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Liste des abréviations

A : Autre pathologie

AITL : Lymphome T Angio-Immunoblastique

ATRA : Acide Tout Trans-Rétinoique

CD : Cluster de Différenciation

CHIP : Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIVD : Coagulation Intra-Vasculaire Disséminée

CMF : Cytométrie en Flux

CPSS : CMML-specific Prognostic Scoring System
CPSS-Mol : new CMML-specific Prognostic Scoring System
ddPCR : droplet digital Polymerase Chain Reaction
DLBCL : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules

DTA : DNMT3A, TET2 et ASXL1

ELN : European Leukemia Net

FAB : French-American-British

FISH : Fluorescent In Situ Hybridization

GHT : Groupement Hospitalier de Territoire

GIPSS : Genetically Inspired Prognostic Scoring System
HC : Hématopoiese Clonale

HIF : Hypoxia Inductible Factor

IPPS-R : International Prognostic Scoring System Revised
IPSS : International Prognostic Scoring System

ITK : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

LA : Leucémie Aigué

LAM : Leucémie Aigué Myéloide

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LMC : Leucémie Myéloide Chronique

LMCa : Leucémie Myéloide Chronique atypique

LMMC : Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique

LZM : Lymphome de la Zone Marginale







MFI : MyéloFibrose Idiopathique

MIPSS : Mutation and Karyotype enhanced International Prognostic Scoring System
MRD : Maladie Résiduelle

NFS : Numération Formule Sanguine

NGS : Next-Generations Sequencing

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PCR : Polymerase Chain Reaction

PCTL NOS : Lymphome T Périphérique sans signification

PNB : Polynucléaire Basophile

PNE : Polynucléaire Eosinophile

PNN : Polynucléaire Neutrophile

PTI : Purpura Thrombopénique Idiopathique

RuBIH-2 : Réseau de Biologie Innovatrice en onco-Hématologie

SF : Syndrome Frontiére

SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique

SMD EB : Syndrome Myélo-Dysplasique avec Exces de Blastes

SMD MLD : Syndrome Myeélo-Dysplasique avec dysplasie multilignée

SMD RS SLD : Syndrome Myélo-Dysplasique avec dysplasie unilignée et exces de
sidéroblastes de couronne

SMD RS MLD : Syndrome Myélo-Dysplasique avec dysplasie multilignée avec exces
de sidéroblastes de couronne

SMD SLD : Syndrome Myélo-Dysplasique avec dysplasie unilignée

SMD/SMP RS T : Syndrome Myélo-Dysplasique/ Myélo-Prolifératif avec Sidéroblates
en couronne et Thrombocytose

SMP : Syndrome Myélo-Prolifératif

TE : Thrombocytémie Essentielle

VAF : Variant Allele Frequency

WES : Whole-Exome Sequencing
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I. Hémopathies malignes : généralités

Le cancer est une cause majeure de décés qui représente 13% de la mortalité mondiale ().
Dans la derniére Enquéte Nationale d’Incidence des Cancers de 2019, toutes localisations
confondues, le nombre de nouveaux cas de cancers est estimé a 382 000 par an (204 600 chez
I’homme et 177 400 chez la femme) (2). Parmi eux, les hémopathies malignes représentent 12%
des diagnostics de cancers, soit 45 000 nouveaux cas/an (25 000 chez I’homme et 20 000 chez
la femme) (2). Une tendance a 1’augmentation de 1’incidence des hémopathies malignes a été
observée ces dernieres années, tous ages et sexes confondus.

Une hémopathie maligne est caractérisée par une prolifération clonale de cellules
hématopoiétiques transformées par un processus d’oncogénese. On distingue des pathologies
aiglies, caractérisées par un blocage de la différenciation cellulaire, et chroniques, avec un
maintien de cette différenciation. Environ deux tiers des hémopathies touchent la lignée
lymphoide, parmi lesquelles le myélome multiple (5442 nouveaux cas/an), le Lymphome B
Diffus a Grandes Cellules (DLBCL) (5071 nouveaux cas/an) et la Leucémie Lymphoide
Chronique (LLC) (4674 nouveaux cas/an) sont les plus représentés (2). Les pathologies
lymphoides ne seront pas abordées dans ce travail de thése. Concernant les hémopathies
affectant la lignée myéloide, les pathologies chroniques les plus fréquentes sont les Syndromes
Myélo-Dysplasiques (SMD), la Thrombocytémie Essentielle (TE) et les Syndromes Frontiéres
(SF) avec, respectivement, 4735, 2057 et 1439 nouveaux cas/an. Les Leucémies Aigles
Myéloides (LAM), hors leucémie aigiie promyélocytaire, représentent 3428 nouveaux cas/an
et une évolution moyenne constante de plus d’1%/an de I’incidence des LAM est observée sur
la période 1990/2018.

Les progres réalisés dans le diagnostic, le traitement, et le suivi des patients, ont permis
d’observer une tendance a I’amélioration de la survie a 5 ans pour toutes les hémopathies
malignes et tous sexes confondus (3). Cette amélioration globale reste néanmoins variable en
fonction des pathologies considérées. En effet, les patients atteints de Syndromes Frontiéres
(SF) et les LAM présentent encore aujourd’hui une survie a 5 ans inférieure a 33%. De fagon
générale, et comme observé pour les cancers solides, la survie en cas de survenue d’une
hémopathie maligne chez une personne agée est diminuée. Au niveau national, la survie globale
des hémopathies malignes est bien meilleure qu’au niveau européen, ce qui peut s’expliquer
par une meilleure prise en charge diagnostique et/ou thérapeutique (thérapies innovantes) de

ces pathologies par rapport aux autres pays (4).






II. Meéthodes diagnostiques des hémopathies myéloides

Historiquement, le diagnostic des hémopathies myéloides reposait sur 1’aspect des cellules,
ce qui a permis la création de classifications basees sur la morphologie cellulaire. Les
classifications French-American-British (FAB) ont été les premiéres classifications mises en
place pour les SMD (5) et pour les LAM (6). En complément de ces examens cytologiques, des
analyses cytochimiques (coloration de Perls) et biologiques (dosage vitaminique (7), bilan
immunologique, bilan infectieux, EPO (8)) ont eégalement été utilisees.

Les techniques cytogénétiques (caryotype et Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)) ont
ensuite permis une amélioration des connaissances concernant la physiopathologie des
hémopathies myéloides. Par exemple, la translocation t(9 ;22), accompagnée du transcrit de
fusion BCR-ABL1, a permis de simplifier le diagnostic de la leucémie myéloide chronique
(9,10). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a alors intégré les découvertes faites au
niveau cytogenetique pour la création de 1’entité « LAM avec translocations cytogenétiques
récurrentes » comprenant les LAM avec translocations t(8 ;21), les LAM t(15 ;17), les LAM
avec inversion du 16 et les LAM avec anomalies du 11923 (11). Puis I’évolution des techniques,
et notamment, la détection de marqueurs moléculaires ciblés, a permis d’affiner la classification
des hémopathies myéloides. Ainsi, en 2017, une actualisation de la classification OMS 2008
est effectuée avec I’ajout d’autres anomalies cytogénétiques récurrentes ainsi que la création
d’entité provisoire liée a la présence de mutations sur les génes NPM1 et CEBPA (11).

Outre ses conséquences au niveau diagnostic, 1’identification de marqueurs moléculaires a
également permis la mise en place de scores pronostiques. Ainsi, la recherche de mutations sur
certains génes comme NPM1, FLT3 et CEBPA s’ajoute a des anomalies détectables au
caryotype pour les LAM dans le score European Leukemia Net (ELN) de 2010 (12). Concernant
les SMD de novo, |'International Prognostic Scoring System (IPSS) est publié en 1997 et a
permis de prédire le risque d’acutisation en leucémie aigué en prenant en compte la présence
de cytopénies, le taux de blastes au niveau médullaire et la présence, au niveau du caryotype,
d’anomalies pouvant toucher les chromosomes 5, 7, 8, 20 ou le chromosome sexuel Y (13). Ce
score a été révisé en 2012 afin d’ajouter des catégories tant au niveau cytologique que
cytogénétique (14). Ces deux scores font référence de nos jours au niveau clinique. Les
Syndromes Frontieres (SF) ont également bénéficié de ’apport de la cytogénétique et plus
particulierement la Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique (LMMC) avec la création d’un

score pronostique comportant la présence d’anomalies cytogénétiques touchant notamment les






chromosomes 7 ou 8, en plus des taux de blastes sanguins et médullaires, de la concentration
en leucocytes et de la dépendance transfusionnelle (15).

Par ailleurs, la mise en évidence de ces anomalies moléculaires a donné la possibilité de
développer des traitements ciblés. Les Inhibiteurs des Tyrosines Kinases (ITK), I’Acide Tout
Trans-Rétinoique (ATRA) et la midostaurine (Rydapt®) en sont les exemples les plus connus
pour la Leucémie Myéloide Chronique (16), la LAM promyeélocytaire (17) et les LAM ayant
une mutation sur le géne FLT3 (18), respectivement.

Une amélioration du suivi des patients a egalement été possible grace a ces avancées
techniques en quantifiant par exemple les transcrits de fusion BCR-ABL (19) ou les transcrits
NPM1 (20), permettant une évaluation précise de la Maladie Résiduelle (MRD).

Cependant, toutes les hémopathies ne sont pas concernées par ces anomalies. Par exemple,
aucune anomalie chromosomique récurrente n’est identifiée chez 50% des patients atteints de
SMD (21,22), ce qui limite I’utilité de la cytogénétique pour ce type de pathologie. L’apparition
de la Cytométrie en Flux (CMF) multiparamétrique a permis 1’étude des marqueurs protéiques
exprimés a la surface des cellules. De nombreuses anomalies immunophénotypiques ont ainsi
été décrites dans les SMD (23-25), offrant de nouvelles perspectives dans la compréhension de
la physiopathologie. De nouvelles recommandations diagnostiques ont ainsi pu étre émises (26)
et le score pronostique International Prognostic Scoring System-Revised (IPSS-R) a pu étre
affiné avec la création de nouveaux sous-groupes (27).

Malgreé toutes ces évolutions, des impasses diagnostiques persistent. L’amélioration des
connaissances a permis le développement de nouveaux outils moléculaires basés sur
I’amplification génique in vitro (28). De plus en plus de mutations récurrentes au sein de génes
cibles ont alors pu étre identifiées et reliées a des pathologies. Ainsi, le diagnostic des
Syndromes Myélo-Prolifératifs (SMP) a pu étre associé a la présence de la mutation JAK2
V617F (29-31) mais également & des mutations sur I’exon 12 du gene JAK2 (32), I’exon 10 du
géne MPL (33) ou I’exon 9 du géne CALR (34-36). En plus d’un role diagnostique, ces
nouvelles cibles sont utilisées dans le suivi de patients. Le transit WT1 est, par exemple,
quantifié dans le suivi des LAM afin d’évaluer la réponse aux traitements. L’évaluation précise
de la MRD (37) permet de détecter précocement les rechutes (parfois, avant la détection de
cellules malignes en cytologie) (38,39) et d’adapter, si besoin, la thérapeutique (40). Ces

techniques ont marqué le début de la médecine personnalisée.
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Figure 1 : Représentation simplifiée de la technique Next Generation Sequencing (NGS)
Apres extraction, I’ADN des patients est fragmenté puis amplifi¢é de fagon a obtenir une banque

d’ADN a séquencer.
Le séquencage est réalisé sur un support solide, flow cell, selon la technique lllumina® basée sur la

détection de signaux lumineux convertis en ségquences.



I11.  Apport du séquencage haut débit dans la prise en charge des
hémopathies myéloides

A I’¢re de la médecine personnalisée, 1’adaptation de la prise en charge nécessite de plus en
plus d’évaluer les caractéristiques moléculaires précises des cellules malignes. Suite au
séquencage par méthode Sanger (41), I’évolution des techniques a permis d’élaborer des
méthodes plus rapides, plus sensibles, moins codteuses et autorisant 1’analyse d’un nombre
élevé de séquences, regroupées sous le terme de séquencage a haut débit (ou Next-Generation
Sequencing NGS) de deuxiéme génération (42). Une seule analyse est alors suffisante pour
évaluer plusieurs cibles définies en panel, voire le génome entier. Le pyroséquencage (43), le
séquencage par ligation (44) et le séquencage a I’aide de terminateurs réversibles (45) sont les
techniques NGS de deuxiéme génération utilisables en routine dans les laboratoires. A ce jour,
un quasi-monopole de séquencage par terminateurs réversibles est observé (46). Cette
technique débute par la fragmentation des ADN de chaque patient, suivi de la création d’une
librairie d’ADN (Figure 1). L’ADN de chaque patient est lié a des séquences uniques propres
a chaque patient, permettant d’analyser les ADN de plusieurs patients dans une méme série.
Les fragments d’intérét sont ensuite hybridés avec des sondes spécifiques des génes d’intérét
puis le ségquencage est réalisé sur un support solide, appelé flow cell. Chaque brin d’ADN
hybridé sur la flow cell est séquencé, base aprés base, par synthése d’un brin complémentaire.
Chaque base étant associée a un fluorophore différent, elles sont détectées au fur et @ mesure
de leur incorporation et la lecture est effectuée cycle aprés cycle. Cette méthode permet
’acquisition en paralléle (brin sens et anti-sens) de plus de trois milliards de séquences de 150
paires de bases (42). Une analyse bio-informatique permet enfin de convertir tous les signaux
émis en séquence et de conclure sur de possibles mutations. Une troisieme génération de NGS
est disponible (47,48) mais reste peu utilisée dans la pratique courante.

Gréace au NGS, pres de 50 mutations somatiques ont été identifiées comme potentiellement
récurrentes dans les hémopathies myéloides (35,49-51). Ces mutations sont détectées dans plus
de 90% des cas de SMD (49,52,53), dont deux tiers des cas avec un caryotype normal (54), et
chez plus de 95% des patients atteints de LAM (55), dont la moitié des cas étaient catégorisés
avec un risque cytogénétique intermédiaire (56). Ces mutations récurrentes ont permis de
comprendre la physiopathologie des hémopathies myéloides, en particulier 1’architecture
clonale (57), et jouent désormais un réle de biomarqueurs utiles dans la prise la charge globale
du patient.
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Figure 2 : Courbes de survie en fonction du score pronostic GIPSS, d’apres Tefferi et al. (63)
Le score GIPSS, utilisé dans les SMP de type Myélofibrose primitive, permet de classer les patients

en quatre groupes de risque selon la présence de différentes mutations.



Dans les SMP, la présence d’une des mutations drivers, JAK2, CALR ou MPL est considérée
comme un critere diagnostique majeur. Les mutations JAK2 sont majoritairement retrouvées
dans les Polyglobulies de Vaquez ou 99% des patients présentent ces mutations (35).
Concernant les autres SMP, les mutations du géne JAK2 sont identifiees dans 50 a 60% des cas
de Thrombocytémie Essentielle (TE) et de MyéloFibrose Idiopathique (MFI), quand les
mutations CALR et MPL sont retrouvées dans 20 a 30% et 5 a 10% des cas, respectivement.
Outre ces trois mutations drivers, la présence des mutations ASXL1, EZH2, TET2, IDH1, IDH2,
SRSF2 et/ou SF3BL1 est considérée comme un critére diagnostique lorsque JAK2, CALR ou MPL
ne sont pas mutés (11). Dans les Syndromes Frontiéres (SF), d’autres mutations ont été
catégorisées comme ayant un role diagnostique, notamment CSF3R, SETBP1, SF3B1 et JAK2
(12).

Cependant, la présence isolée de certaines de ces mutations n’est pas forcément le témoin
d’une pathologie. En effet, il existe des mutations, retrouvées a des taux relativement bas, et
caractéristiques d’une hématopoicse clonale liée a I’age, affectant par exemple les génes JAK?2
ou DNMT3A, et pouvant également étre retrouvées dans la population exempte de pathologie
(35). Cette Hematopoiése Clonale de Signification Indéterminée (CHIP) a particuliérement été
étudiée dans les LAM, mais également dans les SMD (58). Ainsi, Steensma et al. ont défini un
risque de progression en hémopathie a 1%/an des lors que les mutations DNMT3A, TET2 ou
ASXL1 ont été identifiées a une fréquence supérieure a 2% et qu’aucune cytopénie et/ou
dysplasie n’a été mise en évidence. Ces CHIP peuvent donc définir un état pré-pathologique et

leur suivi pourrait permettre une prise en charge précoce.

D’autre part, les mutations identifiees en NGS ont permis d’améliorer plusieurs scores
pronostiques. Par exemple, dans les SMD, la mutation SF3B1 est associée a un pronostic
favorable avec une amélioration de la mediane de survie de 40 mois ainsi qu’une diminution
du risque d’évolution en leucémie a 10 ans de 80% (59). A I’inverse, une diminution de la
survie globale et un risque accru d’acutisation en LAM a été mis en évidence pour les mutations
ASXL1, SRSF2, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, TP53, CBL et NRAS (11,60) et ce,
indépendamment des résultats de I’IPPS-R (14). Concernant les LAM, I’analyse des données
NGS ont permis de catégoriser les patients en risque péjoratif grace a I’identification de
mutations sur les génes RUNX1 et ASXL1, en I’absence de facteur concomitant de bon
pronostic, et sur le géne TP53, dans tous les cas de LAM (61). La présence de mutations sur les
génes NPM1, CEBPA et FLT3 peut également étre mise en évidence par cette analyse. D’autres

études ont permis d’intégrer les résultats de NGS dans des scores pronostiques pré-existants.
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Figure 3 : Cibles thérapeutiques potentielles, d’aprés Coombs et al. (65)
Une des applications du NGS est I’identification de mutations pouvant étre utilisée comme cibles
thérapeutiques. Ce schéma répertorie les principales cibles identifiées a ce jour en Hématologie.



Par exemple, dans les LMMC, la création du CPSS-Mol a intégré les mutations des genes
RUNX1, NRAS, SETBP1 et ASXL1 comme marqueurs de mauvais pronostic (62). Dans les
MyeéloFibroses Idiopathiques (MFI), en plus du résultat du caryotype, le score GIPSS
(Genetically Insipred Prognostic Scoring System) associe la présence des mutations CALR,
ASXL1, SRSF2 et/ou U2AF1 a une diminution de la survie (63) (Figure 2). La médiane de
survie est évaluée a deux ans en cas de trois mutations associées a un caryotype normal alors
qu’elle est de 26 ans sans aucun facteur de risque. D’autres génes comme EZH2, IDH1 et IDH2
ont également été identifiés comme diminuant la survie globale dans cette pathologie et intégrés
a un autre score pronostique, le Mutation and karyotype enhanced International Prognosis
Scoring System for primary myelofibrosis (MIPSS70+ version 2.0) (64). Pour certaines de ces

mutations, en plus de leur r6le pronostique, un impact thérapeutique est maintenant décrit.

L’adaptation thérapeutique est un enjeu majeur de la médecine personnalisée. L’avénement
des techniques de séquencage a haut débit a permis le développement de thérapies dites ciblées,
spécifiques d’anomalies observées dans les cellules malignes (Figure 3) (65). En France, une
autorisation temporaire d’utilisation est disponible pour 1’énasidenib (lIdhifa®), 1’ivosenib
(Tibsovo®) et la midostaurine (Rydapt®) en traitement ciblé des LAM avec mutations IDH2
(66), IDH1 (67) et FLT3 (68), respectivement. D’autres molécules ciblant les mémes genes
dans d’autres hémopathies (69) ou d’autres génes tels que SF3B1 (70,71), EZH2 (72) et RAS
(73) sont en cours d’investigation dans les différentes hémopathies myéloides. D’autre part,
méme si elles ne constituent pas de vraie cible thérapeutique, la présence de certaines mutations
prédit un taux de réponse supérieur comparé aux patients non porteurs. C’est notamment le cas
des mutations touchant le gene TET2 dans les SMD, qui sont associées a une meilleure réponse
aux agents hypométhylants comme I’azacitidine (Vidaza®) (54). De plus en plus d’essais
cliniques sont en cours afin d’améliorer la juste prescription dans des pathologies ou les

traitements n’avaient qu’une efficacité¢ modérée.

Toutes ces avancees procurées par 1’analyse NGS ont conduit & mettre en place cette
technique au sein du service d’Hématologie Biologique du Centre Hospitalier Universitaire
(CHU) de Clermont-Ferrand en juillet 2017. Ce travail est une étude rétrospective
observationnelle sur I’utilisation faite en pratique courante de cette technique par les cliniciens

du centre depuis son instauration.






Objectifs de I’étude

Méme si le NGS est utilisé depuis de nombreuses années en recherche, son usage dans les
laboratoires de Biologie Médicale est assez récent. Nous avons donc assez peu de recul sur les

bénéfices d’une telle technique en pratique quotidienne.

Ainsi, I’objectif principal de I’étude est d’évaluer I’impact des mutations somatiques
identifiées par NGS sur le diagnostic, le pronostic et le traitement des patients suspects ou

atteints d’hémopathies myéloides.

L’objectif secondaire consiste a évaluer la concordance entre les résultats de NGS et le

diagnostic final retenu.






Matériel et Méthodes






I. Population étudiée

Cette étude concerne I’ensemble des analyses « NGS myéloide » effectuees au CHU de
Clermont-Ferrand de juillet 2017 a décembre 2019. Les prélevements inclus ont été réalisés du
15 décembre 2011 au 31 décembre 2019 et concernaient des patients suivis au sein du
Groupement Hospitalier de Territoire (GHT) de Clermont-Ferrand ainsi que du Centre
Hospitalier de Nevers et de laboratoires prives (centre extérieur).

Toutes les données suivantes ont été extraites du systéme d’information CrossWay Hopital®
(McKesson, Saint-Ouen-Sur-Seine, France) : les données démographiques, les données
cliniques (signes cliniques au diagnostic, données transfusionnelles et diagnostic retenu), les
scores pronostiques, les résultats des analyses cytogenétiques effectuées dans les six mois
précédents le NGS (caryotype et transcrits de fusion), les données concernant les traitements
(traitements et ligne de traitement avant/aprés NGS) ainsi que les informations liées a la
prescription du NGS (diagnostic, pronostic ou cible thérapeutique).

Les données biologiques ont, quant a elles, été extraites a partir du systéme d’information
des laboratoires, Glims® (MIPS, Vincennes, France). Elles comprenaient la nature du
prélevement (sang, moelle osseuse, biopsie ganglionnaire ou cutanée, prélévement salivaire),
les résultats de I’analyse NGS (hombre, type de mutations et Fréquence Estimée du Variant
(VAF)) et les résultats de la Numération Formule Sanguine (NFS) (hémoglobine, plaquettes,
leucocytes, Polynucléaires Neutrophiles (PNN), myélémie, Polynucléaires Eosinophiles
(PNE), Polynucléaires Basophiles (PNB), monocytes, lymphocytes, blastes et dysplasie). Ont
également été recueillis les résultats du myélogramme (dysgranulopoiese, dysérythropoiese,
dysmégacaryopoiése, hyperplasie d’une lignée myéloide, mastocytes et blastes) et de
I’immunophénotypage (marqueurs exprimés et blastes) réalisés dans les 6 mois précédant le
NGS.

Les données ont été saisies de maniere anonyme. L’enregistrement des données a fait 1’objet
d’une demande d’autorisation aupres de la Commission Nationale de I'Informatique et des
Libertés ainsi que d’une déclaration par I’intermédiaire du correspondant informatique et

libertés du CHU de Clermont-Ferrand.
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1. Analyse Next Generation Sequencing (NGS)

1. Préparation des échantillons

Tous les échantillons ont été prélevés sur tube EDTA. Selon I’indication, différentes
fractions cellulaires ont été isolées : échantillon total, PNN ou cellules mononuclées (isolement
sur gradient de Ficoll®). Une extraction d’ADN a été effectuée via le kit Qiamp DNA Blood
Midi Kit® (Qiagen, Courtaboeuf, France), selon les recommandations du fabricant. Un témoin
de contamination (eau) est réalisé lors de chaque extraction. Une quantification d’ADN est
ensuite effectuée par fluométrie a I’aide du kit Qubit® dsDNA HS Assay (Thermo Fisher
Scientific, IlIkirch, France). Cette etape est encadrée par le passage de deux standards (S1 = 40
et S2 = 20 000 unité de fluorescence). Le NGS est ensuite réalisé a partir d’une quantité cible
d’ADN de 200 ng, en utilisant le kit « Myéloide Solution » (Sophia Genetics, Saint-Sulpice,

Suisse).

2. Préparation des librairies d’ADN

Dans un premier temps, une fragmentation enzymatique de I’ADN est réalisée, suivie de la
réparation des extrémités de chaque brin et d’une étape de « A-tailing », correspondant a I’ajout
de bases A aux extrémités 3°. A chaque extrémité des fragments d”’ADN obtenus, une étape de
ligation a des adaptateurs indexés est effectuée. Ces derniers contiennent des sequences uniques
de 8 nucléotides (index) permettant d’identifier les fragments d’ADN de chacun des patients
(chaque patient étant relié a un couple d’index). En plus des index, des séquences permettant
I’hybridation a la flow cell et d’autres permettant d’initier le séquencage sont également
présentes. Suite a cette étape, les adaptateurs non fixés sont éliminés par plusieurs lavages
effectués a 1’aide de billes magnétiques Agencourt AMPure XP® (Sophia Genetics, Saint-
Sulpice, Suisse). Les ADN sont ensuite amplifiés par Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Mastercycleur Nexus®, Eppendorf, Hambourg, Allemagne) pour obtenir des « librairies » et
les fragments d’intérét, d’environ 400 paires de base (pb), sont sélectionnés grace aux billes
Agencourt AMPure XP. Leur taille est contr6lée par électrophorese sur TapeStation 2000
System® (Agilent Technologies, Les Ulis, France), et un contrdle de la quantité d’ADN est
effectué par fluorimétrie. Les librairies ainsi préparées sont ensuite poolées (2x12 échantillons),
de fagon a obtenir une quantité finale de 1800ng d’ADN, correspondant a une quantité¢ de 150
ng par échantillon. Le pool ainsi créé est lyophilisé a 1’aide d’un systéme de type Speedvac, et

conservé a -20°C (ou 4°C si utilisé le lendemain).
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Les brins d’ADN sont hybridés sur la flow cell grace a leur index et une ADN polymérase permet
I’obtention d’un brin complémentaire. Ce néo-brin d’ADN se replie, permettant de s’hybrider a
nouveau a la flow cell. L’ADN polymérase induit alors la synthése d’un nouveau brin d’ADN
complémentaire pour former un ADN double brin en pont suivie d’une étape de linéarisation.



3. Etape de capture des fragments d’intérét

Les librairies d’ADN lyophilisées (2 x 12 patients) sont resolubilisées puis une dénaturation
de 10 minutes a 95°C est réalisée. Les fragments d’ADN obtenus sont ensuite hybridés avec
des sondes « MY'S Probes » (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Suisse) spécifiques des 30 génes
analysés sur le panel (Annexe 1). Suite & cette hybridation, une capture en solution des «
couples sonde/ADN » est réalisée en utilisant des billes de Streptavidine Dynabeads® M-270
Streptavidin (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Suisse). Plusieurs étapes de lavage sont ensuite
effectuées pour éliminer les fragments d’ADN non capturés avant une nouvelle étape
d’amplification par PCR a I’aide du kit KAPA Library Quantification Kits® (Clinisciences,
Nanterre, France). Les fragments ainsi obtenus sont de nouveau mis en contact avec des billes
magnétiques Agencourt AMPure XP® afin de sélectionner les fragments d’intérét. A la fin de
cette étape, la concentration et la taille des fragments obtenus sont contr6lées par fluorimétrie
et ¢lectrophorése avec des valeurs cibles comprises entre 10 ng/puL et 25 ng/pL ainsi qu’une

taille de 400 pb environ, respectivement.

4. Amplification par pont

A partir du logiciel Illumina Experiment Manager® (IEM) (lllumina Inc., San Diego,
Californie, Etats-Unis), une feuille de travail associant les paramétres de 1’analyse ainsi que les
échantillons analysés (association index/patient) est créée et va permettre de tracer I’analyse.
Le séquencage s’effectue sur un automate de type MiSeq® (Illumina Inc., Paris, France). Il est
possible d’analyser 24 patients par série et nous réalisons actuellement une série par mois.
Apres dénaturation, les fragments d’ADN sont déposés sur une « cassette » contenant tous les
réactifs nécessaires au séquengage. Le séquengage est réalisé a partir de 10 pM d’ADN total.

Une fois déposés dans la cassette, les ADN sont acheminés vers la flow cell (support solide
en verre dépoli) grace a un systeme fluidique (Figure 1). Des séquences complémentaires de
celles présentes aux extréemités des brins d'/ADN a séquencer (séquences P5 et P7) permettent
d’hybrider les fragments d’ADN sur la flow cell. Une fois les ADN fixés, des clusters sont
générés grace a l’action d’une ADN polymérase qui permet la synthése du brin d’ADN
complémentaire au brin hybridé (Figure 4, point 1). L’ADN double brin ainsi obtenu est
dénaturé et le brin de départ est éliminé par lavage (Figure 4, point 2). Le néo brin d’ADN se
replie, lui permettant de s hybrider sur la flow cell en formant un pont (Figure 4, point 3).
L’ADN polymérase induit alors la synthese du nouveau brin complémentaire pour former un

ADN double brin en pont (Figure 4, point 4), qui sera dénaturé a son tour afin d’obtenir deux
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Figure 5 : Séquencage par synthese nucléotidique et émission spécifique de fluorescence
Chague base nucléotidique est associée a un fluorophore différent. Au fur et a mesure du séquencage,
les bases sont incorporées de facon complémentaire au brin d’ADN et une émission de fluorescence
est captée puis convertie en séquence.

Read 1 Index Read 1 {i7 Index Read 2 (I5 Read 2

i5 Index

v Paired-End l,
Tumaround

DNA
Insert

I7 Index

Figure 6 : Séquencage « paired-end »

Une fois le séquencgage terminé, le brin néoformé est éliminé puis le séquencgage de I’index i7 permet
d’identifier le patient. Le read de I’index est éliminé et le brin d’ADN de départ se replie pour se fixer
sur une autre amorce de la flow cell. Une ADN polymérase permet d’obtenir un ADN double brin
pour lequel on ne gardera que le brin anti-sens afin de réaliser de nouveau un séquencage par synthése
nucléotidique.



brins d’ADN simple brin toujours maintenus au niveau de la flow cell (Figure 4, point 5). Ce
processus est alors reproduit a partir de ces nouveaux brins d’ADN des millions de fois et
simultanément a différents endroits de la flow cell avec les différents fragments d’ADN a
séquencer afin de former des clusters (Figure 4, points 6 et 7). Par la suite, tous les brins
d’ADN non-sens sont éliminés par lavage et les séquences reconnaissant les oligonucléotides

de la flow cell sont bloqués pour éviter d’autres amplifications (Figure 4, points 8 et 9).

5. Séquencage par synthése nucléotidique

L’étape de séquencage est initiée grace a une amorce « spécifique » qui s’hybride au niveau
des adaptateurs (séquence Rd SP) des brins d’ADN simple brin constituant les clusters. A
chaque cycle de séquencage, une seule base nucléotidique est additionnée de maniere
complémentaire a la séquence de départ. Chaque base nucléotidique étant identifiée par un
marqueur fluorescent de couleur différente, elle sera identifiée par émission d’un signal
fluorescent « lu » a I’aide d’une caméra (Figure 5). Une fois le signal fluorescent émis, la
conformation de la base lue change, permettant 1’incorporation de la base suivante : c’est le
séquencage par synthése. Apres le séquencage complet de ce premier brin d’ADN (read), le
brin néoformé est éliminé par lavage et une amorce spécifique de I’index (i7Index Seq Primer)
permet d’identifier a quel patient appartient ce read ainsi que de libérer le blocage de toutes les
séquences de I’adaptateur (Figure 6). Le read de 1’index est éliminé et le brin d’ADN de départ
se replie et se fixe sur la deuxiéme séquence d’oligonucléotide présente sur la flow cell. Un
autre index spécifique (i5 Index) est alors séquencé et un ADN double brin est formé par
amplification en pont grace a une ADN polymérase. L’ ADN est ensuite linéarisé pour ne garder
que le brin anti-sens. Le « deuxieme » séquencage peut alors débuter de la méme maniere que
le premier (séquencage « paired-end »). Tous les clusters sont lus simultanément et génerent

des millions de reads représentant tous les fragments présents.

6. Analyse des données et validation technico-biologique

A la fin du séquencage, une analyse bio-informatique est réalisée. Elle comprend plusieurs
étapes : le démultiplexage, 1’alignement de séquences, 1’appel de variants et I’annotation des
variants.

Les reads lus par séquencage « paired-end » sont séparés et « rangés » en fonction des
couples d’index identifiés afin de regrouper tous les reads d’'un méme patient, c’est le

démultiplexage. Apres cette étape, des fichiers « Fastq » sont générés, chacun contenant les
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lectures d’un seul échantillon. Ces fichiers sont chargés sur la plateforme SOPHiA DDM®
(Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Suisse) pour réaliser la suite de 1’analyse.

Pour chaque patient, les reads présentant des analogies de sequences sont regroupes en
séquence contigués afin de les aligner par rapport a un génome de référence (GRCh37/hg19).

Les variations identifiées par rapport au génome de référence sont caractérisées grace a des
scores de probabilité de pathogénicité et leur score qualité. L’appel des variants identifie ainsi
les mutations avec leur position génomique, la modification engendrée au niveau protéique, le
niveau de couverture (i.e le pourcentage de bases lues une fois) et la fréquence estimée des
mutations (VAF).

Une étape d’annotation des variants est enfin réalisée. Les mutations retenues lors de I’appel
des variants sont gradées de D a A, D correspondant a une mutation probablement bégnine et

A a une mutation hautement pathologique.

Un rapport de qualité du séquencage est généré par le logiciel SOPHIA DDM®. Le nombre
total de reads du run doit étre proche de 50 millions, le taux de séquences correspondant aux
régions d’intérét (« on » et « flank » target) doit étre le plus élevé possible (en général > 80%),
le nombre de régions dont la profondeur de lecture est insuffisante (< 1000X) ne doit pas étre
supérieur a 10 régions, le score de qualité, Phred score, doit étre supérieur a 30 pour les 150
premiers cycles de séquencages et le Q30, un indicateur évaluant la probabilité d’avoir la
mauvaise base, doit étre supérieur a 80% pour 1’ensemble des bases séquencées (i.e 99.9% de
« chance » d’appel de la bonne base lors du séquencage).

L’impact biologique et clinique d’une mutation est évalué a I’aide de différents outils
comportant des bases publiques (gnomAD, ClinVar, COSMIC, EXAC, ALAMUT, OMIM)
pour les mutations connues ainsi que des sites prédictifs (MutationTaster, Polyphen-2, HSF,
SIFT,...) pour les variants inconnus. Cette analyse peut étre complétée par une revue
bibliographique (Pubmed) et/ou une analyse de la structure et des domaines actifs de la protéine
(UniProt par exemple).

Pour chaque géne d’intérét, ne sont rendues aux cliniciens que les mutations a impact
clinique probable ou certain (classées 4 ou 5 (74)) et dont les criteres qualité permettent de
s’assurer qu’il ne s’agit pas d’un artéfact technique. Le seuil de sensibilité de la technique est
évalue a 2,5%, mais certaines mutations ayant une VAF inférieure peuvent étre rendues au
clinicien, selon le contexte clinico-biologique.

Le compte rendu final comporte pour chaque géne muté, le numéro du transcrit de référence

utilisé pour chaque gene, le type de mutation selon la nomenclature internationale en vigueur
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en indiquant la variation moléculaire et son impact protéique, la fréquence estimée, ainsi qu’une
explication sur les conséquences fonctionnelles de cette mutation accompagnée d’une synthése
des données disponibles dans la littérature. Les variants identifiés comme polymorphismes ne
sont pas mentionnés dans le compte rendu. Une conclusion générale de I’analyse est réalisée et
comporte la synthese des mutations identifiées, leurs liens avec la pathologie suspectée ou
diagnostiquée et les impacts théranostics potentiels.

I[11. Recueil et méthode d’analyse des données par le clinicien

1. Classification initiale des demandes NGS

En fonction des données recueillies dans le systéme d’information CrossWay Hopital®
(McKesson, Saint-Ouen-Sur-Seine, France) ou aupres du médecin prescripteur, chaque analyse
de NGS a été classée en demande de : (i) diagnostic; (ii) pronostic ou (iii) recherche de cible
thérapeutique.

Les données ont également été classées selon la pathologie suspectée ou diagnostiquée : (i)
Leucémies Aigués (LA) ; (ii) Syndromes Myélo-Prolifératifs (SMP) ; (iii) Syndromes Myélo-
Dysplasiques (SMD) ; (iv) Syndromes Frontieres (SF) ; (v) Autres diagnostiques (A) (Annexe
2). Lorsque le NGS a été demandeé pour une LA, une précision sur le moment de la demande a
été recherchée : NGS fait au diagnostic, a la rechute ou lors du suivi sans rechute.

Le délai entre la demande de NGS et le diagnostic de la maladie a été évalué, et la survenue
d’un éventuel déces a été répertoriée.

En cas de demandes multiples de I’analyse NGS chez un méme patient, chaque demande a
été étudiée de maniére indépendante. Un patient peut ainsi présenter plusieurs analyses NGS
consécutives avec une indication différente et/ou une évolution de sa pathologie. L’analyse des

données a donc été réalisée sur le nombre de prélévements et non sur le nombre de patients.

2. Données clinico-biologiques recueillies

Afin d’optimiser la prise en charge du patient, le clinicien s’appuie sur un faisceau
d’arguments clinico-biologiques.

Les signes cliniques identifiés lors de la premiére consultation pour suspicion de pathologie
hématologique ont été relevés, notamment, les signes généraux (asthénie, paleur, céphalées,
vertiges, douleurs abdominales, gastriques), les signes cutanés (prurit, lésions, érythrose
faciale), les signes infectieux (fiévre, infection opportuniste), les signes cerébraux (neuropathie

périphérique, troubles visuels), les signes hématologiques (hépato- et splénomégalie,
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hémorragie, thrombose, Coagulation Intra-Vasculaire Disséminée (CIVD)), les signes
tumoraux (masse) ou d’autres signes cliniques (douleurs osseuses, musculaires, gingivales ou
cardiaques).

Les résultats des examens biologiques suivants ont également été recueillis: NFS,
myélogramme (dysplasie et/ou hyperplasie de lignée, présence de blastes ou de cellules
anormales et conclusion), cytométrie en flux (présence de blastes, marqueurs Clusters de
Différenciation (CD) exprimés et conclusion) et explorations cytogénétiques (caryotype et
transcrits de fusion).

Les anomalies de la NFS ont été classées selon les recommandations en vigueur. Ainsi,
I’anémie est définie comme une concentration en hémoglobine < 13 g/dL chez I’homme et <
12 g/dL chez la femme, la thrombopénie comme une concentration en plaquettes < 150 G/L, la
neutropénie comme une concentration en polynucléaires neutrophiles < 1.5 G/L, la
pancytopénie comme I’association d’une anémie, d’une thrombopénie et d’une neutropénie
avec une leucopénie < 4 G/L, la monocytose comme une concentration en monocytes > 1 G/L
et la thrombocytose comme une concentration en plaquettes > 450 G/L.

Les scores pronostiques indépendants du résultat de NGS ont été recueillis ou calculés
lorsque non mentionnés dans le dossier : CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS)
(15) pour les LMMC, IPSS (13) et IPSS-R (14) pour les SMD et ELN 2010 (12) pour les LA.
Les scores incluant les résultats du NGS ont également été intégrés : MIPSS70+ v2.0 (64) et
GIPSS (63) pour les MFI, Molecular CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS-Mol)
(62) pour les LMMC et ELN 2017 (61) pour les LA.

Les différentes lignes de traitements, avant et aprés NGS, ont également été répertoriées
dans le but d’évaluer I’identification de cible thérapeutique en NGS (énasidenib (66), ivosenib
(67), midostaurine (68) ou vidaza (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03593018)).

Les pathologies retenues en diagnostic final ont été classées selon les mémes groupes que
ceux utilises pour la demande de NGS (Annexe 2).

Le diagnostic final retenu par le clinicien a été considéré comme le gold standard.

3. Classification de I’apport clinico-biologique du NGS

L’apport du NGS a été mesuré en évaluant, pour chaque prélévement, I’impact des mutations
sur le diagnostic final retenu.

Cing « catégories d’apport » ont été definies lorsqu’au moins une mutation a été détectée en
NGS : confirmation du diagnostic, bon pronostic, pronostic péjoratif, impact thérapeutique et

sans impact.
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Les mutations définies comme confirmation du diagnostic ont été établies selon les
recommandations OMS 2017 (mutations drivers et mutations associees) (11).

Les mutations identifiées comme de bon et de mauvais pronostics sont celles décrites dans
les publications de référence des scores pronostiques MIPSS70+ v2.0 (64), GIPPS (63), CPSS-
Mol (62) et ELN 2017 (61) ainsi que selon les recommandations OMS 2017 (11).

Un impact thérapeutique a été retenu comme apport lorsque le NGS a permis I’identification
d’une cible thérapeutique.

Une mutation n’appartenant pas a 1’'une des quatre catégories ci-dessus a été considerée
comme sans impact.

Quand aucune mutation n’a été retrouvée en NGS, 1’apport a été défini comme aucun variant

retrouve.

4. Méthode d’analyse de la concordance des conclusions du NGS par

rapport au diagnostic final retenu

Une comparaison des résultats de NGS avec le diagnostic final retenu a été réalisée
indépendamment du motif de demande de 1’analyse NGS. Quatre catégories ont été définies :
concordance, cohérence, discordance et non interprétable.

Une concordance est retenue si la conclusion de 1’analyse NGS est équivalente a celle du
diagnostic final retenu.

Une cohérence correspond a une conclusion de I’analyse NGS en inadéquation avec le
diagnostic final retenu mais plausible au vu des résultats des autres examens biologiques
(myélogramme, cytométrie en flux et cytogénétique).

Une discordance est définie par une inadéquation entre la conclusion de I’analyse NGS et le
diagnostic final retenu ainsi qu’avec les résultats des autres tests biologiques.

Non interprétable correspond a : (i) une conclusion de 1’analyse NGS en inadéquation avec
le diagnostic final retenu dans le cas ou un nombre insuffisant d’autres examens biologiques
ont été effectués dans les délais de 1’étude pour pouvoir conclure & un diagnostic, (ii) a la

présence de deux pathologies hématologiques concomitantes.
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5. Analyse statistique

Toutes les analyses ont été réalisées avec le logiciel Stata (version 15, StataCorp, College
Station US). Les données catégorielles sont décrites par des effectifs et pourcentages, alors que
les données quantitatives sont présentées en termes de médiane et intervalle interquartile. La
normalité a été étudiée par le test de Shapiro-Wilk.

Afin de déterminer I’impact des mutations somatiques identifiées par NGS sur le diagnostic,
le pronostic et le traitement des patients suspects ou atteints d’hémopathies myéloides, les
comparaisons entre groupes ont considéré ’ANOVA ou le test de Kruskal-Wallis pour les
données quantitatives, et le test du Chi2 ou le test exact de Fisher pour les données catégorielles.
L’étude des relations entre variables quantitatives a été réalisée par estimation de coefficient de
corrélation (Pearson ou Spearman, au regard de la distribution statistique des variables a
I’étude). La concordance des résultats de NGS avec le diagnostic final retenu a été quant a elle
évaluée par le taux de concordance (exprimé en pourcentage) et le test de concordance du
kappa.

Les résultats concernant I’indice kappa ont été interprétés au regard des recommandations
rapportées dans la littérature (Altman DG. Practical Statistics for Medical Research (1991),
Terwee et al. J Clin Epidemiol 2007): kappa compris entre 0.2 et 0.4 : faible concordance, entre
0.4 et 0.6 : concordance modérée, entre 0.6 et 0.8 : bonne concordance et kappa supérieur a 0.8
: excellente concordance. Les tests statistiques ont été réalisés en en formulation bilatérale pour
un risque d’erreur de premicre espéce de 5%. Ainsi, une différence a été considérée comme

statistiquement significative quand le degré de signification était inférieur a 5%.
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Résultats
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Tableau 1 : Données clinico-biologiques initiales

Nombre de Pourcentage (%)

prélévements (n)

Démographie

Prélévements (n) 328
Patients (n) 288
Ratio Homme/Femme 1,42
Age (ans) ; médiane (min-max) 63,50 (3-89)
Service prescripteur
Hématologie clinique ; n (%) 239 (73%)
Médecine interne ; n (%) 23 (7%)
Réanimation ; n (%) 4 (1%)
CH du GHT ; n (%) 55 (17%)
Centres extérieurs ; n (%) 7 (2%)

Nature du prélévement

Sang ; n (%) 202 (61%)
Moelle ; n (%) 114 (35%)
Biopsie ; n (%) 10 (3%)
Salive ; n (%) 2 (1%)
Signes cliniques
Généraux ; n (%) 38 (12%)
Hématologiques ; n (%) 48 (15%)
Cutanées ; n (%) 15 (5%)
Infectieux ; n (%) 18 (5%)
Tumoraux ; n (%) 8 (2%)
Cérébraux ; n (%) 3 (1%)
Autres signes cliniques ; n (%) 13 (4%)
Pas de signes cliniques ; n (%) 182 (56%)
Non renseigné ; n (%) 3 (1%)
Signes biologiques NFS
Anémie ; n (%) 207 (63%)
Thrombopénie ; n (%) 161 (49%)
Neutropénie ; n (%) 89 (27%)
Pancytopénie ; n (%) 70 (21%)
Thrombocytose ; n (%) 35 (11%)
Monocytose ; n (%) 74 (22%)
Indication NGS
LA ; n (%) 98 (30%)
SMP ; n (%) 113 (34%)
SMD ; n (%) 55 (17%)
SF; n (%) 29 (9%)
A;n (%) 33 (10%)
Motif NGS

Diagnostic ; n (%) 144 (44%)
Pronostic ; n (%) 117 (36%)
Recherche de cible thérapeutique ; n (%) 65 (20%)

Déces ; n (%) 69 (21%)

CH du GHT : Centre Hospitalier du Groupement Hospitalier de Territoire ; LA : Leucémies Aigues ; SMP : Syndromes
Myélo-Prolifératifs ; SMD : Syndromes Myélo-Dysplasiques ; SF : Syndromes Frontiéres ; A : Autres diagnostics ;



I. Caracteéristiques initiales de la cohorte

Sur une peériode de recueil de deux ans et demi, 328 prélévements correspondant a 288
patients ont été analysés (Tableau 1). L’age médian était de 63,5 ans (3-89 ans) et cette cohorte
était composée de 169 hommes et 119 femmes (ratio homme/femme = 1,42).

Dans la trés grande majorité des cas (98%), les patients étaient hospitalisés au sein du GHT
de Clermont-Ferrand. Sur les 328 prélevements, 239 (73%) ont été reéalises par le service
d’Hématologie Clinique, 55 (17%) par les Centres Hospitaliers du GHT, 23 (7%) en Médecine
Interne, 7 (2%) par des centres extérieurs et 4 (1%) en Réanimation Adulte.

Concernant la nature du prélévement (328), 202 prélevements (61%) étaient du sang
périphérique, 114 (35%) de la moelle osseuse, 10 (3%) des biopsies et 2 (1%) des échantillons
salivaires.

Les demandes de NGS concernaient majoritairement des SMP (34% des prélévements) puis
des LAM (30%), des SMD (17%), des pathologies A (10%) et enfin des SF (9%).

Dans cette cohorte, la majorité des patients ne présentaient pas de signe clinique (56%) et
lorsqu’ils étaient présents, 15% étaient des signes hématologiques, 12% des signes généraux,
5% des signes infectieux et cutanés, 4% d’autres signes cliniques, 2% de signes tumoraux et
1% de signes cérébraux.

La cytopénie la plus fréquente était ’anémie (63% de la cohorte), retrouvee dans plus de
70% des cas de SMD, SF, A et LA. Les autres anomalies de la NFS étaient la thrombopénie
(49%), la neutropénie (27%), la monocytose (22%), la pancytopénie (21%) et la thrombocytose
(11%). Les pancytopénies ont rarement été retrouvées dans les SMP (1%) et les SF (3%), de
méme que la neutropénie (4 et 7%, respectivement).

L’étude cytologique de la moelle osseuse n’a pas été réalisée pour 72 prélévements (22%)
et aucun immunophénotypage n’a été retrouvé pour 141 prélevements (43%).

Le caryotype était normal dans 53% des préleévements et a échoué dans 1% des cas. Il n’a
pas été prescrit dans 16% des cas.

Le délai médian entre le diagnostic et la demande de NGS a été estimé a 381 jours. Une
tendance non significative a la diminution de ce délai a été observée au fil des années (délai
médian en 2017 de 511 jours contre 239 jours en 2019, p = 0,26).

La majorité des analyses a été réalisée pour un motif diagnostique. Les analyses demandées
dans un but pronostique étaient moins fréquentes dans les groupes LA (p < 0.001), SMP (p <
0.001) et SF (p = 0,0016) par rapport aux demandes diagnostiques, tout comme la recherche de

cible thérapeutique pour tous les groupes de pathologies. La demande pronostique a également
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Tableau 2 : Données NGS recueillies

Nombre de Pourcenta
prélévements (n) ge (%)
Hématopoiese clonale
Prélévements ; n (%) 242 (74%)
Mutations ; n 605
Nombre de mutation(s) par prélévement
1;n (%) 61 (25%)
2:n (%) 65 (27%)
3:n (%) 36 (15%)
4 n (%) 39 (16%)
5 n (%) 22 (9%)
6; n (%) 13 (5%)
7;n (%) 2 (0,5%)
8:n (%) 3 (1%)
9:n (%) 1 (0,5%)
Nombre de mutations par géene
1:n (%) 538 (89%)
2:n (%) 51 (8%)
3;n (%) 13 (2%)
4;n (%) 3 (1%)
Famille de génes mutée
Epigénétiques ; n (%) 248 (41%)
Facteurs et cofacteurs de la transcription ; n (%) 85 (14%)
Voies d’activation ; n (%) 82 (14%)
Signaux d’activation ; n(%) 74 (12%)
Splicéosome ; n (%) 71 (12%)
Nucléophosmine 22 (4%)
Suppresseur de tumeur 23 (4%)
Signes cliniques

Généraux ; n (%) 38 (12%)
Hématologiques ; n (%) 48 (15%)
Cutanées ; n (%) 15 (5%)
Infectieux ; n (%) 18 (5%)
Tumoraux ; n (%) 8 (2%)
Cérébraux ; n (%) 3 (1%)
Autres signes cliniques ; n (%) 13 (4%)
Pas de signes cliniques ; n (%) 182 (56%)
Non renseigné ; n (%) 3 (1%)



été significativement plus fréquente que le motif recherche de cible thérapeutique dans les SMP
(p <0.001) et les SF (p < 0.001).

Le taux de déces global etait de 21% (55 patients), avec un suivi de 6 mois a 4 ans. Une
surmortalité significative a eté observée dans le groupe LA par rapport a I’ensemble des autres

groupes (p < 0.001), et par rapport au groupe A (p = 0.04).

1. Résultats de ’analyse NGS

1. Cohorte globale

Sur ’ensemble de la cohorte, un total de 605 mutations a été identifié (Tableau 2). Au
moins une mutation a été retrouvée (Hématopoiese Clonale : HC) sur 242 prélévements (74%).
Dans 53% de ces prélevements, un caryotype normal a été rendu. Aucune différence
significative n’a ét¢ mise en évidence entre 1’age médian de la cohorte et 1’age médian des
patients présentant au moins une mutation (p = 0,13).

Parmi les prélevements « mutés », 52% (126/242) présentaient une a deux mutations, 15%
(36/242) avaient trois mutations, 16% (39/242) quatre mutations, 9% (22/242) cinq mutations,
5% (13/242) six mutations, 0,5% (2/242) sept mutations, 1% (3/242) huit mutations et un
prélevement présentait neuf mutations.

Les genes les plus fréguemment mutés sont TET2 (14%), ASXL1 (11%) et DNMT3A (9%)
(Figure 7), impliques tous les trois dans les processus épigénétiques. Ils représentent a eux
seuls 41% des mutations (p < 0,001 par rapport aux autres types de genes). Viennent ensuite
les mutations touchant des facteurs ou cofacteurs de transcription (14%), celles responsables de
modifications de voies d’activation (14%), de modifications du signal d’activation (12%), et
enfin celles touchant le splicéosome (12%). Les mutations de géne suppresseur de tumeur
représentent seulement 4% des mutations, tout comme les mutations impliquant la
nucléophosmine. Aucune mutation n’a été identifiée pour ABL, BRAF et HRAS.

Dans la majorité des prélevements (89%), chacun des genes mutés ne porte qu’une
mutation. Cependant, certains génes peuvent étre mutés a différentes positions. C’est le cas du
gene TET2 avec respectivement deux et trois mutations dans 30% et 7% des cas respectivement.
Il en est de méme pour les genes KIT et CBL, pour lesquels ont été identifiées jusqu’a 4
mutations par gene sur un méme prélévement.

A T’inverse, les génes CSF3R, MPL, KRAS, ETV6, SETBP1, IDH1, IDH2, NPM1, SF3B1,
SRSF2, U2AF1 et CALR, présentent systématiquement des mutations « uniques ».

21



14%

12%

10%

8%

6%

2

Pourcentage de prélévements mutés
®

2

®

LR
Q

0%

Mutation

Figure 7 : Distribution des mutations identifiées en NGS (n = 605 mutations) pour I’ensemble
de la cohorte (n = 328 prélevements)

Le pourcentage de prelévements mutés pour chacun des genes du panel a été évalué. Environ la moitié
des mutations identifiées sont retrouveées sur les genes TET2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1 et NRAS.
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Figure 8 : Répartition des prélevements sans hématopoiése clonale identifiée en NGS

La majorité des prélevements pour lesquels aucun marqueur de clonalité n’a été identifié¢ concerne
les patients adressés pour SMP, en particulier les SMP de type Polyglobulie de Vaquez.

LA : Leucémie Aigué ; A : Autre diagnostic ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; SMP autres : Syndrome Myélo-
Prolifératif autre ; TE : Thrombocytémie Essentielle.



Aucune mutation n’a été identifiée pour 86 prélévements (26% de la cohorte). Parmi ces
derniers, 66% ont eu un caryotype, pour lequel aucune anomalie cytogénétique n’a été identifiée
dans 82% des cas. Parmi les caryotypes anormaux, les principales anomalies cytogénétiques
identifiées concernaient les chromosomes sexuels.

Au niveau des pathologies lorsqu’aucune mutation n’a été identifiée, un SMP a été conclu
pour 44 prélevements (51%) (Figure 8). Plus précisément, 27 prélévements (31%) concernaient
des patients diagnostiqués comme atteints de polyglobulie, 14 (16%) ayant une thrombocytémie
essentielle (TE) triple négative et 3 (4%) un autre SMP. Une mutation JAK2 V617F faible
(<1%) a été identifiée par gPCR dans trois prélevements. Sur les 42 prélevements restants sans
HC, 18 (21%) ont été realisés chez des patients avec un diagnostic final A, 13 (13%)
concernaient des patients ayant un SMD (10 avec caryotype normal), 10 (12%) des patients
atteints de LA (5 cas en rémission et 5 cas en suspicion de rechute sans confirmation
cytologique) et un préléevement (1%) un SF.

Plusieurs explorations NGS ont été effectuées pour 35 patients, représentant 74
prélevements. Chez 63% des patients (22 patients, 46 prélevements), la nature du prélevement
était différente. Aucune variation significative (< 20%) de VAF concernant les mutations n’a
été notee entre les différents prélevements pour 11 patients (23 prélevements). Aucune mutation

n’a été décrite dans les différents prélévements de six patients (13 prélévements).

2. Groupe Syndrome Myélo-Prolifératif (SMP)

Un diagnostic final SMP a été retenu pour 93 prélévements répartis en 38 polyglobulies
(41%), 29 Thrombocytémies Essentielles (TE) (31%), 13 myélofibroses (14%) et 13 SMP
autres (14%) (Figure 9A). Aucune mutation n’a été mise en évidence pour 44 prélévements
(47%). Une HC a été identifiée pour 49 prélevements (53%), avec un nombre médian de
mutations égal a deux (1-8) pour un total de 105 mutations identifiées.

Les mutations les plus fréquentes ont été détectées sur les génes ASXL1 (13%), TET2 (12%),
JAK2 (12%) et DNMT3A (9%) (Figure 10A). Des mutations sur les génes CALR et MPL ont
été identifiées dans respectivement 4 et 5% des cas.

Les mutations épigénétiques étaient les plus fréquentes (n = 44, 42%) suivies des mutations
touchant les signaux d’activation (n = 30, 29%), le splicéosome (n = 12, 11%), les voies
d’activation (n =9, 8%), les facteurs de transcription (n = 8, 8%) et les génes suppresseurs de
tumeur (n = 2, 2%).

Les mutations des genes JAK2 et MPL sont significativement plus fréquentes dans les SMP

que dans les autres groupes pathologiques (test de Marascuilo, p < 0.05). Toutes les mutations
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Figure 9A : Profils et fréquence des mutations selon le diagnostic retenu final
Le profil mutationnel identifié dans chaque prélévement (une ligne par prélévement) a été répertorié
pour : (A) les SMP ; (B) les SMD, SF et A ; (C) les LA.

TE : Thrombocytémie Essentielle ; MFI : MyéloFibrose Idiopathique ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; LMMC :
Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique ; NR : Non Renseigné ; LAM : Leucémie Aigué Myéloide.




MPL identifiées dans la cohorte ont été décrites dans le groupe diagnostique SMP (Figure 11).
Concernant les autres mutations drivers, 57% des mutations CALR et 50% des mutations JAK2

ont éteé rapportées dans ce groupe pathologique.

3. Groupe Syndrome Myélo-Dysplasique (SMD)

Un diagnostic final de SMD a été retenu pour 49 prélévements. Parmi eux, 73% (n = 36)
présentaient une HC sans anomalie cytogénétique pour environ la moitié d’entre eux (52%). Le
nombre médian de mutations par prélevement est semblable a celui de la cohorte (1 a 5
mutations). Les génes les plus frequemment mutés dans ce groupe sont TET2 (22%), SF3B1
(16%) et ASXL1 (9%) (Figure 10B).

Sur les 77 mutations identifiées, pres de la moitié concernent des genes acteurs de
mécanismes epigénetiques (n = 37, 48%). Viennent ensuite des mutations impliquant des
membres du splicéosome (n = 18, 23%), puis celles touchant les facteurs et co-facteurs de la
transcription (n =9, 12%), celles responsables de modifications de voies d’activations (n = 6,
8%), celles impliquant des genes suppresseurs de tumeur (n = 6, 8%) et enfin une mutation
touchant un signal d’activation. Aucune mutation n’a été mise en évidence pour 13
prélevements (27%).

Toutes les mutations d’ETV6 identifiées dans la cohorte ont été décrites dans le groupe
SMD (Figure 11). Les mutations SF3B1 et ETV6 sont significativement plus fréquentes dans
ce groupe de pathologie (test de Marascuilo, p < 0.05).

4. Groupe Syndrome Frontiere (SF)

Un diagnostic final SF a été retenu pour 38 prélevements répartis en 33 Leucémies Myélo-
Monocytaires Chroniques (LMMC) (87%), 2 Leucémies Myéloides Chroniques atypiques
(LMCa) (5%) et 3 SF autres (8%) (Figure 9B). Une HC a été décrite dans 97% des cas. Le
nombre médian de mutations retrouvé par prélévement était de trois (1-6 mutation), comparable
a celui retrouvé pour I’ensemble de la cohorte (p = 0,18). Les genes les plus fréquemment mutés
dans ce groupe sont TET2 (19%), ASXL1 (17%), NRAS (9%), SRSF2 (9%) et RUNX1 (8%)
(Figure 10C). SETBP1 et JAK2 sont retrouvés mutés dans 6% des cas, SF3B1 dans 4% et
DNMT3A dans 2% des cas. Aucune mutation sur le gene CSF3R n’a été rapportée.
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Figure 9C : Profils et fréquence des mutations selon le diagnostic retenu final
Le profil mutationnel identifié dans chaque préléevement (une ligne par prélévement) a été

répertorié pour : (A) les SMP ; (B) les SMD, SF et A ; (C) les LA.
TE : Thrombocytémie Essentielle ; MFI : MyéloFibrose Idiopathique ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ;
LMMC : Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique ; NR : Non Renseigné ; LAM : Leucémie Aigué Myéloide.
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Figure 10 : Répartition des mutations selon le diagnostic final retenu

Le pourcentage de prélevements mutés pour chacun des génes du panel a été évalué pour (A) le
groupe SMP, (B) le groupe SMD, (C) le groupe SF, (D) le groupe A, (E) le groupe LA « entier » et
(F) le groupe LA au diagnostic.
Pour la majorité des groupes, les génes TET2 et DNMT3A sont parmi les plus fréguemment mutés.

A : groupe Syndrome Myélo-Prolifératif ; B : groupe Syndrome Myélo-Dysplasique ; C : groupe Syndrome Frontiére ;
D : groupe Autre diagnostic ; E : groupe Leucémie Aigué (toutes LA) ; F : groupe Leucémie Aigué au diagnostic.



Concernant les 103 mutations identifiées, les mutations « épigénétiques » sont majoritaires
(n =41, 40%). Une répartition équilibrée entre les mutations touchant les voies d’activation (n
= 23, 22%), le splicéosome (n = 17, 16%) et les facteurs de transcription (n = 14, 14%) a été
mise en évidence. Les mutations de signaux d’activation ont été retrouvees pour 7 prélevements
(7%) et un prélévement présentait une mutation sur un géne suppresseur de tumeur. Un
prélévement n’a présenté aucune mutation (3%), le diagnostic final étant une LMMC.

Pour les 33 prélevements pour lesquels un diagnostic final de LMMC a été retenu,
I’intégration des résultats du NGS au score CPSS (CPSS-Mol) a conduit a un reclassement
(kappa = 0,1) de 21 cas vers les groupes de pronostic péjoratif (Tableau 3). Sur les 3
prélevements classés en faible risque avec le CPSS, deux ont été reclassés grace au CPSS-Mol :
un dans le groupe intermédiaire 1 et I’autre en intermédiaire 2. Les 16 cas identifiés comme
ayant un risque intermédiaire 1 avec le CPSS ont été reclassés pour la moitié d’entre eux (n =
9, 52%) en intermédiaire 2 et en haut risque pour un prélevement. Sur les 13 prélévements
intermédiaire 2, 69% (n = 9) ont été reclassés dans le groupe a haut risque.

Plus d’un tiers des mutations des genes SRSF2 (38%), SETBP1 (35%), KRAS (35%) et CBL
(33%) ont eté retrouvées dans le groupe SF (Figure 11). Le gene SRSF2 est significativement
plus souvent muté dans le groupe SF par rapport aux groupes SMD et A, respectivement (test
de Marascuilo, p < 0.05).

5. Groupe Autre diagnostic (A)

Sur les 36 prélevements classés dans la catégorie Autre (16 lymphomes T, 7 lymphomes B,
4 aplasies médullaires et 9 diagnostics autres), une HC a été identifiée pour 18 cas (50%)
(Figure 9B). Le nombre médian de mutations par prélevement était d’une mutation (1-6) (p =
0,03 avec la cohorte). Les genes les plus fréguemment mutés sont TET2 (36%), DNMT3A
(18%), TP53 (11%) et ASXL1 (11%) (Figure 10D). Les seules autres mutations retrouvées
concernent KRAS (7%), IDH2 (7%), RUNX1 (4%), NRAS (4%) et SETBP1 (4%).

Sur les 28 mutations identifiées, 73% concernent des modifications des acteurs
épigénétiques (n = 20), 11% (n = 3) touchent des voies d’activation et des génes suppresseurs
de tumeur et 7% (n = 2) des facteurs de la transcription. Aucune mutation n’a été identifiée pour

18 prélévements (50%).

6. Groupe Leucemie Aigué (LA)

Ce groupe comporte 111 cas de LA, repartis en 63 LA et 48 LA secondaires (Figure 9C).
La majorité des prelévements (n = 62, 56%) a été effectuée au moment de la rechute. Les autres
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EZH2 39% 28% 6%
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SF3B1 5% | 55% | 18% | 23%
SRSF2 29% [ 38% | 33%
U2AF1 25% 25% 13% 38%
ZRSR2 22% 22% 56%
CALR 57% 29%
CBL 20% 20% 33% 27%
TP53 9% 26% 4% 13% 48%

Figure 11 : Heat map de la répartition des mutations selon les groupes de pathologies du

diagnostic final retenu

Le pourcentage de mutation a été évalué dans chacun des groupes définis pour le diagnostic final
retenu, et ceci pour chacun des génes du panel. Certains génes, comme FLT3 ou NPM1, sont mutés
uniquement dans les LA alors que d’autres, comme TET2, sont retrouvés a des fréquences

relativement proches entre les différents groupes.

SMP : Syndrome Myélo-Prolifératif ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; SF: Syndrome Frontiére ; A: Autre

disgnostic ; LA : Leucémie Aigué.



ont été réalisés lors du diagnostic (n =42, 38%) ou pendant le suivi sans rechute de ’hémopathie
(n=17, 6%).

Une HC a eté identifiée pour 101 prélevements (91%), soit 291 mutations. Le nombre de
mutations par prélévement est significativement plus élevé dans le groupe LA par rapport au
reste de la cohorte, avec une médiane de 3 mutations par prélevement (1-8) (p = 0,02). Les
mutations des génes DNMT3A (10%), ASXL1 (9%), RUNX1 (8%), TET2 (8%) et NPM1 (8%)
sont les plus fréquentes (Figure 10E). Les autres mutations concernent les génes FLT3 (6%),
les genes WT1 et IDH2 (5%), le géne TP53 (4%), le géne CEBPA (3%) et le gene IDH1 (2%).
Pour les prélevements effectués lors du diagnostic de LA (116 mutations), les génes les plus
fréqguemment mutés sont DNMT3A, TET2, NRAS et ASXL1 (9% des cas respectivement)
(Figure 10F). Les mutations du gene FLT3 ne sont retrouvées que dans 1% des cas au
diagnostic de LA.

Les mutations des acteurs épigénétiques sont majoritaires (n = 105/291, 36%). Les autres
mutations se répartissent de facon équilibrée entre les génes codant les facteurs de transcription
(n = 52, 18%), ceux impliqués dans les voies d’activation (n = 41, 14%) et les signaux
d’activation (n = 36, 12%), les acteurs du splicéosome (n = 24, 8%), la nucléophosmine (n =
22, 8%) et les genes suppresseurs de tumeur (n = 11, 4%).

L’ensemble des mutations sur les genes FLT3, CEBPA et NPM1 est retrouvée
exclusivement dans le groupe LA (Figure 11), et plus de trois-quarts des mutations des génes
IDH1 (75%), WT1 (75%), PTPN11 (77%) et IDH2 (80%) concernent également ce groupe. Les
mutations du géne WT1 sont significativement plus fréquentes dans les LA par rapport aux
groupes SF et A, respectivement (test de Marascuilo, p < 0.05). De la méme maniére, le géne
DNMT3A est plus souvent muté dans les LA par rapport aux SF. Le géne IDH2 est plus souvent
touché dans les LA par rapport aux SMP et PTPN11 par rapport aux SMD et A.

Pour 45 prélevements (41%), la présence de mutations sur les génes RUNX1, ASXL1 et
TP53 a permis un reclassement de patient initialement classés en faible risque (n = 17) ou risque
intermédiaire (n = 18) dans le groupe a haut risque selon la classification ELN 2017.

Parmi les 14 patients pour lesquels plusieurs analyses NGS ont été réalisées (29
prélevements), 7 (50%) ont présenté une augmentation du nombre de mutations. Pour 4 patients,
un préléevement a été effectué au moment du diagnostic et lors de la rechute, permettant une
comparaison des profils de mutations (Figure 12) :

- Le patient 176 a perdu toutes ses mutations (KRAS, ASXL1 et IDH2) entre le prélevement

diagnostique et celui effectué lors de la rechute
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Tableau 3 : Evolution du score pronostic CPSS en CPSS-Mol avec prise en compte des
mutations identifiées en NGS dans les LMMC

CPSS-Mol
Low Intermediairel Intermediaire2 High Total
Low 1 1 1 0 3
Intermediaire 1 0 6 9 1 16
CPSS Intermediaire 2 0 0 4 9 13
High 0 0 0 1 1
Total 1 7 14 11 33

Le score CPSS a eté evalué avant et apres NGS (CPSS-Mol). Un seul patient a été identifié a haut

risque avant NGS, contre 11 apres.
CPSS : CMML Specific Pronostic System ; CPSS-Mol : CMML Specific Pronostic System — Molecular ; LMMC :
Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique.
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Figure 12 : Evolution des profils mutationnels en fonction des prélévements répétés chez des
patients LAM

Pour n = 4 patients, au moins deux analyses NGS ont été réalisées au diagnostic et a la rechute,
permettant de suivre 1’évolution des clones.
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- Au diagnostic, le patient 111 était porteur de mutations sur les génes KIT, CEBPA et NRAS
(méme profil mutationnel entre sang et moelle). A la rechute, les mutations sur le gene KIT ont
disparu, le clone CEBPA a diminué de facon significative (46% a 8%) et une mutation touchant
le gene ASXL1 est apparue (VAF = 1,5%).

- Concernant le patient 198, les quatre mémes mutations (ASXL1, RUNX1 et deux mutations
sur TET2) sont retrouvees au diagnostic et a la rechute. Une variation non significative (<20%
VAF) de la mutation RUNX1 a été observée, les autres mutations n’ayant pas évolué.

- Le patient 70 est porteur d’une mutation sur le géne WT1 estimée a 24% au diagnostic qui
n’a pas évolué lors de la rechute. Cependant, deux mutations touchant FLT3 sont apparues sur
le prélévement réalisé au moment de la rechute. La présence de ces mutations FLT3 a été

confirmée par technique Sanger (FLT3-ITD).

7. Relation entre I’indication du NGS et le diagnostic retenu final

Un diagnostic final de SMP a été retenu pour 28% de la cohorte (n = 93 prélévements). Pour
la grande majorité des cas, I’indication de départ était également un SMP (n = 91). Seulement
une indication initiale de SMD et une indication initiale de SF ont finalement été reclassées en
diagnostic retenu final de SMP. A noter que le diagnostic retenu final n’a pas pu étre recueilli
pour un prélevement (indication initiale SMP).

Parmi les 15% de prélevements pour lesquels un diagnostic final SMD a été retenu (n = 49),
88% (n = 43) avaient une indication initiale de SMD. Les prélevements discordants étaient
représentés par des indications initiales de SMP (n = 2), SF (n = 1) ou d’autre pathologie (n =
3).

Le groupe pathologique présentant le plus d’inadéquation entre 1’indication initiale et le
diagnostic retenu final a ét¢ le groupe SF (12% de la cohorte). Plus d’un tiers (37%, n = 14) des
cas de SF étaient adressés avec une indication initiale de SMP (n = 10), de SMD (n = 3) ou
d’autre pathologie (n = 1).

Concernant le groupe A (11% de la cohorte), nous avons observé une adéquation entre le
diagnostic retenu final et I’indication initiale dans 81% des cas. Deux prélévements avec une
indication initiale SMP, deux avec une indication initiale SF ainsi que trois avec une indication
initiale SMD ont été reclassés dans le groupe A en diagnostic retenu final.

Enfin, un diagnostic final de LA a été retenu pour 34% (n = 111 prelevements) de la cohorte.
Les préléevements discordants étaient représentés par des indications initiales de SMP (n = 7),
de SMD (n =5) etde SF (n =5).
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Figure 13 : Analyse de I’apport clinique des résultats de NGS

L’apport du résultat de I’analyse NGS a été évalué pour chaque prélévement, et ceci pour chacun des
groupes définis pour le diagnostic retenu final. Prés de la moitié des analyses NGS ont permis un
apport pronostique. Un apport diagnostique est plus fréquemment retrouvé pour les groupes SMP et

SF alors que I’impact thérapeutique est visible exclusivement dans les groupes A et LA.
SMP : Syndrome Myélo-Prolifératif ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; SF: Syndrome Frontiére ; A: Autre
diagnostic ; LA : Leucémie Aigué.



[11.  Analyse de ’apport clinico-biologique du NGS

La majorité des analyses NGS (n = 136 prélevements, 42%) a été realisée dans un intérét
pronostique. Des mutations associées a un pronostic péjoratif ont été identifiées pour 80
prélevements (24%), des mutations de bon pronostic pour 27 prélevements (8%) et des
mutations sans impact pour 29 prélevements (9%). Dans 59 cas (18%), le NGS a permis une
confirmation diagnostique. Des mutations ayant un intérét thérapeutique ont été identifiées pour
44 prélevements (13%). Aucune mutation n’a été identifiée pour 88 prelévements (27%). Un
prélevement a été exclu de cette analyse (pas de diagnostic retenu final).

Sur les 93 préelevements adressés pour SMP, le NGS a permis de confirmer le diagnostic
pour 41 prélévements (44%) (Figure 13), contrairement aux autres groupes SMD, A et LA (p
< 0.05, test de Marascuilo). Le NGS a eu un impact pronostique pour 8 cas (9%), dont 2
prélevements (2%) avec des mutations de mauvais pronostic. Des mutations sans impact ont
été identifiees pour 6 prélevements (6%). Aucune mutation a impact thérapeutique n’a été
observée dans ce groupe. Aucun variant n’a été décrit pour 44 prélevements (47%).

Concernant les SMD (n = 49), I’apport du NGS a été principalement pronostique. Des
mutations associées a un pronostic péjoratif ont été observées pour 18 cas (37%), des mutations
de bon pronostic pour 12 prélévements (25%) et des mutations sans impact pour 4 cas (8%).
Pour deux prélevements (3%), le NGS a permis de confirmer le diagnostic. Aucune mutation a
visée thérapeutique n’a été observée. Aucun variant n’a été identifié pour 13 prélévements
(27%).

L’intérét principal du NGS pour le groupe SF (n = 38) a été un apport diagnostique (n = 16,
42%), ce qui n’a pas été observé dans les groupes SMD, A et LA (p < 0,05, test de Marascuilo).
Pour 17 prélevements (45%), le NGS a permis d’identifier des mutations ayant un pronostic
péjoratif. Des mutations sans impact ont été retrouvées dans quatre prélevements (11%) et un
prélevement (3%) ne présentait pas de mutation.

Concernant le groupe Autre diagnostic, une cible thérapeutique a été identifiée pour 10 cas
(28%). Une mutation de mauvais pronostic a été retrouvée pour un prélévement (3%) et cinq
prélevements (14%) portaient des mutations sans impact. Aucune mutation n’a été observée
pour 20 cas (56%).

Dans le groupe LA, des mutations ayant un impact péjoratif ont été décrites dans 42 cas
(38%). A I’inverse, des marqueurs de bon pronostic ont été identifiés dans 15 prélevements

(14%). Des mutations sans impact connu ont été observées pour 10 prélevements (9%). Une
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Figure 14 : Analyse de la concordance entre le résultat du NGS et le diagnostic final.

La concordance entre le résultat du NGS et le diagnostic retenu final a été évaluée pour chacun des
groupes pathologiques. Une concordance ou une cohérence des conclusions est retrouvée dans chacun
des groupes dans plus 90% des cas.

* . p < 0,05 entre concordance et discordance ; I : p< 0,05 entre concordance et cohérence ;

+:p < 0,05 entre cohérence et discordance
SMP : Syndrome Myélo-Prolifératif ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; SF: Syndrome Frontiere ; A: Autre
diagnostic ; LA : Leucémie Aigué.



cible thérapeutique a été identifiée pour 34 cas (31%). Aucun variant n’a été détecté pour 10
prélevements (9%).

IV. Analyse de la concordance des conclusions

Indépendamment du motif de demande initiale de I’analyse NGS, une concordance entre
les conclusions du NGS et le diagnostic retenu final a été décrit dans 69% des cas (n = 225/327).
Une cohérence et une discordance de conclusions ont été observées dans 21% (n = 74) et 4%
(n = 10) des cas, respectivement. Enfin, cette analyse de concordance n’a pu étre réalisée dans
6% des cas (n = 18) car les résultats étaient ininterprétables.

Concernant les patients pour lesquels un diagnostic final de SMP a été retenu, la conclusion
du NGS a été concordante dans 48% des cas (n = 45) et cohérente dans 47% des cas (n = 44)
(Figure 14). Pour trois prélevements (3%), nous avons observé une discordance entre les
conclusions du NGS et le diagnostic retenu final, probablement en raison des difficultés
diagnostiques entre un SMP et un SF. Dans ce groupe, les taux de concordance et de cohérence
sont significativement plus élevés que le taux de discordance (p < 0,001).

Dans le groupe SMD, une concordance entre les conclusions du NGS et le diagnostic final
a été observée pour 67% des prelevements (n = 33/49), ce qui est significativement plus élevé
(p <0,001) que le taux de cohérence (n = 11, 22%). Pour un prélevement (2%), une discordance
entre la conclusion du NGS et le diagnostic retenu a été observée, également en raison d’une
difficulté diagnostique avec les SF. Dans ce groupe, les taux de concordance et de cohérence
sont significativement plus élevés que le taux de discordance (p < 0,001).

Concernant le groupe SF, la conclusion de NGS a été concordante avec le diagnostic retenu
dans 89% des cas (n = 34/38) et cohérente dans 8% des cas (n = 3). Nous avons noté une
discordance pour un seul prélevement (3%), dans lequel aucune mutation n’a été mise en
évidence. Dans ce groupe, la majorité des prélevements présentent une concordance entre la
conclusion du NGS et le diagnostic retenu (p < 0,001).

Dans le groupe A, une concordance entre les conclusions du NGS et le diagnostic retenu a
été retrouvée pour 21 préléevements (58%). Les conclusions étaient cohérentes pour 6
prélevements (17%) et discordantes pour 3 prélevements (8%). Nous n’avons pu établir ni
concordance, ni cohérence, ni discordance pour 6 prélévements (17%). Une concordance est
donc retrouvée dans la majorité des cas (p < 0,001).

Concernant les préléevements pour lesquels un diagnostic final de LA a été retenu, la

conclusion du NGS a été concordante dans 83% des cas (n = 92/111) et cohérente dans 9% (n
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=10). Pour deux prélévements (2%), nous avons observé une discordance entre les conclusions
du NGS et le diagnostic retenu, en raison de 1’identification de mutations plutot caractéristiques
des SMD. Dans ce groupe, le taux de concordance est significativement plus élevé que dans les
autres groupes (p < 0,001), et le taux de cohérence est significativement plus élevé que le taux
de discordance (p < 0,001).
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Discussion
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Cette étude observationnelle rétrospective de juillet 2017 a décembre 2019 a permis de
réaliser un état des lieux quant & I’utilisation du NGS dans la prise en charge des patients atteints
d’hémopathies myéloides au CHU de Clermont-Ferrand. Bien gu’une forte croissance de
I’utilisation de cette technique soit observée en France, peu d’études sur ses conséquences en
pratique courante ont été menées. Ainsi les objectifs de ce travail étaient de déterminer 1’impact
des mutations somatiques identifiées par NGS sur le diagnostic, le pronostic et le traitement des
patients suspects ou atteints d’hémopathies myéloides. Dans un second temps, la concordance
entre les résultats du NGS et le diagnostic final retenu a été évaluée.

Dans cette étude, les demandes d’analyse NGS provenaient majoritairement du service
d’Hématologie Clinique (73%), conformément & ce qui a été rapporté dans le Projet de
Recherche Médico-Economique intitulé « Réseau de Biologie Innovatrice en onco-
Hématologie - Evaluation médico économique des actes innovants en onco-hématologie
moléculaire inscrits sur la liste RIHN » (RuBIH2) pour lequel 90% des prescriptions de NGS
sont effectuées par un service d’Hématologie Clinique. Le NGS est essentiellement pratiqué en
deuxieme intention lorsque les techniques classiques n’ont pas permis de répondre aux critéres
diagnostiques des hémopathies et nécessite une interprétation par un biologiste et un médecin
spécialiste de la discipline. C’est pour cela qu’un staff moléculaire a récemment été mis en
place, réunissant les acteurs prenant part au NGS (a la fois myéloide et lymphoide), permettant
une revue des dossiers, a la fois technique et biologique. Les dossiers les plus « critiques » sont
ensuite présentés en staff clinique une fois par mois.

Une hématopoiése clonale a été retrouvée pour 74% des prélévements, avec une médiane de
deux mutations par préléevements. Ceci est cohérent avec les diverses études concernant les
hémopathies myéloides qui rapportent, en général, moins de mutations que ce qui est observé
dans les autres cancers. D’autre part, parmi les hémopathies myéloides, les pathologies
chroniques présentent moins de mutations que les leucémies aiglies (51,75). Globalement, ce
nombre limité de génes cibles a permis d’améliorer rapidement les connaissances quant a leur
role dans la physiopathologie.

TET2, ASXL1 et DNMT3A sont les génes les plus fréquemment mutés dans la cohorte, tel
que décrit dans la littérature (76). Cependant, des mutations sur ces génes peuvent étre liées a
1I’age (35,77) et étre également observées chez des patients sans hémopathie (CHIP), ce qui rend
leur interprétation délicate chez les patients de plus de 70 ans ou une décision multidisciplinaire

reste nécessaire (58).
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La majorité des demandes de NGS de cette étude a été faite dans un contexte de SMP et pres
de la moitié des analyses ont permis de confirmer le diagnostic. Le NGS a donc eu un impact
important pour le diagnostic des SMP, en particulier les SMP rares. En effet, il a permis
I’identification de mutations clés chez tous les patients « suspects » de leucémie chronique a
polynucléaires neutrophiles, avec des mutations touchant les génes CSF3R, ASXL1 ou SETBP1
(78,79), et de mastocytose, avec la détection de mutations sur le gene KIT (11). Comme attendu,
les mutations touchant les genes drivers, JAK2, CALR et MPL, ont été identifiées de facon
mutuellement exclusives et ont été retrouvées dans 21% des prélévements, permettant de
confirmer le diagnostic (80). De plus, dans ce travail, les mutations drivers ont été la seule
anomalie retrouvée pour 38% des prélevements de SMP et la proportion de ces mutations
étaient plus importante dans les MFI que dans les PV ou les TE, ce qui est également cohérent
avec la littérature (81). D’autres mutations ont été mises en évidence dans les SMP, comme des
mutations de second ordre touchant les genes TET2 et DNMT3A retrouvées dans 27% et 18%
des cas, respectivement. Les mutations sur ces genes peuvent étre a la fois liées a I’age (75,82),
témoigner de I’initiation du SMP lorsqu’elles surviennent avant les mutations drivers ou étre
un témoin de la progression du SMP lorsqu’elles apparaissent secondairement (35). La présence
de mutations sur les génes ASXL1 (13%), EZH2 (7%) et SRSF2 (7%) retrouvées
majoritairement dans les SMP non PV et non TE sont associées a un mauvais pronostic, en plus
de leur role diagnostique. En effet, ces mutations induisent un risque de transformation en MFI
ou LAM plus éleveé (35,80,83,84). Dans les MFI, 1’association des mutations des genes ASXL1,
SRSF2 et U2AF1 sont importantes dans la décision d’enclencher un traitement par allogreffe
(63). Enfin, certains génes retrouvés mutés dans la phase blastique des SMP comme TP53,
NRAS, CBL, PTPN11 et RUNX ont été identifiés dans la cohorte chez des patients en cours
d’évolution (85-87).

Malgré la présence d’un nombre relativement important de genes touchés, 47% des
prélevements pour lesquels un diagnostic final de SMP a été retenu ne présentent aucune
mutation. Or, d’aprés Vainchenker et Kralovics, seulement 15% des thrombocytoses chroniques
et moins de 10% des MFI ne présentent pas de mutations (35), contre 48% des TE, 37% des
SMP autres et surtout 71% des polyglobulies dans ce travail. Une des hypotheses pour expliquer
ces différences peut étre que la recherche de SMP a été effectuée alors que le patient ne
présentait pas les critéeres diagnostiques requis (11). Parmi les 27 prélévements étiquetés
polyglobulie et les 14 prélevements TE sans mutation, seulement 3 cas et 4 cas, respectivement,
ne présentaient pas les critéres cytologiques et moléculaires évoquant un SMP. Une autre

hypothése est la composition du panel de recherche utilisee pour le NGS. En effet, les genes
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PPM1D, MLL3 et LNK ont été identifiés comme mutés de maniére récurrente dans les SMP, et
ne font pas partis du panel utilise & Clermont-Ferrand (81,88). Cette derniére mutation a
également été décrite dans les polyglobulies familiales (89) dans lesquelles on peut également
retrouver des mutations germinales impliquant les génes de la voie de régulation de I’hypoxie,
appelés HIF (Hypoxia Inductible Factor), qui stimulent la prolifération et la différenciation de

progéniteurs érythropoiétiques (90).

Les études s’accordent quant a une incidence de 70 a 90% de mutations génetiques
récurrentes identifiées dans les SMD (49,52,60). Dans notre cohorte, 73% des préléevements
réalisés chez des patients atteints de SMD présentaient au moins une mutation. Parmi eux, et
comme retrouveé dans la littérature (21,22,91), aucune anomalie cytogénétique n’est retrouvée
dans la moitié des cas.

Les génes les plus fréquemment touchés dans notre cohorte sont TET2 (22%), SF3B1 (16%)
et ASXL1 (9%). Dans la littérature, les mutations du gene SF3B1 sont retrouvées dans environ
20% des SMD (92) et I’association entre la présence de ces mutations et certains types de SMD
tels que les SMD avec sidéroblastes en couronne, uni ou multi-lignée(s), ou les SMD 50- est
maintenant bien établie (53,93,94). En plus de son role diagnostique, la présence d’une mutation
sur ce gene est un facteur de bon pronostic (11). Les autres génes du splicéosome ont été
retrouvées a une fréquence moindre qu’annoncée dans la littérature (53), avec aucune mutation
identifiée sur le géne SRSF2. Cette différence peut s’expliquer par le fait que ces génes ne sont
pas spécifiques des SMD, et notamment SRSF2, qui est majoritairement retrouvé dans les SF
(95). Comme attendu, le géne TET2 a été retrouveé muté dans plus de 20% des cas (96), sans
impact pronostique sans autre mutation associée (60,97). Dans ce travail, la présence de
mutations au niveau de TET2 a souvent été accompagnée de mutations touchant d’autres genes.
L’impact de ces associations n’est aujourd’hui pas trés connu dans les SMD et des etudes sont
menées afin de comprendre la physiopathologie de ces co-mutations (92).

L’apport du NGS dans ce groupe de pathologie est principalement pronostique (70% des
prélevements). De nombreuses mutations identifiées dans la littérature comme étant de mauvais
pronostic (11) sont retrouvées dans notre cohorte telles que les mutations impliquant les génes
ASXL1, RUNX1, DNMT3A, EZH2, NRAS, KRAS et TP53. De nombreuses mutations ayant un
impact pronostique ont été identifiées et ce, independamment des scores IPSS/IPSS-R. C’est
par exemple le cas du gene SRSF2, évalué dans une méta-analyse de 2018 par Arbab Jafari
(98). D’autres études ont également permis de distinguer les génes TP53, ETV6, RUNX1, EZH2,
SETBP1, IDH2 et ASXL1 comme des marqueurs indépendants de mauvais pronostic (60,99).
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Afin de stratifier au mieux le risque pronostique des patients, ces mutations ont été reliées a
d’autres données clinico-biologiques. Ainsi, les mutations sur les génes SRSF2, U2AF1 et
ASXL1 ont été définies comme des marqueurs indépendants des scores pronostiques si, et
seulement si, le pourcentage de blastes médullaires n’excédait pas 5% (100). Bejar et al ont
également montré que la mutation du gene SF3B1 était de bon pronostic lorsque le taux de
blastes médullaires était inférieur a 5% (101). Toutes ces données ont amené a intégrer la
présence de ces mutations au score pronostique pré-existant. Haferlach et al ont ainsi ajouté
aux criteres « conventionnels » de I’'IPSS-R (52) 1’age ainsi que 14 geénes dont EZH2, TP53 et
SF3B1 afin de créer quatre groupes pronostiques chez des patients atteints de SMD de novo ou
secondaire, traités ou non (102). L’amélioration des connaissances concernant les différents
marqueurs moléculaires permet de disposer de score pronostique de plus en plus précis.

Aucun patient de I’é¢tude atteint de SMD n’a bénéficié d’un traitement ciblé suite aux
résultats du NGS. Bien que de nombreuses études aient identifié certaines mutations comme
prédictives de la réponse aux traitements, aucun consensus n’est clairement établi concernant
les traitements tels que I’azacitidine, la décitabine ou encore le lenalidomide (92). En revanche,
les progrés réalisés dans la compréhension de la physiopathologie des SMD a permis
d’identifier des cibles thérapeutiques pour lesquelles des essais cliniques sont actuellement en
cours (69,70,103).

Les demandes de NGS concernant les SF ont représenté 12% de la cohorte. Comme attendu,
une hématopoiése clonale a été identifiée dans 97% des cas (104). En accord avec les données
de la littérature, aucune mutation sur le géne CSF3R n’a été identifiée chez les patients atteints
de Leucémie Myeloide Chronique atypique alors que tous les patients présentaient une mutation
sur le géne SETBP1. Dans ces cas, le NGS a un impact diagnostique primordial, et permet de
faire la distinction entre des pathologies qui peuvent étre proche au niveau cytologique
(11,80,105).

Dans pres de 9 cas sur 10, le diagnostic final retenu dans ce groupe était une LMMC. Du fait
d’une grande variabilité de présentation clinique et biologique (106), ainsi qu’une faible
proportion d’anomalies cytogénétiques dans ce type de pathologie (107), le NGS a permis de
confirmer le diagnostic dans prés de la moitié des demandes. Les genes les plus fréqguemment
mutés ont été TET2, ASXL1, NRAS et SRSF2. Ainsi, les mutations sur le gene TET2 ont
concerné 20/33 prélévements (60%), ce qui est cohérent avec la littérature. En effet, Patnaik
and Tefferi ont retrouvé des mutations sur le géne TET2 dans prés de 60% des cas, 50% des cas
pour le gene SRSF2, 40% pour le géne ASXL1 et 30% pour les genes RAS (104). D’autres études
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ont confirmé ces chiffres (108,109). Des co-mutations des genes TET2 et SRSF2 ou ZRSR2 ont
été décrites dans les LMMC (94,108), ce que nous avons retrouvé dans notre cohorte avec plus
de la moitié des mutations impliquant les genes SRSF2 et ZRSR2 retrouvées chez des patients
mutes pour le géne TET2 (seulement deux prélevements ont présenté une mutation isolée sur le
géne TET2). En plus d’un role diagnostique, ces co-mutations impactent le pronostic. Ainsi, en
I’absence de mutation ASXL1, les mutations du gene TET2 sont plutdt associées a un pronostic
favorable chez les patients atteints de LMMC. Les mutations ASXL1 sont quant a elles associées
a un pronostic déefavorable (104,110). En 2016, Elena et al ont amélioré le score pronostique
existant (CPSS), en prenant en compte la présence de mutations récurrentes sur les genes
ASXL1, NRAS, RUNX1 et SETBP1 (62). Ce nouveau score pronostique, baptisé CPSS-Mol, a
permis de mieux stratifier les patients ainsi d’améliorer la prise en charge.

Concernant le patient ne présentant pas de mutation génétique récurrente dans le groupe SF,
la demande d’analyse a été faite suite a une allogreffe. Le prélévement était dépourvu de blastes

et I’objectif de ce prélévement était de mettre en évidence une rechute moléculaire précoce.

Un tiers de notre cohorte concernait des prélevements réalisés chez des patients atteints de
LA. Dans ces pathologies, il est admis que la majorité des patients présente au moins une
mutation récurrente, parfois un nombre élevé, ainsi qu’une forte hétérogénéité au niveau des
mutations (55,111). Ainsi, notre étude a identifié au moins une mutation génétique dans 91%
de préléevements avec une fréquence de mutation par gene ne deépassant pas les 10%.
Contrairement a ce qui a été décrit par le réseau de recherche génomique des cancers (51) et
méme si toutes les mutations décrites sur ces genes ont été retrouvées dans ce groupe
pathologique, les mutations touchant les genes FLT3 et NPM1 ne font pas parties des genes les
plus représentées de la cohorte. Cette différence peut s’expliquer par le fait que nous avons
regroupé les LA de novo et les LAM secondaires dans lesquelles ces génes sont moins
fréquemment mutés (112-114). Une autre hypothése pourrait étre que comme la prescription
systématique de NGS au diagnostic de LAM est assez récente, notre cohorte comporte un biais
de sélection et concerne majoritairement des patients pour lesquels le statut NPM1/FLT3 a été
évalué par technique Sanger et n’a donc pas nécessité d’analyse NGS complémentaire. Malgré
cela, une mutation du géne NPM1 a été retrouvee dans 8% de la cohorte, dont pres de 70% a
été associe a un bon pronostic (i.e absence de mutation sur le géne FLT3). En revanche, ce géne
a souvent été retrouvé co-muté avec DNMT3A (77%), ce qui a été décrit comme de mauvais

pronostic (115).
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Les génes les plus fréguemment mutés dans notre cohorte LAM sont DNMT3A (10%),
ASXL1 (9%), TET2 (8%) et RUNX1 (8%). Ces trois premiers génes, regroupés sous le terme
DTA, peuvent étre liés a I’age (35,58) et étre egalement observés chez des patients sans
hémopathie (CHIP) (77). Comme défini dans les données de la littérature, 10 a 20% des cas de
LAM sont mutes sur les génes TET2, ASXL1 et RUNX1, ces deux derniers génes étant associés
a un mauvais pronostic dans la classification ELN 2017 (55,61,116,117). De la méme maniére,
le géne TP53, retrouvé muté dans 4% de la cohorte dont la moitié avec un caryotype complexe,
est liee a une survie diminuée (114). Ainsi, pres de la moitié des analyses effectuées pour ce
groupe de pathologie a identifié des mutations de mauvais pronostic conduisant potentiellement
a une intensification thérapeutique.

Pour 10 patients atteints de LA, aucune mutation récurrente n’a été identifiée. Cependant, la
moitié d’entre eux était en rémission et ne présentait pas de blaste circulant au niveau
cytologique, et les autres n’avaient qu’un faible taux de blastes circulants, insuffisant pour
évoquer une rechute cytologique. L’absence de blastes dans ces prélévements peut donc poser

la question de la sensibilité de I’analyse.

Au-dela de leur impact pronostique, certaines mutations récurrentes sont plus fréquemment
associées a une rechute de la pathologie, comme les mutations du géne TP53 (55,113).
Différents types d’évolution de profils mutationnels lors de rechutes ont été décrits dans cette
cohorte. Par exemple, un patient a présenté une mutation au niveau du gene WT1 au moment
du diagnostic, puis, en rechute, deux mutations sur le géne FLT3 sont apparues en plus de la
méme mutation du géne WT1. Un autre patient a présenté deux génes mutés au diagnostic, dont
I’un a disparu au moment de la rechute, « compensé » par une nouvelle mutation sur un autre
géne. Ces derniers profils d’évolution ont été décrits par Li Ding et al comme les deux modéles
d’évolution d’une LAM (118). Le premier modéle décrit un clone primitif qui évolue lors de la
rechute en acquérant d’autres mutations sur différents génes alors que le deuxieme modele
consiste en la résistance au traitement d’un sous-clone qui évolue en acquérant d’autres
mutations lors de la rechute.

Actuellement, de nombreux essais cliniques sont en cours afin d’évaluer I’efficacité¢ de
molécules thérapeutiques dirigées contre des mutations géniques (18). Ainsi, 56% des
prélevements ont été effectués chez des patients en rechute, et prés du tiers des prescriptions
ont été faites dans I’optique d’identifier des cibles thérapeutiques, comme IDH1 ou IDH2 (119),
puisque des molécules dirigées contre ces cibles permettent la différenciation des cellules

blastiques. De méme, la forte fréquence de mutations impliquant le géne FLT3 a permis le
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développement de molécules anti-tyrosine kinase comme la midostaurine. Du fait de problémes
de sélectivité et de toxicité de cette molécule, une deuxiéme génération d’anti-tyrosine kinase
est en cours d’évaluation (18). Malgré cela, un traitement par anti-FLT3 au diagnostic d’une
LAM muté FLT3 a montré un bénéfice en terme de survie globale (18).

Les mutations somatiques identifiées en NGS peuvent étre suivi au cours du temps, et
pourraient ainsi étre utilisées dans le suivi de la maladie résiduelle (120-122). Bien qu’une
multitude de genes et donc de régions cibles peuvent étre sequencés simultanément par NGS,
sa limite de sensibilité, aux alentours de 1%, et les potentielles erreurs de séquencage ne
permettent pas a cette technique d’étre plus efficiente aujourd’hui que les techniques de biologie
moléculaire (123). Les techniques de PCR en temps réel sont largement utilisées pour la
maladie résiduelle mais des techniques plus sensibles telles que la PCR digitale (ddPCR)
prennent de plus en plus de place dans le suivi des hémopathies (124). Le NGS pourrait donc
étre utilisé afin d’identifier les genes mutés lors du diagnostic et/ou de la rechute et ainsi
sélectionner des cibles d’intérét a quantifier par ddPCR dans le cadre du suivi de la maladie

résiduelle.

Enfin, un certain nombre de prélevements concernaient des pathologies non myéloides,
I’objectif principal étant de détecter une cible thérapeutique. Seulement la moitié des
prélevements a présenté au moins une mutation génétique récurrente, ce qui s’explique
probablement par le fait que le panel utilisé n’est pas adapté pour des pathologies lymphoides.
Malgré cela, pres de la moitié des patients avec un lymphome T ont présenté une mutation
TET2, et étaient donc potentiellement éligibles a un traitement par 1’azacitidine (Vidaza®).

Par ailleurs, dans un contexte d’aplasie médullaire, I’absence de mutation génétique
récurrente est un critére d’exclusion de ce diagnostic (76). Dans 1’étude menée ici, tous les
prélevements pour suspicion d’aplasie médullaire ont présenté au moins une mutation sur un

géne du panel, ne permettant pas d’exclure le diagnostic d’aplasie médullaire.

Ce travail présente plusieurs limites. Une des limites est liée a la méthodologie de 1’étude.
En effet, nous nous sommes heurtés a un certain nombre de données manquantes du fait que la
demande de NGS n’était pas forcément réalisée en méme temps que les autres examens
biologiques. Ainsi, le patient pouvait étre en rechute lors de 1’analyse NGS alors que 2 mois
auparavant, le myélogramme ou I’immunophénotypage pouvaient étre en faveur d’une
rémission. Par conséquent, I’interprétation de I’analyse de concordance a nécessité une revue

minutieuse des bilans. Une concordance globale de 70% a tout de méme été observeée, avec des
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discordances majoritairement liées aux difficultés diagnostiques entre les syndromes frontieres
et les SMP et SMD, et non & un mangque de données.

De plus, chaque prélévement a été considéré comme indépendant avec 328 prélevements
répertoriés pour 288 patients. Un méme patient pouvait donc avoir plusieurs prélevements
pouvant étre classé dans différents groupes pathologiques en fonction de 1’évolution de sa
pathologie. Ce risque est limité du fait d’un faible nombre de patients présentant plusieurs
prélevements.

Ce travail a également mis en évidence un nombre important de patients, notamment avec
un SMP, pour lesquels aucune mutation n’a été identifiée en NGS. Pour ces patients, la question
du coit de I’analyse se pose du fait d’un apport limité tout comme la question de la juste
prescription. A ’heure actuelle, aucune recommandation nationale ou internationale ne cadre
I’utilisation de cette analyse.

De plus, le panel utilisé a Clermont-Ferrand est un panel regroupant des genes impliqués
dans les hémopathies myéloides dans leur ensemble ce qui peut expliquer, au moins en partie,
ce nombre important de patients sans hématopoiése clonale. Des panels plus spécifiques des
différents groupes pathologiques sont maintenant accessibles du fait d’une meilleure
compréhension de la physiopathologie et de I’identification croissante de mutations de génes
grace au séquencage du génome entier (Whole Exome Sequencing (WES)). De plus en plus de
laboratoires travaillent désormais grace a des panels spécifiques de la pathologie suspectée ou
diagnostiquée afin d’affiner leur recherche (125), mais cette solution n’est envisageable que
dans des centres ayant un recrutement suffisant. Une autre solution est 1’utilisation d’un panel
plus élargi, ce qui va étre fait dans notre centre, avec notamment I’ajout de génes comme IK2F1
ou LNK qui permettent de mieux cibler certaines pathologies, en particulier les SMP.
L’utilisation du WES est pour I’instant globalement réservee a des applications de recherche,
ou a des plateformes spécialisées comme Auragen. Cependant, I’interprétation des données
reste difficile. En effet, des variants concernant des génes encore non explorés en hématologie
pourront étre identifiés et pourront compliqués I’interprétation biologique des résultats.
Actuellement, les analyses WES réalisées sur la plateforme Auragen sont limitées aux patients
atteints de LAM en rechute.
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La prise en charge de ces hémopathies myéloides évolue et, du fait de I’évolution des
techniques et des connaissances, tend désormais vers une médecine personnalisée recourrant
aux therapies ciblées. Cette optimisation nécessite régulierement la recherche de mutations
génétiques par Next Generation Sequencing (NGS).

Cette étude rétrospective (juillet 2017- décembre 2019) observationnelle a pour objectif
principal de déterminer I’impact des résultats d’un test NGS myéloide (MYS Probes®, Sophia
Genetics, Saint-Sulpice, Suisse) sur le diagnostic, le pronostic et le traitement des patients
atteints d’hémopathie myéloide. L’objectif secondaire a été d’évaluer la concordance des
résultats de NGS avec le diagnostic final retenu.

Les analyses NGS effectuées par le service d’Hématologie Biologique du CHU de
Clermont-Ferrand ont été recueillies (328 prélevements ; 288 patients). Dans prés de trois-
quarts des cas, au moins une mutation a été identifiée par NGS. Les principales mutations
retrouvées ont concerné les génes TET2, ASXL1 et DNMT3A. Les mutations des genes FLT3,
CEBPA et NPM1 sont exclusivement identifiées dans les Leucémies Aigués (LA), de méme
que la mutation du gene MPL dans les Syndromes Myeélo-Prolifératifs (SMP) et du géne ETV6
dans les Syndromes Myélo-Dysplasiques (SMD). Ces données sont concordantes avec la
littérature. Pour plus de la moitié des prélevements sans mutation détectable, le diagnostic était
un SMP.

Un intérét pronostique a été majoritairement identifié (33%) et la technique de NGS est
de plus en plus étudiée pour suivre la maladie résiduelle et I’évolution clonale dans les LA. Un
bénéfice en terme de diagnostic et de thérapeutique a été identifié pour respectivement 18% et
12% des prélevements. Ces résultats permettent une évolution de la prise en charge chez des
patients compliqués a diagnostiquer ou a traiter et chez qui les examens classiques n’ont pas
été concluants. Une concordance globale de 70% entre les résultats du NGS et le diagnostic
retenu a été retrouvée. Bien que le NGS ne soit pas un examen de premiere intention, son
résultat est majoritairement pris en compte par les cliniciens.

L’intégration du NGS dans la pratique courante de la prise en charge des hémopathies
myeéloides est désormais admise. Une augmentation du nombre de genes du panel NGS serait
utile pour diminuer le nombre de cas non informatifs, en particulier pour les SMP. Une étude

médico-économique sur I’utilisation de cette technique serait également intéressante.
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Annexe 1 : Panel myéloide NGS

Signaux d’activation | Voies d’activation | Facteurs de transcription | Facteurs épigenétiques | Splicéosome | Nucléophosmine | Suppresseur de tumeur

CSF3R ABLI] CEBPA DNMT34 SF3BI1 NPMI TP;3

FLT3 BRAF RUNXI EZH2 SRSF2

JAK2 HRAS ETVs IDHI U24F]

KT KRAS SETBPI IDH2 ZRSR2

MPL NRAS WI1I TET2

CALR PTPNII ASXLI

CBL
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Annexe 2 : Classification des pathologies

SMP SMD SF A LA
LMC Ane_mle étiologie LMMC 0 Aplasug LAM 0
inconnue médullaire
Polvalobulie Neutropénie Syndrome de
ygiot étiologie LMMC 1 Scwachman- LAM 1
primitive . .
inconnue Diamond
: Dysérythropoiése
Palyglobulie tiologie LMMC 2 Behcet LAM 2
secondaire .
inconnue
MFI SMD SLD LMMC Troubles LAM 4
secondaire | neurodégénératifs
Myélofibrose SMD MLD LMCa Dermatose LAM 5
secondaire neutrophilique
TE SMD RS SLD SMI%STMP Déficit humorale LAM CEBPA
Syndromes
TE triple négative SMD RS MLD frontieres Amylose LAM FLT3
inclassables
Leucemie chronique | gy 4 AITL LAM NPM1
a PNN
Mastpcytose SMD EB 2 PTCL NOS LAM FLT3 et
systemique NPM1
LAM avec
Syndrome SMD 5¢- DLBCL anomalies
hyperéosinophilique associees aux
myélodysplasies
Hyperéosinophilie L7ZM LAM post
étiologie inconnue chimiothérapie
LLC Sarcome_
granulocytaire
Lymphome
lymphocytique
Myélome
Multiple
PTI
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SMP : Syndrome Myélo-Prolifératif ; SMD : Syndrome Myélo-Dysplasique ; SF: Syndrome Frontiére ; A:
Autre ; LA : Leucémie Aigué

LMC : Leucémie Myéloide Chronique ; MFI : MyéloFibrose Idiopathique ; TE : Thrombocytémie Essentielle ;
PNN : Polynucélaires Neutrophiles ; SMD SLD : Syndrome Myélo-Dysplasique avec dysplasie unilignée ; SMD
MLD : Syndrome Myélo-Dysplasique avec dysplasie multilignée ; SMD RS SLD : Syndrome Myélo-Dysplasique
avec dysplasie unilignée et excés de sidéroblastes de couronne ; SMD RS MLD : Syndrome Myélo-Dysplasique
avec dysplasie multilignée avec exceés de sidéroblastes de couronne ; SMD EB : Syndrome Myélo-Dysplasique
avec Exceés de Blastes; LMMC : Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique ; LMCa : Leucémie Myélémie
Chronique atypique ; SMD/SMP RS T : Syndrome Myélo-Dysplasique/ Myélo-Prolifératif avec Sidéroblates en
couronne et Thrombocytose ; AITL : Lymphome T Angio-Immunoblastique ; PCTL NOS: Lymphome T
Périphérique sans signification ; DLBCL : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules ; LZM : Lymphome de la
Zone Marginale ; LLC : Leucémie Lymphoide Chronique ; PTI ;: Purpura Thrombopénique Idiopathique ; LAM :

Leucémie Aigué Myéloide.

56






SERMENT DE GALIEN

« Je jure en présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de I'Ordre des

Pharmaciens et de mes condisciples :

D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement.

D'exercer. dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur. mais aussi les régles de 'honneur.

de la probité et du désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité
humaine : en aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état

pour corrompre les meeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses. Que je

sois couvert(e) d'opprobre et méprisé(e) de mes confréres si j'y manque ».

57






Contexte : A I’¢ére de la médecine personnalisée, I’adaptation de la prise en charge des hémopathies
myéloides nécessite de plus en plus d’évaluer les caractéristiques moléculaires précises des cellules
malignes. Le Next Generation Sequencing (NGS) permet d’analyser, en une seule analyse, plusieurs
genes impliqués dans la physiopathologie de ces hémopathies. Méme si [’utilisation de cette technique
est courante dans le domaine de la recherche, son emploi dans les laboratoires de Biologie Médicale
est assez récent. Ainsi, I’objectif principal de cette étude rétrospective observationnelle a été d’évaluer
I’impact des mutations somatiques identifiées par NGS sur le diagnostic, le pronostic et le traitement
des patients suspects ou atteints d’hémopathies myéloides au CHU de Clermont-Ferrand. L’objectif
secondaire a consisté a évaluer la concordance entre les résultats du NGS et le diagnostic final retenu.
Matériel/méthode : Toutes les analyses NGS (séquenceur Miseq®, Illumina) réalisées de juillet 2017
a décembre 2019 a I’aide d’un panel myéloide (MYS Probes®, Sophia Genetics) ont été recueillies.
Chague prescription a été classée selon son motif de demande (diagnostic, pronostic ou recherche de
cible thérapeutique) et son groupe de pathologie (SMP, SMD, SF, A et LA). L’apport de 1’analyse
NGS (confirmation diagnostic, bon pronostic, mauvais pronostic, impact thérapeutique ou sans
impact) ainsi que la concordance de conclusions entre les résultats du NGS et le diagnostic retenu final
(concordance, cohérence et discordance) ont été évalués.

Résultats : 328 prélevements (288 patients) ont été analysés. Une hématopoiése clonale a été identifiée
dans 74% des cas avec les genes TET2, ASXL1 et DNMT3A comme les plus fréquemment mutés. Les
patients atteints de LA présentent un nombre de mutations significativement plus élevé, avec des
mutations des génes FLT3, CEBPA et NPM1 exclusivement identifiées dans les LA. De méme que les
mutations des génes MPL dans les SMP et ETV6 dans les SMD. La moitié des prélevements sans
mutation détecté concernait un SMP. Un tiers des résultats de 1’analyse NGS a eu un impact
pronostique sur la cohorte, et plus particulierement dans les groupes SMD, SF et LA. Une confirmation
diagnostique a concerné 18% des cas, et majoritairement des prélevements du groupe SMP.
L’identification d’une cible thérapeutique a été constatée pour 12% des prélévements, essentiellement
dans les groupes LA et Autres diagnostics. Une concordance globale de 70% entre les résultats du
NGS et le diagnostic retenu final a été retrouvée.

Conclusions : L’intégration du NGS dans la pratique courante de la prise en charge des hémopathies
myéloides est désormais admise. Une augmentation du nombre de génes évalué dans le panel
clermontois serait utile pour diminuer le nombre de cas non informatifs, en particulier pour les SMP.

Une étude médico-économique sur 1’utilisation de cette technique serait également intéressante.

Mot-clés :
- NGS - Diagnostic
- Hémopathies myéloides - Pronostic

- Mutations somatiques - Cible thérapeutique







