, IDH1/2, EZH2, DNMT3A ou TERT, des régulateurs d’épissage (SF3B1,
SRSF2, U2AF1) ou des facteurs transcriptionnels comme TP53 ou RUNX1 (23).
Ces mutations associées peuvent jouer un réle important dans la progression de la
maladie soit en myélofibrose secondaire soit en hémopathie maligne aigue. Par
exemple, les mutations d’ASXL1 conférent un risque important d’acutisation en

leucémie aiglie myéloide (24).

L’hématopoiése clonale est possiblement la premiére étape du
développement d’'une NMP ou autre hémopathie (figure 2), on parle de CHIP:
« clonal hematopoiesis of indeterminate potential » ou HCLA : « Hématopoiése
clonale liée a I’age ». Les principales mutations impliquées dans cette étape sont
celles de TET2, DNMT3A et EZH2. Ces deux derniéres ont également été décrites

chez des patients en transformation myélofibrotique.
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Figure 2 : Représentation du développement des NMP (25)

La plupart des anomalies moléculaires retrouvées dans les NMP correspondent
a une activation d’une protéine kinase entrainant une indépendance et/ou une

hypersensibilité aux facteurs de croissance.

1.5 La mutation V617F

JAK2 est une tyrosine Kinase cytoplasmique qui joue un réle dans la
transduction du message de plusieurs facteurs de croissance hématopoiétiques (26)
et donc dans la survie et la prolifération cellulaire. Elle fait partie de la famille des
Janus Kinase avec JAK1, JAK3 et TYK2. Elle est constitutivement associée aux
récepteurs de cytokines de type 1 comme les récepteurs de ’EPO (EPOR), de la
thrombopoiétine (MPL), du G-CSF (G-CSFR) qui permettent respectivement
I’expansion des lignées érythroide, mégacaryocytaire et granulocytaire.

Dans les conditions physiologiques, aprés 1’activation de ces récepteurs par leur
ligand respectif, les tyrosines kinases JAK sont phosphorylées ce qui entraine la
phosphorylation et 1’activation des STATSs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) aboutissant & leur dimérisation. Ensuite, les STATSs se deplacent dans
le noyau pour réguler la transcription des génes d’intérét. En plus de cette action via
les STATSs, la signalisation en aval de JAK est également permise grace aux voies
de MAPK et PI3K (27).
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Le role de JAK2 dans I’hématopoi¢se myéloide, et en particulier dans
I’érythropoiese, est fondamental puisque les embryons invalidés pour JAK2

meurent in utero par 1’absence d’érythropoi¢se définitive (5,28).

La mutation de JAK2 entraine une activation constitutive de la protéine et
donc un engagement aberrant des voies de signalisation en aval notamment les
voies JAK-STAT, PI3K/Akt/mTOR et ERK1/2 MAPK. In vivo, la présence de la
mutation JAK2 V617F dans les progéniteurs hématopoiétiques induit une croissance
indépendante de I’EPO (29). Il a été mis en évidence une importance plus
particuliere de STATS5 dans les NMP JAK2 V617F car lors de 1’ablation génétique
de STATS chez les souris JAK2 V617F mutées, celles-ci perdent leur phénotype de
la maladie (30) (Figure 3).

O ~N Cytokine EPOR/G-CSFR/MPL Mutant CALR MPL515L/K

N JAK2V617F/ JAK2 JAK2 JAK2 JAK2
\‘ exon12 mutation ‘/

RAS STAT PI3K

0 & © ¥
RAF STAT AKT (P

MEK ‘* ! ¥
4 ' TOR®
m
ERK £ A4
\ I
) | \ 4

STAT Transcription activatio
T ®
STAT

Figure 3 : Représentation de la transduction du signal avec la mutation JAK2 V617F
(25).
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Le géne de la protéine kinase JAK2 se trouve sur le chromosome 9 et la
mutation V617F se trouve sur I’exon 14. Cette mutation aboutit au changement
d’un G par un T a la position 1849. Au niveau protéique, on retrouve donc une
phénylalanine a la place d’une valine au codon 617. On retrouve cette mutation
dans le domaine JAK homologue 2 (JH2) qui ne possede pas d’activité enzymatique
mais qui régule négativement la fonction catalytiqgue du domaine JH1 (31) : cette
mutation bloque donc Dleffet inhibiteur du domaine JH2 sur JH1. C’est une

mutation acquise retrouvée dans les cellules myéloides des patients (Figure 4).

‘ Mutation Exon 12 ‘
‘ Mutation V617F ‘

Figure 4 : Représentation du géne JAK2

La mutation V617F n’est pas spécifique d’une pathologie, elle est retrouvée dans
e 97 % des polyglobulies de Vaquez
e 55 % des thrombocytémies essentielles

e 54 % des myélofibroses primitives (26).

Mais on retrouve également cette mutation dans d’autres hémopathies en
proportion moindre. En effet, elle a été décrite dans 7.8 % des leucémies
myélomonocytaires chroniques (LMMC), dans 4.2 % des syndromes
myeélodysplasiques (32) ou encore dans 1 a 2 % des leucémies aigues myéloides
(LAM) avec une association BCR-ABL/JAK2 V617F. Par contre, elle n’a jamais été
décrite dans des pathologies lymphoides comme les leucémies aigues lymphoides
(LAL) ou les leucémies lymphoides chroniques (LLC) ni dans les myelomes.

La mutation JAK2 V617F peut étre détectable dans de rares cas chez des volontaires

sains sans symptomes clinique de NMP et sans anomalies de numeration de formule
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sanguine, mais seulement a des taux tres faibles (0.035%) qui sont bien en dessous
du seuil de positivité clinique de 1 % (33,34). Chez ces volontaires sains, il a été
démontré une augmentation de la prévalence de la mutation V617F avec 1’age (34).
Une charge mutationnelle trés faible est le signe d’une hématopoié¢se clonale, elle
est associée a un risque accru de développer un cancer hématologique et de

mortalité toutes causes confondues.

La charge mutationnelle est différente en fonction des pathologies, forte dans
la polyglobulie de Vaquez et dans la myélofibrose primitive en raison de la disomie
uniparentale acquise mais moins élevée dans la thrombocytémie essentielle (34-38)
(Figure 5). Cela va de pair avec le fait que chez les patients PV et MFP, il est
fréquent que la mutation progresse du stade hétérozygote au stade homozygote par
recombinaison mitotique de la partie distale du chromosome 9, ce qui est rare chez
les patients TE qui gardent un statut hétérozygote (39,40). La charge mutationnelle
a donc un réle dans le phénotype de la maladie (41). Ceci a été montré sur des
modéles murins qui, lorsque 1’alléle mutée est moins présente que la WT, présentent
une thrombocytose mais peu d’érythrocytose et de leucocytose et donc un
phénotype de TE. En parall¢le, chez les souris avec une prépondérance de 1’all¢le
V617F, on retrouve une érythrocytose et une leucocytose plus prononcées (42)
comme retrouvees dans la PV.

Une charge mutationnelle élevée est associée a un risque élevé de développement
de thromboses (31,43) ainsi qu’a une transformation myélofibrotique (44) chez les
patients atteints de PV et TE. Au contraire, il a été remarqué une survie globale plus
faible chez les patients avec une faible charge mutationnelle (<50 %) et atteints de
MFP, surement due a une augmentation de I’acutisation en leucémie aigiie avec une

acquisition de mutations additionnelles (45,46).
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Figure 5 : Représentation des ratios alléliques en fonction des NMP (35).

(sMF : myélofibroses secondaires post-PV ou post-TE).

Les patients homozygotes pour la mutation V617F de JAK2 présentent une
incidence plus élevée de splénomégalie ainsi qu’une rate plus grosse, de prurit et
ont plus fréquemment besoin d’un traitement cytoréducteur par rapport aux patients

hétérozygotes (41,47).

En plus d’étre treés utile pour le diagnostic des NMP, la recherche de la
mutation JAK2 V617F peut également étre pertinente chez les patients traités pour
regarder la réponse au traitement et suivre la maladie résiduelle (33). Une étude a
d’ailleurs fait le lien entre une charge mutationnelle de plus de 50 % chez les
patients atteints de MFP et une meilleure réponse aux inhibiteurs de JAK2 (48).
Nous avons vu que les patients homozygotes ont globalement une clinique plus
symptomatique que les hétérozygotes, la quantification de la mutation JAK2 V617F
pourrait donc permettre de transmettre des informations cliniques importantes.

Une derniére information pourrait nous étre apportée par le suivi des ratios
alléligues de la mutation JAK2 V617F ; en effet, plusieurs études ont montré une
correlation entre la diminution de ces ratios dans le sang et dans la moelle osseuse et

une bonne réponse hématologique lors d’un traitement. Par exemple, Jones et al.
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(49) ont mis en évidence une diminution de deux a trois fois du ratio allélique chez
des patients PV en rémission hématologique en cours de traitement par IFNalpha ou

Imatinib.

1.6 Diagnostic des NMP

Le diagnostic de NMP repose sur la nouvelle classification OMS 2016 (1) qui
précise I’importance de réaliser une biopsie ostéo-médullaire (BOM) pour quantifier
la fibrose médullaire.

La recherche de la mutation V617F de JAK2 est un élément clé dans le diagnostic
des syndromes myéloprolifératifs; en effet, elle rentre dans les criteres
diagnostiques majeurs définis par I’OMS pour la PV, le TE et la MFP depuis la
classification OMS 2008 (50). Dans les recommandations européennes, la mutation
JAK2 V617F doit étre la premiere a étre recherchée, puis dans un second temps, en
cas de négativité de cette premiére, les mutations de MPL et CALR devront étre

investiguees (23).

1.6.1 La polyglobulie de Vaquez

Pour le diagnostic de PV, une BOM n’est pas nécessaire chez les patients
présentant une hémoglobine >18.5 g/dL (hommes) ou >16.5 g/dL (femmes) et ayant
une mutation JAK2 V617F et un taux d’EPO subnormal.

Pour les autres patients, la présence de trois criteres majeurs ou des deux premiers

criteres majeurs et du critére mineur posera le diagnostic (Tableau 1).
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Tableau 1 : Critéres diagnostiques de la PV selon I’OMS 2016 (1)

Critéres majeurs

Hb > 16.5 g/dl (homme) ou Hb > 16 g/dl (femme) ou Ht > 49 % (homme) ou

Ht > 48 % (femme) ou augmentation de la masse sanguine totale (>25 %)

Biopsie meédullaire avec hyper-cellularité et prolifération excessive des trois lignées

myeéloides et prolifération mégacaryocytaire polymorphe

Présence de la mutation JAK2 V617F ou JAK2 exon 12

Critere mineur

Taux sanguin d’EPO subnormal

Plus de 85 % des patients atteints de PV ont un taux d’EPO subnormal (51).
Une érythocytose avec un taux sérique d’EPO subnormal associé a 1’absence de
JAK2 V617F doit donc faire rechercher une mutation de 1’exon 12 de JAK2 afin de
ne pas passer a cote des 2 % de PV présentant la mutation de 1’exon 12 mais pas la
V617F.

I1 existe d’autres causes d’érythrocytoses vraies comme :
e Les polyglobulies congénitales primitives (mutation du géne du récepteur a
I‘EPO).
e Les polyglobulies congénitales secondaires (déficit en 2,3-DPG mutase ou
une hyperproduction autonome d’EPO).
e Les polyglobulies acquises secondaires a une hypoxie ou a certaines tumeurs
induisant une sécrétion inapproprié¢e d’EPO.
Il faut également éliminer les causes de fausses polyglobulies comme 1’obésité,

I’alcoolisme, le syndrome de Gaisbock ou encore la thalassémie hétérozygote.
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1.6.2 Lathrombocytémie essentielle

Le diagnostic d’une TE nécessite la présence des quatre criteres majeurs ou

des trois premiers criteres majeurs et du critéere mineur (Tableau 2).

Tableau 2 : Critéres diagnostiques de la TE selon ’OMS 2016 (1)

Critéres majeurs

Plaquettes > 450 G/L

BOM avec prolifération de la lignée mégacaryocytaire avec meégacaryocytes

hyperlobés.et de grande taille

Absence de critéres diagnostiques de LMC BCR-ABL+, PV, MFP, syndrome

myélodysplasique ou autre néoplasie myéloide

Présence de mutation de JAK2, MPL ou CALR

Critére mineur

Présence d’un marqueur de clonalité ou absence d’étiologie de thrombocytose

réactionnelle

32




1.6.3 La myelofibrose primitive

Le diagnostic de la MFP requiert les trois critéres majeurs et un des criteres

mineurs sur deux prélévements différents (Tableau 3).

Tableau 3 : Critéres diagnostiques de la MFP selon I’OMS 2016 (1)

Critéres majeurs

BOM avec prolifération mégacaryocytaire avec atypies et fibrose réticulinique et/ou

de collagene de grade 2 ou 3

Absence de critéeres diagnostiques de LMC BCR-ABL+, PV, TE, syndrome

myelodysplasique ou autre néoplasie myéloide

Présence de mutation de JAK2, MPL ou CALR ou en I’absence de ces 3 mutations,
présence d’un marqueur de clonalité (ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/2, SRSF2,

SF3B1..) ou absence de myélofibrose réactionnelle.

Criteres mineurs

Anémie non liée & une comorbidité

Leucocytose > 11 G/L

Augmentation des LDH

Erythomyélémie

Splénomégalie palpable

1.7 Complications des NMP Ph négatives

Les complications avec impact sur la survie des patients les plus fréquentes
des NMP sont les thromboses, les hémorragies, la transformation leucéemique et la
transformation myélofibrotique (52), cette derniere étant plus fréquente chez les
patients homozygotes pour la mutation JAK2 V617F (39,47). Nous détaillerons le

risque de thrombose plus précisément dans un autre paragraphe.
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En plus des occlusions des gros vaisseaux, les patients peuvent présenter des
symptomes microcirculatoires comme les maux de téte, les vertiges, les troubles
visuels, des paresthésies distales ou encore une érythromégalie.

Chez les patients atteints de MFP, il est fréquent de retrouver une hématopoiese
extramédullaire notamment dans la rate et dans le foie mais ce phénomeéne est
également retrouvé dans des formes de PV et TE en transformation
myeélofibrotique.

Les NMP Philadelphie négatifs ont des risques différents de s’acutiser en leucémie
aigie (LA). On retrouve un taux plutdt faible pour les PV et les TE qui ont
respectivement 4 % et 1 % de risque d’acutiser alors que 20 % des patients atteints
de MFP ont un risque de développer une LA. La transformation d’'une NMP en
leucémie aiglie est généralement de trés mauvais pronostic. Il est fréquent de
retrouver certaines mutations additionnelles lors de cette acutisation comme TP53,
NRAS (31) ou ASXL1 (24).

1.8 JAK2 V617F et thromboses

La thrombose est le facteur de risque le plus important affectant la survie sans
évenements et la survie globale des patients atteins de NMP (53) ; en effet, les
thromboses représentent 35 & 70 % du taux de mortalité total des NMP (52). Une
étude récente a montré que l'incidence globale de la thrombose chez les patients
atteints de NMP avec mutation JAK2 V617F était de 5,82/100 patients-années, ce
qui était plus élevé que chez les patients atteints de NMP présentant d'autres
mutations. Ceci confirme l'importance de la mutation JAK2 V617F dans la
formation de la thrombose.

Concernant la localisation des thromboses, il a été montré que les thromboses
arterielles ont une incidence 2 a 3 fois plus élevée que les thromboses veineuses
chez les patients atteints de PV et ET (54). Elles représentent 60 a 70 % des
évenements cardiovasculaires qui comprennent également les accidents vasculaires

cérébraux (AVC), les ischémies transitoires et les infarctus du myocarde (55).
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Les thromboses veineuses se présentent sous la forme de thromboses veineuses
profondes des extrémités, d’embolies pulmonaires, de thromboses de la veine porte
ou encore de thromboses des veines hépatiques responsables du syndrome de Budd-
Chiari (56).

Certains facteurs de risques ont été associés a une plus grande probabilité de
développer des thromboses comme 1’age supéricur a 60 ans, un antécédent de
thrombose, un hématocrite élevé (57) ou encore un ratio allélique de JAK2 V617F
supérieur a 50 % (15). En effet, les patients atteints de PV et présentant un ratio
alléligue JAK2 V617F supérieur a 50 % développent 4.6 fois plus de thromboses
que ceux ayant un ratio plus faible (52). Ceci montre I’importance de réduire le ratio
allélique des patients malades pour diminuer le risque de thrombose.

Aussi, il a été démontré que les patients atteint de TE et présentant une homozygotie
pour la mutation JAK2 V617F ont presque 4 fois plus de risque de développer une

thrombose que les patients hétérozygotes (35,39).

Concernant la physiopathologie de ces thromboses, plusieurs facteurs entrent
en jeu telles que des anomalies rhéologiques dues a I’augmentation de la masse des
hématies ou des anomalies de la fonction plaquettaire ou des cellules endothéliales
(58). 11 a également été démontré qu’un hématocrite élevé est associé a un risque
plus important de thromboses, ¢’est pour cela qu’il est important de maintenir un
hématocrite en dessous de 45 % chez I’homme et 42 % chez la femme (59). Le fait
de contréler cette hyper-cellularit¢ permettrait de réduire les risques
thromboemboliques (27).

Au contraire, plusieurs études ont montré que la thrombocytose n’est pas
directement corrélée au risque thrombotique mais plutét a un risque hémorragique
(32).

Plusieurs cibles pourraient étre affectées par la mutation JAK2 V617F et donc
expliquer I’augmentation des thromboses :
e Les plaquettes : on a remarqué une augmentation du facteur tissulaire dans

les plaquettes des patients atteints de TE et JAK2 mutés. Il a également été
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démontré une augmentation du taux de circulation de plaguettes immatures,
expliquée par une hypersensibilité des mégacaryocytes a la thrombopoiétine
(60) ainsi que des temps de génération de thrombine plus longs chez les
patients mutés. Ces deux derniers parametres reviennent a la normale apres
un traitement par hydroxyurée. Ces connaissances nous permettent de
confirmer I’existence d’une hypercoagulabilité plaquette-dépendante chez les
patients porteurs de la mutation (61,62).

Les leucocytes : chez les patients porteurs de la mutation, on remarque une
augmentation de polynucléaires neutrophiles activés présentant une
surexpression de molécules d’adhésion a leur surface comme la béta2-
intégrine CD11b ainsi que des taux plus élevés de myélopéroxydase, CD14
et élastase.

Les facteurs de la coagulation: les patients JAK2 mutés présentent une
résistance a la protéine C activée ainsi que des taux de prothrombine,
protéine S libre et TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) diminués par
rapport aux patients Wild-Type (WT). Toutes ces anomalies sont associées a
un risque accru de thrombose (63).

Les marqueurs de I’inflammation : la plus forte corrélation retrouvée avec les
thromboses concerne deux marqueurs de I’inflammation, la hsCRP (high
sensitivity CRP) qui est augmentée chez les patients porteurs de la mutation
et la PTX3 (Pentraxine 3) qui est quant a elle diminuée chez les patients
mutés (31).

1.9 Pronostic

Les patients atteints de PV sont classés dans deux groupes : faible risque et

haut risque en fonction de leur age, de leurs antécédents de thrombose et de leurs

facteurs de risque génétiques cardiovasculaires (23). Chez les patients atteints de

PV, le taux de mortalité augmente avec 1’age (64). Un caryotype anormal chez un

patient atteint de PV est un facteur de risque pour la survie globale et pour la

transformation leucémique (14).
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Pour la TE, le Score IPSET-Thrombosis prend en compte la présence ou non
de la mutation JAK2 V617F, les facteurs de risque cardiovasculaires (hypertension,
artérielle, diabéte de type 2 et tabagisme actif), I’4ge et les antécédents de
thrombose. Ce score permet de classer les patients en 4 groupes en fonction du
risque annuel de thrombose (exemple : groupe de haut risque : 3.56 % de risque de
thrombose/an) (65). Il est par contre a noter que le statut mutationnel
JAK2/MPL/CALR n’affecte pas la survie chez les patients TE (14).

Les scores IPSS ou D-IPSS doivent étre utilisés au moment du diagnostic chez
les patients atteints de MFP. Deux nouveaux scores pronostic ont été développés, le
MIPSS70 (Mutation-enhanced IPPS) pour les patients MFP en age de recevoir une
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques qui prend en compte la présence de
mutations additionnelles en plus des trois drivers (66) et le score GIPSS
(genetically-inspired prognostic scoring system) basé sur [’age et les

caractéristigues cytogénétiques et moléculaires (67).

La présence de mutations additionnelles de TET2, ASXL1, SRSF2, SF3B2,

IDH1/2 et EZH2 aggrave le pronostic des patients (15). L’apport du NGS (Next
Generation Sequence) pourrait étre trés intéressant : il permettrait de détecter toutes
ces mutations dans un méme run et aurait un intérét diagnostique, pronostique et
théranostique (46) car la présence de ces mutations supplémentaires ne sont pas
rares, plus de 50 % des patients atteints de PV ou TE présentent au moins une
mutation additionnelle en plus de JAK2/MPL/CALR (14).
Suite a ces découvertes, un nouveau modele international de pronostic a été proposé
récemment pour la PV et la TE, les MIPSS-PV et MIPSS-TE. Dans ces nouveaux
scores sont inclus des mutations additionnelles ayant une incidence péjorative sur la
survie globale des patients comme SF3B1 et SRSF2 dans la TE ou SRSF2 dans la
PV (68).
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Il a également été démontré que le sexe masculin est un facteur de risque

indépendant pour la survie globale dans la TE mais pas dans la PV (69).

1.10 Traitements des NMP

Un simple traitement symptomatique est recommandé pour les TE ainsi que
les PV de faible risque. Il en est de méme pour les patients atteints de MFP, classés
dans le groupe faible risque et n’ayant pas de signes clinique ni biologiques comme
une anémie, une leucocytose ou une thombocytose. Une fois ces critéres dépasses,
plusieurs traitements sont disponibles comme les inhibiteurs de JAK2, I’interféron-
alpha ou encore I’hydroxyurée.

Concernant la prise en charge du risque thrombotique, plusieurs études affirment un
effet bénéfique d’un traitement par acide acétylsalicylique (Aspirine®) a faible dose

deux fois par jour pour les patients PV et TE (14).

Pour tous les patients atteints de PV, les recommandations européennes
insistent sur les saignées pour maintenir un taux d’hématocrite < 45 %, associé a un
traitement biquotidien par acide acétylsalicylique a faible dose.

Un traitement par hydroxyurée, busulfan ou interféron alpha (IFNa) est
recommandé chez les patients classés dans le groupe a haut risque, chez les patients
ayant une splénomégalie symptomatique ou progressive ou encore chez les patients
ayant une forte leucocytose. Pour les patients jeunes, on préférera I’I[FNa a
I’hydroxyurée alors que le busulfan est plutdt réservé aux patients agés. Depuis
début 2019, le Ropeginterferon alpha-2b Besremi® peut étre utilisé dans le
traitement de la PV chez des patients sans splénomégalie.

Un traitement par hydroxyurée permettrait une diminution de I’incidence des
thromboses et de la transformation leucémique ; il a en effet montré sa supériorite
par rapport a d’autres traitements cytoréducteurs comme la pipobroman ou le

busulfan qui induisent un risque de transformation leucemique (70).
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L’interféron-alpha pégylé est un traitement prometteur pour les patients
atteints de NMP ; en effet, il permet une bonne réponse hématologique et
moléculaire avec également une bonne tolérance (71). Une réduction du ratio
allélique est particulierement remarquée avec cette molécule chez les patients
porteurs de la mutation JAK2 V617F. Il a également été montré une efficacité sur la
charge mutationnelle CALR avec cependant de plus fortes doses utilisées (25). Il a
toutefois été mis en évidence des résistances au traitement par interféron-a chez des
patients présentant une mutation de TET2 (72,73). Chez les patients NMP,
I’interféron-a ciblerait préférentiellement les cellules malignes et les priverait de
leur capacité de prolifération ce qui permettrait au cellules WT de prendre

I’avantage (74).

Pour la prise en charge des patients avec TE classés dans le groupe a haut
risque il est recommandé de les traiter en premiére ligne avec de I’hydroxuyrée ou
de I'lFNo. L’anagrélide Xagrid® posséde ’AMM pour le traitement de seconde
ligne des TE depuis 2004 (75).

Un traitement par interféron alpha sous forme pégylée ou par hydroxyurée
permet une forte diminution du ratio allélique (41). 1l a également été démontré une
corrélation entre la charge mutationnelle et la réponse au traitement et inversement

avec la dose journaliere (76).

Plusieurs inhibiteurs de JAK ont été développés depuis la découverte de la
mutation V617F mais seul le Ruxolitinib, qui est un inhibiteur de JAK1 et JAK2,
possede une AMM pour le traitement des MFP et peut étre utilisé en deuxieme ligne
chez les patients atteints de PV et résistants ou intolérants a I’hydoxyurée (77).
Malgré ces recommandations, peu de patients sous traitement par ruxolitinib

obtiennent une rémission moléculaire compléte (25).
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La splénectomie est recommandee chez les patients présentant une
splénomégalie progressive et symptomatique réfractaire aux traitements

médicamenteux.

2 Lestechniques de PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est basée sur le principe d’amplification
d’ADN a l’aide d’amorces spécifiques d’un géne d’intérét. Elle comporte trois
étapes :

e la dénaturation a température élevée (au moins 90°C) pour séparer les deux
brins d’ADN en provoquant la cassure des liaisons hydrogeéne entre les bases
complémentaires. A la fin de cette phase, on obtient des molécules d’ADN
simple brin.

e [|’hybridation (entre 50 et 60°C en moyenne) pour permettre aux amorces
choisies de s’hybrider au niveau des séquences complémentaires sur les brins
dénaturés.

e I’¢élongation, étape durant laquelle I’ADN  polymérase synthétise les
nouveaux brins d’ADN en ajoutant les  desoxyribonucéotides

complémentaires a la séquence cible dans le sens 5°-3°.

Plus il y a de cycles, plus le nombre de copies final sera éleve ; on obtient en
effet une quantité égale a 2" avec n qui correspond au nombre de cycles.
Le produit d’amplification peut étre révélé soit en point final (principe de détection

de la PCR digitale) soit en temps réel (principe de détection de la PCR quantitative).

Avant de réaliser cette étape de PCR, il est nécessaire de réaliser une

extraction d’ADN a partir de I’échantillon primaire.

Pour détecter la mutation JAK2 V617F, plusieurs techniques ont été
développées comme le séquencage de Sanger, le pyroséquencage ou encore
I’analyse de la courbe de fusion a haute résolution. Mais elles ont montré une
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sensibilité souvent limitée et n’étaient pas toutes quantitatives ou encore rendaient

des résultats incohérents en fonction de la qualité des échantillons (78).

2.1 LaPCR quantitative en temps réel (QPCR)

Le principe de la PCRq est de détecter ’apparition ou la disparition d’une
fluorescence au cours de I’amplification par PCR. En PCR quantitative, la
quantification se fait grace a une gamme de calibration ; on compare le hombre de
cycles necessaires a la détection de la fluorescence pour 1’échantillon par rapport au
calibrateur.

Au fur et a mesure de son utilisation, la spécificité et I’efficacité de la qPCR ont été
améliorées grace au controle rapide de la variation de température mais cette
technique présente néanmoins de nombreux inconvénients : les premiers cycles de
PCR ne sont pas forcément exponentiels, les faibles concentrations initiales de
molécules d’acides nucléiques peuvent ne pas étre amplifiées a des niveaux
détectables, les différences d’expression inférieurs a 2 fois ne sont pas détectables
dans les extrémités du domaine analytique et 1’efficacité de 1’amplification dans un
échantillon peut étre différente de celui des échantillons de référence. (79)
Actuellement, la PCRq est la technique la plus utilisée pour la quantification de la
mutation JAK2 V617F (80).

Actuellement au laboratoire de biologie moléculaire du centre hospitalo-
universitaire (CHU) de Saint Etienne, nous utilisons pour la détection et la
quantification de la mutation JAK2 V617F, le kit JAK2 Mutaquant® (QUIAGEN,
Marseille, France) sur 1’automate ABI 7900 (ThermoFisher). Ce kit utilise les
sondes Tagman®, sondes a hydrolyse, qui possédent a leurs extrémités 5° une
molécule fluorescente et en 3’ un quencher qui inhibe la fluorescence lorsqu’il est
placé assez proche.

Le principe est d’utiliser la propriété exonucléasique de la Taq polymérase qui va,
au cours de I’¢longation, hydrolyser la sonde ce qui va séparer le fluorochrome du

quencher et donc permettre une émission de fluorescence (81) (Figure 6).
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Figure 6 : Principe de fonctionnement des sondes TagMan® (81)

Pour cette technique, la révélation du produit de PCR se fait en «temps

réel », elle se fait donc en méme temps que 1’amplification.

Inconvénients :

e Nécessité d’utiliser des plasmides de concentrations connues a chaque

technique pour avoir des courbes standards.

e Deux réactions indépendantes sont nécessaires, I’une pour quantifier 1’alléle

mutée, I’autre pour quantifier 1’allele WT.
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2.2 LaPCR digitale (dPCR)

2.2.1 Histoire et principe

Le terme PCR digitale a été utilisé pour la premiére fois par VVogelstein B et
Kinzler KW dans un article publié en 1999 dans lequel les auteurs ont dilué I’ADN
dans une plaque de 384 puits de maniere a obtenir une a deux copies maximum du
gene d’intérét par puit. 1ls ont ensuite réalisé la PCR et analysé la présence de
séquences mutées ou WT avec des sondes fluorescentes. Chaque puit n’ayant
qu’une séquence d’ADN, la couleur du puit correspond donc soit a la sonde mutée
soit a la sonde WT soit a aucune couleur s’il n’y a pas de produit de PCR (82). Ce
n’était pas la premicre fois que cette technique etait décrite ; en effet, on retrouve
plusieurs publications a partir de 1992 utilisant I’approche de dilution limite de
I’ADN (83,84).

C’est une technique de PCR de troisiéme génération qui consiste a répartir le
volume réactionnel d’une PCR dans un trés grand nombre de compartiments. Les
acides nucléiques sont répartis de fagon aléatoire dans les compartiments de facon a
ce que chaque compartiment ne contienne que quelques copies (0 a 2 ou 3) d’ADN
au maximum. La réaction de PCR se fait alors sur des ADN cibles individualises
compartimentés. La détection du produit de PCR se fait en point final avec une
détection de fluorescence. Chagque compartiment sera donc soit positif soit négatif,
c’est pour cela que I’on parle de PCR numérique.

Comme pour la PCR classique, la PCR digitale peut étre utilisée de maniere
qualitative ou quantitative. En comptant d’une part le nombre de compartiments
positifs dans lesquels la cible d’intérét a été détectée et d’autre part le nombre de
compartiments négatifs, il est possible de déterminer le nombre de copies totales
d’une molécule d’ADN dans 1’échantillon de départ (85) (Figure 7).

La conversion du nombre de gouttelettes positives ou négatives en nombre de
copies se fait grace a la loi de Poisson qui est la loi statistique qui régit les

événements rares. Elle décrit la probabilitt qu’un compartiment contienne
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k molécules d’ADN en fonction du nombre de compartiments et du nombre total de

molécules d’ADN selon la formule :

Dans laquelle :
e k =nombre de molécules d’ADN dans un compartiment
e )\ = nombre total de molécule d’ADN (m) divisé par le nombre total de

compartiments (M) (. = g) (86).

La PCR digitale a montré un bénéfice dans plusieurs pathologies comme dans le
mélanome avec la détection de BRAF V600E (87), dans le cancer du sein pour
rechercher le statut HER2 (88) ou encore pour la quantification de EGFR dans les

cancers bronchiques non a petites cellules (89).

2.2.2 Différentes techniques de compartimentation

Les différents compartiments disponibles sur le marché actuel sont de deux types :

e Les microchambres sur puce : systéeme avec support solide. 4 fournisseurs
proposent cette technologie : Fluidigm, Formulatrix, Stilla et ThermoFisher.
Ces micro-chambres sont avantageuses car elle pemettent d’automatiser le
processus du début avec 1’ajout de 1’échantillon a 1’analyse de la réaction
mais le nombre de compartiments est limité a quelques milliers (85).

e Les micro-gouttelettes : systeme de micro-fluidique de gouttelettes aqueuses
en suspension dans un fluide non aqueux, on parle alors de ddPCR : « droplet
digital PCR ». Seulement 2 fournisseurs commercialisent cette plateforme :
RainDance et Bio-Rad. Au laboratoire du CHU de Saint Etienne, nous
utilisons le systeme proposé par Bio-Rad qui est commercialisé depuis 2012
en Europe.

Contrairement aux supports solides, cette technologie permet d’obtenir un

tres grand nombre de compartiments, 20000 environ pour le systeme de
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Biorad et donc une meilleure sensibilité car celle-ci dépend du nombre de

compartiments et de la quantité de molécules analysables (90).

2.2.3 Avantages et inconvénients

La dPCR posséde de nombreux avantages :

e Elle permet la détection d’un variant en faible proportion par rapport a un
autre ; en effet, grace a la répartition dans les compartiments, on va isoler la
cible rare et donc limiter la compétition avec la cible majoritaire pour
pouvoir la repérer plus facilement, méme si dans 1’échantillon initial on avait
un exces de copies sauvages : meilleure sensibilité.

e Il n’est pas nécessaire d’établir une courbe standard et donc pas necessaire
d’ajouter des plasmides dans les techniques.

e La dPCR permet la mesure des quantités absolues d’ADN muté
indépendamment de la qualité de 1’échantillon.

e La dPCR est plus rentable que la qPCR car une seule réaction est nécessaire
pour I’allele mutée et 1’allele WT. On parle de technique mutliplex car dans
la méme réaction, nous mettons deux sondes couplées a deux fluorochromes
différents qui vont cibler deux genes différents.

e Possibilité de rendre des résultats en urgence.

Un des inconvénients de cette technique est la difficulté a obtenir un parfait
équilibre entre la probabilité d’avoir plusieurs copies d’ADN dans un compartiment
et la proportion de compartiments inoccupés. Il faut en effet une concentration en

ADN optimale pour obtenir ce compromis.
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Figure 7 : Comparaison qPCR et dPCR pour la détection d’une cible rare (91).

2.2.4 Utilisation de la PCR digitale pour la détection de JAK2 V617F

C’est en 2014 que le premier article comparant la gPCR et la gPCR pour la
détection de JAK2 V617F fut publié (92). Cette equipe autrichienne a comparé la
qPCR avec la gPCR en microchambres de ThermoFisher. Aprés avoir testé
30 échantillons positifs et 13 échantillons négatifs, elle conclue a une tres bonne
sensibilité avec une détection d’échantillons ayant un ratio allélique bien en dessous
de 1 % qui est le seuil d’intérét clinique.

Une autre étude a mis en évidence le fait que la dPCR permettrait de détecter de tres
faibles ratios alléliques qui seraient rendus faux-négatifs par pyroséquencage
comme pour les patients en post-greffe de cellules souches hématopoiétique
susceptibles de présenter de faibles charges mutationnelles JAK2 V617F, ce qui

pourrait donc servir de marqueur pronostic (78,93,94).

L’apport de la dPCR dans le suivi de la maladie résiduelle (MRD) a éteé évalué

suite aux recommandations du IWG-MRT (Group-Myeloproliferative neoplasms
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Research and Treatment) et du réseau European LeukemiaNet qui font de la
rémission moléculaire un des criteres de réponse au traitement des myélofibroses
(95).

3 Laqualité au laboratoire

3.1 L’Organisation internationale de normalisation (ISO)

L’ISO est une organisation internationale non gouvernementale, indépendante
(96) qui existe depuis 1946. Elle est actuellement basée en Suisse et dirigée par
Eddy NJOROGE. Elle rassemble et cordonne le réseau des instituts nationaux de
normalisation de 165 pays selon le principe d’un membre par pays. La France est
représentée par I’ Association frangaise de normalisation (AFNOR).
L’ISO a déja ¢élaboré plus de 23598 Normes internationales dont la norme 15189
intitulée : « Laboratoires de biologie médicale — Exigences concernant la qualité et
la compétence ». Concernant le classement de cette norme, nous la retrouvons dans
la catégorie 03: « Services. Organisation de I’entreprise. Gestion et Qualité.
Administration. Transport. Sociologie » puis dans la sous-partie 03.120:
« Qualité » et enfin dans le domaine 03.120.10 : « Management et assurance de la
qualité ».
Une autre norme qui nous intéresse a été rédigée par I’ISO en collaboration avec la
commission ¢€lectrotechnique internationale (IEC), c’est la norme ISO/CEI 17025
qui aborde les exigences concernant les laboratoires d’étalonnages et d’essais.
Ce sont des comités techniques qui congoivent les normes et les réexaminent tous
les cing ans.
L’ISO ¢labore des normes internationales mais n’exerce pas d’activité de

certification.

La certification est une assurance écrite donnée par une tierce partic qu’un

produit, service ou systeme est conforme a des exigences spécifiques.
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L’accréditation est une reconnaissance par un organisme indépendant, en général un
organisme d’accréditation, qu’un organisme de certification est compétent pour
procéder a la certification. L’organisme de certification dit « accrédité » a fait
I’objet d’une vérification pour garantir sa conformité a des normes internationales.
(96)

3.2 Lanorme ISO 15189

La premiére version de la norme 1SO 15189 a été publiée en 2003 ; il y a
ensuite eu une révision en 2007 et nous suivons actuellement la norme 1SO
15189:2012 qui est en place depuis novembre 2012. Une quatrieme édition est en
cours d’¢élaboration : elle se nomme actuellement ISO/CD 15189.2 et sa publication
est prévue pour le 16 juillet 2022.

C’est le comité technique ISO/TC 212 : « Laboratoires de biologie médicale et
systemes de diagnostic in vitro » qui travaille sur la norme 1SO 15189.

Cette norme spécifie les exigences de qualité et de compétence applicables aux
laboratoires de biologie médicale ; elle n’est pas destinée a des fins de certification
des laboratoires.

Elle est composée de deux parties, une concernant les exigences relatives au

management et une autre relative aux exigences techniques.

3.3 Association francaise de normalisation (AFNOR)

Créée en 1926, PAFNOR a pour mission d’animer et de coordonner le
processus d’¢élaboration des normes et de promouvoir leur application en France. En

tant que principal membre francophone de I'ISO, ’AFNOR a la responsabilité

d’établir la version frangaise des normes ISO.
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3.4 Comité francais d’accréditation (COFRAC)

Le COFRAC est le seul organisme d’accreditation en France. Crée en 1994, il
est composé de quatre sections dont la section santé humaine qui gere
I’accréditation des laboratoires de biologie médicale La démarche d’accréditation
est devenue obligatoire pour les laboratoires de biologie médicale depuis 2010.

Il faut savoir que les laboratoires de biologie médicales auraient dus avoir 100 % de
leurs analyses accréditées au 1° novembre 2020 mais que cette échéance a été
repoussée au 1° mai 2021 a cause du contexte sanitaire actuel et que dorénavant,
I’obligation porte sur l’ouverture de toutes les portées d’accréditation avec

I’accréditation d’un examen représentatif par portée.

3.5 Demande d’accréditation

Lorsqu’un laboratoire décide de faire une demande d’accréditation pour une
analyse, il doit fournir une demande écrite regroupant deux documents officiels qui
permettent de rassembler toutes les informations administratives et techniques
nécessaires pour traiter la demande. Ces deux documents sont

e Le SH FORM 05 (97) qui est le formulaire de demande d’accréditation selon
la norme 1SO 15189.

e Le SH FORM 03 (98) qui permet au COFRAC d’identifier le niveau de prise
en compte des exigences d’accréditation dans le fonctionnement du
demandeur.

La demande est ensuite évaluée par un examen de recevabilité opérationnelle. Si le
dossier est accepté, il y a ensuite une évaluation sur site.
A la suite de ces deux examens, le COFRAC peut décider ou non de délivrer

I’accréditation pour une durée maximale de 4 ans (99).
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3.6 Surveillance de ’accréditation

Une premiére évaluation de surveillance sur site est réalisée dans les 12 mois
maximums aprés 1’obtention de I’accréditation, puis tous les 15 mois au plus lors du
premier cycle d’accréditation qui dure 4 ans. Pour les cycles suivants qui sont d’une
durée maximale de 5 ans, le laboratoire sera évalué tous les 23 mois au maximum
(99) (Figure 8).

48 mois
Décision
Accréditation Cible décision Cible décision Cible décision Echéance décision
initiale (I} maintien (S1) maintien (S2) maintien (S3) Renouvellement (DFV*)
12 mois I 12 mois 12 mois 12 mois
Y Y I I 20 mois
[ [ I
Ewvaluation 51 Evaluation 52 Evaluation 53 Réévaluation
- 3 mois - ¥ mois - 3 mois -4 mois
60 mois
Evaluation 54
- 3 mois
Echéance décision Echéance décision
maintien (55) maintien (S4)
Evaluation 55
* DFV=Date de fin de validité de 'accréditation - 3 mois

Figure 8 : Cycle de vie d’une accréditation (99)

3.7 Dossier de vérification/validation de méthode

Selon la norme 1SO 15189, les laboratoires doivent « vérifier, lors de
I’installation et avant utilisation, que le matériel est capable d’atteindre la
performance nécessaire et qu’il est conforme aux exigences relatives aux examens
concernés » (100). Le SH REF 02 précise les exigences pour 1’accréditation selon
les normes NF EN ISO 15189 et NF EN ISO 22870 et explique également que
« chaque examen de biologie médicale realise par meéthode qualitative ou
quantitative doit étre vérifié/valide » ainsi que « le laboratoire qui souhaite adapter,
a ses besoins, des méthodes reconnues ou développer ses propres methodes doit
procéder a leur validation pour s’assurer que les performances attendues sont
atteintes dans les conditions de travail du laboratoire. Le laboratoire doit dans ce cas
revendiquer une portée flexible étendue de type B» (101).
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Il existe deux portées différentes :

e Portée A: portée flexible standard : vérification de performances d’un
systeme analytiqgue reconnu lors de sa mise en application dans le
laboratoire.

e Portée B: portée flexible étendue : validation de méthodes adaptées ou

développées en interne (102).

Le document SH GTA 04 (103) est le guide technique d’accréditation de
verification (portée A) / validation (portée B) de méthodes en biologie médicale ; il
explique les exigences des paragraphes 5.4 de la norme NF EN ISO/IEC 17025 et
5.3 et 5.5 de la norme NF EN ISO 15189 concernant la vérification/validation des
méthodes en biologie médicale. Un dossier de vérification/validation de méthode
doit comporter une description de la méthode a évaluer, une étude de la maitrise des
risques, une évaluation des performances de la technique et une déclaration
d’aptitude signée.

Pour venir en aide aux laboratoires dans cette démarche d’accréditation, le
COFRAC propose une trame a suivre, c’est le SH FORM 43 (104) que nous avons
d’ailleurs utilisé pour ce travail.

Les exigences en terme de performances a analyser ne sont pas les mémes en
fonction de la portée et du critére qualitatif ou quantitatif de la méthode a accréditer
(tableau 4). Une méthode quantitative en portée B nécessitera plus d’essais qu’une

méthode qualitative ou qu’une portée A.
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Tableau 4 : Résumé des performances a évaluer lors d’une vérification/validation de

méthode quantitative ou qualitative (103)

Vérification (Portée A) Validation (Portée B)
CRITERES A EVALUER Méthode Méthode Méthode Méthode
quantitative gualitative  quantitative = qualitative
!:ldellt,e _(r_epetabllrte et fidélité Essai Essai Essai Essai
intermédiaire)
Justesse/exactitude (approche) Essai Essai Essai Essai
Incertitudes/facteurs de . Maitrise des . Maitrise des
variabilité et évaluation Essal factgurg _d’e Essal factgurs _d,e
variabilité variabilité
Comparaison avec méthode déja
utilisée au laboratoire ou autre
méthode du laboratoire (appareil Essai Essai Essai Essai
en miroir, EBMD) et analyse des
discordances
Intervalle de mesure
(Limite de quantification et Bibliographie / Essai /

limites de linéarité)

Interférences (lipémie,

hémoglobine plasmatique, Bibliographie ~ Bibliographie Essali Essali
bilirubine, médicaments, ...)

Contamination entre échantillons

(sily a liet) Bibliographie  Bibliographie Essai Essai
Robustesse Bibliographie ~ Bibliographie Essali Essali
Stabilite reactifs (zflpres Bibliographie = Bibliographie Essai Essai
ouverture, embarqués)

Bibliographie

(fournisseur ou
autre, s'assurer

de la cohérence Bibliographie Essai Essai
Intervalle de référence (valeurs avec l'état de
usuelles) lart)
Limite de détection / Bibliographie / Essai
SpeC|f!C|te/senS|b|I|te / Bibliographie / Essai
analytique

Un dossier de vérification/validation de méthode peut concerner un processus
simple avec une seule technique ou un processus complexe qui posséde plusieurs
techniques appelées sous-processus. Dans ce travail, notre technique posséde 4
SOUS-Processus :

e [’extraction d’ADN a partir de sang total
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e [’extraction d’ADN a partir de culots secs

e [L’extraction d’ADN a partir de culots cytogénétiques

e Larecherche et la quantification de la mutation JAK2 V617F en PCR digitale
Chaque processus doit faire 1’objet d’une évaluation compléte mais ici nous
détaillerons seulement le sous processus 4 car les trois premiers ont été validés lors

de ’accréditation de I’ancienne méthode de PCR.

La premicre partie d’un dossier de vérification/validation de méthode s’appelle 1a

maitrise des risques ; elle s’applique a tous les sous-processus du dossier.

D’aprés la norme NF EN ISO 15189 :

4146 . «Le laboratoire doit évaluer I'impact des processus de travail et
défaillances potentielles sur la sécurité des résultats des examens et doit modifier les
processus pour réduire ou éliminer les risques identifiés, et documenter les

décisions et actions menées. » (100).

Pour venir en aide aux laboratoires, la SH REF 02 précise : « le laboratoire identifie
les phases critiques des processus pré-analytiques, analytiques et post-analytiques
pour la fiabilité de ses résultats et la permanence de son activité. Pour chaque phase
y compris pour les activités « support », il identifie les risques potentiels et les
moyens d’en assurer la maitrise ainsi que le mécanisme de suivi et de revue. »

(101).

Le SH FORM 43 propose un tableau basé sur la méthode des 5M qui permet de
classer les risques en cing catégories : Matiere (échantillons), Milieu, Matériel
(équipements et réactifs), Méthode et Main d’ceuvre (personnel).

Pour chaque catégorie, le laboratoire doit identifier les points critiques puis les
évaluer sur une échelle de criticité et enfin proposer des moyens de maitrise (104).
L’échelle de criticité est propre a chaque laboratoire ; au CHU de Saint Etienne, elle

est fixéede 1 a 3 avec :
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Risque mineur : aucune incidence sur le résultat patient et sa prise en charge
médicale

Risque modéré : incidence modeérée sur le résultat parient mais aucune sur sa
prise en charge médicale

Risque majeur : incidence majeure sur le résultat patient et sur sa prise en

charge médicale.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL PERSONNEL: MISE EN
PLACE DE LA RECHERCHE ET QUANTIFICATION DE LA
MUTATION JAK2 V617F EN PCR DIGITALE

1 Objectifs

L’objectif de ce travail a été de répondre aux exigences normatives afin de
constituer le dossier de validation de méthode pour la recherche et la quantification
de la mutation JAK2 V617F en PCR digitale. Le but étant de présenter I’ensemble
de ces résultats au COFRAC en vue d’une accréditation. La premiére partie de ce
travail a été d’optimiser le mode opératoire pour, dans un second temps, réaliser
toutes les étapes pour la validation des performances de la nouvelle technique de
détection de la mutation JAK2 V617F en dPCR.

Il a ensuite été necessaire de créer tous les documents indispensables a la réalisation
de cette technique en routine par les techniciens du laboratoire : le mode opératoire
et les feuilles de paillasse.

Le dernier objectif a été de vérifier la concordance des résultats rendus avec
I’ancienne technique dans un premier temps chez des patients de médecine
thérapeutique présentant un ou plusieurs événements thrombotiques, et dans un
second temps chez d’autres patients pour lesquels il avait été trouvé une tres faible

VAF (variant allele frequency) en PCR quantitative.

2 Etat des lieux de la prescription de la recherche de la
mutation JAK2 V617F au CHU de Saint Etienne

Nous avons utilisé le module statistique du logiciel GLIMS® (MIPS, Diagnostic

Intelligence, Belgique) pour extraire les données.

Au cours de ’année 2020, il a été réalisé 351 recherches de la mutation JAK2

V617F au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Saint Etienne. On a
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remarqué une légére diminution des tests par rapport a ’année 2019 durant laquelle

on a recherché 390 fois la mutation dont 10 fois sur de la moelle osseuse.

Concernant les résultats de ces recherches, en 2019 nous avions 27.4 % de positivité
contre 20.2 % en 2020 (Figure 9).
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Figure 9 : Nombre de recherches de la mutation JAK2 V617F et pourcentage de

positifs sur les 5 derniéres années au CHU de Saint Etienne

Il a été observé une augmentation du nombre de recherches positives apres

60 ans ce qui est en adéquation avec 1’dge moyen au diagnostic des NMP

(Figure 10).
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Figure 10 : Nombre d’échantillons positifs en fonction de 1’age des patients

L’Institut de Cancérologic de la Loire Lucien Neuwirth (ICLN) est le
principal prescripteur de recherche de mutation JAK2 V617F avec 46 % des
demandes (Figure 11). Les hopitaux extérieurs comprenant 1’hopital de Firminy, le
CH du Forez et le CH de Roanne se placent en seconde position suivis du service de

médecine interne et du service de médecine thérapeutique du CHU.
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Figure 11 : Répartition des recherches de la mutation JAK2 V617F par service en
2019 au CHU de Saint Etienne
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3 Matériels et méthodes

3.1 Les Automates et réactifs

3.1.1 Les lignées cellulaires

3.1.1.1 Lalignée SET-2

La lignée SET-2 est une lignée humaine issue du sang périphérique d’une
patiente de 71 ans atteinte de thrombocytémie essentielle acutisée en leucémie
mégacaryoblastique. Cette lignée est porteuse de la mutation JAK2 V617F qui nous
intéresse ainsi que de la mutation DNMT3A R882H. Nous allons utiliser cette lignée
en tant que contrdle de qualité interne positif a deux dilutions différentes : 50 % et
0.1 %.

Cette lignée possede un caryotype trés complexe que 1’on ne détaillera pas ici.

3.1.1.2 Lalignée U-937

La lignée U-937 est une lignée humaine issue d’un épanchement pleural d’un
homme de 37 ans atteint d’un lymphome histiocytaire diffus. Elle ne posseéde pas la
mutation JAK2 V617F, nous 1’avons donc utilisée comme controle négatif lors de

chaque technique.

3.1.2 Le mixde PCR

3.1.2.1 Les amorces

Les amorces utilisées, sont fabriquées par les laboratoires Biorad®. Les
séguences de ces amorces ne sont pas accessibles pas les utilisateurs Elles sont
conditionnées par aliquot de 200 L ce qui permet de realiser environ 180 tests.

Les amorces se conservent a 4°C jusqu’a la date de péremption.
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Les amorces utilisées portent la référence : ddPCR Mut Assay, VAL JAK2 V617F,
Hsa (Biorad®).

3.1.2.2 Le mix

Le MIX est conditionné par aliquots de 1mL et se conserve a -20°C pendant 18
mois ou jusqu’a la date de péremption.
Le mix utilisé porte la référence : ddPCR Supermix for Probes (no dUTP) 500 Rxns

(Biorad®). La composition du mix n’est pas accessible par les utilisateurs.

3.1.3 Les automates
3.1.3.1 Le QXDx AutoDG (BioRad®)

L’autoDG est I’automate qui va génerer les gouttelettes dont nous avons
besoin pour répartir I’ADN dans un grand nombre de compartiments. Une fois la
plague de PCR préparée avec tous les éléments nécessaires a la réaction de PCR
(ADN, amorces, MIX), nous déposons cette plaque au niveau de I’emplacement A
(Figure 12). Le bras mobile va ensuite prélever les échantillons colonne par colonne
grace aux pointes de pipettes et il va les déposer dans les cartouches DG. C’est a cet
endroit et avec I’huile spécifique a la génération des gouttelettes que vont étre
formées les émulsions. Ces derniéeres seront ensuite déposées dans la plaque située a
I’emplacement B qui est gardée au frais grace a un bloc de refroidissement pour
éviter la dégradation des gouttelettes.

Une fois les pointes de pipettes utilisés, elles sont jetées au niveau de la poubelle.
L’écran de controle sert quant a lui a programmer la technique en fonction du

nombre de colonnes pleines et du type d’huile utilisée.
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Pointes de pipettes

B: Microplaque a gouttelettes
sur bloc de refroidissement

Ecran de controle

| A: Microplague échantillons |

Figure 12 : QXDx AutoDG

3.1.3.2 Le QXDx 200 (BioRad®)

Le QXDx 200 est I’automate qui va permettre la lecture de fluorescence
(Figure 13). 1l est controlé par un ordinateur et le logiciel QuantaSoft (Biorad®) va
transformer les données de fluorescence en ratio allélique pour chaque puit de la

plague.

60



NN AN NN NN A A
NN AN A AANAAAANA

Figure 13 : QXDx 200

3.2 Mode opératoire

3.2.1 Résumé étapes opératoires

Ce mode opératoire comprend 6 étapes opératoires (figure 14) :
e [’extraction d’ADN a partir de sang total, de culots de cellules mononuclées
ou de culots de cytogénétique
e La préparation de la plaque de PCR 96 puits
e Lagénération des gouttelettes automatisée sur I’auto DG de Biorad®
e LaPCR sur le thermocycleur Veriti de Life Technologies®
e La lecture de fluorescence sur le QX200 de Biorad®

e [’interprétation des résultats.
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Extraction d’/ADN

¥

Préparation plaque de PCR

h

Génération des gouttelettes
AUTO DG (Biorad)

Y

PCR
Thermocycleur Veriti (Life technologies)

h

Lecture de fluorescence
QX200 (Biorad)

h

Interprétation des résultats

Figure 14 : Résumé des étapes opératoires

3.2.2 Extraction d’ADN

3.2.2.1 Sang total

L’extraction de ’ADN a partir de sang total est automatisée sur I’automate
Maxwell RSC de Promega grace au kit Maxwell RSC DNA Whole Blood Kkit.
L’extraction dure environ 30 minutes et il est possible d’extraire jusqu’a
16 préléevements simultanément. Pour chaque échantillon, il est necessaire de
préparer une cartouche d’extraction dans laquelle on va ajouter 300 pL de sang
total. Les cartouches sont pré-remplies de reactifs et de particules paramagnétiques ;
elles sont donc a usage unique.

Les étapes réalisées par 1’automate sont la liaison des acides nucléiques aux

particules paramagnétiques puis différents lavages et enfin I’élution de 1’acide
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nucléique libre qui pourra étre utilisé immédiatement ou congelé a -20°C pour une

utilisation ultérieure.

3.2.2.2 Culots de cellules mononuclées obtenus a partir de sang ou de

moelle osseuse

L’extraction de ’ADN a partir de culots cellulaires congelés se fait avec le
kit FlexiGen de Quiagen ; elle dure environ 1 heure. Cette extraction est manuelle et
utilise la propriété de précipitation de I’ADN en milieu alcoolique aprés ajout d’un

agent chaotrope (urée, sels de guanidine ou perchlorate de lithium).

3.2.2.3 Culots cytogénetiques

L’extraction d’ADN a partir de culot cytogénétique, dans lequel les cellules
sont conservées dans un mélange de méthanol et d’acide acétique, est une extraction

manuelle effectuée grace au kit d’extraction QlAamp DNA MiniKit 50 de chez
Qiagen.

3.2.3 Dosage de ’ADN
Apres D’extraction d’ADN, il est nécessaire de doser I’ADN obtenu. Ce
dosage est effectué sur un spectrophotomeétre, le BioSpec-Nano de Shimadzu.
L’ADN est ensuite congelé a -20°C pour étre conservé dans des conditions

optimales.

3.2.4 Préparation de la plague de PCR

3.2.4.1 Geénéralités
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Une fois ’ADN extrait et dosé, nous pouvons préparer la plaque de PCR.
Nous utilisons les ddPCR 96-Well PCR Plates qui ont été développées par BioRad
pour les automates cités ci-dessus.
Il est nécessaire de décongeler les ADNSs, les amorces et le QXDx ddPCR Supermix
a température ambiante. Chaque tube doit étre soigneusement mélangé grace a un
vortex pour assurer son homogénéité et vérifier I’absence de précipité, puis
centrifugé pendant 30 secondes a 4000 rotations par minutes (rpm) pour recueillir le
contenu du fond du tube.
Il faut ensuite preparer le mélange réactionnel de ddPCR en fonction du nombre de
réactions necessaires. Une fois les composants du mélange réactionnel réunis, il faut
vortexer ce mélange puis aliquoter le volume nécessaire dans chaque puits de la
microplaque. Une fois cette étape réalisée, nous pouvons rajouter I’ADN
correspondant aux patients et aux contréles pour un volume total de 22 uL, selon les

recommandations du fournisseur.

Concernant les contr6les, pour chaque plaque réalisée, nous déposons un
contréle positif fort correspondant a la lignée SET a 50 %, un contréle positif faible
représenté par la lignée SET a 0.1 % en duplicate, un contrdle négatif avec la lignée

U937 et un puits avec seulement de 1’eau.

Lorsque tous les puits patients et contréles sont préts, il est nécessaire de
remplir chaque puits vide de chaque colonne contenant des échantillons par 22uL
de solution tampon.

Il est ensuite nécessaire de sceller notre plagque de PCR grace au PX1 PCR Plate
Sealer pour minimiser I’évaporation du mix réactionnel lors des étapes suivantes,
puis de centrifuger brievement la microplaque pour recueillir le contenu au fond des

puits et éliminer les bulles.
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3.2.4.2 Optimisation de la technique

L’objectif de I’optimisation de cette étape de préparation de la plaque de
PCR est de connaitre les quantités optimales d’amorces et d’ADN a mettre dans
chaque puits pour obtenir un signal satisfaisant. La quantité d’amorces devant étre
la plus faible possible dans un souci d’économie de réactifs. Pour cela nous avons

réalisé trois tests.
Pour le premier test, nous avons utilisé un échantillon patient avec un ratio
allélique de 21% en PCR quantitative. Nous avons testé 2 quantités d’amorces, 1puL

et 2ul et 8 quantités d’ADN différentes, de 5ng a 100ng (tableau 5).

Tableau 5 : Plan de plaque pour le test quantités d’amorces et d’ADN

IR
A 5ng 5ng
B 10 ng 10 ng
C 15 ng 15 ng
D 20 ng 20 ng
E 25ng 25ng
F 50 ng 50 ng
G 75 ng 75 ng
H 100 ng 100 ng

Pour le second test, nous avons choisi trois échantillons avec respectivement
41 %, 3.4 % et 0 % de ratio allélique en qPCR. Nous avons passé les échantillons
positifs avec 3 quantités différentes d’ADN : 25ng, 35ng et 50ng et 1’échantillon
négatif a été testé a 25ng et 50ng.

Le dernier test a consisté a tester une dernicre fois deux quantités d’ADN,

35ng et 50ng afin de choisir la quantité d’ADN optimale.
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Cette fois-ci nous sommes partis de la lignée SET que nous avons diluée au Y2 , au
1/200 et au 1/1000 dans la lignée U-937. Cela nous a permis d’obtenir des
échantillons SET 50 %, SET 0.5% et SET 0.1 %.

Les lignees SET 50 % et SET 0.1 % seront utilisées comme contréles de qualité
internes lors de toutes les techniques de recherche de mutations JAK2 V617F en
dPCR.

3.2.5 Génération des gouttelettes

La génération des gouttelettes se fait grace au QXDx AutoDG qui va réaliser
un systeme de micro-fluidiques de nano-gouttelettes aqueuses circulant dans de
I’huile. C’est une étape assez rapide, en moyenne 4 minutes par colonne. Le temps
nécessaire a la production de gouttelettes pour une plaque de 96 puits est donc
d’environ 48 minutes.

L’ automate produit les gouttelettes colonne par colonne, c’est donc pour cela qu’il
ne faut pas laisser de puits vide dans les colonnes entamées.

Il est nécessaire de charger tous les consommables nécessaires au bon
fonctionnement du générateur de gouttelettes : les cartouches DG32, les pointes de
pipettes, I’huile de production de gouttelettes, la microplaque d’échantillons et la
microplaque a gouttelettes déposée sur un bloc de refroidissement.

A la fin de I’opération, les gouttelettes sont visibles a I’ceil nu ce qui permet de
controler leur présence ; la microplaque de gouttelettes doit également étre scellée a

I’aide d’un film d’étanchéité pergable.

3.26 PCR

L’¢étape de PCR est réalisée sur un thermocycleur Veriti de Life
Technologies avec les conditions recommandees par le fournisseur (Annexe 6)
e Une étape d’initialisation (activation de la Taqg) a 95°C pendant 10 minutes
e 40 cycles avec une étape de dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes et une

¢étape d’hybridation pendant 60 secondes
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e 1 cycle a 98 °C pendant 10 minutes.
e 1 cycle a 4°C pendant 30 minutes pour permettre la stabilisation des
gouttelettes.

Cette étape dure environ 2h15.

En suivant les recommandations du fournisseur et pour optimiser 1’étape de
PCR, nous avons procédé a un test pour choisir la température d’hybridation
optimale : nous avons testé 6 températures d’hybridation différentes, entre 50 et
60°C.
L’important dans cette étape est de vérifier qu’il n’existe pas d’amplification non
spécifique. Pour cela, nous avons donc réalisé une plaque de PCR en remplissant
6 colonnes avec dans chacune 6 puits de U-937, un puits de SET 0.1 % et un puits
de SET 50 %.

3.2.7 Lecture de fluorescence

Apres la PCR, la plaque de 96 puits est chargée dans le QXDx 200 pour la
lecture de la fluorescence des gouttelettes.
Le temps nécessaire a la lecture de la fluorescence pour une plaque de 96 puits est
d’environ 2 heures.
Les amorces WT et V617F utilisées sont marquées avec les fluorochromes HEX ou

FAM respectivement.

3.3 Patients

Pour étayer ce travail et tester cette nouvelle technique de PCR, nous avons
décide de passer deux séries de patients :
e Une premiére avec des échantillons avec un tres faible nombre de
copies JAK2 mutées en gPCR (entre 3 et 9 copies V617F).
e Une deuxieme série qui a consisté a repasser des échantillons

provenant de patients du service de medecine thérapeutique avec
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antécédent de thrombose dont le bilan de thrombophilie était négatif et
la recherche de mutation JAK2 V617F a été retrouvée négative en
qPCR.

4 Résultats

4.1 Reésultats rendus par le QXDx 200

A la fin de la lecture de la fluorescence, le QXDx 200 nous présente des
graphiques bidimensionnels de la répartition des gouttelettes pour chaque puits
(Figure 15). Le nuage vert représente les gouttelettes WT tandis que les points bleus
représentent les gouttelettes comportant la mutation JAK2 V617F. Les gouttelettes
oranges possedent les deux types d’alléles : mutée et WT.

Le seuil de positivité des gouttelettes est représenté par la ligne horizontale rose. Ce
seuil est déterminé pour chaque plaque de PCR, entre 2000 et 4000 d’intensité de
fluorescence pour le fluorochrome FAM

Les résultats sont également disponibles sous forme de fichier CSV.

D’aprées la distribution de Poisson, le nombre absolu de copies JAK2 WT et le
nombre de copies JAK2 mutées par puits sont calculées grace au logiciel

QuantaSoft (BioRad). Le ratio allélique est ensuite calculé avec la formule

Nombre de copies JAK2 V617F
Nombre de copies JAK2 V617F+nombre de copies WT

x 100.

ratio allélique =
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Figure 15 : Nuages de points pour un puit apres lecture de la fluorescence par le
QXDx 200

Les résultats sont ensuite transferés dans notre systeme informatique GLIMS
sous forme qualitative, positif ou négatif et sous forme quantitative avec le ratio

allélique pour qu’ils soient visibles par les prescripteurs.

4.2 Optimisation de la technique

Pour débuter nos tests d’optimisation de technique, nous nous sommes basés
sur la publication de La Rocca dans laquelle sont utilisés 2 pLL d’amorces et 25 ng

d’ADN par puits de réaction dans un volume total de 20 pL. (105).

4.2.1 Tests quantités d’amorces

Les résultats du premier test de quantité d’amorce et d’ADN visible dans la
figure 16 démontrent une stabilité plus importante des résultats lors de 1’utilisation
de 2uL d’amorce. On remarque en effet que nous avons un point discordant avec
15ng d’ADN et 1uL d’amorces; ce point est & 19.4 % alors que la moyenne
génerale est a 14.6 %.

Concernant la quantité d’ADN, nous n’avons pas observé sur cet essai de différence

notable dans les résultats obtenus.
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Nous remarquons sur la figure 17 que la fluorescence est moindre lors de
I’utilisation de 1 uL d’amorce ; néanmoins la séparation des différents nuages reste

satisfaisante.
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Figure 16 : Résultats des tests des quantités d’amorces et d’ADN
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Figure 17 : Nuages de points lors du test quantité d’amorce et d’ADN.

Ne pouvant expliquer le point aberrant avec 15 ng d’ADN et 1 pL d’amorces
lors du premier test, nous avons souhaité réaliser une autre technique avec cette
quantité d’amorce. Les résultats (Figure 18) montrent qu’avec 1uL d’amorce le test

est spécifique ; en effet, il n’y a eu aucune amplification pour 1’échantillon négatif.
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Nous ne voyons toujours pas de difféerence significative concernant les quantités

d’ADN.
33,4 3 34,1
30
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0 - ] .
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Ratio allélique
= = N
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Quantité d'ADN

Figure 18 : Ratios alléliques obtenus avec 1 puL. d’amorce
4.2.2 Test des quantités d’ADN

Les résultats obtenus lors des derniers tests sur les quantités d’ADN

(Tableaux 6 et 7) nous montrent une bonne spécificité. En effet : tous les puits avec
la lignée U937 sont bien négatifs.
Néanmoins nous avons mis en évidence une meilleure sensibilité avec 1’utilisation
de 50ng. En effet, nous constatons qu’avec 35 ng, il n’y a aucune amplification pour
la SET 0.1 % dans 2 puits sur 5 (40 %) alors que tous les puits (100 %) avec la SET
0.1 % sont positifs avec 50 ng d’ ADN.
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Tableau 6 : Plan de plague et ratios alléliques obtenus avec 35 ng d’ADN

I
A SET 50 % 43,4|SET 0,1 % 0
B SET 50 % 44,3 |SET 0,1 % 0,05
C SET 50 % 42,2|U937 0
D SET 50 % 441U937 0
E SET 50 % 42,3|U937 0
F SET 0,1 % 0,15 U937 0
G SET 0,1 % 0,04 | U937 0
H SET 0,1 % 0| U937 0

Tableau 7 : Plan de plaque et ratios alléliques obtenus avec 50 ng d’ADN

A SET 50 % 43,2|SET 0,1 % 0,037
B SET 50 % 43,9|SET 0,1 % 0,07
C SET 50 % 44,2 |SET 0,1 % 0,017
D SET 50 % 43,7|SET 0,1 % 0,017
E U937 0
F U937 0
G U937 0
H U937 0

4.2.3 Test de la température d’hybridation

Les résultats des tests de température d’hybridation montrent une trés bonne
sensibilité aux 6 températures testées ; en effet, il n’y a eu aucune amplification
dans les puits contenants la lignée U937. Concernant les resultats des lignées SET
0.1 % et SET 50 % (Figure 19), les résultats sont stables a I’exception d’un ratio
alléligue un peu bas pour la SET 0.1 % a 50°C qui sort seulement a 0.04 %.
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Figure 19 : Ratios alléliques en fonction de la température d’hybridation

Bien que les ratios alléliques ne soient pas différents en fonction des

températures d’hybridation, nous avons remarqué une forte diminution de la

fluorescence avec 1’augmentation de la température (Figure 20). Nous constatons en

effet une fluorescence maximale d’environ 14000 en ordonnées et 11000 en

abscisses a 50°C, 52°C et 54°C puis une diminution progressive de la fluorescence

en augmentant la température jusqu’a arriver a seulement 4000 en ordonnées et
6000 en abscisses a 60°C.
Nous pouvons voir également que les nuages de points sont nettement moins
distincts a 60°C (Figure 20).
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Figure 20 : Nuages de points en fonction de la température d’hybridation
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4.3 Dossier de validation de méthode

Nous détaillerons dans ce chapitre tous les items de la validation de méthode
d’une portée B concernant le quatriéme Sous-processus qui porte sur la technique de

PCR digitale développée pendant ce travail (Annexe 4)

4.3.1 Repetabilité

D’apres le SH GTA 04 :

9.6.1.1 : « L’essai de répétabilité consiste a analyser un méme échantillon dans les
conditions suivantes : méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument,
méme ¢talonnage dans un délai le plus court possible. L’objectif est de caractériser
la meilleure performance possible, dans des conditions optimales et de vérifier le
bon fonctionnement du systeme (instrument/réactif) pour 1’analyte concerné.
L’¢évaluation de la répétabilité est indispensable lors de I’installation d’un nouvel

analyseur afin de connaitre les performances initiales. » (103)

Le SH GTA 04 précise également que la répétabilite doit étre testée pour
chaque matrice susceptible d’étre analysée et qu’il est recommandé de tester au
moins deux niveaux de concentrations dont une si possible proche du seuil
décisionnel. Concernant le nombre de valeurs, 1’effectif recommandé est de 30 pour

avoir une interprétation statistique optimale.

Dans ce travail, nous avons réalisé deux essais de répétabilité sur deux
valeurs cibles : 50 % et 0.1 %. Nous sommes partis de la lignée cellulaire SET que
nous avons diluée au demi dans de la lignée U937 qui est une lignée négative pour
obtenir notre contrdle a 50 %. Nous avons fait de méme pour le contrble a 0.1 %
mais en diluant la lignée SET au 1000°™,

En raison du codt des réactifs, nous avons décidé de passer 5 fois la lignée SET
50 % et 8 fois la lignée SET 0.1 %. La lignée SET 0.1 % a été déposee plus de fois

que la SET 50 % du fait de sa valeur proche du seuil de détection.
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Les résultats obtenus dans le tableau 8 sont conformes aux exigences du laboratoire

et aux recommandations du groupe des biologistes moléculaires des hémopathies

malignes (GBMHM) qui préconisent un maximum de trois fold-change (106).

Le fold-change est le rapport du niveau moyen d’expression d’un géne dans une

condition par rapport a une autre.

Tableau 8 : Résultats des tests de répétabilité

REPETABILITE

Applicable X ; non applicable (a justifier) O
Nombre Fele
. de Ecart-| ~, | pog | Change _
Echantillons Moyenne | type (%) retenu | Conclusion
valeurs (%) | Change
(N) (log) par Ie_
laboratoire
Lignée
cellulaire 5 38.38 0,01 1.3 1.03 < 2 fois Conforme
SET 50 %
Lignée
cellulaire 8 0,08 0,19 40 2.36 < 3 fois Conforme
SET 0.1 %

4.3.2 Fidélité intermédiaire ou reproductibilité intra-laboratoire

D’aprés le SH GTA 04 :

9.6.1.2 : « L’essai de fidélit¢ intermédiaire consiste a analyser un échantillon dans
des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs : ’opérateur, le
temps, les lots de réactifs, les étalonnages... » (103).

En pratique, la fidélité intermédiaire est calculée a partir des contrdles internes de
qualité (CIQ) qui sont passés quotidiennement sur au moins 15 jours avec

30 déterminations et sur deux niveaux de concentration.

Nous avons travaillé avec les mémes matrices que pour les tests de

répetabilité, la SET 50% et la SET 0.1% que nous avons mis dans chaque technique
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lanceée pour ce travail. Ces deux dilutions de lignée nous serviront de contrdles

internes de qualité.

Notre technique n’étant pas encore utilisée en routine, nous n’avons pas pu
présentons tout de méme les résultats préliminaires dans le tableau 9. Nous avons a
ce jour obtenu 9 valeurs de chaque contréle.

Ces reésultats préliminaires sont conformes aux exigences du laboratoire et aux
recommandations du GBMHM qui préconisent un maximum de 5 fold-change pour

les résultats de fidélité intermeédiaire (106)

Tableau 9 : Résultats des tests de fidélité intermédiaire

FIDELITE INTERMEDIAIRE

Applicable X ; non applicable (a justifier) O
Nombre e
. de Ecart-| o~ | poig | Change _
Echantillons Moyenne | type (%) retenu | Conclusion
valeurs (%) | Change
(N) (log) par Ie_
laboratoire
Lignée
cellulaire 9 39.58 0.04 | 8.6 1.18 <5 fois Conforme
SET 50 %
Lignée
cellulaire 9 0.07 0.26 | 50.2 3.28 <5 fois Conforme
SET 0.1 %

4.3.3 Variabilité inter-opérateurs

D’apres le SH GTA 04 :

9.6.2.1 : « La variabilité inter-opérateurs constitue un indicateur de la maitrise de la
réalisation des méthodes non automatisées. Un moyen d’assurer cette maitrise
repose sur la vérification de la compétence des opérateurs (habilitation). Des
criteres pourront étre établis, par exemple, par I’intermédiaire d’une analyse de la
robustesse ». (103) C’est un indicateur de maitrise de la réalisation de méthodes non

automatisées.
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Au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Saint Etienne, quatre
opérateurs vont étre amenés a réaliser cette technique en routine ; nous apprécierons
la variabilité inter-opérateurs grace aux données de fidélité intermédiaire qui seront

incrémentées au fur et a mesure.

Concernant la formation des techniciens, les automates sont déja utilisés en routine
pour la quantification du transcrit de fusion BCR-ABL, nous n’avons donc pas eu
besoin de les former a I’utilisation de I’AutoDG et du QXDx 200.

4.3.4 Justesse

D’apres le SH STA 04 :

9.6.1.2 : «La justesse est 1’étroitesse de 1’accord entre la moyenne d’un nombre
infini de valeurs mesurées répétées et une valeur de référence (ou valeur vraie). »

« Une approche de la justesse peut étre envisagée en comparant la moyenne de
plusieurs dosages d’'un méme ¢€chantillon a une valeur cible, assimilée a la valeur
vraie. L’écart observé correspond au biais. Le biais peut étre évalué a partir des
résultats obtenus avec des échantillons de contrdle titrés ou des valeurs observees
dans des programmes de contrdle interne couplés & une comparaison inter-

laboratoire (externalisation des CIQ). » (103)

L’approche de la justesse n’est pas applicable dans notre cas car il n’existe pas de

programme de CIQ externalises pour cette technique.

4.3.5 Exactitude

D’apres le SH GTA 04 :
9.6.1.4 : « L’exactitude est définie comme 1’¢étroitesse de I’accord entre une valeur
mesurée et la valeur vraie d’un mesurande. Comme la justesse, 1’exactitude devrait

étre vérifiée a partir d’étalons primaires ou de matériaux de référence certifiés ou de
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méthodes de reférence tracables au Sl ou a des étalons internationaux. A ce jour, les
laboratoires évaluent 1’exactitude a partir des résultats des Evaluations Externes de
la Qualité (EEQ). » (103)

Pour la recherche et la quantification de la mutation JAK2 V617F, le
laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Saint Etienne est inscrit aux
programmes d’EEQ du Groupe des Biologistes Moléculaires des Hémopathies

Malignes (GBMHM) qui envoie quatre échantillons une a deux fois par an.

Pour les criteres quantitatifs comme le nbtre, une valeur de réference
appelée valeur cible est calculée ; elle correspond a la moyenne de I’ensemble des
résultats des participants. Ensuite, pour calculer le résultat de chaque laboratoire, la
méthode du z-score est utilisée (Figure 21). A chaque résultat une note sous forme

de lettre (A, B, C ou D) est attribuée en fonction de 1’écart a la moyenne.

Z-score -3 -2 -1 0 +1 +2 +3

Résultat hors limites | Bon résultat ‘ Valeur cible | Bon résultat ‘ Résultat hors limites

Note D C A C D

Figure 21 : Méthode du z-score pour le résultat des EEQ

Pour I’étude de I’exactitude de notre dPCR, nous avons testé les quatre échantillons

des trois derniers EEQ recus pendant la période de juin 2020 a décembre 2020.

Les résultats visibles sur le tableau 10 sont conformes aux besoins du laboratoire.

Nous n’avons en effet aucun C ou D, il n’y a donc pas de résultat non conformes.
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Tableau 10 : Résultats des tests d’exactitude

EXACTITUDE (a partir des contrbles externes ponctuels : EEQ)

Controles quantitatifs X ; Controles qualitatifs (]

Echantillo Valeur Cible (toutes Bornes - Conclusion
score
ns Labo techniques) 2sigma e
Echantillon
5.2 5.83 3.85-8.82 A Conforme
CQ22.2 A
Echantillon
14.7 17.76 12.29-25.67 B Conforme
CQ22.2)B
Echantillon
0 0 A Conforme
CQ22.2JC
Echantillon
1.6 1.93 1.22-3.06 A Conforme
CQ22.2JD
Echantillon
8,4 8,73 5.51-13.84 A Conforme
CQ23.1JA
Echantillon
471 48,32 36.65-63.69 A Conforme
CQ23.1JB
Echantillon
0 0 A Conforme
CQ23.1JC
Echantillon
1,7 2,29 1,37-3.80 B Conforme
CQ23.1JD
Echantillon
24 27.83 16-77-46.19 A Conforme
CQ23.2JA
Echantillon
0 0 A Conforme
CQ23.2)B
Echantillon
135 15.63 8.99-27.16 A Conforme
CQ23.2JC
Echantillon
4 4.08 2.35-7.09 A Conforme
CQ23.2JD
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4.3.6 Sensibilité et spécificité analytique

Tableau 11 : Données de sensibilité et spécificité (VP = vrai positif, FP = faux
positif, FN = faux négatif, VN = vrai négatif, VPP = valeur prédictive positive,

VPN = valeur prédictive négative)

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Applicable X ; non applicable (a justifier) O

VPP :0.984

VPN : 0.976 SET U937

Sensibilité : 0.985 Positif 66(VP) | 1(FP)

Spécificité : 0.976 Négatif 1(FN) | 40 (VN)

Les calculs de la sensibilité (Se), de la spécificité (Sp), de la VPP et de la VPN se

P osp= 2 yvpp= -2 _etvpN = 2
VP+FN

VN+FP’ VP+FP VN+FN
Durant toutes nos techniques, nous avons passé 67 fois la lignée SET et 41 fois la

font avec les formules : Se =

lignée U937. Une fois la lignée SET est sortie négative, elle était diluée a 0.1 %, et
une fois la lignée U937 est sortie positive avec un ratio allélique de 0.025 %.
On obtient donc des valeurs de sensibilite et spécificité (tableau 11) proches de 1

qui est la valeur idéale.

4.3.7 Incertitudes

D’apres la norme ISO 15189 :

5.6.2 : « Le laboratoire doit déterminer l'incertitude des résultats, dans le cas ou cela
est pertinent et possible. Toutes les composantes importantes de l'incertitude
doivent étre prises en compte. Les sources contribuant a l'incertitude peuvent
inclure I'échantillonnage, la préparation des échantillons, la sélection des aliquotes

d'échantillon, les calibrateurs, les matériaux de référence, les grandeurs d'entrée,
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I'équipement utilise, les conditions expérimentales, I'état de I'échantillon et les
changements de manipulateurs » (100)

Le SH GTA 14 a été concu pour venir en aide aux laboratoires dans la
détermination de I’incertitude de mesure des résultats ; il précise que I’incertitude
de mesure est « un parametre non négatif qui caractérise la dispersion des valeurs

attribuées a un mesurande, a partir des informations utilisées ». (107)

Pour le calcul de I’incertitude, nous avons utilisé I’incertitude composée qui
regroupe 1’incertitude due a la dispersion des CIQ et I’incertitude due a la justesse
(EEQ). Ce calcul a été réalisé grace au tableau de calcul des incertitudes proposé

par le GBMHM et disponible en ligne sur http://www.gbmhm.fr/.

Les résultats (tableau 12) sont conformes aux exigences du laboratoire (108) qui

sont de maximum cing fold-change.

Tableau 12 : Données d’incertitude de mesure (Uciq = écart type des CIQ, Ugeg =
écart type des EEQ)

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) 7 ;

calcul O

_ . Exigence de
Incertitudes calculées
performances

Mode de calcul (cf. () \/ﬁ SH GTA 04
= +
SH GTA 14) : cle © TEEC

Quantification  de

I'incertitude <5 fold
_ Fold Change : 1.34

(niveau 1): SET50 change

%

Quantification  de

I'incertitude <5 fold
_ Fold Change : 3.36

(niveau 2): SET 0,1 change

%
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4.3.8 Etendue de mesure

Dans ce paragraphe, nous allons traiter de la limite de détection (LOD), de la

limite de quantification (LLOQ) et de la limite supérieure de linéarité (ULOQ).

4.3.8.1 La limite de détection (LOD)

D’aprés le SH GTA 04, la limite de detection correspond au « plus petit
signal exprimé en quantité ou en concentration qui peut étre distingué avec une
probabilit¢ donnée d’un blanc de réaction réalis¢é dans les mémes conditions »
(103). Pour la mesurer, il est recommandé d’effectuer trente mesures répétées d’une
matrice dénuée de 1’analyte a doser. Nous sommes partis de la lignée U937 qui ne
possede pas la mutation JAK2 V617F et nous 1’avons passée 30 fois. Sur ces trente
passages, elle est sortie 29 fois négatives et une fois nous avons trouvé un ratio
allélique de 0.025 %.

I1 faut ensuite calculer 1’écart type de ces trente mesures, 1’écart type obtenu :

Sbugs7 = 0.00456.

La formule usuelle pour le calcul de la limité de détection est la suivante :
LOD = pusze7 + 3* Sbues7 = 0.01 %

Mu3ze7 = moyenne des 30 passages de U937

Il est donc possible de détecter la présence de la mutation JAK2 V617F a partir d’un

ratio allélique de 0.01 %.
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4.3.8.2 La limite de quantification (LLOQ)

D’aprées le SH GTA 04, 1a limite de quantification est « la plus petite valeur
mesurée exprimée en concentration, fournie avec un niveau de fiabilité acceptable
et d’incertitude connue. » (103)

Elle peut étre évaluée a I’aide de dilutions d’un étalon ou se calculer sur la base de
I’écart type de la limite de détection selon la formule :
LLOQ = Husg7 + 10* Sbyezz = 0.047 %

Nous sommes donc capables de quantifier la mutation JAK2 V617F a partir d’un
ratio allélique de 0.047 %

4.3.8.3 La limite supérieure de linéarité (ULOQ)

La limite supérieure de linéarité se calcule en diluant un échantillon de
concentration tres ¢élevée. On vérifiera ensuite 1’existence d’une relation linéaire
entre les dilutions effectuées (concentrations attendues) et les concentrations
observées.

Nous sommes partis d’un échantillon présentant un ratio allélique élevé en PCR
quantitative (90 %) et nous avons réalisé dix dilutions en cascades (2 en 2) pour
obtenir une gamme de mesure allant de 90 % a 0.07 % de ratio allélique. Nous
avons passé chaque échantillon en quintuplicate et fait une moyenne de ces cinq

résultats obtenus (Figure 22).
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Figure 22 : Résultats obtenus lors de la réalisation des tests d’étendue de mesure

L’équation de la droite obtenue est : y = 1.0402x + 0.299.
Le coefficient de détermination obtenu est : 0.9994

Cette ¢tude de linéarité nous a permis d’obtenir une plage mesurable s’étendant de

0.1% a 91 %.

Ces résultats sont comparables a ceux d’une étude comparant la qPCR avec
la ddPCR de chez Biorad® dans laquelle la ddPCR permet d’obtenir un coefficient
de variation de 0.962 entre les valeurs attendues et les valeurs obtenues. Dans cette
méme étude, la ddPCR a une LOD de 0.01 % donc identique a la nétre.(93).

4.3.9 Comparaison de méthode
D’apres le SH REF 02 :
6.5.6.4 : « Le laboratoire doit s’assurer de la comparabilité des résultats obtenus

pour I’ensemble des systémes analytiques utilisés pour un méme examen ainsi que

pour les analyseurs multi-modules. » (101)
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D’apres la norme NF EN 1SO 15189 :
5.6.4: « Il doit exister un moyen défini permettant de comparer les procédures,
équipements et méthodes utilisés et d’établir la comparabilité des échantillons de
patients dans les intervalles critiques appropriés pour des procédures et/ou
équipements identiques et/ou des sites différents. (...) Si les systémes de mesure
donnent des intervalles de mesure différents pour le méme mesurande et en cas de
modification des méthodes d’analyse, le laboratoire doit informer les utilisateurs des
différences de comparabilité des résultats et traiter les implications pour la pratique

clinique ». (100)

En pratique, il faut analyser au moins 30 échantillons de patients couvrant de
fagon homogéne I’é¢tendue du domaine physiopathologique sur deux méthodes :

celle a tester et celle utilisée au laboratoire

Nous avons comparé notre ancienne méthode basée sur la PCR quantitative
avec notre nouvelle pratique, la PCR Digitale. Nous avons sélectionné
30 echantillons appartenant a des patients différents et permettant de couvrir une
grande partie de 1’étendue de mesure (de 0 % & 91 % de fréquence allélique)
(Figures 23 et 24).

Nos résultats avec la dPCR sont globalement plus faibles que ceux trouvés avec la
gqPCR. On voit en effet dans le graphique des différences, que tous les point

exceptés un sont en dessous de la ligne zéro.
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Figure 24 : Droite de régression obtenue lors de la comparaison de méthodes

La valeur du coefficient de corrélation n’a pas d’intérét pour la comparabilité de
deux méthodes ; ce sont la pente et I’ordonnée a I’origine de 1’équation de la droite
de regression qui expriment la similitude des méthodes comparées. Ici nous avons

obtenu 1’équation : y = 0.94x-1.05 avec 0.94 la pente de la droite et 1.05 ’ordonnée
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a I’origine. La similitude est optimale si la valeur de la pente se rapproche de 1 et
I’ordonnée a 1’origine de 0 (103).

Les résultats sont concordants entre les deux techniques.

4.3.10 Interférences

D’apres le SH GTA 04 :

9.6.1.8: «Une méthode « sélective » ou « spécifique » permet le dosage d’un
analyte sans interférence dans une matrice complexe. Des substances dites
« interférentes » alterent le signal de mesure pouvant entrainer des résultats erronés.
Une étude expérimentale pertinente doit étre effectuée dans le cas d’une portée de
type B afin d’établir I’influence de substances présentes dans la matrice et

potentiellement interférentes. » (103).

Pour cette technique, les interférences ont été décrites dans les trois premiers
sou-processus qui correspondent aux extractions d’ADN. Pour ’extraction a partir
de sang total et de culots de cellules mononuclées, il a été testé I’interférence de
1I’héparine, de I’hémolyse et de I’excés de protéines. Pour I’extraction d’ADN &
partir de culots cytogénétiques, il n’a pas été testé d’interférence car ce sont des
prélévements précieux de plus, ils sont lavés plusieurs fois avant 1’extraction
Pour limiter les risques d’interférences de 1’héparine, seuls les tubes EDTA sont

acceptes.

4.3.11 Contamination

D’apres le SH GTA 04 :

9.6.1.9: «Des phénoménes de contamination peuvent étre observés lors de
I’utilisation de systémes analytiques notamment au niveau des systémes de pipetage
des échantillons (contamination inter-échantillons) et de distribution des réactifs

(contamination inter-réactifs). » (103)
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Il existe la contamination inter-échantillons et la contamination inter-réactifs,
cette derniére n’étant pas applicable a notre technique car les mix réactionnels sont

prépares de fagon unique

Pour tester le risque de contamination inter-échantillons de notre technique,
nous avons sélectionné un échantillon avec une fréquence allélique élevée connue et
nous avons, sur notre plaque de PCR, alterné cet échantillon avec la lignée U937
(Figure 25).

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12
A . @  Echantillon positif fort
s [ O@
< . ()  Lignée U937
 O@
- @@ @  Echantillon positif faible
O®
: 8 O Eau

Figure 25 : Plan de plaque du test de contamination

Les résultats obtenus dans le tableau 13 montrent I’absence de contamination
inter-échantillon ; en effet, les échantillons négatifs représentés par la lignée U937
ont une fréquence allélique nulle.

La contamination inter-échantillons est également vérifiée a chagque plaque de PCR,
en effet nous alternons un puit avec de 1’eau, un puit avec la SET 50% puis un puit

ave la lignée U937 et enfin deux puis de SET 0.1%.
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Tableau 13 : Fréquences alléliques obtenues pour le test de contamination inter-

échantillon.
B
A 44,20% 2%
B 0% 2,20%
C 45,40% 2,10%
D 0% 2%
E 43,80% 2,30%
F 0%| 4520%
G 45,90% 0%
H 45,20% 0%

4.3.12 Robustesse et fiabilité des réactifs

D’apres le SH GTA 04 :

9.6.1.10 : « La robustesse d’une procédure d’analyse est une mesure de sa capacité a
ne pas étre affectée par des variations faibles, mais délibérées, des parameétres de la
méthode. » (103)

La robustesse de la méthode a ¢été controlé lors des tests d’optimisation de la
méthode. En effet, pendant ces tests, nous avons essayé plusieurs quantités
d’amorces et d’ADN ainsi que des températures d’hybridation différentes.

Les résultats (Figures 16 a 20 et tableaux 5 et 6) montrent que les ratios alléliques
sont stables peu importe les changements apportés. Il y a tout de méme deux puits
de SET 0.1 % qui sont sortis négatifs avec 35 ng d’ADN et 1 uL d’amorces, c’est
pour cela que nous avons choisi de travailler avec 50 ng d’ADN. Toutefois il n’y

avait pas de probléme avec les puits contenant la SET 50 %

Concernant la stabilité des réactifs, nous respectons les dates de péremption

et nous suivons les recommandations du fournisseur, les amorces étant conservées a
4°C et le mix a -20°C.
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4.3.13 Intervalles de référence

Dans les syndromes myéloprolifératifs, le seuil de signification clinique de la
mutation JAK2 V617F est de 1 % (109). Entre 0,1 % et 1 %, la présence d’une
mutation JAK2 V617F peut étre le témoin d’une hématopoic¢se clonale. Elle doit
entrainer la recherche des autres mutations fréquentes des NMP (JAK2 exonl2,
CALR et MPL) ou en cas de négativitée des trois marqueurs un NGS pour éliminer
de faux négatifs et rechercher des mutations rares. Entre 0.01 % et 0.1 % le résultat
srea rendu douteux avec demande d’un prélévement de contréle. En dessous de

0,01 %, le résultat est considére comme négatif (110).

4.4 Patients avec faible nombre de copies en qPCR

Nous avons passé 30 échantillons en duplicate. Ces échantillons proviennent
de patients ayant été passé en gPCR de janvier 2019 a juin 2020 et pour lesquels
nous avons obtenus entre 3 et 9 copies JAK2 V617F. Nous avons souhaité vérifier si
le signal obtenu était un vrai signal correspondant a une hématopoiése clonale ou un

signal non spécifique.

Nous pouvons voir sur les résultats (Annexe 1 et Figure 26) que 5 patients
(17%) sur les 30 ont un ratio allélique positif en PCR digitale. Sur ces 5 patients, 2
(patient 13 et patient 23) ne sont positifs que sur un puits, ce qui peut nous faire
penser a une amplification non spécifique.

Les trois autres patients (patients 7, 9 et 21) présentent respectivement des ratios
alléliques de 0.095 %, 0.022 % et 0.028 %.

Les patients 7 et 9 sont des patients venus en consultation a 'ICLN (Institut de
Cancérologie Lucien Neuwirth) alors que le patient 21 était en hospitalisation en
médecine interne lors de son prélevement.

La figure 26 permet de nous rendre compte que les faibles VAF observées avec la
gPCR etaient liees a des amplifications non spécifiques. En effet, la dPCR rend en

signal complétement négatif pour 25 patients. Il n’était néanmoins impossible de
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distinguer ces résultats faux positifs des 3 patients qui se sont démarqueés grace a la
dPCR.

Le patient 9 présentait une VAF de 0.05 % en gPCR représentant 9 copies
JAK2 V617F. C’est un homme de 57 ans diagnostiqué TE qui présente en plus de
cette charge mutationnelle faible V617F, une mutation de type 1 de CALR c’est-a-
dire une délétion de 52pb (p.L367fs*46). Cette mutation est retrouvée dans 53 %

des thrombocytémies essentielles CALR mutées (111).

Le patient 7 avait 4 copies JAK2 V617F en gPCR qui représentaient une VAF
a 0.02 %. C’est un homme jeune, de 31 ans qui a été vu en consultation a ’ICLN
car il présente une polyglobulie avec une hémoglobine a 18.5 g/dl et un hématocrite
a 53.5 % ainsi qu’une carence martiale. Au niveau clinque, ce patient se plaint
d’asthénie et de douleurs abdominales. 11 a été réalis€ un dosage d’EPO qui a
montré des valeurs normales. Les investigations se sont arrétées ici du fait de
I’absence de syndrome d’hyperviscosité et I’absence d’anomalies retrouvées sur les

autres lignées.

Le patient 21 avait 3 copies JAK2 V617F en qPCR et donc une VAF a 0.01 %.
C’est une femme agée de 85 ans hospitalisée en service de médecine interne pour
un suivi de sclérodermie systémique. Une recherche de la mutation JAK2 V617F
avait été demandée pour I’exploration d’une thrombocytose isolée aux alentours de
500 G/L. Suite a ce résultat tres faiblement positif, les mutations de CALR et MPL

ont également été recherchées sans positivité retrouvée.
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Figure 26 : Comparaison des résultats obtenus en dPCR et gPCR pour les patients
avec 3 a 10 copies V617F en qPCR

4.5 Patients médecine thérapeutique

Comme nous I’avons démontré plus haut, la mutation JAK2 est associée a un
risque accru de développement de thromboses. La technique de PCR digitale étant
plus sensible que la gPCR ; nous avons souhaité savoir si elle permettait de mettre
en évidence des ratios alléliques tres faibles chez des patients ayant présenté une
thrombose et présentant un bilan de thrombophilie negatif pour lesquels le résultat
de gPCR était négatif. Nous avons donc recherché des préléevements qui avaient eu
une demande de recherche de mutation JAK2 V617F de la part du service de
médecine thérapeutique et dont I’amplification en gPCR s’est avérée négative. Nous
avons récupéré 26 échantillons sur une période de 20 mois, de décembre 2018 a
juillet 2020 (Annexe 3).

Le but est de vérifier ’absence de mutations V617F dans ces échantillons de
patients ayant présenté une thrombose et un bilan de thrombophilie négatif avec la
PCR digitale.

Tous les échantillons ont été passés en duplicate, et aucun n’est ressorti positif

(Résultats en annexe 2).
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DISCUSSION

L’objectif principal de cette étude a été de réaliser un dossier de validation de
méthode afin de mettre en place une nouvelle technique de PCR digitale pour la
détection de la mutation JAK2 V617F afin de demander son accréditation au
COFRAC. Pour cela, le COFRAC propose un document support, le SH FORM 43
que nous avons utilisé comme trame dans la rédaction de ce dossier de validation de
méthode. Ce travail a été réalisé dans le secteur de biologie moléculaire du service
d’hématologie du CHU de Saint Etienne.

La nouvelle technique de dPCR ne portant pas de marquage CE-IVD, ce
changement de méthode nous oblige & passer d’un dossier de vérification de
méthode portée A a une validation de méthode portée B qui requiert un plus grand

nombre d’essais.

Avant de réaliser ces €tapes, nous avons tenté d’optimiser la méthode. A la suite
des tests effectués sur les quantités d’amorces et d’ADN optimums pour la PCR
digitale JAK2 V617F, nous avons decidé de travailler avec 1 uLL d’amorces et 50 ng
d’ADN. Néanmoins, ces tests ont été réalisés avant la recommandation du
fournisseur d’avoir un volume réactionnel total de 22 pL par puits. Pour arriver a
cette condition, nous avons augmenté de facon proportionnelle les volumes
d’amorces, de mix et d’eau. Nous préparons donc chaque puits réactionnel avec
5ul d’ADN a 10 ng/uL + 1.1 pL d’amorces + 11 uL de QXDx ddPCR Supermix +
4.9 pL d’eau. Pour faciliter le travail des techniciens, lors de la préparation du MIX,
nous mélangerons les amorces, le ddPCR supermix et I’eau en fonction du nombre
de puits. Il sera ensuite nécessaire de pipeter 17uL de cette préparation dans chaque
puits, puis d’ajouter les SuL d’ADN. Cela limite les pipetages de petits volumes et
donc les erreurs.

Nous avons egalement décidé de realiser nos tests avec une température
d’hybridation de 54°C qui permet une bonne fluorescence et une parfaite separation

des differents nuages de points.
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Concernant nos valeurs de répétabilité et de fidélité intermédiaire, les
résultats obtenus avec la SET 50 % sont comparables a ceux obtenus avec
I’ancienne méthode. Nous remarquons cependant qu’avec la SET 0.1 %, les valeurs
de fold-change sont légérement plus élevés avec notre nouvelle technique. En effet,
nous avions un fold-change de fidélité intermédiaire a 2.22 en qPCR alors qu’avec
la nouvelle technique nous le trouvons a 3.28. Pour pallier a cette variabilité un peu
plus importante, nous poserons en duplicate la SET 0.1 % dans chacune de nos
plaques de PCR. Nos résultats restent conformes aux exigences du laboratoire.

Il en est de méme pour les résultats d’incertitude de mesure, notre fold-change
obtenu avec la SET 0.1% étant plus élevé qu’avec I’ancienne technique mais restant

conforme aux exigences de performances.

La méthode utilisant le kit Mutaquant avait tendance a surestimer la

quantification de la mutation JAK2 V617F. Nous étions en effet réguliérement au-
dessus de la moyenne lors des campagnes d’EEQ, ce qui nous a d’ailleurs valu
quelques résultats non conformes. Le passage a la nouvelle technique devrait
pourvoir éviter ces resultats trop élevés comme nous avons pu le voir lors de la
comparaison de méthode.
Concernant 1’exactitude, si nous comparons les résultats obtenus avec notre
ancienne technique, sur les 12 échantillons passés, la PCR digitale a obtenu 10 fois
la note A et deux fois la note B alors que la PCR quantitative a recu 7 fois la note A
et 5 fois la note B. La figure 27 permet de nous rendre compte des différences de z-
score entre les deux techniques ; la dPCR obtenant la plupart du temps des z-score
compris entre O et -1 alors que les résultats de la gPCR sont régulierement entre +1
et +2.
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Figure 27 : Comparaison des résultats d’exactitude entre la dPCR et la qPCR sur les

trois derni¢res campagnes d’EEQ

A propos de I’étendue de mesure, notre LOD pour la mutation JAK2 V617F
en dPCR est de 0.01%, résultat comparable a la valeur de LOD retrouvée dans
plusieurs études (78,93,95,105). La LOD de I’ancienne technique étant a 0.1%, nous
avons donc abaissé notre limite de détection d’un facteur 10.

Concernant la LLOQ, nous serions en mesure d’avoir un seuil de quantification a
0.05% ; néanmoins compte tenu de notre CQIl a 0.1 % et des données de la
littérature (78,92,93,95,105), nous avons fixé une LLOQ a 0.1 %. En effet, il n’y a
pas de pertinence clinique a rendre un résultat positif en dessous de 0.1 %, le seuil
de certitude clinique étant a 1 %. Entre 0.1 % et 1 % de ratio allélique, nous
rendrons un résultat faible positif ttmoin d’une hématopoiése clonale. Les résultats
avec une charge mutationnelle entre 0.01 % et 0.1 % seront rendus douteux apres
analyse des nuages de points par un biologiste. En effet, suite aux nombreux tests
effectués, nous sommes en mesure de discriminer les patients présentant un
veritable ratio allélique tres faible, et donc étant différent d’un patient négatif, de
ceux ayant une amplification non spécifique (Figure 28). Afin d’éliminer de faux
positifs, un échantillon de contrdle est demande pour tout résultat entre 0.01 % et

1 %. En fonction de la clinique et de I’appréciation du biologiste, une recherche de
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mutations rares par NGS pourra également étre rajoutée pour les valeurs de ratio
allélique entre 0.01 % et 1 %. Tout résultat inférieur a 0.01 % est considéré comme
négatif (Tableau 14).

Nous recommandons également pour les patients présentant une faible
charge mutationnelle JAK2 VV617F de faire la recherche des autres mutations drivers
des NMP ainsi que des mutations de 1’exon 12 de JAK2. Dans les cas de NMP
triples négatifs, nous conseillons également de réaliser un NGS diagnostic a la

recherche de mutations rares ou de faux négatifs sur les genes déja recherches.

Tableau 14 : Synthese des résultats rendus en fonction des ratios alléliques obtenus

en dPCR
Entre 0.1 % et 1% Positif faible a contréler
Entre 0.01 % et 0.1 % Douteux a controler
<0.01% Négatif
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Figure 28 : Nuages de points d’un patient avec une faible charge allélique pour la
mutation JAK2 V617F en dPCR
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Il peut exister des polymorphismes génétiques au niveau des zones
d’hybridation des amorces qui sont susceptibles de donner des résultats faux
négatifs. En effet, nous avons eu un patient présentant une mutation complexe
1848 1849delTGinsCT en position 616 et 617 du géne de JAK2. Cette mutation ne
modifie pas I’acide aminé en position 616 car la cystéine peut €tre code par les
codons TGT et TGC par contre elle aboutit a la mutation V617F. Ce patient a
montré des résultats discordants entre les PCR quantitatives et digitale qui
trouvaient un ratio alléliqgue a 0.3 % et 0.1 % respectivement et le NGS qui
retrouvait une VAF a 8%. Les techniques de PCR sous-estiment donc largement la
charge mutationnelle pour ce patient surement a cause d’une mauvaise hybridation
des amorces liée a la mutation en position 1848. Nous nous sommes intéressés aux
mutations décrites et proches de la position 617 du gene de JAK2 sur le logiciel
Alamut mais comme nous pouvons le voir sur la figure 29, la mutation du codon
616 de notre patient n’est pas connue. Il est possible que les 8 mutations visibles sur
la figure 29 puissent interférer dans 1’hybridation des amorces toutefois ces

mutations sont rares.
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Figure 29 : Mutations décrites de part et d’autre de la position V617F du gene JAK?2

(mutations vertes : ne modifient pas la séquence d’acides aminés, mutations

oranges : mutations faux-sens)
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Les résultats de sensibilité et de spécificité sont trés satisfaisants : ils sont en
effet trés proches de 1. Néanmoins, au vu de la variabilité observée avec la lignée
SET 0.1 %, nous avons décide de passer en duplicate la totalité des échantillons qui
auront une recherche de mutation JAK2 V617F en dPCR.

Concernant les résultats négatifs des patients de médecine thérapeutique
ayant présenté un épisode de thrombose avec un bilan de thrombophilie negatif, ils
sont concordants avec une étude récente qui a testé 340 echantillons de patients
ayant thrombosé mais ne présentant aucun signe clinique ou biologique de NMP.
Aprés analyse, seulement 2.65 % des patients étaient mutés JAK2 V617F et 1.1%
présentaient un ratio allélique supérieur a 2 % (112).

On peut donc dire que les évenements thrombotiques associés a la mutation JAK2
V617F ne se produisent que rarement chez les patients ne présentant pas de signes
de NMP.

Le patient 9 présentait quant a lui deux mutations « drivers », une du géne CALR
responsable de sa TE et une JAK2 V617F avec un ratio allélique de 0.022 % mettant
en évidence une hématopoiése clonale. Une étude récente a mis en évidence que la
présence de co-mutations chez les patients avec une NMP est associée avec
I’existence de deux clones distincts (113). Il n’a pas été décrit dans 1’histoire
médicale du patient 9 d’événements thrombotiques mais il Serait intéressant
d’étudier le risque de thromboses chez ces patients doublement mutés.

Sur les trente patients testés en dPCR, nous avons mis en évidence la présence de
réelle hématopoiese clonale chez trois d’entre eux. Il n’y avait, dans leur historique
médical, aucun événement thrombotique. Nous n’avons dans ce travail qu’un faible
effectif mais il est cohérent avec une étude récente qui a mis en évidence que le
risque thrombotique chez les patients présentant une VAF entre 2 % et 10 % était le

méme que chez les patients avec une VAF inférieure a 2 % (114).

Pour apporter une justification supplémentaire au changement de technique,
nous avons réalisé une étude médico-economique, le prix par patient pour la gPCR
est de 46.37 € (Master Mix + Kit Qiagen) si réalisation par plaques entieres. En

comparaison, le prix par patient pour la ddPCR est de 10.52 € (Amorces + Mix) si
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réalisation avec 13 patients par plaque. Notre nouvelle technique est donc plus de
4 fois moins onéreuse que 1’ancienne.

Comme nous avons pu le voir, la dPCR nécessite davantage de consommables que
la qPCR pour fonctionner. On a en effet besoin d’huile pour la formation des
gouttelettes, de cones spécifiques a 1’AutoDG, de cartouches DG32, de deux
plaques 96 puits par technique et de films pour sceller les plaques. Méme en prenant
en compte le col(t supplémentaire de tous ces consommables, la dPCR reste trés

abordable par rapport a la gPCR.

Une des limites de cette étude est le fait d’avoir reconstitué a chaque
technique les CQI SET 50 % et SET 0.1 % : nous avons donc une variabilité
supplémentaire intrinséque a la préparation de 1’échantillon. Nous allons nous
affranchir de cette variabilité en préparant a I’avance deux solutions de SET 50 % et
SET 0.1 % que nous allons ensuite aliquoter et congeler. Un aliquot de chaque
contréle sera décongelé au moment de la réalisation de chaque technique. Ceci nous
permettra également de ne pas avoir plusieurs cycles de congélation/décongélation

qui peuvent étre a 1’origine d’une dégradation des lignées cellulaires.

Un autre point a mettre en avant est le fait que les quantités pipetées sont
minimes, impliquant un risque élevé d’erreur au moment de la préparation de la
plaque de PCR. Le passage en duplicate des patients nous permettra de limiter un

maximum les risques d’erreur liés au pipetage.
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CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR Mme DUPRAT Manon
TITRE :
Mise en place de la détection de la mutation JAK2 V617F en PCR digitale

CONCLUSION :

La mutation JAK2 V617F est un élément clé dans le diagnostic des
néoplasies myéloprolifératives Philadelphie négatives depuis la révision de la
classification des NMP selon I'OMS en 2016. La présence de cette mutation est en effet
un critére majeur pour le diagnostic de la polyglobulic de Vaquez, la thrombocytémie
essentielle et la myélofibrose primitive. Ces pathologies sont plutit rares avec environ
1500 nouveaux cas par an en France. Néanmoins, la détection et la quantification de la
mutation JAK2 V617F sont assez fréquentes avec plus de 30 prescriptions par mois au
CHU de Saint Etienne.

Jusqu'a présent, au CHU de Saint Etienne, la détection de la mutation
JAK2 V617F se faisait par PCR quantitative en temps réel avec utilisation de sondes
Tagman mais le laboratoire de biologie moléculairc a acquis depuis peu un nouvel
automate de PCR digitale sur lequel il est déja réalisé la quantification du transcrit de
fusion BCR-ABLI.

L’objectif premier de cetie étude était de mettre en place la détection de
la mutation JAK2 V617F en PCR digitale en réalisant un dossier de validation de
méthode afin de pourvoir accréditer cette nouvelle technique. 11 était ensuite nécessaire
de rédiger tous les documents nécessaires & la réalisation en routine comme le mode
opératoire, la feville de paillasse ainsi que la réalisation des dilutions de lignées qui
serviront de contrdles internes.

Les performances analytiques de la PCR digitale sont connues pour étre
parmi les meilleures des techniques de PCR. En effet, cette PCR est une technique de
quatriéme génération basée sur le principe de la répartition de I’échantillon dans un trés
grand nombre de compartiments de fagon & n’avoir qu'une seule copie d’ADN par
compartiment. Il est ensuite réalisé une amplification sur chaque copie d’ADN.

Nous avons réalisé des tests pour optimiser notre technique pour laquelle nous utilisons
donc 50ng d’ADN et 1.1uL d'amorces par puit pour obtenir des résultats optimums,

Les tests analytiques nous ont permis d’obtenir des résultats trés
satisfaisants concernant la répétabilité, la fidélité intermédiaire, I’incertitude de mesure,
la comparaison de méthode, la contamination inter-échantillons, la robustesse ainsi quc la
sensibilité et la spécificité. Les données d’exactitude et d'étendue de mesure nous ont
montré que notre nouvelle technique avait des performances supérieures & la gPCR
utilisée jusqu’ad maintenant, nous avons en cffet amélioré nos notes obtenues lors des
campagnes d'EEQ et abaissé d’un facteur 10 notre seuil de détection qui est maintenant
de 0.01%.
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Des mesures de suivi des performances de la technique ont ét€ mises en place avec le
passage des lignées SET 50%, SET 0.1% et U937 qui servent de contrbles positifs et
négatifs et qui permettront d’incrémenter les données pour le suivi de la fidélité
intermédiaire. Grice au plan de plaque établi, Ja contamination inter-échantillons sera
testée lors de chaque technique et la variabilité inter-opérateurs sera également évaluée
au fur et & mesure des tests en routine.

Sur les 30 patients qui présentaient des faibles signaux en gPCR (0.02%
en moyenne), 83% se sont avérés négatifs ¢t 17% avaient un faible ratio allélique
confirmé en dPCR reflet probable d’une hématopoiése clonale. En parali¢le, nous avons
quantifié¢ la mutation JAK2 V617F chez 26 patients du service de médecine
thérapcutique, qui avaient présenté une thrombose, et n’avons retrouvé aucun patient
avec une hématopoiese clonale JAK2 V617F en dPCR.

En plus d'ére une technique trés sensible, la recherche de la mutation
JAK2 V617F est quatre fois moins onéreuse que fa qPCR. Elle a également comme
avantages d’étre rapide, elle peut en effet étre réalisée en urgence pour obtenir un résultat
en moins de quatre heures et enfin, ne nécessite plus ' utilisation de plasmides.

En conclusion, la nouvelle technique de PCR digitale va remplacer trés
prochainement la QPCR pour la quantification de la mutation JAX2 V617F au laboratoire
de biologie moléculaire du CHU de Saint Etienne et le dossier de validation de méthode
sera présenté au COFRAC en vue d'une accréditation. Cette méthode permettra un gain
en sensibilité tout en étant moins couteuse et moins chronophage.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoble, le : 7S 3 VLol

LE DOYEN

Michel SEVE
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Annexe 1: Plan de plague et ratios alléliques obtenus en PCR digitale pour patients avec un faible nombre de copies en PCR
quantitative

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 6 ‘ 7 8
A SET50% |37,5|Patient 3 0 [Patient7 | 0,08 |Patient 11 0 |Patient 15 0 [ Patient 19 0 [Patient 23 0 |Patient 27 0
B SET 0,1% |0,05 |Patient 4 0 [Patient8 0 [Patient 12 0 |Patient 16 0 | Patient 20 0 [Patient 24 0 |[Patient28 | O
C U937 0 [Patient4 0 |Patient8 0 [Patient 12 0 |Patient 16 0 | Patient 20 0 [Patient 24 0 |[Patient28 | O
D Patient 1 0 |Patient5 0 [Patient9 |0,022|Patient 13 0 |Patient 17 0 [ Patient 21 | 0,036 | Patient 25 0 [Patient 29 0
E Patient 1 0 |Patient5 0 |Patient9 (0,022 (Patient 13 ,06 | Patient 17 0 [ Patient 21 | 0,019 | Patient 25 0 |Patient 29 0
F Patient 2 0 |Patient6 0 [Patient10 | O [Patient 14 0 |Patient 18 0| Patient 22 0 |Patient 26 0 |[Patient30 | O
G Patient 2 0 |Patient6 0 |Patient10 | O |Patient 14 0 |Patient 18 0| Patient 22 0 |Patient 26 0 |Patient30 | O
H Patient 3 0 |Patient7 |0.11 |Patient1l | O |Patient15 0 |Patient 19 0| Patient 23 | 0.017 | Patient 27 0 |U937 0
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Annexe 2 : Plan de plaque et ratios alléliques obtenus en PCR digitale pour patients de médecine thérapeutique

1 ‘ 2 3 4 5 6 7
A SET50% | 39,4 |Patient3 0 |Patient7 0 |Patient 11 0 [Patient15| 0O |Patient19 0 [Patient 23 0
B SET 0,1 % |0,018 | Patient 4 0 |Patient 8 0 |Patient 12 0 |Patient16 | O |Patient20 0 |Patient 24 0
C U937 0 [Patient 4 0 |Patient 8 0 |Patient 12 0 |Patient16 | O |Patient20 0 |Patient 24 0
D Patient 1 0 [Patient5 0 |Patient9 0 |Patient 13 0 |Patient17 | O |Patient2l 0 |Patient 25 0
E Patient 1 0 [Patient5 0 |Patient9 0 [Patient 13 0 |Patient17 | O |Patient2l 0 |Patient 25 0
F Patient 2 0 [Patient 6 0 [Patient 10 0 |Patient 14 0 |Patient18 | O |Patient22 0 |Patient 26 0
G Patient 2 0 |Patient6 0 [Patient 10 0 |Patient 14 0 |Patient18 | O |Patient22 0 |Patient 26 0
H Patient 3 0 [Patient7 0 |Patient 11 0 |Patient 15 0 |Patient19| O |Patient23 0 |U937 0
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Annexe 3: Patients de médecine thérapeutique avec événement thrombotique et
bilan de thrombophilie négatif

Localisation Evenement

Patient Sexe Age thrombotique Artérielle ou veineuse
1 Homme 38 Artere rénale gauche artérielle
2 Homme 40 Thrombose splénique artérielle
3 Homme 72 AVC ischémique artérielle
4 Homme 37 Embolie pulmonaire veineuse
5 Femme 43 Thrombose portale veineuse
6 Homme 74 Thrombose portale veineuse
7 Homme 55 Thrombose veineuse cérébrale veineuse
8 Homme 31 SCA ST+ artérielle
9 Homme 75 thrombose artére et veine splénique artérielle et veineuse
10 Homme 67 thrombose veine porte veineuse
11 Homme 57 TVP membre inférieur veineuse
12 Femme 52 TVP distale gauche *2 veineuse
13 Homme 59 AVC ischémique artérielle
14 Homme 87 Embolie pulmonaire veineuse
15 Femme 74 Thrombose veineuse mésentérique veineuse
16 Homme 39 Thrombose splénique artérielle
17 Femme 72 AVC ischémique artérielle
18 Homme 46 AVC ischémique artérielle
19 Homme 51 AVC ischémique artérielle
20 Femme 78 Embolie pulmonaire veineuse
21 Femme 56 AVC ischémique artérielle
22 Homme 60 SCA ST+ artérielle
23 Homme 61 AVC ischémique artérielle
24 Femme 22 Thrombose veineuse cérébrale veineuse
25 Homme 57 Thromboses artérielle récidivantes artérielle
26 Homme 21 infarctus rénal artérielle
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Annexe 4 : Dossier de validation de méthode

Note : le laboratoire se réféerera au tableau du § 9 du document Cofrac SH GTA 04 rev 01
pour connaitre les paramétres a déterminer dans le cadre d'une vérification sur site
(portée A) ou d’une validation (portée B) et complétera une fiche par examen de biologie
médicale

Rassemblement de I’extraction d’ADN et de la recherche et quantification de la mutation
JAK2 V617F dans une validation de processus complexe. Modification de la technique de
PCR.

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du parametre (comme identifié dans la liste détaillée des examens
LABO.QUAL.DE.001) : Recherche et quantification de la mutation V617F du géne
JAK?2

Processus simple [J ; Processus complexe X (hombre de sous-processus : 4)

DESCRIPTION DU PROCESSUS

Modalités de vérification/validation? :
1. Répétabilité

2. Fidélité intermédiaire

3. Variabilité inter-opérateurs

4. Justesse

5. Exactitude

Sous- Extraction d’ADN a 6
processus 1 | partir de sang total 7
8

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes

. Etendue de mesure

9. Comparaison de méthodes

. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

odalités de vérification/validation® :
1. Répétabilité

NOXOXXZIOOXXXXOXOXOXKX
o

: . 2. Fidelite intermediaire
Sous- Extraction d’ADN a e .
. 3. Variabilité inter-opérateurs
processus 2 | partir de culots secs
4. Justesse
5. Exactitude
6.

Sensibilité et spécificité analytique

1 Note : Pour la vérification/validation de méthodes quantitatives, le renseignement des items 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 et
13 est attendu a minima. Pour la vérification/validation de méthodes qualitatives, le renseignement des items 3, 6, 8, 9, 10,
11, 12 et 13 est attendu, a minima.

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.

L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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7. Incertitudes

8. Etendue de mesure

9. Comparaison de méthodes

10. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

odalités de vérification/validation :
1. Répétabilité
Fidélité intermédiaire
Variabilité inter-opérateurs
Justesse
Exactitude
Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes
Etendue de mesure
9. Comparaison de méthodes
10. Interférences
11. Contamination
12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

Extraction d’ADN a
partir de culot
cytogénétique

Sous-
processus 3

OO00000OXOOXOOZS|I OO XXX O
N O~ WN

Modalités de vérification/validation :

9. Comparaison de méthodes

10. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

X 1. Répétabilité
DX 2. Fidélité intermédiaire
DI 3. Variabilité inter-opérateurs
O 4. Justesse
Recherche eI R 5 Exactitude
Sous- quantl_flcatlon de la| 6. Sensibilité et spécificité analytique
mutation JAK?2 -
processus 4 | \ je1 - oar  PCR DI 7. Incertitudes
digitale DJ 8. Etendue de mesure
X
X
X
X
X

Pour chaque étape, le laboratoire procedera a la vérification / validation des items attendus,
et dupliquera autant que de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la
méthode) du présent document. Si un autre élément du processus lui semble critique, il
devra vérifier / valider cette étape et le préciser dans la conclusion argumentée. C’est cette
vérification qui lui permettra de maitriser ce point critique.

Argumentaire (le cas échéant) :

Les données de répétabilité et reproductibilité sont obtenues sur un nombre restreint
d’échantillons, au vue du coft des techniques, de la difficulté d’obtention des échantillons
tests ou de la difficulté technique, conformément aux recommandations du groupe des
biologistes moléculaires des hemopathies malignes (Flandrin et al, ABC, 2015)
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MAITRISE DES RISQUES

Remarque : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle verification  expérimentale,
. o de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
sl | POl Erlees criticité | maitriser (procédure, instruction,
e enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Formation ot I.IDV.prv01 « Bonnes pratiques
— |Identification  des| habilitation gy | ¢ "dentification des
B prélévements | d prélevements en vue d’une
= personnel du centre | 5. vee piologique »
= de prélévement
o
S ’ : : En mode manuel, vérification
oS | Préparation du patient 1 i '
2z P P Formation . du visuelle de I’identité patient
o personnel  soignant
% (p:leltlaveurs) par la| Manuel de prélévement
S | Tvpe de contenants 3 celiule (contenant les instructions de
yp d’identitovigilance | prglévement) et Catalogue des
du CHU examens  de laboratoire

2 Echelle de criticité du laboratoire fixée de 1 a 3 pour le SH FORM 43, avec :
- 1 = Risque mineur : aucune incidence sur le résultat patient et sa prise en charge

médicale.

- 2 =Risque modéré : incidence modérée sur le résultat patient mais aucune pour sa prise

en charge médicale.

- 3 = Risque majeur : incidence majeure sur le résultat patient et sur sa prise en charge

médicale.
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIéAmF:‘ntS a | jeux (!’essai, ...) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
disponible sur intranet et
Information des | internet
préleveurs
LABO.QUAL.PG.010 «
Formation et|Prestation de conseil en
habilitation du| biologie médicale »
personnel en charge
de la saisie et de|LABO.PILOT.DE.008
I’étiquetage des | « Contrat d'engagement clino-
prélévements biologique entre le laboratoire
Identification des et les pdles cliniques du CHU »
prélevements  aprés| 3 LABO.PILOT.DE.003

saisie dans les SGL

« Contrat d'engagement entre le

Laboratoire de Biologie
Pathologie, le CRB et les
Directions fonctionnelles du

CHU de St Etienne »

Formation,  habilitation et
évaluation des compétences du
personnel enregistrées et suivi
dans kalilab.
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Echelle
de
criticité
2

Eléments
maitriser

a

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification  expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Nature et Volume de
I’échantillon

Conformité
réception
échantillons

a
des

Nature et volume d’échantillon
décrit dans le catalogue des
analyses  disponible  dans
intranet et internet.

Contréle a réception des
échantillons par le personnel en
charge du pré-analytique

LABO.PRE.IT.002 « Critéres
d’acceptation et de refus des
prescriptions et échantillons a
réception et traitement des non
conformités pré-analytiques »

Transmission trimestrielle du
récapitulatif des non
conformités pré analytique aux
principaux clients
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Echelle
de
criticité
2

Eléments a
maitriser

de maitrise
(formation du personnel,
vérification  expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Moyens

Délai et température
avant traitement
analytique

Gestion logistique
(Pneumatique,
navettes, enceintes
de transport)

Mise en place de procédures et
d’instructions de travail
permettant d’assurer la maitrise
du transport des échantillons
disponibles dans le manuel de
prélévement (intranet et
internet)

Délai d’acheminement
disponible dans le catalogue des
analyses (intranet et internet)

LABO.PRE.PG.002 «
Transport des prélevements
biologiques  acheminés  au
pavillon de biologie
(1.BIO.prl17) »

LABO.PRE.IT.011 « Transport
des échantillons biologiques par
le pneumatique et exceptions
(1.B10.prl07) »

Prétraitement
extraction d’ADN

Interférences

Conditions
d’extraction d’ADN
Qualité du
prélévement :
Absence
d’interférences

HEMAT.AH.MO.046
« Extraction d’ADN a partir de
sang total sur Maxwell RSC »

Catalogue des analyses du CHU
de Saint Etienne
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,

de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
criticité | maitriser (procédure, instruction,

2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Milieu

Conditions de
conservation des
échantillons :

- Avant analyse:
+4°C
- Apres analyse: -
20°C

HEMAT.POST.IT.011

« Conservation des
prélevements en pré et post
analytique en biologie
moléculaire d’hématologie »

Contrdle des températures des
enceintes : Surveillance
métrologique  par  systeme
Evisense Labguard et
cartographie des enceintes en
interne

LABO.MAT.DE.O05
« Tracabilité métrologique des
mesures du laboratoire selon

, | Métrologie SH FORM 38 rev 03 »
suivi des enceintes

LABO.MAT.DE.O03 « Check
list d'installation d'un
équipement et de sa
qualification avant sa mise en
service »

METRO.MAT.IT.001 «
Cartographie des enceintes
climatiques »

METRO.MAT.IT.002

« Etalonnage et ajustage des
sondes de suivi de température
des enceintes climatiques »
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Echelle
de
criticité
2

Eléments a
maitriser

de maitrise
(formation du personnel,
vérification  expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Moyens

Exigences
environnementales
pour le matériel ou
I’opérateur

Température
ambiante : 15-25°C

Surpression salle de
mix

Vérification
annuelle par un test
a la fumeée

Gestion des déchets
Alimentation
électrique
Condition
d’éclairage
Organisation
locaux

des

Pieces climatisees, installation
de sondes de suivi de T°
ambiante (gestion informatisée :
Evisense)

Controle d’hygrométrie
(hygrometres), de la pression +
ou -.

Conception du  batiment
séparation des activites
incompatibles, salles techniques
protégées de la lumiére (ex :
salles de microscopie), labo
sécurisé P3, salle dédiées pour
les prélevements, salle de
stockage)

HEMAT.HY-SE.IT.001
« Réglement Intérieur Biologie
Moléculaire »

Classeur institutionnel du tri des
déchets

LABO.HY-SE.IT.001 «
Gestion des déchets : protocole
de tri et délimination des
déchets simplifié pour le
laboratoire »

LABO.HY-SE.PG.001 «
Consignes générales de
prévention des risques

professionnels : sécurité, santé

et hygiéne »
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Moyens de maitrise

(formation du personnel,

Echelle vérification  expérimentale,
de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
criticité | maitriser (procédure, instruction,

2 enregistrement, ...) avec les

références du SMQ du
laboratoire

Contrat d’entretien avec
prestataire  externe  (marché
UNIHA : société ELIOR)
LABO.HY-SE.DX.001 «
Contrat de prestation de ménage
»

LABO.HY-SE.IT.004
« Nettoyage des locaux
critiques du laboratoire (circuits
et zones a risque) Hors secteur
L3 et service d'ACP »

Evaluation fournisseur
(prestataire  en charge du
nettoyage) par le suivi des
contrdles de nettoyage réalisé
par le technicien supérieur
hospitalier (TSH) du CHU
selon les modalités définies
dans les documents suivants :

LABO.PILOT.DE.003 «
Contrat d'engagement entre le
Laboratoire de Biologie
Pathologie, le CRB et les
Directions fonctionnelles du
CHU de St Etienne »

Hygiéne des locaux
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MAITRISE DES RISQUES
Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques
spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIéAmF:‘ntS a | jeux (!’essai, ...) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Mesure de la| Non concerné : utilisation d’eau

lité de I’ 1 -
Qualit¢ de I'eau résistivité / stérilité | stérile grade PCR

Les maintenances se font selon
les recommandations du
fournisseur et sont tracées dans
kalilab pour les équipements en
MAD ou dans le logiciel KARL
pour les équipements CHU ou
autre.

Les maintenances préventives
sont  effectuées par les
biomédicaux du CHU en cas
d’équipement CHU.

Materiel (équipements)

Surveillance des Périodicité des

dérives maintenances LABO.MAT DE.002

« PLANNING des contrbles
réglementaires et des
maintenances préventives des
équipements du laboratoire »

LABO.MAT.PG.002 « Gestion
des maintenances et contrbles
réglementaires des équipements
(hors informatique et micro-
pipettes) »
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MAITRISE DES RISQUES
Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques
spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
7 h Y . 9 .
5M | Points critiques _d.e. , EIeAmF:‘ntS a | jeux d essai, ...) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,

2 enregistrement, ...) avec les

références du SMQ du
laboratoire

LABO.MAT.DE.005.
« Tracabilité métrologique des
mesures du laboratoire selon
SH FORM 38 rev 03»

METRO.MAT.PG.001
« Gestion de la métrologie au
laboratoire »

HEMAT.MAT.DE.020
« Maintenance QX200 et
AUTODG »

HEMAT.MAT.IT.025
« Maintenance Maxwell »

CIQ/EEQ :

CIQ : 2 niveaux de CIQ (0,1%
et 50%) dans chaque technique
permettant de valider la série.

Extraction ADN : 2 EEQ par an
JAK2 : 2 EEQ par an

Maitrise des

équipements  (suivi | HEMAT.AH.IT.012 « Gestion
métrologique, des CQI et CQE au secteur
raccordement, Biologie Moléculaire
gestion des pannes | Hématologie »

oY)

Gestion des pannes :

- Pour équipement
critique mise en place d’une
procédure dégradéee (Back-up)
- HEMAT.MAT.IT.028

« Conduite a tenir en cas de
panne des équipements en
hématologie »

- 126
- Formation du personnel
technique pour la gestion des
pannes courantes par le
fourniszetir dir matériel lors de




MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIeAmF:‘ntS a | jeux (!’essai, ..-) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Voir conclusion de la partie
Respect des | « contamination » de ce
conditions document disponible en page :
opératoires du | Extraction ADN : 26, 33
fournisseur Quantification JAK2 : 47
Entretien du | LABO.HY-SE.IT.004
o laboratoire selon un |« Nettoyage ~ des  locaux
Contamination 3

plan défini

Respect de la
marche en avant
définie dans le
reglement intérieur

critiques du laboratoire (circuits
et zones a risque) Hors secteur
L3 et service d'ACP »

HEMAT.HY-SE.IT.001
« Réglement Intérieur Biologie
Moléculaire »
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Moyens de maitrise

(formation du personnel,

Echelle vérification  expérimentale,
de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
criticité | maitriser (procédure, instruction,

2 enregistrement, ...) avec les

références du SMQ du

Informatique

laboratoire

Veérification des flux des
données entre
SIL/automate/serveur de
résultat clinique (Cristalnet,
etc.)

LABO.INF.PG.001 « Maitrise
des systemes d’information»

LABO.INF.IT.001 « Droits et
niveaux d’accés des logiciels

5  |Parameétrage, informatiques (hors
connexions automates) »
POLE.SGL.PT.001

« Paramétrage des différents
systtmes  d'information  du
PBP »

LABO.INF.IT.004
« Validations des logiciels et
des connexions »
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MAITRISE DES RISQUES
Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques
spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,

Echelle vérification  expérimentale,
: - de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
5M | Points critiques o e , . :
criticité | maitriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
LABO.INF.PG.002 «PANNE
INFORMATIQUE (gestion
globale) »
HEMAT.INF.IT.008.04
« PANNE INFORMATIQUE
(coupure et redémarrage
GLIMS) : Hématologie
spécialisée »
Archivage lors des
maintenances  hebdomadaires
et/ou mensuelles
LABO.DOC.PG.004 « Maitrise
archivage des | des archives »

données, gestion des

pannes, ...

HEMAT.MAT.IT.029
« Maintenance QX200 et
AUTODG »

Tracabilité des maintenances
et/ou montées de version des
logiciels dans kalilab

En cas de panne des procédures
dégradée sont mises en place
LABO.INF.IT.008 : « PANNE
INFORMATIQUE (coupure et
redémarrage GLIMS) : conduite
a tenir en Hématologie
spécialisée)
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIéAmF:‘ntS a | jeux (!’essai, ...) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Contrdle des températures des
enceintes surveillance
métrologique  par  systeme
Evisense Labguard et
cartographie des enceintes en
interne
Installation de sondes de suivi
de T° ambiante (gestion
informatisée par logiciel
Evisense également)
- Avant utilisation :
Meétrologie des LABO.MAT.DE.005 «
enceintes Tracabilité  métrologique des
m climatiques mesures du laboratoire selon
5 | Conservation des (cartographieet | SH FORM 38 rev 03 »
3 |réactifs : suivi des ]
=~ |Amorces; 4°C 3 températures) METRO.MAT.IT.001 «
2 |MIX:-20°C - Pendant Cartographie des enceintes
= utilisation : climatiques »
= T° ambiante, | METRO.MAT.IT.002 «
réactifs placés | Etalonnage et ajustage des
dans la glace sondes de suivi de température

des enceintes climatiques »

METRO.MAT.IT.010 «
Paramétrage dans le logiciel
EVISENSE Labguard»

LABO.MAT.IT.010 « Conduite
a tenir en cas de panne
d'équipement ayant une alarme
GTC et/ou associée au logiciel
Labguard Evisense»
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
criticité | maitriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du

laboratoire

Conditions Portée B : utilisation selon les
d,“tﬁsatlon des Gestion  de [o|fECOMmandations que  vous
réactifs : L
At o e avez décrites dans votre
Limites dutlhsatl(fn 3 ‘;’ézk;'tli:ctse_ ar d?z procédure technique :
(stabilite apres technicién P HEMATO.MAT.IT.029 :
reconstitution/prépara « Recherche de la mutation
tion,) JAK2 V617F par PCR digitale)
Gestion de stock informatisée
dans kalilab
STOCK.ACH.IT.002:
«Controle a réception des
réactifs et consommables par le
stockage central du Plateau de
Acceptation a | Biologie »
: réception des
ion k 2 s
Gestion des stocks réactifs LABO.ACH.IT.004 «

Gestion des stocks | KALILAB : Déstockage de
produits et consommables»

HEMAT.AH.IT.106

« Conditions d'utilisation et de
conservation des réactifs en
Biologie moléculaire »
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
7 h Y . , .
5M | Points critiques _d.e. , EIeAmF:‘ntS a jeuX(!essal, ...)/.Docume_znts
criticité | maitriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Reconstitution des  réactifs,
étalons et/ou controles selon les
Respect du mode | Fecommandations  fournisseur
o opératoire de | (fiche technique fournisseur)
Reconstitution  des -
(e . reconstitution et
réactifs, étalons, 3 estion des stocks | HEMAT AH.IT 106
contréles g T

(y compris
acceptation)

« Conditions d'utilisation et de
conservation des réactifs en
Biologie moléculaire »
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MAITRISE DES RISQUES
Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques
spécifiques a cette méthode

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIéAmF:‘ntS a | jeux (!’essai, ...) / Documents
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Métrologie des pipettes réalisée
en interne  (sous-traitance
exceptionnelle)

METRO.MAT.PG.001
« Gestion de la métrologie au
laboratoire »

LABO.MAT.IT.002

« Présentation et utilisation de
la balance Sartorius CPA225D
de métrologie»

LABO.MAT.IT.011

« Présentation et utilisation de
la balance Sartorius CUBIS
MPS6.6S de métrologie »

Meétrologie des
pipettes

LABO.MAT.IT.012  «Fiche
technique métrologie
utilisation d'une micropipette »

LABO.MAT.IT.013 « Conduite
a tenir en cas d’équipement
métrologique  critique  non
conforme (aprés veérification,
maintenance,  panne  et/ou
réparation) »

LABO.MAT.DE.004
« Formulaire  de  demande
d’équipement métrologique »
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,

de Eléments a | jeux d’essai, ...) / Documents
criticité | maitriser (procédure, instruction,

2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Méthode

Limites de la
méthode (détection,
quantification,
linéarité,
interférences, ...)

Maitrise de la documentation
externe :

LABO.DOC.PG.001 « Maitrise
- Bibliographie des documents du Laboratoire »
- Documents
fournisseur Voir la partie « Evaluation des
- Essai sur site performances de la méthode »
de ce document disponible a
partir de la page 19
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

SM

Points critiques

Echelle
de
criticité
2

Eléments a
maitriser

de maitrise
(formation du personnel,
vérification  expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Moyens

Causes d’incertitude
de mesure

des
de

Calcul
incertitudes
mesure
(Non quantifiable
pour les méthodes
qualitatives)

LABO.ANA.IT.001
« Evaluation des incertitudes de
mesure »

LABO.ANA.DE.002 « Portée
A : Trame excel de calcul pour
le dossier de vérification de
méthode quantitative »
LABO.ANA.DE.004 « Portée B
: Trame excel de calcul pour le
dossier de validation de
méthode »

Revue périodique de
I’incertitude de mesure

Voir calcul d’incertitude et
conclusion de la partie
« incertitude de mesure » de ce
document disponible en pages
23,31 et 37 pour D’extraction
d’ADN et page 44 pour la
quantification de JAK2.
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MAITRISE DES RISQUES

Remargue : Cette maitrise des risques vient en complément de chacune des analyses de
risques des 11 processus du laboratoire. Elle ne reprend donc que les points critiques

spécifiques a cette méthode

Hématologie »

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle vérification  expérimentale,
5M | Points critiques _d.e. , EIeAmF:‘ntS a | jeux (!’essal, ...)/.Docume_znts
criticité | maftriser (procédure, instruction,
2 enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Formation,  habilitation et

évaluation des compétences du

personnel enregistrées et suivi
dans kalilab

LABO.RH.PG.004  « Gestion

des formations »

LABO.RH.IT.002

« Elaboration du plan DPC

médical et paramédical et plan

de formation au sein du
laboratoire »

LABO.RH.PG.003  « Gestion
~ des compétences du personnel
2 du laboratoire  (habilitation,
é i Formation, maintien, veille et
& |Competence et habilitation et | développement)»

T |maintien de ] .

e . 3 évaluation des

= competence du compétences du | HEMAT.RH.IT.001 « Critéres
:2 personnel personnel de maintien des compétences —
=

HEMAT.RH.DE.007 « Gr
ille de qualification technicien
biologie moléculaire N4 »

HEMAT.RH.DE.009 « Gr
ille de qualification technicien
biologie moléculaire N3 »

HEMAT.RH.DE.033 « Gr
ille de qualification biologiste
biologie moléculaire
N4 »
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SOUS-PROCESSUS 1 : Extraction d’ADN a partir de sang total

Portée A X ; Portée B O (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Extraction d’ADN

Principe de la Méthode :

Extraction a partir de sang total:
L’extraction d’ADN est réalisée sur billes
paramagnétiques, qui I’ADN
génomique. L’extraction est automatisée sur
Maxwell RSC. L’extraction est réalisée sur
cartouches a usage unique.

fixent

Type d'échantillon primaire :

Sang Total

Type de récipient, additifs :

Tube EDTA

Prétraitement de I'échantillon :

Absence de prétraitement de 1’échantillon

Unités :

ng/pl ou pg/mi

Critéres d’interprétation® :

Pas de valeur de référence

Marqguage CE (Oui/Non) :

Non

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

Non concerné

Equipement (instrument,
etc.) :

analyseur,

Maxwell RSC (Promega)

Référence du réactif :

Extraction d’ADN a partir de sang total
Maxwell RSC Whole Blood DNA Kit,
Promega AS1520 (notice 08/2019)

Matériau d'étalonnage (références) :

Absence d’étalonnage

Type d'étalonnage, nombre de niveaux
et valeurs :

Absence d’étalonnage

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant réalisé la
vérification/validation de méthode :

F Bellut, P Flandrin-Gresta, C Mandon, E
Girard

Procédure de validation/mode
opeératoire :

LABO.QUAL.PG.009 « Elaboration des
dossiers de vérification / validation des
méthodes SH FORM 43 »
HEMAT.AH.MO.046 « Extraction d'ADN a
partir de sang total sur Maxwell RSC »

3 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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flexible :

Procédure de gestion de la portée

LABO.QUAL.PG.005 « Gestion de la
portée flexible Gestion de la portée flexible
et des demandes d'extension selon la norme
NF EN I1SO 15189 et 22870 »

Période d’étude :

Juillet 2019

Date de 1°' utilisation :

Aout 2019

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...) : sang
totaux, culots cellulaires, ADN commercial.

REPETABILITE EXTRACTION ADN SANG TOTAL MAXWELL
Applicable X ; non applicable (a justifier

0

CV (%)
No:jnebre Ecart- | CV CV (%) et nal .
Echantillons Moyenne . le Conclusion®
valeurs type | (%) | fournisseur laboratoire
(N) (cf. source?)
Sang total
10G/L 5 76,8 6,5 8,46 30 Conforme
Sang Total
1G/L 5 24,7 1,35 5,47 30 Conforme

Argumentaire de la conclusion : La méthode est répétable, conforme aux besoins du
laboratoire et répondant aux critéres de qualité du GBMHM (Flandrin et al, ABC, 2015).

REPETABILITE DOSAGE ADN

Applicable X ; non applicable (a justifier) [J
Nombre SVIED,
5 . retenu par
Echantillons <8 Moyenne il SV .(/0) le Conclusion’
valeurs type | (%) | fournisseur laboratoire
(N) (cf. source®)
ADN . 30 232,50 2,77 1,19 5 Conforme
commercial

Argumentaire de la conclusion : Le dosage des ADN sur automate BioSpec Nano est
répétable, conforme aux attentes du laboratoire.

4 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.

5 Conforme/non conforme
6 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.

7 Conforme/non conforme

138




FIDELITE INTERMEDIAIRE SANG TOTAL MAXWELL
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

0
NG rect:e\rlug/;;r
_ 0
Echantillons o Moyenne S| (G CV.(A)) le Conclusion®
valeurs type (%) | fournisseur lab :
(N) aboratoire
(cf. source?)
S""lrgth/OLta' 5 87 2348 | 26,99 50 Conforme
Sa;'g/tﬁta' 5 2326  |643 | 2764 50 Conforme

Argumentaire de la conclusion : La méthode d’extraction utilisée est reproductible,
conforme aux attentes du laboratoire et aux recommandations du GBMHM (Flandrin et al,

ABC 2015).
FIDELITE INTERMEDIAIRE DOSAGE ADN
Applicable X ; non applicable (a justifier) OJ
CV (%)

. Nozjnebre Ecart- | CV | Cv (%) | reenupar .
Echantillons Moyenne " : le Conclusion®
valeurs type | (%) | fournisseur laboratoire
(N) (cf. source?)

ADN 3 231,79 |2,14 | 092 5 Conforme
commercial

Argumentaire de la conclusion : le dosage d’ADN est reproductible, conforme aux
attentes du laboratoire. La quantit¢é d’ADN extraite peut étre évaluée par dosage
spectrophotométrique sur Biospec nano.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable O ; non applicable X

Opérateur évalué 1

Opérateur évalué 2

Essai sur site — résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion : La variabilité inter-opérateur est appréciee par la fidélité
intermédiaire.
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JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

. . . Moyenne
Nombr Cible Biais 2 . -

Echantillo ede | Valeur | (group (%) YEElEls /B'als (%) B(';"S Conclusion

ns valeurs | sLabo | ede /groupe (tr?uf[es njoyenlne L'( 9) P 5

(N) pairs) | de pairs technique | générale imite
S)

Echantillon
CIQ niveau

1
Echantillon
CIQ niveau

2

Argumentaire de la conclusion : La justesse ne peut étre évaluée en 1’absence de CIQ

externalisés

EXACTITUDE EXTRACTION A PARTIR DE SANG TOTAL (a partir des contrdles
externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Controles quantitatifs [J ; Controles qualitatifs [X
} ) - Biais
Cible Cible Biais . .

Echantillo Valleu (group (toutes (%) t(o/fj)té B(('y% ')S Conclusion
ns ede | technique | /groupe . L, >
Labo ) ; techniqu | limite

pairs) S) de pairs o
DI2/19 Conforme
DI1/20 Conforme

Argumentaire de la conclusion : L’EEQ extraction d’ADN (ECAT Fondation) sur sang
total teste la capacité a obtenir un ADN en concentration suffisante et de bonne qualité
pour I’amplification : on ne peut donc exploiter le biais. Les résultats sont conformes,
permettant d’obtenir un ADN de bonne qualité et amplifiable.
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EXACTITUDE DOSAGE D’ADN (a partir des controles externes ponctuels :

EEQ/CNQ)
Controles quantitatifs (X ; Controles qualitatifs (]
Moyenn Biais Biais
Cible e 0 (%) .

. Valeu - (%) Biais .
Echantillo | Nombr r (group | générale Jarou /moyen (%) Conclusi
ns e (N) g | ede (toutes group ne S on

Labo . . e de -~ limite
pairs) | techniqu . général
pairs
es) e
Echantillon
CO16.1A 2254 2311 2,46 10 Exact (A)
Echantillon
CQ16.1B 2330 2336 0,25 10 Exact (A)
Echantillon
CQ16.1C 2294 2340 19 10 Exact (A)
Echantillon
CO16.2 A 103 101 2 10 Exact (A)
Echantillon
CO162B 104 104 0 10 Exact (A)
Echantillon
CO16.2C 105 102 2,94 10 Exact (A)
Echantillon
CQ17.1A 95 101 59 10 Exact (A)
Echantillon
CQ17.1B 98 102 3,9 10 Exact (A)
Echantillon
cQ17.1C 99 102 2,9 10 Exact (A)
Echantillon
CQ17.1D 92 99 6,9 10 Exact (A)
Echantillon
CQ172A 103 103 0 10 Exact (A)
Echantillon
CO17.2B 100 102 1,9 10 Exact (A)
Echantillon
cQ17.2C 101 103 1,9 10 Exact (A)
Echantillon
CQ17.2D 99 103 3,8 10 Exact (A)
Echantillon
CQ18.1A 103 102 0,97 10 Exact (A)
Echantillon
CO18.1B 104 103 0,97 10 Exact (A)
Echantillon
CQ18.1C 107 102 4,9 10 Exact (A)
Echantillon
CO 181D 106 102 3,7 10 Exact (A)
Echantillon
CQ182A 100 103 2,9 10 Exact (A)
Echantillon
CQ182B 102 103 0,97 10 Exact (A)
Echantillon 97 100 3 10 Exact (A)

8 Nombre de chiffres significatifs
9 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
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CQ182C

Echantillon

01625 104 105 0,95 10 | Exact(A)
Eg‘ig“l”?g 104 100 4 10 | Exact(B)
Eg'ig“l”?g 102 99 3 10 | Exact(A)
Eg‘ig“l”g)g 102 99 2,9 10 | Exact (A)
ECthg“l“g’B 101 100 1 10 | Exact (A)
AR w2 | o |
Eg‘alg“z”gg 44 102 100 1,96 10 | Exact (A)
CE:g]alg“z”g’g 44 82 99,6 17,6 10 NO’ES;‘aCt
gghalg“z“?g a4 94 99,7 5,7 10 | Exact (B)
| - e | o |Baney
Comilln || : 2 | 0 |ew
il | : BEREEE
(E:thgrgfillljng 44 88 86 2,3 10 Exact (A)
ECthgt.iz”j’R 45 | 107 94 138 10 NO’Eg;‘aCt
Eg‘gg“z”g’g 45 98 9% 4 10 | Exact(B)
cos2G| B | % 93 2,1 10 | Exact (A)
(E:Cthgt_iz”j’g 45 | 103 100 3 10 | Exact (A)
EAREE MENEET
Comile |5 | MEREET
Comiten| | g0 | 10| Betey
ECthTT?B 42 99 101 1,99 10 | Exact(A)
ol o (e | | n | few| o |

e | w : 55 | 0 |

(E:g‘;qt'z”g’g 43 75 73 2,66 10 | Exact (A)
ECthT'Z”?B 43 81 74 9,4 10 | Exact (A)
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Argumentaire de la conclusion : Absence d’EEQ d’extraction d’ADN a partir de culots
secs : il n’existe qu’un EEQ appréciant le dosage de I’ADN extrait. L’EEQ réalisé a partir
de sang total est conforme. Les méthodes utilisées sont exactes.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [X ; non applicable (a justifier) [

Vrais positifs Evaluation de la capacité d’extraire de
Faux positifs I’ADN a partir de 100 échantillons de
Vrais négatifs sang total extraits par cette méthode.

Faux négatifs
L’ADN extrait est amplifiable dans 100%

des cas.

Argumentaire de la conclusion : Une approche de la sensibilité a été réalisée en étudiant
la capacité¢ de la méthode a permettre 1’extraction d’un ADN amplifiable a partir de 100
prélevements de sang total extraits: elle est de 100%, puisque nous n’avons jamais
observé d’échec d’amplification a partir de sang total (Juillet & décembre 2019).

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) 7 ;

calcul O
Incertitudes calculées S €
performances

Mode de calcul (cf. SH GTA | Formule utilisée Référence
14) :
Quantification de | Niveau 1 en valeur absolue + U ou | Exigences en
I'incertitude Niveau 1 en valeur absolue + U% | fidélité, justesse et
(niveau 1) : incertitude
Quantification de | Niveau 2 en valeur absolue £ U ou | Exigences en
I'incertitude Niveau 2 en valeur absolue + U% | fidélité, justesse et
(niveau 2) : incertitude
Quantification de Niveau xxx en valeur absolue = U E_xi/g_er]ce_s en
Fincertitude ou fldellt_e, justesse et

. ] Niveau xxx en valeur absolue + | incertitude
(niveau xxx) : U%

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : L’extraction
d’ADN ne donnant pas lieu a un résultat clinique, il ne parait pas pertinent de déterminer
I’incertitude de mesure.

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portee B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Applicable [J ; non applicable X
Limite de détection : \

Argumentaire de la conclusion : Voire 1’étendue de mesure
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable K ; non applicable (a justifier) O

Données  bibliographiques

(fournisseurs, Références méthodes

publications,...) :

Méthode précédente, autre - Comparaison de la quantité d’ADN obtenue entre
méthode utilisée dans le I’ancienne méthode (Qiacube) et la nouvelle
laboratoire, appareil en méthode (Maxwell) (n=12)

miroir ou back-up, EBMD :

12000
4 Valews
Lo e il
/’ Régression lingsire
BOOD

— lloindres Redsngles

i
g " *
4

4

y=097x -1 377,39
R*=0,51

y=1,36x-4 205,15
RE =100

-2000

o 2000 4000 00D BDDO 1p00O0 12000

Méthode de référence

- Comparaison de la quantification de la mutation
JAK2 V617F a partir des extractions sur Qiacube
(ancienne méthode) et de la nouvelle technique
d’extraction (n=6 sur le domaine de mesure)

4 Valews

Régression lingaire

) I

= Moindres Redangles

y =1,02¢ +0,00
R*=1,00

¥= 1,02x-000
R®=1,00

o 20 a0 &0 BD w0

Méthode de référence

Nombre de mesures :

N=12;N=6

Intervalle de comparaison
adaptée a D’étendue des

Quantification JAK2 : 0 —99%
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mesures du laboratoire :

Méthode d'exploitation des

résultats :

Droite des moindres rectangles

Equation de la droite de

régression :

1) Y=1,36X - 4205
2) Y =1,02x +0

Diagramme des différences
et/ou des rapports :

Absence de déviants, les résultats sont superposables

Argumentaire de la conclusion : La nouvelle technique d’extraction d’ADN permet

I’obtention d’'un ADN de bonne qualité, amplifiable, mais en quantité Iégérement plus
faible que I’ancienne technique utilisée au laboratoire. Les quantités obtenues permettent
toutefois d’obtenir une quantit¢ d’ADN suffisante pour la réalisation des techniques en
aval (JAK2), avec une concordance parfaite dans la quantification du géne cible.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :

troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)

Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Limite de Etude 1 ng/ul
détection : bibliographiqu
e (sources et
valeurs)
Limite de Etude 2 ng/ul

quantification

bibliographiqu
e (sources et

Nous avons évalué la répétabilité d’une mesure d’un
ADN a environ 3 ng/ul (n=20) et obtenu un CV de

valeurs) 7,7%, mettant en évidence la capacité a doser avec un
degré de fiabilité satisfaisant un ADN de faible
concentration.
Limite Etude Le domaine de mesure du Biospec Nano a été évalue en

supérieure de
linéarité :

bibliographique

(sources et
valeurs)

diluant un ADN fortement concentré de deux en deux,
de 1160 ng/ul a 3 ng/pl.

2048
512 S e Dosage 0,7
128 \ nm

N

VR TR I T A A SN - TPL < BN N
Q'\,\\,\r\,\,\,\'\r\’\%'\’\b ‘9\,\9"&@/

v
NEENUEINGIRS

De méme, nous avons étudié la capacité du kit sur sang
total a extraire selon le nombre de globules blancs
présents dans 1’échantillon. Nous avons utilis€¢ un sang
contenant 100G/L de globules blanc puis procédé a des
dilutions de deux en deux, jusqu’a 0,2 G/L. Nous avons
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obtenu de ’ADN de bonne qualité et amplifiable pour
toutes les concentrations en globules blancs testées.
180
160
140 \\
120 AN
"a0 AN
80 =
60 O
40 Sériel
20 \w i
0 - > ——Llinéaire (Sériel)
el el = laniianior
N~ TS TS S (G) ~ TS TS
8 8 O 0O 0 o O 0O 0 2
S8l dhRrR e
T8 s —-—22T
59300 NS ono
a S22 0 Naw
A S e e A
— i : —

Argumentaire de la conclusion : L’extraction d’ADN sur sang total est utilisable de 0,2 a
100 G/L. Le dosage de I’ADN est linéaire sur Biospec nano de 3 a 1160 ng/pl.

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité,
bilirubine, médicaments, ... - & prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a
évaluer si nécessaire)

Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Wang J T, Wang T H, Sheu J C, Lin S M, Lin J T, Chen D S. Effects
of anticoagulants and storage of blood samples on efficacy of the
polymerase chain reaction assay for hepatitis C virus. J Clin
Microbiol. 1992;30:750-753

- Satsangi J, Jewell D P, Welsh K, Bunce M, Bell J I. Effect of
heparin on polymerase chain reaction. Lancet. 1994;343:1509—
1510

- Masaharu Yokota, Noriyuki Tatsumi, Oytip Nathalang, Tetsuaki
Yamada, and Izumi Tsuda. Effects of Heparin on Polymerase Chain
Reaction for Blood White Cells

Héparine

[-Soud, W.A. and Radstrom, P. (2001) Purification and
Hémoglobine characterization of PCRinhibitory components in blood cells. J.
Clin. Microbiol. 39, 485-93

Augmentation de ’absorbance a 280 nm

- Stephen A. Bustin and al. The MIQE Guidelines: Minimum
Information for

Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments. Clinical
Chemistry 55:4

Exces de protéines | (2009)

- Gemma Johnson and al. Minimum Information Necessary for
Quantitative

Real- Time PCR Experiments Chapitre . Methods in Molecular
Biology, vol.

1160.
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Les ratios 260/280nM de 50 échantillons ADN extraits sur 5 séries
d'extraction (1 mois) montrent que la contamination protéique est
faible avec la méthode.

N A 260/280 > 1,6 A 260/280< 1,6
50 100%0 0%

Argumentaire de la conclusion: Afin de minimiser les risques d’interférences
notamment liés a la présence d’héparine, seuls les échantillons sur tube EDTA sont
acceptés au laboratoire. Les autres anticoagulants sont acceptés uniquement sur dérogation,
en s’assurant que les ADN sont amplifiables (réalisation d’une PCR de qualification en
amont de I’amplification du gene cible).

La méthode permet d’obtenir un ADN pur, de bonne qualité et amplifia

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Inter échantillon pour les | Etude de la contamination sur [’automate
parameétres sensibles (par exemple | d’extraction Maxwell en alternant des
Ag HBS, BHCG, ...) : échantillons positifs et négatifs pour la mutation
JAK2 V617F, puis quantification de la mutation.

1 Positif fort 94,87

2 négatif 0

3 Positif fort 95,19

4 négatif 0

5 Positif fort 93,69

6 négatif 0

7 Positif fort 94,58

8 négatif 0

9 Positif fort 94,72

10 négatif 0

Etude de la contamination lors du dosage d’ADN
sur Biospec nano en alternant trois échantillons
positifs et trois négatifs lors du dosage : absence
de contamination lors du dosage sur Biospec
Nano.
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Niveaux | Résultats | Niveaux | Résultats

Haut Haut Bas Bas
H1 169,1 Bl 0,8
H2 166,8 B2 0,4
H3 166,3 B3 0,3
H1 166,80 Bl 0,6
H2 175,20 B2 0,7
H3 167,30 B3 11
H1 172,60 Bl 0,9
H2 166,00 B2 1,8
H3 171,70 B3 0,6
H1 176,90 Bl 1
H2 171,50 B2 0,6
H3 168,90 B3 0,9

Inter réactif si nécessaire (par | Cartouches a usage unique, pas de contamination

exemple : LDH et ALAT, cholestérol | inter-réactif.

et phosphate, lipase et triglycérides,

eel)

Argumentaire de la conclusion : Nos tests sur I’automate d’extraction ou lors du dosage
n’ont pas mis en évidence de contamination inter-échantillons.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position | Respect des préconisations du fournisseur
sur un support, ...)

Stabilité des réactifs aprés ouverture, | Respect des préconisations du fournisseur
embarqués, ...

Argumentaire de la conclusion: Les réactifs sont conservés et utilises selon les
recommandations du fournisseur (voir analyse de risques).

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable O ; non applicable [X

Valeurs de réference | Absence

Argumentaire de la conclusion : Absence d’intervalle de référence pour 1’extraction
d’ADN. En effet, la quantifi¢ d’ADN obtenu dépend du nombre de globules blancs
contenus dans I’échantillon.
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DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : La méthode d’extraction a partir de sang total sur Maxwell permet d’obtenir
un ADN de bonne qualité, en quantité suffisante et amplifiable. De plus, cette méthode
permet une maitrise du risque de contamination et donc conforme aux attentes du
laboratoire, mise en service a partir du 10/08/20190

Autorisée par : P Flandrin-Gresta
Signature
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SOUS-PROCESSUS 2 : Extraction d’ADN a partir de culots de cellules mononuclées
obtenues a partir de sang ou de moelle

Portée A X ; Portée B [ (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Extraction d’ADN

Principe de la Méthode :

Extraction d’ADN a partir de culots
cellulaires préparés a partir de sang ou de
moelle, obtenu par isolement des cellules
mononucléées :  L’extraction  utilise la
propriété de précipitation des ADN en milieu
alcoolique, aprés ajout d’un agent
chaotropique. L’extraction est manuelle.

Type d'échantillon primaire : Sang Total
Moelle osseuse
Type de récipient, additifs : Tube EDTA

Prétraitement de I'échantillon :

Extraction sur culot cellulaire (moelle osseuse,
sang) : Isolement des cellules mononucléées
par Ficoll

Unités :

ng/pl ou pg/mi

Criteres d’interprétation :

Pas de valeur de référence

Marguage CE (Oui/Non) :

Non

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

Non concerné

Equipement (instrument,
etc.) :

analyseur,

Non concerné, extraction manuelle

Référence du réactif :

Flexigen , Qiagen 51206 (notice 01/2014)

Matériau d'étalonnage (références) :

Absence d’étalonnage

Type d'étalonnage, nombre de niveaux
et valeurs :

Absence d’étalonnage

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant  réalisé la
verification/validation de méthode :

F Bellut, P Flandrin-Gresta, C Mandon, E
Girard

Procédure de validation/mode
opératoire :

LABO.QUAL.PG.009 « Elaboration des
dossiers de vérification / validation des
méthodes SH FORM 43 »
HEMAT.AH.MO.021 « Extraction d'ADN
avec Kit Flexigen a partir de culots secs »

10 |ndiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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Procédure de gestion de la portée
flexible :

LABO.QUAL.PG.005 « Gestion de la
portée flexible Gestion de la portée flexible
et des demandes d'extension selon la norme

NF EN I1SO 15189 et 22870 »

Période d’étude :

2005 -2014 (étude rétrospective)

Date de 1°' utilisation :

Préciser : 2005

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...) : sang
totaux, culots cellulaires, ADN commercial.

REPETABILITE EXTRACTION ADN CULOTS SECS FLEXIGEN
Applicable [X ; non applicable (a justifier) O

CV (%)
Nombre retenu par
_ 0
Echantillons 2k Moyenne SECE | GV VR le | Conclusion??
valeurs type | (%) | fournisseur | laboratoire
(N) (cf.
source'?)
Culot
cellulaire
1Million de 5 355,8 16,2 4,55 30 Conforme
cellules
Culot
cellulaire 20 | o 4543 | 844 | 186 30 Conforme
millions de
cellules

Argumentaire de la conclusion : La méthode est répétable, conforme aux besoins du
laboratoire et répondant aux critéeres de qualité du GBMHM (Flandrin et al, ABC, 2015).

11 sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.

12 conforme/non conforme
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REPRODUCTIBILITE EXTRACTION ADN CULOTS SECS FLEXIGEN
Applicable [X ; non applicable (a justifier) [

CV (%)
Nombre retenu par
_ 0,
Echantillons | __9€ Moyenne Ecart Cév CV (%) e | conclusion®
valeurs type | (%) | fournisseur | laboratoire
(N) (cf.
source'®)
Culot
cellulaire
1Million de 5 345,8 45,4 13,12 50 Conforme
cellules
Culot
cellulaire 20 | ¢ 4674 | 954 | 204 50 Conforme
millions de
cellules

Argumentaire de la conclusion : La méthode est reproductible, conforme aux besoins du
laboratoire et répondant aux criteres de qualité du GBMHM (Flandrin et al, ABC, 2015).

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable [J ; non applicable X

Opérateur évalué 1

Opérateur évalué 2

Essai sur site — résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion : La variabilité inter-opérateur est appréciéee par la fidélité
intermédiaire.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [J ; non applicable (a justifier) [X

. . . Moyenne
Nombr Cible Biais 2 .. .

Echantillo ede | Valeur | (group (%) JesiElE /B'als &), B(';'S Conclusion

ns valeurs | sLabo | ede /groupe (tﬁuf[es rr)oyenlne L'( 9) p 5

(N) pairs) | de pairs technique | générale imite
S)

Echantillon
CIQ niveau

1
Echantillon
CIQ niveau

2

Argumentaire de la conclusion : Absence de CIQ externalisé

13 sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
14 Conforme/non conforme

152




EXACTITUDE EXTRACTION A PARTIR DE CULOTS SECS (a partir des controles
externes ponctuels : EEQ/CNQ)

Contrdles quantitatifs [J ; Controles qualitatifs [
. . . Biais
Cible Cible Biais . .

Echantillo Varleu (group (toutes (%) t(o/&)té EE:;O')S Conclusion
ns ede | technique | / groupe . >y e
Labo . ; techniqu | limite

pairs) S) de pairs o

Argumentaire de la conclusion Il n’existe pas d’EEQ pour I’extraction d’ADN a partir de

culot cellulaires. Seul le dosage d’ADN peut étre évalué par des EEQ (voir sous processus
1).

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(Etude expérimentale indispensable en portée B)
(Etude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [X ; non applicable (a justifier) [

Vrais positifs Evaluation de la capacité d’extraire de
Faux positifs I’ADN a partir de 100 culots secs extraits
Vrais négatifs par cette méthode (année 2012-2014)

Faux négatifs
ADN extrait et amplifiable dans 100% des
cas.

Argumentaire de la conclusion : La sensibilité analytique et la spécificité n’ont pas
d’intérét pour I’extraction d’ADN. L’important est la détermination du domaine de
mesure. Nous avons toutefois évalué la capacité de la méthode a extraire de I’ADN sur 100
prélevements extraits, qui est de 100%. Nous n’avons jamais eu d’échec d’extraction a
partir de culots secs.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) (] ;

calcul (J
Incertitudes calculées ST G
performances
Mode de calcul (cf. SH GTA | Formule utilisée Référence
14) :
Quantification de | Niveau 1 en valeur absolue £ U ou | Exigences en
I"incertitude Niveau 1 en valeur absolue £ U% | fidelité, justesse et
(niveau 1) : incertitude
Quantification de | Niveau 2 en valeur absolue £ U ou | Exigences en
I"incertitude Niveau 2 en valeur absolue £ U% | fidelité, justesse et
(niveau 2) : incertitude
S Niveau xxx en valeur absolue + U | Exigences en

Quantification de fidelite. i
Fincertitude ou fidelite, justesse et

) ) Niveau xxx en valeur absolue # | incertitude
(niveau xxx) : U%
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Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : L’extraction

d’ADN ne donnant pas lieu a un résultat clinique, il ne parait pas pertinent de déterminer
I’incertitude de mesure.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Limite de Etude 1 ng/ul
détection : bibliographiqu
e (sources et
valeurs)
Limite de Etude 2 ng/ul

quantification

bibliographiqu
e (sources et

Nous avons évalu¢ la répétabilit¢ d’une mesure d’un
ADN a environ 3 ng/ul (n=20) et obtenu un CV de

valeurs) 7,7%, mettant en évidence la capacité a doser avec un
degré de fiabilité satisfaisant un ADN de faible
concentration.
Limite Etude
supérieure de | bibliographique | Nous avons réalise des extractions a partir de culots
linéarité : (sources et cellulaires de différentes tailles, afin d’apprécier la

valeurs)

capacité de la technique a extraire un ADN amplifiable.

500
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[ =]

Z 300
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< 200 e

()

§100

E 0 T T T T T T T T
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g O
o ,»@\ ,\9@ SESEES N S &S
S L SN

Nombre de cellules

Les ADN extraits étaient tous amplifiables, et les ratios
obtenus de bonne qualité (> 1,6).

Argumentaire de la conclusion : La technique d’extraction est utilisable pour des culots
cellulaires allant de 150000 a 20 millions de cellules.
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INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hemolyse, turbidité,
bilirubine, médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a

évaluer si nécessaire)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Wang J T, Wang T H, Sheu J C, Lin S M, Lin J T, Chen D S. Effects
of anticoagulants and storage of blood samples on efficacy of the
polymerase chain reaction assay for hepatitis C virus. J Clin
Microbiol. 1992;30:750-753

- Satsangi J, Jewell D P, Welsh K, Bunce M, Bell J I. Effect of

Heparine heparin on polymerase chain reaction. Lancet. 1994;343:1509—
1510
- Masaharu Yokota, Noriyuki Tatsumi, Oytip Nathalang, Tetsuaki
Yamada, and Izumi Tsuda. Effects of Heparin on Polymerase Chain
Reaction for Blood White Cells
I-Soud, W.A. and Radstrom, P. (2001) Purification and
Hémoglobine characterization of PCRinhibitory components in blood cells. J.

Clin. Microbiol. 39, 485-93

Excés de protéines

Augmentation de I’absorbance a 280 nm

- Stephen A. Bustin and al. The MIQE Guidelines: Minimum
Information for

Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments. Clinical
Chemistry 55:4

(2009)

- Gemma Johnson and al. Minimum Information Necessary for
Quantitative

Real- Time PCR Experiments Chapitre . Methods in Molecular
Biology, vol.

1160.

Les ratios 260/280nM de 50 échantillons ADN extraits sur 5 séries
d'extraction (1 mois) montrent que la contamination protéique est
faible avec la méthode.

N A 260/280 > 1,6 A 260/280 < 1,6
50 98% 2% (1,55 -1,57)

Argumentaire de la conclusion: Afin de minimiser les risques d’interférences
notamment liés a la présence d’héparine, seuls les échantillons sur tube EDTA sont
acceptés au laboratoire. Les autres anticoagulants sont acceptés uniquement sur dérogation,
en s’assurant que les ADN sont amplifiables (réalisation d’'une PCR de qualification en
amont de I’amplification du gene cible).

La méthode permet d’obtenir un ADN pur, de bonne qualité et amplifiable.
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Données bibliographiques (fournisseurs,

publications,...) : Réferences méthodes

Meéthode précédente, autre méthode
utilisée dans le laboratoire, appareil en | Pas d’autre méthode utilisée au laboratoire
miroir ou back-up, EBMD : pour I’extraction des ADN a partir de
culots secs

Nombre de mesures :

Intervalle de comparaison adaptée a
I’étendue des mesures du laboratoire :

Methode d'exploitation des résultats :

Equation de la droite de régression :

Diagramme des différences et/ou des
rapports :

Argumentaire de la conclusion : L’extraction utilisant le kit Flexigen est la seule
méthode utilisée au laboratoire pour I’extraction de I’ADN a partir de culots secs.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Inter  échantillon pour les | Extraction d’échantillons négatifs ou positifs pour
parameétres sensibles (par exemple | le gene JAK2 dans la méme série, puis

Ag HBS, BHCG,...) : quantification du géne JAK2.
1 Positif fort Positif
2 négatif Négatif
3 Positif fort Positif
4 négatif négatif

Inter réactif si nécessaire (par
exemple : LDH et ALAT, cholestérol
et phosphate, lipase et triglycérides,
ved) -

Argumentaire de la conclusion : La possibilité théorique de contamination croisee est liée
a I’extraction des ADN simultanée de différents patients dans une méme série. Il est donc
théoriquement possible que lors de ’extraction I’ADN d’un patient contamine celui d’un
autre.

Les résultats montrent I'absence de contamination croisée dans les études expérimentales.
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ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Parametres sensibles testés (t°, pH, position | Respect des préconisations du fournisseur
sur un support, ...)

Stabilité des réactifs aprés ouverture, | Respect des préconisations du fournisseur
embarqués, ...

Argumentaire de la conclusion: Les réactifs sont conservés et utilisés selon les
recommandations du fournisseur (voir analyse de risques).

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [0 ; non applicable X

Valeurs de référence | Absence

Argumentaire de la conclusion : Absence d’intervalle de référence pour I’extraction
d’ADN. En effet, la quantifié d’ADN obtenu va dépendre du nombre de globules blancs
contenus dans I’échantillon.

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : La méthode d’extraction a partir de culots secs est conforme aux besoins du
laboratoire , permet d’obtenir un ADN de bonne qualité, en quantité suffisante et
amplifiable, qui donne satisfaction depuis de nombreuses années (2005)

Autorisée par :P Flandrin-Gresta
Signature
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SOUS-PROCESSUS 3 : Extraction d’ADN a partir de culots cytogénétiques

Portée A [ ; Portée B X (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Extraction d’ADN

Principe de la Méthode :

Extraction d’ADN a partir de culot
cytogénétique : Le principe d’extraction est
basé sur I'utilisation d’une colonne de silice,
qui va retenir I’ADN. Cette extraction est
manuelle, sur un kit commercialisé.

Type d'échantillon primaire :

Sang Total
Moelle osseuse

Type de récipient, additifs :

Culot cytogénétique

Prétraitement de I'échantillon :

Préparation et congélation d’un culot
cytogénétique (moelle osseuse, sang), obtenu
apres réalisation d’un buffy-coat. Il s’agit donc
d’un enrichissement en globules blancs, avec
élimination des globules rouges. Le culot
cytogénétique est issu de la mise en culture
des globules blancs par des techniques de
culture cellulaire.

Unités :

ng/pl ou pg/mi

Critéres d’interprétation’® :

Pas de valeur de référence

Marguage CE (Oui/Non) :

Non

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

Non concerné

Equipement (instrument,
etc.) :

analyseur,

Non concerné (extraction manuelle)

Référence du réactif :

Extraction d’ADN a partir de culot
cytogénétique

QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen 51304 (notice
08/2016)

Matériau d'étalonnage (références) :

Absence d’étalonnage

Type d'étalonnage, nombre de niveaux
et valeurs :

Absence d’étalonnage

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant réalisé la
verification/validation de méthode :

P Flandrin-Gresta, C Mandon

15 |ndiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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Procédure de validation/mode
opératoire :

LABO.QUAL.PG.009 « Elaboration des
dossiers de vérification / validation des
méthodes SH FORM 43 »
HEMAT.AH.MO.029 « Extraction d'ADN a
partir de culot cytogénétique »

Procédure de gestion de la portée
flexible :

LABO.QUAL.PG.005 « Gestion de la
portée flexible Gestion de la portée flexible
et des demandes d'extension selon la norme

NF EN I1SO 15189 et 22870 »

Période d’étude :

Février 2020

Date de 1°' utilisation :

Février 2020

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) : Culots
cytogénétiques conservés a -20°C.

Les culots cytogénétiques étant des prélevements précieux, nous nous SOMmes assurés sur
5 échantillons différents, de taille variable et pour lesquels une conservation a long terme
n’était pas nécessaire, que I’ADN ¢était de bonne qualité et amplifiable.

Echantillon Concentration en Ratio 260/280 PCR MYDS88
ADN (ng/pl)

2001C152015 158 1,99 ADN Amplifiable
2001C131690 132 1,96 ADN Amplifiable
2001C201709 (petit 90 2,03 ADN Amplifiable
culot)

2001C222317 113 1,98 ADN Amplifiable
2001C222407 (petit 68 1,97 ADN Amplifiable
culot)

Argumentaire de la conclusion : le kit d’extraction d’ADN Minikit de Qiagen est donc
utilisable pour D’extraction d’ADN a partir de culots cytogénétiques, puisqu’il permet
d’obtenir des ADN en quantité suffisante et amplifiables par PCR.
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REPETABILITE
Applicable [J ; non applicable (a justifier) [X

Echantillons

Nombre
de
valeurs

(N)

Moyenne

Ecart-
type

Fold
Change
(%)

CV (%)
fournisseur

Fold
change (%)
retenu par

le
laboratoire
(cf.
source!®)

Conclusion?’

Argumentaire de la conclusion : Prélévements précieux, le colt d’obtention d’un culot

cytogénétique étant élevé, pas d’étude de répétabilité envisageable.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Echantillons

Nombre
de
valeurs

(N)

Moyenne

Ecart-
type

Fold
Change
(%)

CV (%)
fournisseur

Fold
Change
(%) retenu
par le
laboratoire
(cf.
source?)

Conclusion®

Argumentaire de la conclusion : Prélévements précieux, le cout d’obtention d’un culot
cytogénétique étant élevé, pas d’étude de reproductibilité envisageable.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS

Applicable K ; non applicable O

F Bellut

E Mazet

E Girard

Réalisation de plusieurs extractions (2003C041027,
2002C181961, 2003C201524, 2003C201524,
2003C032230) par trois opérateurs différents.

Argumentaire de la conclusion : Tous les opérateurs ont permis d’obtenir un ADN en
quantité suffisante et amplifiable par différentes techniques (NGS, MYD88).

16 sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
17 Conforme/non conforme
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JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

. . Moyenne
Nombr Cible Biais e .. .

Echantillo ede | Valeur | (group (%) JEEELR /B'a's &) B(';'s Conclusion

ns valeurs | sLabo | ede | /groupe (trc])u_tes n)oyenlne L'( 0) A 5

(N) pairs) | de pairs technique | générale imite
S)

Echantillon
CIQ niveau

1
Echantillon
CIQ niveau

2

Argumentaire de la conclusion : Il n’existe pas de CIQ externalisé pour cette technique.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable [J ; non applicable (a justifier) X

Limite de Etude
détection : bibliographique
(sources et
valeurs)
Limite de Etude

quantification : | bibliographique

(sources et

valeurs)
Limite Etude
supérieure  de | bibliographique
linéarité : (sources et

valeurs)

Argumentaire_de la_conclusion : Les culots cytogénétiques étant des prélevements
précieux, une étude de 1’étendue de mesure n’est pas envisageable. En pratique, nous
avons toujours obtenu de I’ADN en quantité suffisante pour nos analyses, quelle que soit
la taille du culot utilisé.

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité,
bilirubine, médicaments, ... - & prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a
évaluer si nécessaire)

Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Hémolyse Préciser les donnees fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)

Turbidité Préciser les donnees fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)

Bilirubine, ictere Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)

Médicaments Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge

Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge
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Argumentaire de la conclusion : Les culots cytogénétiques étant des prélevements
précieux, une étude des interférences n’est pas envisageable. Le culot cellulaire étant lavé
plusieurs fois avant extraction, les risques d’interférence sont minimes. Nous n’avons
jamais observé d’échec d’amplification apres utilisation de cette technique.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [J ; non applicable (a justifier) X

Vrais positifs Spécificité, sensibilité, VPN, VPP

Faux positifs

Vrais negatifs

Faux négatifs

Argumentaire de la conclusion : Prélévements précieux, le cout d’obtention d’un culot
cytogénétique étant élevé, pas d’étude de sensibilité ou spécificité envisageable.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) X ;

calcul J
Incertitudes calculées SIS €
performances
Mode de calcul (cf. SH GTA | Formule utilisée Référence
14) :
Quantification de | Niveau 1 en valeur absolue £ U ou | Exigences en
I'incertitude Niveau 1 en valeur absolue + U% | fidélité, justesse et
(niveau 1) : incertitude
Quantification de | Niveau 2 en valeur absolue + U ou | Exigences en
I'incertitude Niveau 2 en valeur absolue + U% | fidélité, justesse et
(niveau 2) : incertitude
S Niveau xxx en valeur absolue + U | Exigences en

Quantification de fidélite. 1
Fincertitude ou fidélité, justesse et

. ] Niveau xxx en valeur absolue + | incertitude
(niveau xxx) : U%

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : L’extraction
d’ADN ne donnant pas lieu a un résultat clinique, il ne parait pas pertinent de déterminer
I’incertitude de mesure.
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CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Inter échantillon pour les paramétres
sensibles (par exemple Ag HBS, BHCG,

):

Inter réactif si nécessaire (par exemple :
LDH et ALAT, cholestérol et phosphate,
lipase et triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : Les culots cytogénétiques sont extraits rarement et
unitairement, pas de risque de contamination inter-échantillons.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable O ; non applicable (a justifier) X

Parametres sensibles testés (t°, pH, position
sur un support, ...)

Stabilité des réactifs apres ouverture,
embarqués, ...

Argumentaire de la conclusion : Les réactifs sont utilisés selon les recommandations du
fournisseur.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [J ; non applicable X

Valeurs de référence Préciser les données fournisseur ou essai sur
site

Argumentaire de la conclusion : Il n’existe pas d’intervalle de référence

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : La validation de cette extraction est une validation a minima, qui permet de
s’assurer que la méthode peut étre utilisée pour I’extraction d’ADN a partir de culot
cytogénétique. Ces prélévements sont des prélevements précieux, souvent obtenus a partir
de moelle osseuse, et I’utilisation de cette source de cellules est réservée aux prélévements
pour lesquels un nouveau prélevement de moelle est difficile ou impossible, ce qui limite
beaucoup leur utilisation.

Méthode conforme utilisée a partir du 20/02/2020

Autorisée par :P Flandrin-Gresta
Signature
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SOUS-PROCESSUS 4 : recherche et quantification de la mutation JAK2 V617F

Portée A [ ; Portée B X (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Recherche et quantification de la mutation
JAK2 V617F

Principe de la Méthode :

PCR digitale quantitative : répartition de
I’ADN dans plusieurs milliers de gouttelettes
en réalisant autant de PCR indépendantes.
Détection en point final par fluorescence. Les
sondes ciblant la séquence WT sont couplées
avec le fluorochrome HEX alors que les
sondes ciblant la séguence mutée sont
couplées avec le fluorochrome FAM. Chaque
gouttelette va contenir une séquence d’ADN
mutée ou non. A la lecture de la fluorescence,
on pourra savoir quelle est la séquence d’ADN
dans chaque gouttelette et faire un ratio entre
les gouttelettes « mutées » et les grouttelettes
<« WT ».

Type d'échantillon primaire : Sang Total

Moelle

Culot cytogénétique
Type de recipient, additifs : Tube EDTA

Prétraitement de I'échantillon :

Extraction d’ADN (voir sous processus 1 a 3)

Unités :

% de copies mutées par rapport au nombre de
copies totales (sauvages + mutées) = ratio
allélique

Criteres d’interprétation :

Le seuil de positivité retenu est de 1%.

La mutation JAK2 V617F doit étre absente
d’un individu sain (< 1%).

Entre 0,1 et 1%, peut é&tre considéré comme un

marqueur d’hématopoiése clonale : rendu
faible positif et nécessité de rechercher les
mutations CALR et MPL.

Inférieur a 0.1% : rendu négatif

Les ratios alléliques sont différents en fonction
des pathologies : 96% dans la PV, 58% dans la
TE et 53% dans la MFP.

Marqguage CE (Oui/Non) :

Non

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

Non concerné

Equipement (instrument,
etc.) :

analyseur,

AUTO DG: Générateur
gouttelettes (Biorad)
Thermocycleur : VERITI (Life Technologies)

automatique de
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PX1 PCR Plate Sealer (Biorad)
Lecture des gouttelettes: QX200 Droplet
Digital PCR System (Biorad)

Référence du réactif :

Amorces : ddPCR Mut Assay, VAL JAK2
V617F, Hsa (Biorad®)

Mix : ddPCR Supermix for Probes (no dUTP)
500 Rxns (Biorad®)

Matériau d'étalonnage (références) :

Pas d’étalonnage

Type d'étalonnage, nombre de niveaux
et valeurs :

Pas d’étalonnage, maintenances annuelles

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant réalisé la
veérification/validation de méthode :

Francoise BELLUT, Pascale FLANDRIN-
GRESTA, Manon DUPRAT

Procédure de validation/mode
opératoire :

LABO.QUAL.PG.009 « Elaboration des
dossiers de vérification / validation des
méthodes SH FORM 43 »
HEMATO.AH.MO0.093 : « Recherche de la

mutation JAK2 V617F par PCR digitale »

Procédure de gestion de la portee
flexible :

LABO.QUAL.PG.005 « Gestion de la
portée flexible Gestion de la portée flexible
et des demandes d'extension selon la norme

NF EN I1SO 15189 et 22870 »

Période d’étude :

Mai 2020-Février 2021

Date de 1°" utilisation :

2021
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MAITRISE DES RISQUES

(Voir maitrise des risques commune avec le sous processus 1 : extraction d’ADN)

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...) :
Echantillons de patients, lignées cellulaires.

Applicable X ; non applicable (a justifier) O

REPETABILITE

Fold
Change (%)
No:jnebre Ecart- cV Fold retenu par
Echantillons Moyenne | type Change le Conclusion?®
valeurs (%) .
(log) (%) laboratoire
) (cf.
source’®)
Lignée
cellulaire 5 38.38 0,005 1.3 1.03 < 2 fois Conforme
SET 50%
Lignée
cellulaire 8 0,08 0,19 40 2.36 < 3 fois Conforme
SET 0.1%

Argumentaire de la conclusion : Répétabilité conforme aux attentes du laboratoire et
selon les recommandations du GBMHM (Flandrin et al, ABC, 2015).

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Fold
No:‘jnbre Ecart- Fold Change (%)
Echantillons € Moyenne | type oV Change retenu par Conclusion®
valeurs (Iog) (%) %) le
(N) laboratoire
(cf. source?)
Lignée
cellulaire 9 39.58 0.04 8.6 1.18 <5 fois Conforme
SET 50%
Lignée
cellulaire 9 0.07 0.26 50.2 3.28 <5 fois Conforme
SET 0.1%

18 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...).
19 Conforme/non conforme
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Argumentaire de la conclusion: Fidélité intermédiaire conforme aux attentes du
laboratoire et selon les recommandations du GBMHM (Flandrin et al, ABC, 2015).

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable [J ; non applicable X

Opérateur évalué 1

Opérateur évalué 2

Essai sur site — résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion :

La variabilité inter-opérateur sera évaluée en

incrémentant les données de fidélité intermédiaire car 1’ensemble des techniciens du
laboratoire vont participer a cette activité.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [J ; non applicable (a justifier) [X

- . Moyenne
Nombr Cible Biais 2 . -

Echantillo ede | Valeur | (group (%) YOI /B'als ) B(';US Conclusion

ns valeurs | sLabo | ede | /groupe (e S s 5

(N) pairs) | de pairs technique | générale | Limite
s)

Echantillon
CIQ niveau

1
Echantillon
CIQ niveau

2

Argumentaire de la conclusion : L’approche de la justesse n’est pas possible car il
n’existe pas de CIQ externalisé pour cette technique.

EXACTITUDE (a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Controles quantitatifs X ; Controles qualitatifs O
Echantillo Valeur Cible (toutes Bornes Conclusion
) . Z score 5
ns Labo techniques) 2sigma
Echantillon
CQ22.2 IA 5.2 5.83 3.85-8.82 A Conforme
Echantillon
CQ22.2JB 14.7 17.76 12.29-25.67 B Conforme
Echantillon
CQ22.21C 0 0 A Conforme
Echantillon
CQ22.2 JD 1.6 1.93 1.22-3.06 A Conforme
Echantillon
CQ23.1JA 8,4 8,73 6,93-10,99 A Conforme
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Eg‘;;tf!o; 47,1 48,32 42,08-55,48 A Conforme
(E:g]:gt il !](Z? 0 0 A Conforme
Eg]sgti”fg 1,7 2,29 1,77-2,95 B Conforme
(E:glsgt; !]('): 24 27.83 16-77-46.19 A Conforme
(EZCQh:gt; !]OE? 0 0 A Conforme
(EZCQh:gt; !](Z? 13.5 15.63 8.99-27.16 A Conforme
Eg‘;;t; IJOS 4 4.08 2.35-7.09 A Conforme

Argumentaire de la conclusion : Les résultats sont tous conformes, la méthode est donc

conforme aux exigences du laboratoire.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

VPP : 0.984

VPN : 0.975 SET U937

Sensibilité : 0.984 Positif 64 1 (FP)
Négatif 1 (FN) 39

Spécificité : 0.975

Argumentaire de la conclusion :

Sur toutes les techniques, nous avons passé 65 fois la lignée SET a différents % (lignée
JAK2 mutée) et 40 fois la lignée U937 (ligné négative). 1 fois la lignée SET est sortie
négative (elle était diluée a 0.1 %) et une fois la lignée U397 est sortie positive (0.025 %).

Etude bibliographique :
Perricone et al, Oncotarget, 2017
Bench, Br J Haematol, 2013
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INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interpreétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) 7 ;

calcul X
Incertitudes calculées EXIEEE EE
performances

Mode de calcul (cf. SH GTA _ SH GTA 04
14) : U(C) = ,/UEIQ + Ufgq
Quantification de
I'incertitude Fold Change : 1.34 < 5 fold change
(niveau 1) : SET 50%
Quantification de
I"incertitude Fold Change : 3.36 < 5 fold change
(niveau 2) : SET 0,1%

Argumentaire de la conclusion:Le calcul de D’incertitude globale est conforme aux
données de la littérature (Branford S, Leukemia, 2006)

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable K ; non applicable (O

Limite de détection : | 0.01 %

Argumentaire de la conclusion : 40 passages de Lignée U937 : nombre de copies JAK2
*3 Sb =0.01 %.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable K ; non applicable (a justifier) O

Données bibliographiques

. o ) Références méthodes
(fournisseurs, publications,...) :

Méthodes comparées : méthode
précédente, autre méthode utilisée
dans le laboratoire, appareils en

Comparaison avec la méthode de PCR
quantitative utilisée au laboratoire sur I’automate

miroir ou back-up, EBMD, ... ABI'7900
Nombre de mesures : 30
Intervalle de comparaison adaptée a 0% - 91%
I’étendue des mesures du

laboratoire :

I\/,Iethode. d'exploitation des Etude des différences
résultats :

Equation de la droite de régression : y = 0.94x-1.05
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Exploitation des résultats de | [**°
comparaison (diagramme de || ®=° s
différences, concordance
catégorielle) :

-
»

5§ MpthogeTESTRE 3 o

Dot

) r/z |
-10

o 20 40 50 80 100

Méthode de référence

Méthode Méthode Testée -
référence testée Référence
21 15,3 -5,7
41 314 -9,6
91 87,6 -3,4
14 10,4 -3,6
49 45,1 -3,9
74 70,3 -3,7
41 421 11
10,5 8,2 -2,3
46 45,6 -0,4
37 29,6 -7,4
45 37,1 -7,9
26 20,5 -5,5
3,37 1,93 -1,44
0,42 0,1 -0,32
0,43 0,34 -0,09
1,63 0,97 -0,66
0,25 0,16 -0,09

0,35 0,45 0,1
0,43 0,28 -0,15
0,47 0,25 -0,22
0,07 0 -0,07
0,01 0 -0,01
0,05 0,03 -0,02

0 0 0

0 0 0
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0 0 0
0 0 0
3,1 1,6 -1,5
19,1 14,7 -4,4
8,6 5,2 -3,4

Argumentaire de la conclusion : Les résultats sont concordants entre les deux techniques.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Limite de détection : Etude bibliographique 0,01% (déterminée par le
(sources et valeurs) passage systématique
d’une lignée cellulaire
négative)
Limite de quantification : Etude bibliographique 0,1% (déterminée par le
(sources et valeurs) passage systématique

d’une lignée cellulaire a
0.1%, qui donne toujours
un signal positif et
reproductible (voir fidélité
intermédiaire)

Limite supérieure de Etude bibliographique 91% Etude expérimentale
linéarité : (données fournisseurs, (valeurs)
100%)

Argumentaire de la conclusion : Nous avons dilué 2 par 2 un patient connu pour avoir
une VAF a 90% en gPCR. Nous avons passé chaque dilution en quintuplicate.

Les données de la littérature nous apportent :

Une certitude clinique au-dela de 1% d’alléle JAK2 muté.

Des résultats devant étre considérés comme positifs faibles entre 0,1 et 1%, et
témoins soit d’une hématopoicse clonale, soit de la présence d’une autre mutation
affectant les genes JAK2 (exon 12), CALR ou MPL. Afin d’¢éliminer de faux
positifs, nous demandons toujours un contréle des échantillons faiblement positifs
sur un second prélévement.

Nous considérons comme négatif tout résultat de JAK2 < 0,1%. Nous réalisons
dans toutes nos PCR un témoin positif aux alentours de 0,1% afin de s’assurer de la
capacité de la technique a détecter un faible signal. Depuis que nous utilisons ce
CQI faible niveau, un signal JAK2 a toujours été détecté.

Des polymorphismes génétiques au niveau des zones d’hybridation des amorces
peuvent donner de faux négatifs. Dans notre expeérience (n=1), et apres
comparaison avec les données de NGS, la PCR quantitative et la PCR digitale sous
estimaient le signal (0,3% et 0.1% versus 8%), mais n’a pas donné un signal
totalement négatif. Quoi qu’il en soit, nous recommandons dans les SMP triple
négatifs de réaliser un NGS diagnostic a la recherche de mutations rares ou de faux
négatifs.
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INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité,
bilirubine, médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a
évaluer si nécessaire)

Applicable [0 ; non applicable (a justifier) X

Hémolyse Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Turbidité Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Bilirubine, ictere Préciser les donnees fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Médicaments Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge

Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge

Argumentaire de la conclusion : les interférences sont celles décrites dans le sous
processus 1 correspondant a I’extraction d’ADN.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable K ; non applicable (a justifier) O

Inter échantillon pour les
paramétres sensibles (par exemple
Ag HBS, BHCG, ...) :

Nous avons extrait et quantifié des échantillons
fortement positifs et négatifs pour la mutation
JAK2 V617F et n’avons pas observé de
contamination alors que les échantillons étaient
évalués sur des positions contigués lors de
I’extraction et de I’amplification.

Etude de la contamination sur 1’automate
d’extraction  Maxwell en alternant des
échantillons positifs et négatifs pour la mutation
JAK2 V617F, puis quantification de la mutation.

1 Positif fort 94,87
2 négatif 0
3 Positif fort 95,19
4 négatif 0
5 Positif fort 93,69
6 négatif 0
7 Positif fort 94,58
8 négatif 0

Inter reactif si nécessaire (par
exemple : LDH et ALAT, cholestérol
et phosphate, lipase et triglycérides,
eel)

Les mix étant préparés de fagon unique, pas de
risque de contamination inter réactifs.

Argumentaire de la conclusion : le risque de contamination est maitrisé au laboratoire.
De plus, le risque de contamination est testé a chaque technique car nous alternons sur
chaque plaque de PCR les contrdles positifs et les contrdles négatifs.
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ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) O

Parametres sensibles testés (t°, pH, position | Quantité d’ADN et d’amorces
sur un support, ...)

Stabilité des réactifs apres ouverture, | Données fournisseurs : respect des regles
embarqués, ... d’utilisation des réactifs (conservation,
délai de péremption)

Argumentaire de la conclusion :

Les réactifs (amorces et MIX) sont conserves selon les recommandations du fournisseur
(Amorces a 4°C et MIX a -20°C), de plus nous respectons les dates de péremption pour
permettre la stabilité des réactifs.

La robustesse de la technique a été évaluée en testant plusieurs quantités d’ADN et
d’amorces différentes, les résultats de ratio allélique étaient stables.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable K ; non applicable O

Valeurs de référence La mutation JAK2 V617F (c.1849G>T)
(exon 14 du gene JAK?2) est retrouvée dans
96 % des Polyglobulies de Vaquez, 58 %
des thrombocytémies essentielles et 53 %
des myélofibroses Primitives. Elle est
également retrouvée au cours de bilans de
thrombophilie dans le cadre de syndromes
de Budd Chiari, de thromboses portes ou
cerébrales.

Le seuil de signification clinique dans les
syndromes myéloprolifératifs est de 1%.

Entre 0,1 et 1%, la présence d’une mutation
JAK2 V617F peut étre le témoin d’une
hématopoiese clonale. Elle doit entrainer la
recherche des autres mutations fréquentes
des SMP (JAK2 exonl2, CALR et MPL) ou
en cas de négativité des trois marqueurs un
NGS pour éliminer de faux négatifs.

Entre 0.01% et 0.1%, le résultat sera rendu
douteux avec demande d’un nouveau
prélevement de contréle.

En dessous de 0,01%, le résultat est
considéré comme négatif.
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Argumentaire de la conclusion : La méthode utilisée permet d’identifier la mutation du
géne JAK2 conformément a I’intervalle de référence défini dans la littérature (Bench, Br J

Haematol, 2013).

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion :

Les performances obtenues sur site

Les fold change de fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) sont conformes aux
attentes fixées par le laboratoire en accord avec les données de la littérature et du
fournisseur.

Enfin, les résultats des EEQ sont conformes aux attentes du Groupe Francais des
Biologistes Moléculaires des Hémopathies Malignes (GBMHM).

Au vue de I’ensemble du dossier de vérification de méthode, la recherche de mutation
JAK2 V617F en PCR Digitale est validée pour étre utilisée en routine au laboratoire
d’Hématologie du CHU de Saint-Etienne.

Méthode conforme utilisée a partir de 2021.

Autorisée par : P Flandrin-Gresta

Signature
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Annexe 5 : Mode opératoire — Recherche de la mutation JAK2 V617F par
PCR digitale

RECHERCHE DE LA MUTATION JAK2 V617F PAR PCR
DIGITALE

1 OBJET

Ce mode opératoire décrit le déroulement de la recherche et la quantification de la mutation JAK2
V617F par la technique de PCR digitale.

La technologie de digitale PCR est basée sur le principe du partitionnement de I'échantillon en 20 000
microgoutelettes (par une émulsion eau dans huile), puis @ Fampiification de chaque ADN ainsi
individualisé. La détection de la fluorescence est réalisée en point final.

2 RESPONSABILITES - DOMAINE D'APPLICATION

Ce document doit &tre connu et appliqué par les techniciennes, internes et biclogistes du laboratoire
d’hématologie (secteur de biologie moléculaire).

3 REFERENCES
QXDx™ BCR-ABL %IS Kit Guide (ref 12006672FRrevB)

4 DEFINITIONS - ABREVIATIONS
PCR : Polymerase Chain Reaction
5 CONTENU

5.1 Etapes opératoires
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Extraction d’ADN

Préparation plaque de PCR

Génération des gouttelettes
AUTO DG (Blorad)

v

PCR
Thermocycleur Veriti (Life technologies)

Lecture de fluorescence
QX200 (Biorad)

Interprétation des résultats

5.2 Préparation des réactifs
Les réactifs sont préts a I'emploi.

Le mix se trouve dans le congélateur -20°C et les amorces sont au réfrigérateur 4°C dans la salle de
mix.

5.3 Préparation de la plaque de PCR

- Décongeler les ADN dans la glace

- Préparer les dilutions des ADN pour obtenir des échantillons a 10 ng/pL (cf Tableau de
dilution ADN pour quantification JAK2 V617F) dans tubes Eppendorf XXX uL

- Sortir le ddPCR supermix du congélateur et le laisser décongeler dans la glace
- Sortir les amorces du réfrigérateur

- Vortexer les réactifs pour bien homogénéiser (minimum 5 secondes), puis centrifuger
briévement.

- Préparer le mix réactionnel comme indiqué dans le tableau ci-dessous (quantitiés données
a titre indicatif, la feuille de travail permet de calculer les volumes a prélever quelque soit le
nombre d'échantillons :
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Reéactif Nombre d'échantillons (patients + controles)

1 8 16 24 32

Volumes a prajever (pl)

Amorces 11 88 17.6 264 35.2
ddPCR supermix 1 83 176 264 352
Eau 4.9 39.2 8.4 117.6 156.8
Volume final 17 136 272 408 544

- Répartir 17 pL de mix dans chaque puit
- Ajouter 5 uyL dADN a 10 ng/pL dans chaque puit

- Si une colonne n'est pas pleine, déposer 22ul de tampon de contréle ddPCR pour
s’assurer que les gouttelettes se formeront. Ne jamais laisser de puits vides dans

une colonne.

- Sceller la plaque avec film plastique
- Vortexer puis centrifuger la plaque

- Enlever le film plastique

5.4 Scellage de la plaque

La plague est scellée par un film en aluminium gréce au Plate Sealer (PX-1).

- Allumer l'appareil (bouton On/Off situé & l'arriére)

- Sortir le portoir s'il est encore dans I'appareil

- Allumer le Plate Sealer : il va monter en température jusqu'a 180 degrés (il met environ 5
secondes a monter en température)

- Mettre en place le portoir dans le Plate Sealer
- Déposer la plaque de PCR sur le portoir
- La recouvrir avec le film, trait rouge visible vers le haut

- Appuyer sur la touche « Seal » pour commencer le scellage : la porte se ferme et le
scellage commence.
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- Récupérer la plaque et sortir le portoir que I'on dépose & cété du Plate Sealer.

5.5 Production des gouttelettes

- Brancher I'AutoDG.

= Ouvrir la porte

- Récupérer dans le congélateur le portoir réfrigéré et le déposer en position « Droplet
Plate ». Déposer une plaque Biorad 96 puits vide dessus.

LT alalal

[Cartouches 7 J

| Pointes J

Piaque vide de
récupération des
gouttelettes + portoir
réfrigérant (Droplet
Plate)

Fos?tlon Sample plate

- Déposer la plaque scellée contenant les échantillons et les réactifs de PCR en position
« Sample Plate ».

- Appuyer sur le bouton vert « Configure Sample Plate », et sélectionner le nombre de
colonnes nécessaires.

—— e Ty g - -
.
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- En fonction du nombre de colonnes sélectionnées, des voyants lumineux jaunes s'allument
indiquant le nombre de consommables & charger sur l'instrument.

- Déposer une ou deux boites de pointes complétes aprés avoir retiré le couvercle.
~ Déposer autant de cartouches DG32 que nécessaire.

- Veérifier que I'nuile AutoDG est bien chargée dans I'instrument, c6té gauche. Sélectionner le
type d’huile AutoDG dans I'onglet Droplets for probes : le type d'huile sélectionné est
coloré en bleu.

- Lorsque tous les indicateurs de I'autoDG sont verts, appuyer sur le bouton Bleu « Start
Droplet Generation ». La porte va se refermer automatiquement et linstrument va
s'initialiser.

- Cliquer sur « Sfart Run » pour lancer la génération des gouttelettes.
- L'écran indique alors le temps restant en fonction du nombre de colonnes chargées.

- Lorsque la production de gouttelettes est terminée, sortir la plaque contenant les
gouttelettes et la sceller comme précédemment dans les 30 minutes suivant la fin du
cycle de préparation des gouttelettes.

- Procéder au nettoyage de I'AutoDG :

Vider la poubelle et |a rincer a I'eau puis a l'alcool & 70%.
Vider les boites de pointes, retirer les cartouches AutoDG. Retirer la plague

echantillons et la jeter.
o Nettoyer & l'aide d'un chiffon imbibé d’alcool les différentes positions du plateau.

5.6 Amplification par PCR

Déposer la plaque scellée dans le thermocycleur Veriti et lancer le programme « JAK2 Digitale »

Nombre Tempeérature Temps Vitesse de montée en

de cycles (°C) température
Activation enzymatique 1 a5 10 min 2°C s
Dénaturation 40 g5 30s

Hybridation 54

Désactivation
enzymatique

Stabilisation des 1 4 30 min

gouttelettes

Cette étape dure environ 2h15.
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5.7 Lecture des gouttelettes

5.71 Paraméirage de la Pladue

1. Allumer le QX 200 I'automate (bouton a l'arriére)
2. Allumer l'ordinateur : I'ordre d'allumage est important pour avoir accés @ RUN

Le mot de passe de I'ordinateur (session User) est « QuantaLife »
Ouvrir le logiciel Quantasoft : la fenétre suivante s’ouvre

rRgEEE

- e

- Sélectionner les colonnes 4 lire
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- Remplir le paramétrage comme ci-dessus :
o Experiment: RED
o Supermix : ddPCR Supermix for probes (no UTP)
o Target1: JAK2 V617F, Ch1 Unknown
o Target 2 : JAK2 WT, Ch2 Unknown

- Appuyer sur entrée
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- Noter le nom des patients dans les cases correspondantes. Pour cela, double cliquer sur la
ou les cases correspondantes (si plusieurs cases, cliquer sur CTRL en méme temps.

- Renseigner l'identité du patient dans 'onglet « name » puis appuyer sur Enter ou Apply.

- Désélectionner les cases non utilisées (les mettre en Unused dans l'onglet Type)

- Une fois tous les patients rentrés, sélectionner RUN (le logiciel va vous demander si vous
voulez créer un template, cliquez sur OUI)
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Sauvegarder la plaque dans « HEMATOLOGIE » avec comme intitulé « JAK2 et date »

5.7.2 Lecture de la fluorescence

Récupérer la plague contenant les gouttelettes amplifiées & +4°C. La déposer dans
I'automate. Pour cela, ouvrir la porte du QX200

Ounvrir les clamps noirs et retirer la plaque métallique. Déposer sur le portoir noir la plaque
échantillons et reposer la plaque métallique dessus.

:2288
i
tid

Fermer la porte du QX200 en appuyant sur le bouton vert.

Cliquez sur le bouton RUN (le logiciel va vous demander si vous voulez créer un template,
cliquez sur OUI)

Sauvegarder la plaque dans « HEMATOLOGIE » avec comme intitulé « JAKZ et date »

Un message apparait : vérifier que « colonnes » et « Fam/Hex » sont bien sélectionnés. La
lecture des gouttelettes commence
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_ Durant le run, ne pas utiliser 'ordinateur pour effectuer d’autres

taches et éviter les vibrations autour du systéme

5.8 Analyse

Une fenétre s'est ouverte pour vous avertir de la fin du run, cliquer sur OK
Il faut vérifier que les puits correspondent aux critéres d'acceptation (>10000 gouttes).
o Dans le volet gauche sélectionner I'onglet Analyze
o Sélectionner tous les puits
o Cliquer sur le bouton Events et décocher la case Pos puis cocher la case Total
o Tous les puits ayant moins de 10000 événements doivent étre exclus de Fanalyse
finale

o Enregistrer tous les puits a excy

Mise en place du seuillage
o Cliquer sur le bouton « 2D Amplitude »
o Sélectionner tous les puits
o Définir le seuil d’environ 1/3 entre les populations négatives et positives. Le
graphique doit ressembler & la figure ci-dessous :

R et

/ Réglage des sedils a 'aide de la

! = =1 souris : sélectionner les droites roses
‘ B - / et les faire glisser selon les
- ] indications

-~ - e

o Cliquer sur « Options » et cocher la case « Fixed » pour Pl&er les axes

10 Amplitude
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- Noter les valeurs de seuil : elles sont dans les cases Ch1 et Ch2 en bas & gauche de
I'écran. Les noter sur la feuille de travail.

- Veérifier sur les échantillons Eau et U937 que tous les points soient en dessous de la ligne
horizontale

- Vérifier sur les autres puits que les seuils appliqués ne coupent pas les populations de
gouttelettes.
5.9 Exportation des données

. Sélectionner tous les puits puis désélectionner les puits exclus (cliquer dessus toul en
appuyant sur la touche Ctrl)

- Sélectionner « Single » dans la liste déroulante puis cliquer sur « Export CSV » pour
enregistrer les puits fusionnés et de chaque puits dans un fichier .csv

Expon £2 hiCd v Secuentd A

1D Ampitude ][ 20 Amplitude ]Fummdm |[Couy MNoamter

- Récupérer ce fichier sur une clé USB.
Tous les échantillons incluant plus d'un puits et ayant le méme identifiant seront fusionnés
numériquement au niveau du nombre de gouttelettes.

5.10 Analyse des résultats

- Sur les ordinateurs en salle d’analyse reliés a une imprimante, ouvrir le fichier csv
préalablement sauvegardé sur la clé USB.

- La fenétre suivante s’ouvre :

- Lancer la Macro « PCR Digitale JAK2 » en cliquant sur le bandeau en haut a gauche :
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Les patients et les contrdles internes sont alors rangés par ordre alphabétique avec le nombre de

copies par puits, le ratio allélique et le résultat,
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Imprimer ce document et rentrer les résultats et les ratios alléliques dans GLIMS.
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Annexe 6 : Fiche technique PCR Digitale Biorad®

BIORAD

ddPCR Mutation Detection Assays, Single-Tube Format

Catalog ¥ Cuscrignon

0048047 ddPCR Mutstion Detection Assay (FAM+HEX). 200 x 20 | reactons

WOIG043 ddPCR Mutation Detection Assay (FAM+HEX). 7000 x 20 | reactions

045049 ddPCR Mutation Dotection Assay (FAMeHEX) 2,500 x 20 |4 reacsons

12006579 GdPCR Mutation Detection Assay (CyS«Cy5.5), 200 x 20 yi reactiors

12005560 AdPCR Mutation Detaction Assay (CyS+Cy5.5), 1,000 x 20 4 reactons

12005681 GdPCR Mutation Detaction Assay (CyS+Cy5.5), 2,500 x 20 44 reactiors

For research purpases only,

Description For assays using the OX ONE ddPCA System (#12006536)

cdPCH Mutation Detection Assays are expertly desgned
specifically for Droplet Digtal PCR {ddPCR) using proprietary
computaticnal akyorithms. These assays have not been wet-lab
validated by Bio-Rad, Performance of these assays shoud be
validated prior 10 use, Mutant target and wiki-type assays are
mixed tocgether and provided in @ single tube, with either FAM
targeting the mutant allele and HEX targetng the wiki-type
aligie or CyS targeting the mutant alisle and Cy5.5 targating the
wild-type alele, The QX200 ddPCR System can be ussd with
FAM and HEX assays; the QX ONE ddPCR System works with
FAM, HEX, Cy5, and Cy5,5 fluorophores,

Ordering Information
The ddPCR sssays can be ordered online at
bio-rad.com/digital-assays

Storage and Stability

The cdPCR assays are stable for 12 months when stored
at 4°C protected from koht. The assay mix can be kept
at -20°C for long-term storage.

Kit Contents

The ddPCR Mutation Detection Assay is a 20x concentrated,
ready-to-use prmer-probe mix optimized for use with ddPCR
Supermix for Probes (No dUTP) (FANHHEX and Cy5+Cy5.5
Assays) or ddPCR Multiplex Suparmix (Cy5+Cy5.5 Assays).
Each kit comes with 200, 1,000, or 2,500 pl of the 20x assay
mix {18 M primers and S UM each probe), sufficient for 200,
1,000, or 2,500 x 20 pl reactions, respectively,

Reagents and Equipment
For assays using the QX200 dOPCR System (#1864002) or Automated Droplet
Generator (#1864141)

* gdPCR Supermix for Probes (No dUTP) (catalog #1863023,
#1863024, #1863025)

* Single and multiplex d¢2CH Mutation Detaction Assays
using FAM and HEX fluorophores

* C1000 Touch Thermal Cycler with 96-Deep Well Rsaction
Module (¥1851187)

* PX1 PCR Piate Sealer {#1814000)

= GdPCR Muitiplex Supsemix (#12005909, #12005910,
#12005911)

* Single and multilex ddPCR Mutation Detection Assays
using FAM, HEX, Cy5, and Cy5.5 fluarophores

» PX1 PCR Plate Sealer (1814000}

Please refer to the QX200 Dropiet Generator, QX ONE ddPCR
Systemn, or Automated Droplet Generator instruction manuals
(#10031907, #12007493, or #10043138, reapectively) for
ordeding information on consumables such as ols, carrigges,
gaskets, plates, and seals,

Determination of Optimal Annealing Temperalure

Newdy designed ddPCR Mutation Detaction Assays should
be run across a thermal gradient {50-80'C), to determine the
annealng/extension temperature that optimizes separation
between positive and negative croplets while minimizing rain
(droplets that fall between the major positve and negative
populations). If possible, an annealing/extensicn lemperature
that optimzes pearformance of both target and wild-type
assays should be selected.

= Using & sample containing both mutant and wild-type alleles
as template, prepare reaction mix for at least eight wells
{one S6-wet plate column) according to the gudelnes in
Table 2 or Table 3
* For cptimal performance, foliow recommendations an pages
2-3 for restriction digestion and ddPCR reaction setup
After croplet generation, proceed to thermal cycling on a
1000 Touch Thermal Cycler with 96-Deep Wel Reaction
Module (#1861187) or QX ONE ddPCR System (#12006535).
Use an annealing temperature gradient as described n
Table 1
* Optimum annsaling temperature range is determined based
on the separation between the four clusters
~ Figure 1, QX200 ddPCR System or Automated
Droplet Generator
— Figure 2, QX ONE ddPCR System

* For more information, see the Rare Mutation Detection
Best Practices Guide {bulletin 8628)

* Fun several no template control (NTC) wells
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Table 1. Thermal gradient cycling conditions for determination

of optimal snaesing/extension tamperature.” o
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Fig. 1. Two-dimensional scatterpiot of QX200 dPCR System data
demonsirating the four clusters obtained with a mutant (FAM) and
wid-type (HEX) aliee.
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Fig. 2, Two-dimensional scatterplot of QX ONE adPCR System data
domonstraling the esght clusters obtained from samplos with mutant
and wild 4ype alieles at two locl. Togr mutart [FAM], wid type [HEX.
Botsom: musant (il wikd-typo ICy6.8

6519 Bio-Rad Laborstiorie, inc, 2

Restriction Enzyme Digestion of Sample DNA

DNA fragmentation by restriction digestion prior to droplet
generation improves accuracy by separating tandam gane
coples, recucing sample viscesty, and improving tempiate
accessibiity. Two strategies may be used to perform
restriction digestion of DNA samples: digestion directly in the
ddPCR reaction during setup (recommended) or cormentional
digesticn prior to ddPCR.

Digestion Directly in ddPCR Reaction

« Efficient digestion of sample DNA can be achieved by drect
addition of restriction enzyme to the ddPCR reaction

= 2-5 unis of restriction enzyme per ddPCR reaction

are recommenced

Diute the restriction enzyme using the recommeanded

diluent buffer accerding 10 the manufacturer’s instructions,

then add 1 i to the ddPCR reaction accordng to the

guidstines n Table 2 or Table 3

* Reactions can be set up at room temperature; no additional
incubation tame is required

* The addition of restriction enzyme bulfers with high salt
contant can inhiit daPCR and shoukd be avoided

Digestion Prior to ddPCR

* Restaction enzyme digestion can be carried out
as a separate reaction befere cdPCR reaction setup

* Use 10-20 units of restniction enzyme per mcrogran
of genomic DNA

= Incubate the reaction for 1 hr at the temperature
recommended for the restriction enzyme

* Heat inactivation s not required but can be considerad
# long-term sterage |s requirect o not heat nactwate
above 65°C

= DNA purification & not necessary after restriction digestion

* Usze a minimum tenfold dilution of the digest 1o reduce the
salt contert of the sample n ddPCR

* Store digested DNA at -20°C or below

10000050422
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adPCR Mutation Detaction Assays

Data Acquisition and Analysis
Note: See QX ONE Software instructions for droplet
reading and data analysis with the QX ONE dgPCR System.

1, After thermal cycling, place the sealed 96-well piate
in the QX200 Droplet Reader.

2. Launch the appropnate software to set up a new plate *
layout accorging to the experimental design,

3. Under Setup, doubie click on a well in the piate layout
10 open the Well Editor (ialog box.

4, Designate the sample name, expenment typs, Supermix
type, target name(s), target typels), and reference.

5. Select Apply to lcad the wells and, when finshed,
selsct OK,

6. Once the piate layout is complete, select Run to begin the
droplet reading process. Select the appropriste dye st
and run options when prompted,

7. After data acquisition, select samples in the wel salector
uncier Analyze. Set appropriate thresheld for the ddPCR
Mutation Detection Assay. For more detaled mformation
about setting thresholds, please refer to the Rare
Mutation Detection Best Practices Guide (bulletin 6628).

8. The concentration reported is copies/l in the final
1x ddPCR reaction,

Bio-Rad Laberalodes, ing,
2000 Altreg Nobad Drive, Hercules, CA 94527
1-900-424-6723

Visit bio-rad.com/DropletDigitalPCRAssays
for more information.
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B10-RAD, DDPCR, DROPLET DIGITAL PCR. and QX ONE ar@ vademarks
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FMitad, non-mnsiorabie gt under our imeloctual praperty Yor you 1o use

106 QrOChACTS 10 yOur IMBmal msaarch puUrPases ooly. Lnkiss wa expressly
state otherwse in BIJBCNal Terms and Congisons, N rights are granted for
YOU 10 distribute or resal 18 roducts of 10 LS8 the Drod.Cts e Commercal
ppIcEIons, such &5 contrac! sarvices O 4 for Sanions, NO rights 56
grantad for clagnastio Lses. Imormation concerning & hcense Sor s.Ch ubes Gan
06 autared from Eio-Rad Laboratories. it is the respors bl By of the purchasao’
@) user 1 ACQUIre any aocitional intallectual property rights that may be
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Labomtcres, Inc. See Dio-rad comen-usraderara for detils,
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Serment de Galien

Faculte de Pharmacie,
Universite Grenoble Alpes

« En presence des Maitres de Ia Faculté, des Conseillers de
I'Ordre des Pharmaciens et de mes condiscples, je jure :

D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur téemoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur

enseignement.

D'exercer, dans I'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la legislation en vigueur,
mais aussi les regles de I'honmeur, de la probité et du
desintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes deveirs envers le
malade et sa dignité humaine.

Que les hommes m'accordent leur estime s je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couvert(e) d'opprobre et méprisé(e) de mes confréres
s1)'y manque ».
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DUPRAT Manon
Mise en place de la détection de la mutation JAK2 V617F en PCR Digitale
Filiere : Biologie médicale

Résumé

La polyglobulie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose primitive
constituent le groupe des néoplasies myéloprolifératives Philadelphie négatives. Ce sont des
hémopathies malignes chroniques associées a des anomalies génétiques acquises qui
conférent aux cellules souches hématopoiétiques un avantage de prolifération et de survie
Selon la nouvelle classification OMS 2016, leur diagnostic repose sur plusieurs criteres dont
la présence de la mutation V617F du géne JAK2. Actuellement au CHU de Saint Etienne, la
recherche et la quantification de la mutation JAK2 V617F est effectuée en PCR quantitative.
L’objectif principal de cette étude a été de mettre en place une nouvelle technique de PCR
digitale pour la détection de la mutation JAK2 V617F pour ensuite faire la demande de son
accréditation. En effet, depuis 2008, I’accréditation selon la norme NF EN ISO 15189 est
obligatoire. Pour cela, les laboratoires doivent préparer des dossiers de vérification/validation
de méthode en s’appuyant sur différents documents proposés par le COFRAC comme le SH
GTA 04 qui a été utilisé comme trame pour ce travail. La PCR digitale consiste a répartir
I’échantillon dans un grand nombre de compartiments soit sous forme de microchambes sur
puce soit sous forme de micro-gouttelettes aqueuses en suspension dans un fluide non
aqueux. C’est cette dernicre technologie que nous avons mise en place grace au genérateur
de gouttelettes QXDx 200 de Biorad®. Nous avons dans un premier temps réalisé une
optimisation du protocole opératoire qui nous a permis de travailler dans les conditions
optimales avec : 1.1pL d’amorce et 50 ng d’ADN par puits de réaction ainsi qu’a une
température d’hybridation de 54°C. Les résultats de répétabilité, de fidélité¢ intermédiaire,
d’exactitude et d’incertitude de mesure sont revenus conformes aux exigences du laboratoire
et aux données de la littérature. La dPCR a montré de trés bonnes valeurs de sensibilité et
specificité avec respectivement 0.985 et 0.976. Les tests pour évaluer la limite de détection
nous ont permis d’obtenir une valeur de 0.01% ce qui est 10 fois plus faible que la technique
de gPCR. En parallele de ces travaux pour la réalisation du dossier de validation de méthode,
nous avons passeé 30 patients avec antécédent de thrombose qui étaient sortis négatifs en
qPCR. Aucun de ces patients n’a présenté de signal positif en dPCR. Pour finir, nous avons
passé 26 patients pour lesquels la gPCR avait donné un ratio allélique trés faible (0.02% en
moyenne) en dessous du seuil de détection. Parmi ces derniers, 17% ont présentés un signal
positif en dPCR. Nous avons également réalisé une étude médico-économique qui a montré
que la dPCR est 4 fois moins onéreuse que la gPCR. Pour la détection de la mutation JAK2
V617F, nous avons donc remplacé la gPCR par la dPCR qui possede de meilleures
performances analytiques en plus d’étre une technique moins longue et moins COUteuse.

Mots clés
JAK?2 PCR Digitale
V617F Validation de méthode
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