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1. Généralités

1.1 Un peu d'histoire

Dans les années 1920-1930, est identifié le r6le clef de la nutrition dans la genése de
certaines anémies. Les carences en fer, folates et vitamine B12 sont alors traitées par
supplémentation en vitamines correspondantes. Cependant, les médecins s’apercoivent non
seulement qu’un nombre significatif d’anémies est résistant au traitement, mais que ces
patients présentent des taux vitaminiques normaux. En 1938, Rhoads & Barker ! introduisent
le concept d’anémie réfractaire. Par la suite, les chercheurs se rendent compte que ces
anémies réfractaires précedent de facon plus ou moins chronique de nombreuses leucémies
aigués myéloides (LAM). En 1949, Hamilton & Paterson ! suggérent qu’un méme facteur est
responsable a la fois des cytopénies réfractaires et du développement d’'une LAM. La notion
de stade pré-leucémique est née, mais il reste a déterminer le facteur responsable de I'état
pré-leucémique. En 1956, Bjorkman? décrit la présence de sidéroblastes dans la moelle
osseuse des patients atteints d’anémie réfractaire. A peine 10 ans plus tard, en 1965,
Dameshek 3 émet I'hypothése qu’une anémie réfractaire avec présence de sidéroblastes est
un état néoplasique qui peut entrainer la survenue d’'une LAM. Enfin, en 1973, suite a I'étude
de centaines de cas, Saarni & Linman # établissent un cadre assez précis de I'état pré-
leucémique. Malgré des signes cliniques peu spécifiques (anémie, troubles de I'hémostase
etc.), ces chercheurs ont identifié des anomalies morphologiques récurrentes des cellules
hématologiques associées a I'état pré-leucémique. Les globules rouges présentent dans le
sang une anisopoikilocytose pendant que leurs précurseurs médullaires (érythroblastes)
montrent différentes anomalies a titre d’asynchronisme de maturation, érythroblastes multi
nucléés. Les polynucléaires neutrophiles possédent des anomalies de segmentation et/ou de
dégranulation. Les plaquettes sont anisocytaires avec des formes « macro» et les

mégacaryocytes sont unilobés ou a noyaux séparés. Les bases de la dysplasie étaient nées.

En 1982, la French-American- British Cooperative group (F.A.B.) remplace la notion de
stade pré-leucémique par la notion de syndrome myélodysplasique (SMD) car le terme pré-
leucémie fut largement critiqué puisqu’il impligue une évolution vers une leucémie aigie
malgré I'absence d’une telle issue dans de nombreux cas. La classification FAB des
myélodysplasies regroupe alors 5 entités classées en fonction du nombre de blastes, de la
présence de corps d’Auer, du taux de sidéroblastes en couronne et de la monocytose °. Les
cing pathologies classées en syndrome myélodysplasique furent donc, I'anémie réfractaire,
I'anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne, I'anémie réfractaire avec exces de
blastes, la leucémie myélo-monocytaire chronique et I'anémie réfractaire avec exces de

blastes en transformation (Tableau 1).

12



SYNDROMES
MYELODYSPLASIQUES

SANG
PERIPHERIQUE

MOELLE OSSEUSE

Anémie réfractaire

Blastes < 1%

Hyperplasie érythroide
+/- dysérythropoiése
Blastes < 5%

Anémie réfractaire avec plus de
15% de sidéroblastes en
couronne

Blastes < 1%

Hyperplasie érythroide
+/- dysérythropoiese
Blastes < 5%
Sidéroblastes en
couronne >15%

Anémie réfractaire avec exces
de blastes

Blastes < 5%

Dysgranulopoiese +/-

dysmegacaryopoiese

+/- dysérythropoiese
Blastes 5-20%

Anémie réfractaire avec exces
de blastes en transformation

Blastes > 5%

Blastes 20-30%
Présence de corps
d’Auer

Leucémie myélo-monocytaire
chronique

Monocytes > 1x10°/L
Blastes < 5%
Dysgranulopoigese
présente ou absente

Promonocytes
présents mais
inférieurs a 5% du
compte des blastes
Blastes 5-20%

Tableau 1 Classification des syndromes myélodysplasiques selon I’association French-American-British 1982

Cette classification fut rapidement critiquée pour son c6té surtout diagnostique et tres
peu pronostique car ne tenant pas compte des avancées de la recherche cytogénétique dans
les syndromes myélodysplasiques. En effet, dés 1981, Yunis et al. ® ont souhaité poursuivre les
investigations au-dela des anomalies morphologiques en étudiant leurs anomalies
cytogénétiques. C'est ainsi qu’ont été découvertes dans ces syndromes les récurrences des
anomalies cytogénétiques telles que la délétion du bras long du chromosome 5 (del 5q), la
monosomie du chromosome 7, la trisomie du chromosome 8 etc. C'est donc dans ce sens que
I’organisation mondiale de la santé (OMS) a régulierement révisé depuis 1999 la classification
des myélodysplasies pour tenir compte des derniéres connaissances cytologiques,
morphologiques et cytogénétiques. La derniere révision de la classification OMS date de 2016

(Tableau 2).
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TYPES DE SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES (SMD)
SMD avec dysplasie uni-lignée
SMD avec sidéroblastes en couronne (SMD-RS)
- SMD-RS et dysplasie uni-lignée
- SMD-RS et dysplasie multi-lignées
SMD avec dysplasie multi-lignées
SMD avec exces de blastes
SMD avec del(5q) isolée
SMD non classable
Entité provisoire : Cytopénie réfractaire de I'enfance

Tableau 2 Classification générale des syndromes myélodysplasiques selon OMS 2016’

Bien que chaque révision reprenne I'état de I'art pour utiliser les dernieres avancées
scientifiques afin de caractériser au mieux les myélodysplasies, il existe toujours une catégorie
de SMD non classable (Tableau 2) et ce malgré les récentes données de biologie moléculaire.

Les données de biologie moléculaire accumulées jusqu’a ce jour n’offrent pas encore
assez de recul bien que certains groupes experts commencent a les intégrer dans leur réflexion
comme par exemple le Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) dans son Consensus
Francais sur les syndromes myélodysplasiques et la leucémie myélomonocytaire chronique,
diagnostic, classifications et traitement (mise a jour 2015)3. Il existe un réel besoin d’améliorer
nos connaissances pour mieux caractériser ces SMD inclassables et aider le clinicien. Parmi ces
SMD inclassables, une catégorie « basée sur une anomalie cytogénétique » n’existe que par la
présence de cytopénie(s) associée(s) a au moins une anomalie caractéristique au caryotype
sans autre anormalité. Sachant qu’ environ 50% des SMD ont un caryotype normal °, il existe
donc une grande part des SMD dont le diagnostic ne se fait que sur la présence d’une
dysplasie. Celle-ci est déterminée par le cytologiste et son évaluation peut parfois présenter
de réelles difficultés. Ainsi, il est évident qu’émerge rapidement une population brievement
décrite a ce jour par la classification OMS 2008 : les cytopénies chroniques sans étiologie, sans
dysplasie franche et sans anomalie cytogénétique caractéristique qui ne peuvent étre
étiquetées syndrome myélodysplasique : les ICUS pour Idiopathic Cytopenia of Undetermined
Significance 1°. L’objet de ce travail est d’utiliser les avancées de la biologie moléculaire pour
participer a une meilleure caractérisation de ces cytopénies inexpliquées (ICUS). Cette étude
résulte de la conjonction de contextes technologique et clinique.
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1.2 Contextes

1.2.1 Contexte technologique

Un variant de I’ADN se définit par le changement de la séquence de base(s) par rapport

a une séquence de référence résultant d’une substitution, d’'une délétion ou d’une insertion

d’'une base ou résultant d’'un réarrangement de plus larges sections de genes ou de
chromosomes entre eux. Pour détecter un variant de facon précise, il est donc nécessaire :

- de déterminer I'ordre précis d’enchainement des bases d’un geéne, c’est le séquencage ;

- de connaitre la séquence « normale » d’un gene.

Depuis la fin des années 1970, le séquencage des acides nucléiques est réalisé par la
méthode Sanger qui ne sera pas détaillée dans ce travail. C'est par cette méthode qu’un
consortium international, le « Human Genome Project », a réalisé le séquencage du génome
humain entier. Ce projet a débuté en 1990 et a été achevé en 2003! pour un co(it global de
pres de 3 milliards de dollars.

Cette méthode présente un faible rendement, possede un colt élevé a la base
séquencée et ne permet pas de générer un nombre important de séquences. Les progrés
technologiques ont permis I'apparition de nouveaux séquenceurs pour entrer dans I'ére du
séquencage de nouvelle génération (NGS). Depuis une petite dizaine d’années les
séquenceurs de nouvelle génération ont envahi le marché mondial avec |'apparition de
"modeles de paillasses"”, a colt plus faible permettant a de plus en plus de laboratoires d’offrir
un service de séquencage. La possibilité de séquencer massivement, rapidement et a faible
colit a considérablement bouleversé le monde de la recherche. Le prix du séquencage du
génome humain atteint désormais 1000 dollars, et la diminution des prix ne semble pas

terminée (Figure 1).

! https://ghr.nlm.nih.gov/primer/hgp/description Site internet au 18 Mai 2017
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Figure 1 Colt du séquengage du génome humain depuis 20012

Cet essor technologique a surtout permis de considérablement augmenter nos
connaissances sur le génome humain. Cela a permis de découvrir de nouveaux genes, de faire
de la prédiction de fonctions, de mieux comprendre les voies de signalisation et métaboliques.
On estime aujourd'hui que le génome humain est composé d'environ 20 000 genes codant et
que cela représente seulement 1 a 3 % du génome total .

Cependant, cette accumulation de données facilement accessibles présente un enjeu
de taille: I'analyse des données générées. Celle-ci requiert de puissants logiciels bio-
informatiques et une grande expertise. En conséquence, a I"heure actuelle, I'analyse du
génome entier ne peut se faire en routine dans un laboratoire mais pour répondre a une
problématique donnée, il est possible de relativement rapidement séquencer des dizaines de
genes. Dans ce travail, une quarantaine de genes mutés de maniere récurrente dans les SMD

et LAM sont séquencés.

1.2.2 Contexte scientifique

En 2004, une étude de Guralnik et al. ** réalisée au Etats-Unis a montré qu’
approximativement 10% de la population des plus de 65 ans était anémique. Environ un tiers

des anémies s’expliquent par des carences nutritionnelles, un second tiers s’explique par la

2 https://www.genome.gov/images/content/costpergenome2015 4.jpg- Site internet au 03 Mai 2017
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présence d’une insuffisance rénale et/ou d’une pathologie inflammatoire chronique et le
dernier tiers regroupe toutes les autres causes plus ou moins évidentes dont les syndromes
myélodysplasiques. Selon cette étude, les SMD représentent environ 5 a 6% des anémies du
sujet de plus de 65 ans. Si I'on généralise aux cytopénies, dont I'anémie est la plus grande
représentante en terme de fréquence, une cytopénie sans étiologie évidente aboutit
relativement fréguemment a la réalisation d’un myélogramme pour exploration. Cependant,
selon Kwok et al. %, seulement 8 & 16% des myélogrammes réalisés pour exploration de
cytopénies inexpliquées permettent d’affirmer le diagnostic de SMD selon les criteres OMS
2016. Il reste donc encore au moins 80% des cytopénies inexpliquées malgré I'analyse
cytologique et cytogénétique de la moelle osseuse. Le diagnostic de SMD n’est pas chose

facile.

Comme l'indique le Tableau 3, il faut selon 'OMS 2016 un critére cytologique et/ou
cytogénétique pour conclure a un SMD (a I'exception de la présence de la mutation SF3B1).
En pratique, la dysplasie est évaluée microscopiquement et peut parfois étre sujette a des
interprétations différentes selon le cytologiste, aussi bien en termes de quantité que de
gualité. Or, comme 50% des SMD sont diagnostiqués uniquement sur la présence de dysplasie
car le caryotype est normal, cela explique la difficulté de poser le diagnostic de SMD dans de

13 ont observé que 56% de

nombreux cas. Au sein d’une large étude, Malcovati et al.
syndromes myélodysplasiques dont le diagnostic avait été fait uniguement sur une dysplasie
comprise entre 10 et 25% ne progressaient pas dans le temps et ne présentaient aucune
mutation de géne fréguemment impliqué dans les hémopathies myéloides. Pour ces auteurs,
cela est un indice que le diagnostic de SMD peut étre posé a tort malgré la présence de criteres

OMS.

CYTOLOGIE
CYTOPENIE(S)
CHRONIQUE(S) (DYiI:)I;z\SIE > | CYTOGENETIQUE | DIAGNOSTIC
+ + + SMD
+ + - SMD
+ - + SMD
+ - - ICUS

Tableau 3 Résumé des criteres OMS 2016 pour le diagnostic d’'un syndrome myélodysplasique

En 2013, Papaemmanuil et al. ** ont montré qu’au moins 80% des SMD avérés présentent
une mutation sur un gene impliqué dans I’"hématopoiese. Ces résultats ouvrent la voie a une
nouvelle approche. La recherche de mutations par biologie moléculaire pourrait étre un outil
supplémentaire au diagnostic des SMD. Ainsi, il est légitime de penser qu’un certain nombre
de patients présentant une (des) cytopénie(s) chronique(s) inexpliquée(s) possede au moins

une mutation fréquemment retrouvée dans les SMD non détectable par les techniques
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classiques reconnues par ’OMS. Cargo et al. > ont montré chez 69 patients ayant développé
un SMD ou LAM, que la recherche d’anomalies moléculaires a un stade antérieur ou la moelle
n’était pas contributive par technique conventionnelle (cytologie et cytogénétique),
permettait d’identifier des mutations dans 91% des cas. Cela suggére que la détection précoce
de ces anomalies comme un marqueur intéressant d’évolution vers une hémopathie
myéloide. Malcovati et al. ont d’ailleurs montré que la présence de variants chez les patients
présentant une ICUS augmentait tres fortement la probabilité de progression vers une

hémopathie myéloide dans les 5 & 10 années suivantes 3.

Si tel est le cas, sans pour autant permettre de porter le diagnostic de SMD en 2017, |a
présence d’une mutation apporterait un argument de clonalité pour une meilleure prise en
charge. Egalement, cela participe a I'accumulation de données pour l'intégration de la
biologie moléculaire dans la classification OMS des SMD. C’est d’ailleurs ainsi que le GFM le
formule dans sa mise a jour de 2015. Dans les recommandations de niveau 3 du diagnostic de
SMD, le GFM préconise la recherche de mutations somatiques par des examens spécialisés
dont l'intérét pour le diagnostic et la prise en charge restent en général a confirmer. Malgré
tout, le GFM souligne que: «dans de rares cas, ol la morphologie ne permet pas
formellement le diagnostic de SMD, et ou le caryotype est normal, la découverte d’au moins
2 mutations oriente vers le diagnostic de SMD dans un contexte évocateur. La présence de
mutations n’intervient pas encore de facon déterminante dans la décision thérapeutique en

routine mais la situation pourrait évoluer rapidement dans les années qui viennent».

1.3 Rationnel de I’'étude - Concept de cytopénie(s) clonale(s)
1.3.1 Physiopathologie de 'hémopathie myéloide

Le modele de leucémogénese en plusieurs étapes s’applique aux hémopathies
myéloides (Figure 2). La cellule souche hématopoiétique normale acquiert successivement des
anomalies génétiques aboutissant a la transformation maligne et a I'expansion clonale. La
mutation initiale de la cellule souche, causée par des toxiques chimiques, des radiations
ionisantes ou par mutation endogene aléatoire, conduit a des anomalies de la différenciation
des progéniteurs myéloides associées a une augmentation de I'apoptose, ce qui se traduit par
une insuffisance médullaire responsable des cytopénies périphériques. Ce premier clone
myélodysplasique peut ensuite acquérir d’autres anomalies génétiques touchant le controle
du cycle cellulaire ou des facteurs de transcription affectant la prolifération des cellules
myéloides et conduisant a I’expansion clonale du contingent cellulaire anormal par avantage
prolifératif. Enfin, I'instabilité génétique du clone favorise I'apparition d’anomalies génétiques
additionnelles précipitant I'évolution vers le syndrome myélodysplasique puis la leucémie

aigué, avec un blocage de la différenciation cellulaire a un stade précoce de maturation.
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Figure 2 Modeéle de leucémogénése des SMD et évolution vers la leucémie aigué myéloide 1°

Comme l'indique la Figure 2, une nouvelle entité antérieure au stade du syndrome
myélodysplasique est créée : CHIP pour « Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential »
ou hématopoiése clonale de signification indéterminée. Cela correspond a une population
d’individus présentant une mutation somatique associée a une hémopathie mais sans aucun
critére actuel justifiant le diagnostic d’hémopathie ¢. En pratique, la recherche de CHIP ne
pouvant se faire chez tous les patients, Kwok et al. °® ont montré que la présence de variants
était élevée chez les patients présentant une ICUS. Ce sont les cytopénies clonales de
signification indéterminée (CCUS). Cette entité est particulierement intéressante car la
biologie moléculaire permet d’apporter un argument de clonalité dans une situation encore

aujourd’hui souvent sans réponse pour le clinicien.
Ces données tendent a démontrer I'importance de la recherche de mutation(s) par

séquencage chez les patients porteurs de cytopénies inexpliquées et ce méme en I'absence

de diagnostic de SMD afin de documenter une clonalité.
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1.3.2 Les difficultés du diagnostic de Syndrome Myélodysplasique (SMD)

Le diagnostic de syndrome myélodysplasique n’est pas toujours facile a poser. En effet,
celui-ci répond a des critéres précis qui laissent encore un certain nombre de situations

cliniques sans cadre.

1.3.2.1 La définition OMS d’un syndrome myélodysplasique

Le syndrome myélodysplasique est un groupe de maladie définit par une anomalie
clonale de la cellule souche hématopoiétique caractérisée par une (des) cytopénie(s)
associée(s) ou non a de la dysplasie uni ou multi-lignée(s), une hématopoiese inefficace, une
apoptose accentuée et un risque accru de développement vers la leucémie aigué myéloide.
Les cytopénies sont définies par :

- Anémie : hémoglobine < 10 g/dL
- Numération des neutrophiles : < 1,8 x10°/L
- Thrombopénie : plaquettes < 100x10°/L

Cependant en France, I'anémie est définie par un seuil d’hémoglobine < 13 g/dL chez
I"hnomme et < 12 g/dL chez la femme, la neutropénie est définie par une valeur absolue des

neutrophiles < 1,5 G/L et une thrombopénie est définie par un taux de plaquettes < 150 G/L.Y’

Les seuils ne sont donc pas les mémes et ouvrent la voie a des zones d’ombre. En effet,
comment doit étre considérée par exemple une anémie a 11 g/dL? En France un taux de

neutrophiles a 1,6 G/L est considéré comme normal et n’entrainera pas d’exploration.

Pour parer a toute éventualité, ’'OMS laisse au final la décision du diagnostic de SMD
au médecin, méme si les valeurs des cytopénies du patient sont supérieures a celle

préconisées.
1.3.2.2 L’évaluation de la dysplasie

La dysplasie est évaluée sur frottis médullaire par un cytologiste. Les 3 lignées
érythrocytaire, granuleuse et mégacaryocytaire sont étudiées. Pour retenir une dysplasie,

celle-ci doit étre présente au moins dans 10% des cellules de la lignée.

Les dysplasies reconnues par 'OMS sont décrites dans le Tableau 4.
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DYSERYTHROPOIESE

DYSGRANULOPIESE

DYSMEGACARYOPIESE

- Anomalie de dénucléation
- Pont internucléaire
- Karyorrhexis
- Noyaux multiples
- Présence de mégaloblastes
- Présence de sidéroblastes
en couronne
- Vacuolisation

- Taille anormalement
grande ou petite
- Hypolobulation
(anomalie de pseudo
Pelger-Huet)
- Hypersegmentation
- Dégranulation
- Corps d’Auer

- Présence de
micromégacaryocytes
- Hypolobulation
- Mégacaryocytes a noyaux
séparés

Tableau 4 Liste des dysplasies selon OMS 2016
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Figure 3 Exemples de dysplasie (Images tirées de Cazzola et al. %)
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Malgré des définitions précises, la dysplasie est évaluée par un cytologiste et
I’appréciation peut parfois étre sujette a interprétation aussi bien d’un point de vue qualitatif

gue quantitatif selon de nombreux facteurs dont la qualité du frottis médullaire. Aussi, une

dysplasie n’est pas toujours une évidence de clonalité. De nombreux médicaments

(cotrimoxazole, facteurs de croissance etc..), des carences nutritionnelles, des expositions aux

métaux lourds etc. peuvent aussi induire une dysplasie cellulaire.

Par ailleurs des études ont montré :

Une faible reproductibilité dans I'évaluation de la dysplasie entre différents
cytologistes 2 ;

La présence de dysplasie parfois significative chez des patients sains 2°;
Une plus grande significativité de la dysgranulopoiese et de la
dysmégacaryopoiése que de la dysérythropoiése %! ;

Un seuil de 10% non discriminant conduisant a proposer d’autres seuils 22.

1.3.2.3 Cytogénétique des syndromes myélodysplasiques

L’analyse cytogénétique apporte un argument de clonalité présent dans la définition
OMS. Le Tableau 5 présente les anomalies cytogénétiques décrites par 'OMS.

ANOMALIE FREQUENCE
Non Equilibrée
+8* 10%
-7 ou del(7q) 10%
-5 ou del(5q) 10%
del (20q)* 5-8%
-Y* 5%
i(179) ou t(17p) 3-5%
-13 ou del (13q) 3%
del (11q) 3%
del(12p) ou t(12p) 3%
del (9q) 1-2%
idic(X)(g13) 1-2%
Equilibrée
t(11;16)(q23;p13.3) 3%**
t(3;21)(926.2;922.1) 2%**
t(1;3)(p36.3;921.2) 1%
t(2;11)(p21;923) 1%
Inv(3)(921q26.2) 1%
t(6;9)(p23;934) 1%

Tableau 5 Anomalies récurrentes et leur fréquence au diagnostic de SMD (OMS 2016)

*|a présence de ces anomalies isolées ne suffit pas au diagnostic de SMD

** anomalies retrouvées dans les SMD post chimiothérapie
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Certaines anomalies cytogénétiques sont associées a une dysplasie. Une délétion 5q
isolée est souvent caractérisée par la présence de mégacaryocyte unilobé. Une délétion 17p
est régulierement associée a une anomalie pseudo Pelger-Huét. Les anomalies cytogénétiques
présentes dans le tableau, a I'exception de la trisomie 8, la délétion 20qg et la monosomie Y,
sont suffisantes a elles seules pour poser le diagnostic de syndrome myélodysplasique méme
en l'absence de signe morphologique. Cependant les anomalies cytogénétiques ne sont

présentes que dans 50% des cas avérés de SMD.

1.4 Objectif de I’étude

Cette premiere partie a mis en lumiére une entité brievement décrite par I'OMS : les
cytopénies chroniques inexpliquées (ICUS). Celles-ci sont inexpliquées car la cytogénétique
n’apporte pas d’argument de clonalité (50% des cas) et la dysplasie est non significative.
Compte tenu des récentes avancées scientifiques et techniques, ce travail a pour objectif
d’évaluer l'apport du séquencage nouvelle génération sur I'analyse des cytopénies
inexpliquées afin d’apporter ou non un argument de clonalité chez les patients ICUS.
Autrement dit, le but est de rechercher une CHIP chez les patients ICUS afin de mettre en
évidence une CCUS dont I’évolution vers une hémopathie est mise en évidence par différentes
études 13 23, Le résultat permettra au clinicien soit de poursuivre les recherches d’autres

étiologies ou alors d’organiser un suivi plus rapproché si une mutation est détectée.
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2 Méthode

2.1 Séquencage nouvelle génération

Le séquencage de nouvelle génération comporte essentiellement 3 étapes principales :
- transformation de I'ADN afin de lui permettre de se fixer sur le support de séquencage et
enrichissement des régions d’intéréts. C’est la préparation de la librairie.
- incorporation des bases complémentaires du brin d’ADN a séquencer.

- analyse et interprétation des données.
2.1.1 Préparation de la librairie

2.1.1.1 Obtention de I’ADN de patient

Le séquencage se réalise sur I’ADN des cellules mononuclées médullaires des patients.
La moelle est un support intéressant car elle contient de nombreux précurseurs
hématopoiétiques qui ne sont pas encore entrés dans la voie de I'apoptose et possedent
encore les mutations recherchées. La Figure 4 résume le mode d’obtention des cellules

mononuclées médullaires.

Figure 4 Obtention de cellules mononuclées médullaires

Les cellules mononuclées sont ensuite lysées afin que I’ADN soit libéré du noyau puis

précipite en présence d’éthanol.

2.1.1.2 Préparation de la librairie

La librairie constitue I'ensemble des fragments d’intéréts a séquencer. Il existe

plusieurs technologies afin de préparer la librairie :
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- la librairie par capture par hybridation en solution. Cela consiste a hybrider ’ADN a des
sondes marquées couvrant la région cible puis a laver pour éliminer ’ADN non marqué ;

- la librairie par amplicon. Cela consiste a amplifier les régions d’intéréts par PCR.

Au laboratoire d’hématologie de Toulouse, une technique par hybridation est utilisée :
la technique Haloplex d’Agilent.

Fragmentation

La premiére étape de préparation de la librairie comprend une fragmentation de I'ADN
génomique total de chaque patient, par digestion enzymatique par des enzymes de
restriction. Ce sont des enzymes qui coupent un double brin d'ADN en un point précis. Les
séquences de nucléotides reconnues par les enzymes de restriction sont habituellement des
séquences dites palindromiques. Les séquences palindromiques sont des séquences ou la
succession des nucléotides lue dans le sens 5’a 3’ pour le premier brin est identique a la
séquence lue dans le sens 5’a 3’ pour le second brin. Ces séquences palindromiques sont le
plus souvent constituées de 4, 5 ou 6 paires de bases. (Exemple d’une séquence
palindromique : GATC). Dans I’ADN, on rencontre statistiguement des séquences reconnues
par des enzymes de restriction. Ainsi, une séquence de 4 bases sera reconnue avec une
fréquence statistique de 1 / 256 paires de bases (pb) (1/ 4%), soit une coupure statistique tous
les 256 nucléotides, une séquence de 6 bases sera reconnue avec une fréguence statistique
de 1/ 45, soit 1 coupure statistique tous les 4096 nucléotides etc. Un mélange d’enzymes de

restriction est utilisé afin d’obtenir des fragments d’environ 100 a 150pb.

Hybridation et capture

L'ADN est rendu simple brin. Les régions ciblées sont hybridées par des sondes
couplées a de la biotine et congcues de maniére a étre complémentaires des deux extrémités
de la région d’intérét. Il y autant de types de sondes que de régions d’ADN a séquencer.
Autrement dit, une méme région d’intérét pouvant étre fragmentée en plusieurs fractions,
des milliers de sondes sont utilisées pour séquencer I’ADN. Dans notre étude 10545 sondes

sont utilisées pour couvrir 1153 régions a séquencer (Figure 5 A).
La sonde étant de taille différente que le fragment a séquencer, "hybridation de la

sonde au fragment d’ADN entraine la circularisation de celui-ci (Figure 5 B).

Une ligase vient ensuite lier le fragment d’ADN a la partie centrale de la sonde (Figure 5 C).
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L'isolement des fractions d’intérét se fait par la capture de celle-ci par des billes de
streptavidine qui ont une tres forte affinité pour la biotine couplée aux sondes. Aprés un

lavage, seuls restent les fragments d’intérét.
Amplification
Une technique de polymerase chain reaction (PCR) est utilisée pour amplifier les

fragments d’ADN. A la fin de la PCR, et aprés ouverture par le centre de la sonde des brins

d’ADN circulaires, on obtient de nombreux fragments identiques du géne étudié (Figure 5D).

Figure 5 Hybridation, capture et amplification

Au total, la librairie est constituée de nombreux fragments identiques de tous les génes
étudiés.
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En plus, des séquences complémentaires aux extrémités des fragments d’intéréts, la
sonde congue pour I'hybridation comporte différentes caractéristiques dans sa région
centrale en vue du séquencage. Celle-ci est composée de séquences précises de nucléotides
remplissant chacune un réle particulier. La Figure 6 détaille la structure d’une amorce pour
I'Haloplex HS Agilent.

Figure 6 Détails d’'une amorce pour la technique Haloplex HS d’Agilent

Une séquence code barres unique a chaque patient offre le trés grand avantage de
pouvoir étudier plusieurs patients a la fois. En effet, lors de I'analyse des séquences, la
révélation du code a barres permettra d’attribuer la séquence au bon patient. En conséquence
pour chaque patient une librairie est créée, puis elles sont toutes mélangées pour étre
séquencées au cours d’'un méme test. Au cours d’une seule et méme série, 16 échantillons de

patients sont analysés.
2.1.2 Séquencgage par synthese

Le séquengage s’effectue sur un appareil NextSeq 500 d’lllumina. Le principe est celui
du séquencage par synthese

2.1.2.1 Génération de cluster

Dans un premier temps, pour obtenir une intensité de signal suffisante, des groupes
ou « clusters » de brins d’ADN identiques sont créés sur une lame de verre appelée « flow

cell » sur laquelle sont accrochées des millions de séquences d’oligonucléotides (Figure 7 )
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Figure 7 Description d’une flow-cell

Celles-ci sont complémentaires des amorces de séquencage contenues dans la sonde
présentée ci-dessus. Ainsi les brins d’ADN vont s’hybrider aux oligonucléotides fixés dans la
flow cell (Figure 8 B). Une polymérase va ensuite synthétiser un brin complémentaire a partir
de l'oligonucléotide fixé dans la flow cell (Figure 8 C). Puis une étape de dénaturation
déshybride les brins appareillés et il ne reste que celui fixé a la flow cell (Figure 8 D).

Figure 8 Hybridation et génération d’un cluster

Dans un second temps I'extrémité libre du brin d’ADN s’hybride avec I'oligonucléotide
voisin fixé sur la flow cell (Figure 9 B). Une polymérase produit ensuite le brin complémentaire
( Figure 9 C), et une dénaturation enléve les brins complémentaires non fixés a la flow cell (

Figure 9 D). Cette étape est répétée environ 35 fois pour obtenir un ilot de brins identiques.
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Figure 9 Génération d’un cluster

Au total la flow cell comporte de nombreux clusters de brins identiques. Le signal de

détection lors du séquencage sera d’autant plus fort que le cluster contient de brins.

2.1.2.2 Séquencage

La réaction de séquencage est réalisée directement sur le support ol I'ADN a été
amplifié. Chaque ADN a donc des coordonnées bien précises sur la flow cell. La réaction de
séquencage se déroule, a partir d’'une amorce, position aprés position en ajoutant un mélange
contenant toutes les bases associées chacune a un fluorophore différent. L'extrémité de ces
bases est protégée pour empécher I'addition de bases supplémentaires a chaque cycle
d’incorporation. Sous l'action de la polymérase, seule une base complémentaire peut
s’hybrider a la fois. Une lecture laser permet alors de détecter I’émission fluorescente et cela
simultanément pour toutes les positions incorporées. Pour chaque position, le signal est
d’autant plus fort qu’il y a de bases hybridées et donc de brins au sein du cluster. Le clivage
des fluorophores permet ensuite |'incorporation de la base suivante. La lecture est effectuée
ainsi cycle apres cycle. 150 cycles sont effectués dans cette étude, ce qui correspond

approximativement a la longueur des fragments étudiés.
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Figure 10 Séquencage par synthése 2*

La technique Haloplex d’Agilent est une technique « pair ended » qui place deux
amorces aux extrémités du fragment d’intérét pour une lecture a partir des 2 extrémités. Le
séquencage se fait en deux temps.

Figure 11 Lecture en 2 temps ou séquencage “pair ended”

Cette double lecture confere I'avantage d’'une meilleure confiance dans les résultats
obtenus. En effet plus une base est « lue », plus sa fiabilité est haute.

Par ailleurs, le code barres est également « lu », ce qui associé aux coordonnées de
I’émission du signal permet de connaitre précisément I'origine de la séquence et donc d’un
patient précis.

2.1.3 Analyse des données

2.1.3.1 Qualité du séquengage

Avant de procéder a I'analyse du séquencage, on vérifie la qualité de celui-ci. Pour cela
un score de fiabilité par base identifiée est défini en fonction de la qualité du signal observé.
La technique la plus utilisée est le calcul du score PHRED. Celui-ci se détermine a partir de la

lecture optique réalisée. La compilation de la lecture optique a chaque cycle permet d’obtenir
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un signal par fragment. En fonction de la couleur, de I'intensité et de la résolution du pic, le

séquenceur va attribuer une base a chaque pic.

Figure 12 Signal optique obtenu par fragment séquencé issu a titre d’exemple de séquengage Sanger

Les parameétres d’assignation sont cependant influencés par :

- le bruit de fond ;

- la chimie imparfaite du séquencage, comme par exemple au cours d’un
cycle aucune base ne s’insére ou, au contraire, plusieurs bases s’insérent
d’un coup ce qui crée dans les 2 cas un décalage ;

- l'accumulation de « déchets » au fur et a mesure des cycles qui
perturbent la détection.

Le score PHRED utilise la transformée de Fourier pour décomposer et analyser le signal
obtenu. En fonction, des fréquences et intensité de chaque pic on évalue sa fiabilité et donc
son assignation a une base. Pour chaque base un score PHRED est attribué et cela est relié a

la probabilité d'erreur d'identification d'une base (Tableau 6 ).

SCORE DE PROBABILITE D'UNE PRECISION DE

QUALITE IDENTIFICATION L'IDENTIFICATION D'UNE
PHRED INCORRECTE BASE

10 1 pour 10 90 %

20 1 pour 100 99 %

30 1 pour 1000 99.9 %

40 1 pour 10000 99.99 %

50 1 pour 100000 99.999 %

Tableau 6 PHRED score
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Par exemple, si le score PHRED assigne un score de qualité de 30 a une base, la
probabilité que cette base ait été identifiée incorrectement est de 1 pour 1000. La méthode
la plus couramment utilisée pour déterminer une séquence consensus est de prendre en
compte uniquement les bases avec un score de qualité égal ou supérieur a 20. Cependant au
fur et a mesure de I'avancement du séquencage, le score PHRED diminue, notamment a cause
de I'accumulation des déchets générés a chaque cycle. Cela explique le fait que de trop longs

fragments d’ADN ne puissent pas étre séquencés de facon fiable.

Pour notre étude plus de 90% des bases séquencées ont un score PHRED >30, leur
assignation est donc fiable a 99.9%.

2.1.3.2 Alignement

Les fragments générés sont alignés par rapport au génome de référence de cette
méme séquence. La séquence génomique référence utilisée dans cette étude est la séquence
Hg19 correspondant a I'assemblage GRCH37 en date de février 2009.

Figure 13 Exemple d’alignement

Le standard est d’utiliser deux logiciels distincts (dans notre cas NextGen et SureCall)
ayant des sensibilités différentes sur la taille de I'alignement, la détection des

insertions/délétions, les fractions alléliques (VAF) et la qualité de I'annotation.

L'alignement comporte deux principes généraux : la profondeur et la couverture de
lecture.
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Figure 14 Principe de couverture et de profondeur

La profondeur de lecture est le nombre moyen de lecture par base a une position
donnée. Notre étude en général offre une profondeur de 1000 a 1500X. Cela signifie que
chaque base a été lue entre 1000 et 1500 fois. (Il n’y a pas de consensus sur un objectif de
profondeur)

La couverture de lecture est la fraction de la référence couverte par au moins une
lecture. Dans notre étude au moins 99% des bases des genes cibles sont lues avec une

profondeur supérieure a 100X.

2.1.3.3 Variant de séquence : quelle interprétation ?

Lorsque la séquence du gene du patient differe de la séquence référence,
I'interprétation du changement peut parfois étre difficile. En effet, notamment en raison de
la redondance du code génétique, un changement dans une séquence ADN peut parfois
n‘impliquer aucune conséquence clinique car un triplet de nucléotides (= codon) peut coder
pour un méme acide aminé3. Aussi, le changement peut se situer sur une région non codante

ou non critique. Un changement n’est donc pas toujours synonyme d’effet délétere.

Historiqguement une mutation est définie comme un changement dans la séquence
d’ADN présent chez < 1% de la population?. Une mutation est souvent, mais pas
systématiquement, associée a une maladie?®. Un polymorphisme est quant a lui défini par un

changement dans la séquence d’ADN présent chez >1% de la population. Le polymorphisme

3 https://www.nature.com/scitable/definition/genetic-code-13 site internet visité le 26 Mai 2017
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n’est fréquemment pas associé a une maladie mais il peut induire une prédisposition a une
pathologie ?’. Dans le temps, la pratique a légérement dévié des définitions et souvent, le
terme mutation était associée a une maladie tandis que polymorphisme était lié a un
changement sans lien avec une pathologie %2. Ces définitions ont été établies avant
I'avenement du NGS, et la connaissance du génome a fait évoluer ces notions. En effet,
prenons I’'exemple trés connu de la drépanocytose. Cette pathologie est due a la substitution
d’une adénine par une thymine sur le géne codant pour la synthése de la globine beta. Cela
entraine la substitution d’'une glutamine par une valine et la présence d’un géne appelé
« HbS » codant pour une hémoglobine anormale. Ce variant du gene est présent a moins de
1% dans la population caucasienne, mais peut atteindre jusqu’a 18% dans la population de
I’Angola du Nord %°. Ainsi en fonction de la population étudiée, cette substitution est soit un
polymorphisme, soit une mutation selon les anciennes définitions. De plus, la drépanocytose
ne s’exprime cliniquement que si le sujet est homozygote « HbS » et donc il est parfois difficile
de rapprocher la présence d’une variant avec I'expression clinique d’une maladie. Pour ces
raisons, le Human Genome Variant Society a décidé de ne plus utiliser les termes mutation ou
polymorphisme mais le terme variant pour nommer un changement dans la séquence d’un

géne %8,

2.1.3.4 Conséquence des substitutions

- Variant de type « faux-sens » : le codon muté code un autre acide aminé

La modification d’acide aminé au niveau de la protéine peut étre tolérée par la cellule
sans conséquence délétere, ce qui explique que de nombreuses variations de séquence de
type « faux-sens » n’ont pas d’effet pathogene, et constituent par ailleurs une part importante
des polymorphismes. Mais en fonction de la localisation de I'acide aminé touché, les
mutations faux-sens peuvent avoir des effets délétéres (altération du repliement protéique,
de la stabilité protéique, de domaines fonctionnels, de sites d’interaction avec d’autres
protéines, etc.), de type perte de fonction ou gain de fonction 3.

- Variant de type « non-sens » : le codon muté code un codon stop

Ce type de mutation est généralement pathogene, responsable de la synthése d’une
protéine tronquée, qui sera instable et dégradée®.

4 https://www.nature.com/scitable/definition/nonsense-mutation-228 site visité le 27 mai 2017
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- Le cas particulier des variants de type « synonyme » : le codon muté code pour le méme
acide aminé

Le code génétique étant « dégénéré » (plusieurs codons pouvant coder un méme acide
aminé), certaines substitutions au niveau de la séquence génomique ne modifient pas la
séquence en acides aminés de la protéine correspondante et seraient donc sans effet
pathogene. Ces variants « synonymes » ont ainsi également été appelés « silencieux ».
Cependant, depuis quelques années, il a été clairement démontré que certains variants
silencieux peuvent avoir un effet délétere, résultant non d’une modification directe de la
séquence protéique, mais d’un effet sur la structure primaire du gene, de son cadre de lecture

et au final sur I'expression protéique 3! 32,

2.1.3.5 Conséquence des insertions et/ou délétions

Des insertions et/ou délétions de nucléotides entrainent un décalage de lecture de

I’ADN. Puisque chaque codon comporte trois nucléotides, deux situations sont possibles :

- Les insertions et/ou délétions de multiples de trois nucléotides, n’entrainent pas de
décalage du cadre de lecture a proprement parler mais un gain ou une perte en acides aminés.

Le retentissement fonctionnel est variable selon la localisation au niveau de la protéine.

- Les insertions et/ou délétions de non-multiples de trois nucléotides, responsables d’un
décalage du cadre de lecture, qui entrainera la survenue prématurée d’un codon stop (ou dans
de rares cas un décalage du codon stop en aval). L’effet délétére sera donc semblable a I'effet

des variants non-sens: synthése d’une protéine tronquée, qui sera instable et dégradée.

2.1.3.6 Interprétation de données

Apres avoir précisément nommé le changement, deux situations sont possibles : cette
variation de séquence a déja été décrite au préalable, ou non. Cette information sera obtenue

par la consultation de bases de données.

Si la variation de séquence a déja été rapportée, les informations disponibles peuvent
permettre de savoir si elle a un caractere délétere qui a déja été confirmé au préalable chez
d’autres patients, ou au contraire si elle a été identifiée sans effets pathologiques dans la
population générale. Différentes bases de données sont utilisées en fonction des

caractéristiques de chacune.

5 https://www.nature.com/scitable/definition/frameshift-mutation-frame-shift-mutation-frameshift-203 site
visité le 27 Mai 2017

36



Bases de données répertoriant les variants a priori non pathologiques :

- Db SNP: Single nucleotide polymorphism database. Cette base de
données a été créée en 1998 par le National Center for Biotechnology
and Information (NCBI) et le National Human Genome Research Institute
(NHGRI) ;

- ExAC: Exome Aggregation Consortium. Cette base de données est le fruit
d’un vaste projet de séquencage du génome humain portant sur environ
60706 sujets sains 3.

Ces bases de données peuvent contenir des variants non pathologiques mais dont le

caractere délétere pourra éventuellement se révéler dans le futur.

Bases de données répertoriant les variants pathologiques :

- COSMIC : Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer. Comme son nom
I'indique, cette base de données répertorie des variants connus et
reconnus comme pouvant avoir une implication dans un processus
cancéreux ;

- Publication de Papaemmanuil de 2016 portant sur 1500 LAM : Genomic

classification of Acute Myeloid Leukemia 3.

La situation est plus difficile pour les variations de séquence non rapportées au
préalable, et la conclusion sur le caractére délétere ou non doit alors prendre en compte

différents éléments.

En général, un variant non sens ou un variant entrainant un décalage du cadre de
lecture aboutit a une perte de fonction de la protéine par la genése de site STOP. Les
conséquences des variants faux sens, des anomalies d’épissage sont moins certaines et un
faisceau d’arguments est nécessaire pour déterminer les conséquences de ces anomalies. Est-
ce que le changement d’acide aminé implique une différence de charge, de polarité
d’encombrement stérique ? Est-ce que le variant se trouve dans une région essentielle de la
protéine ? Des outils bio informatiques commencent a se développer afin de réaliser des
prédictions sur la conséquence d’un variant sur la fonction d’'une protéine. Est-ce que |'effet
sera neutre, une perte de fonction ou un gain de fonction (forme hyperactive ou acquisition

d’une nouvelle fonction) ?

L’évaluation de ce faisceau d’éléments constitue souvent la difficulté de
I'interprétation des données mutationnelles, et ne permet malheureusement pas toujours

d’aboutir a une conclusion formelle. Avec I'avenement des techniques d’analyse moléculaire
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a haut débit, et la génération de plus en plus facile d’'importantes quantités de données
mutationnelles, l'interprétation risque de devenir un goulot d’étranglement et le

développement d’outils bioinformatiques performants et adaptés est essentiel.

2.1.3.7 Fréquence allélique d’un variant - Variant Allelic Frequency (VAF)

La fréquence allélique d’un variant (VAF) d’un géne est définie comme la proportion
d’ADN présentant ce variant rapporté au nombre de fois ou ce gene a été séquencé chez ce
patient 3. Par exemple si un géne a été séquencé 20 fois, et qu’un variant de ce géne a été
retrouvé 8 fois alors la VAF est de 40%. La VAF donne une estimation de la proportion de
chromosomes portant ce variant.

Si la VAF est de 100%, alors toutes les cellules analysées présentent ce variant et le
patient est homozygote pour ce variant. Si elle est de 50%, soit toutes les cellules sont
hétérozygotes pour ce variant, soit la moitié des cellules sont homozygotes pour ce variant.
En effet, l'interprétation de la VAF peut étre délicate compte tenu du fait que toutes les
cellules analysées ne présentent pas le variant. Selon le chapitre « Physiopathologie de
I’'hémopathie myeloide », dans le cadre de la recherche d’événements somatiques, on analyse
une population de cellules (saine + clonale) contenant un clone malin sans connaitre a priori
la proportion de celui-ci. On analyse donc en général des cellules « saines » et un clone malin
en méme temps. Si la VAF est >50% on est certain qu’une partie du clone est homozygote,
mais on ne connait pas la proportion.

L'intérét de déterminer la fréquence allélique d’un variant est réel et multiple. Jaiswal
et al. ont montré que le risque de progression vers une hémopathie était d’autant plus grand
que la VAF dans le sang est élevée au sein d’une population saine 3. Par ailleurs, la VAF est
aussi un tres bon indicateur de I'expression clinique d’une maladie. Une VAF du variant JAK2
V617F élevée (> 50%) oriente plutdt vers une polyglobulie de Vaquez alors qu’une VAF plus
faible oriente vers une thrombocytémie essentielle 3. Dans les syndromes myélodysplasiques,
la VAF du variant RUNX1 semble étre associée a la sévérité de la thrombopénie 3. La VAF peut
aussi étre un marqueur pronostic car une étude a montré dans les LAM que plus la VAF du

variant FLT3-ITD était importante, plus le taux de survie était faible 3°.
2.2 Cohorte de patients

Les patients inclus dans I'étude ont été sélectionnés lors de réunions de concertation
pluridisciplinaire (RCP) organisées depuis octobre 2016 comprenant le professeur Delabesse
(référent en biologie moléculaire du laboratoire d’hématologie du CHU de Toulouse), le
professeur Beyne-Rauzy (médecine interne), les docteurs De Mas et Rieu (cytologistes). Ces

patients doivent présenter les caractéristiques suivantes :
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Une cytopénie au moins est présente : une anémie et/ou une thrombopénie et
/ou une neutropénie selon les normes francaises ;

La cytopénie doit étre chronique et inexpliquée. Pour cela un examen clinique
approfondi n’a pas mis en évidence d’étiologie et les bilans vitaminiques (B9,
B12), ferriques et inflammatoires sont normaux ou n’expliquent pas les
cytopénies ;

L’examen du frottis médullaire met en évidence une absence de dysplasie ou des
dysplasies a la limite de la significativité pour affirmer un diagnostic de SMD sur
la seule cytologie ;

L’analyse cytogénétique ne met pas en évidence d’anomalie pouvant a elle seule
affirmer le diagnostic de SMD ;

La présence de matériel exploitable pour une analyse par séquencage de

nouvelle génération.

2.3 Genes étudiés

Les genes séquencés dans cette étude sont au nombre de 39. lls ont été choisis car ce

sont ceux qui ont été les plus fréquemment décrits dans la littérature comme étant associés

au syndrome myélodysplasique. La Figure 15 issue d’une étude de Papaemmanuil et al.

présente le nombre de patients ayant un syndrome myélodysplasique en fonction de

I’'anomalie moléculaire ou cytogénétique retrouvée sur 738 patients. On remarque que les

variants les plus fréquemment retrouvés sont :

- >10%:S5F3B1, TET2, SFRS2, ASXL1.
- entre5et 10% : DNMT3A, RUNX1 et U2AF1.

Figure 15 Nombre de patients en fonction de 'anomalie moléculaire ou cytogénétique retrouvée
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Le Tableau 7 décrit les génes étudiés, leurs fonctions et les conséquences des variants

connus.
CONSEQUENCE DES
6
GENE ROLE VARIANTS CONNUS

ASXL1 Modification de la chromatine Perte de fonction

BCOR Co-Represseur -antiapoptotique Perte de fonction

BCORL1 | Co-Represseur -antiapoptotique Perte de fonction

CBL Proto-oncogéne ou suppresseur de tumeur Perte de fonction / Gain

de fonction

CEBPA Facteur transcription — implication dans la Perte de fonction
différenciation cellulaire

CSF3R Production et différenciation de la lignée Inconnu
granuleuse

DNMT3A | Méthylation ADN Perte de fonction pour la

plupart

ETV6 Régulation de la production de cellules Perte de fonction
sanguines

EZHZ2 Modification d’histones Perte de fonction

FLT3 Contr6le du processus cellulaire de Gain de fonction
progéniteurs hématopoiétiques

GATA1 Différenciation progéniteurs Perte de fonction
hématopoiétiques

GATAZ Développement et prolifération de cellules Perte de fonction
hématopoiétiques

GNAS Stimulation adénylate cyclase Inconnu

IDH1 Production d'énergie, protection contre les Gain de fonction
dérivés oxygénés

IDHZ? Production d'énergie, protection contre les Gain de fonction
dérivés oxygénés

JAKZ Controdle production cellules sanguines Gain de fonction

KDM6A Modification d’histones Inconnu

KIT Croissance, division et survie cellulaire Gain de fonction

KRAS Croissance et division cellulaire Gain de fonction

MXRA5 | Re-modélisation de la matrice Inconnu

WVF1 Suppresseur de tumeur Perte de fonction

NPM1 Controle réplication ADN et cycle cellulaire Perte de fonction

NRAS Division cellulaire, différenciation et apoptose | Gain de fonction

PHF6 Régulation de la transcription Perte de fonction

PTPN11 | Régulation voie RAS/MAPK Gain de fonction

6 Source : https://ghr.nlm.nih.gov/ Visité le 28 mai 2017
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RAD21

Structure et organisation des chromosomes

Perte de fonction

RUNX1 Controle de I'hématopoiese Perte de fonction

SETBP1 | Facteur de transcription Perte de fonction

SF3B1 Régulation de I'épissage Inconnu

SMCIA Contrble des chromosomes pendant cycle Inconnu
cellulaire

SMC3 Controle des chromosomes pendant cycle Inconnu
cellulaire

SFRS2 Régulation de I'épissage Inconnu

STAG2 Cohésine Inconnu

TET2 Suppresseur tumeur, production cellules Perte de fonction
sanguines

TP53 Suppresseur tumeur Perte de fonction mais il

existe des gains

UZAF1 Régulation de I'épissage Inconnu

wri Croissance, division et apoptose Perte de fonction

ZRSR2 Régulation de I'épissage Inconnu

Tableau 7 Liste des génes séquencés
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3 Résultats

Les valeurs exactes des cytopénies de chaque patient, les résultats et conclusions des
myélogrammes, le détail des variants détectés et les suivis des patients sont présentés dans

la partie « Annexes ».
3.1 Population

35 patients ont été inclus lors de cette étude au sein du CHU de Toulouse depuis
octobre 2016.

15
20

Nombre de patients
o N > (o)) [0l
1

A 1 1 1 1 1 I

30-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

®Homme ™ Femme Age (années)

Figure 16 Répartition de la population selon le sexe et I'age

Cette étude inclut légerement plus d’hommes que de femmes (57% d’hommes et 43%

de femmes). La moyenne d’age est de 67 ans (37 a 90 ans) (Figure 16).

3.2 Cytopénies

Les numérations des patients inclus sont représentées dans la Figure 17.
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Figure 17 Taux d’hémoglobine, de plaquettes et de neutrophiles des patients inclus
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Les cytopénies les plus fréquemment rencontrées sont : I'anémie (24 occurrences), la

thrombopénie (23) puis la neutropénie (8), sachant que 16 patients présentent plusieurs

cytopénies.

CYTOPENIES FREQUENCE (EN NOMBRE)
Anémie isolée 10
Thrombopénie isolée 7
Neutropénie isolée 2
Anémie + Thrombopénie 10
Thrombopénie + Neutropénie 2
Pancytopénie 4

Tableau 8 Répartition des cytopénies

Chez lafemme quand I’'anémie est présente, celle-ci se situe a 9,6 g/dL et chez ’lhomme

elle esta 10,9 g/dL. Les thrombopénies observées sont en moyenne a 60 G/L et la neutropénie

a 0,8 G/L (Figure 18 ; Tableau 9).

CYTOPENIE MOYENNE (INTERVALLE)
Anémie
Femme 9,6 g/dL (7,9-10,9)
Homme 10,9 g/dL (8,3-12,2)

Thrombopénie

60 G/L (5-120)

Neutropénie

0,8 G/L(0,2-1,3)

Tableau 9 Valeurs des cytopénies
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Figure 18 Cytopénies des patients inclus
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3.3 Cytologie

Au niveau de la cytologie médullaire, parmi les 35 patients :
- 3 ne montrent aucun signe de dysplasie ;
- 14 montrent des signes de dysplasies non significatifs (<10%) ;
- 18 montrent des signes de dysplasies a la limite supérieure de la significativité
(10-20%)

Lorsque la dysplasie est observée, la dysérythropoiese a été notée 21 fois, la
dysgranulopoiése 18 fois et la dysmégacaryopoiese 12 fois, sachant que dans 16 cas une

dysplasie sur au moins 2 lignées est observée.
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Figure 19 Répartition des dysplasies

3.4 Anomalies cytogénétiques

31 patients ont un caryotype sans aucune anomalie. 4 patients ont une anomalie
considérée comme non significative dans les syndromes myélodysplasiques. 2 hommes de 75
et 77 ans ont une monosomie du chromosome Y, une femme de 65 ans présente une
monosomie du chromosome X, et un patient présente une délétion 10p isolée dans 6 mitoses.

46



3.5 Variants

7 patients sur 35 présentent au moins un variant sur les genes étudiés. Cela représente
20% de patients mutés. Le Tableau 10 présente les caractéristiques des patients mutés et non

mutés.
MUTES (7) NON MUTES (28)

Age (années) 83 (75-90) 64 (37-87)
Sexe ratio H/F 1,3 1,1
Anémie 9,4 g/dL femme 9,6 g/dL femme

10,0 g/dL homme 11,0 g/dLhomme
Thrombopénie 56 G/L 61 G/L
Neutropénie 1 G/L 0,8 G/L
Dysplasie nulle ou < 10% 3 14
Dysplasie limite 10-20% 4 14

Tableau 10 Caractéristiques générales des patients mutés.

Parmi les 7 patients mutés, 6 ont deux variants ou plus. Parmi ceux-ci, les génes mutés
sont par ordre de fréquence TET2, ASXL1, DNMT3A, SRSF2, SF3B1, IDH1, WT1, ZRSR2, EZH et
TP53.

Occurence
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—
—
[
-
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Figure 20 Fréquence des variants
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Par patient, les variants retrouvés dans notre étude sont décrits dans le Tableau 11.

USPLN GENE VARIANT VAF%
PATIENT
DNMT3A NM_175629.2:¢.768_769insC, 24
64607 NP_783328.1:p.T257delinsHCfs
SF3B1 NM_012433.3(SF3B1_v001):c.2098A>G, 33
NM_012433.3(SF3B1_i001):p.(Lys700Glu)
65712 TET2 NM_001127208.2(TET2_v001):c.2872C>T, 42
NM_001127208.2(TET2_i001):p.(GIn958%*)
ASXL1 NM_015338.5(ASXL1_v001):c.3456_3459del; 39
NM_015338.5(ASXL1_i001):p.(His1153Valfs*17)
66435 SRSF2 NM_001195427.1(SRSF2_v001):c.284C>A, 34
NM_001195427.1(SRSF2_i001):p.(Pro95His)
TET2 NM_001127208.2(TET2_v001):c.3356del, 35
NM_001127208.2(TET2_i001):p.(Leu1119Tyrfs*18
IDH1 NM_001282386.1:¢c.394C>T, 29
61118 NP_001269315.1:p.Arg132Cys
SRSF2 NM_001195427.1:¢c.284C>G, 27
NP_001182356.1:p.P95R
DNMT3A NM_175629.2(DNMT3A_v001):c.1290del, 39
NM_175629.2(DNMT3A_i001):p.(Tyr432Thrfs*219)
TET2 NM_001127208.2(TET2_v001):c.2470A>T, 34
43029 NM_001127208.2(TET2_i001):p.(Lys824*)
Wr1 NM_024426.4(WT1_i001):p.(Phel68Leu) 45
ZRSR2 NM_005089.3(ZRSR2_v001):c.1004_1038dup, 35
NM_005089.3(ZRSR2_i001):p.(Tyr347Profs*?)
ASXL1 NM_015338.5:¢.1900_1922del; 40
NP_056153.2:p.R634Rfs
64236 EZH NM_004456.4:¢c.1967_1976del; 44
NP_004447.2:p.A656Efs
TP53 NM_001126112.2:¢c.826G>C; 45
NP_001119584.1:p.A276P
TET2 NM_001127208.2:c.2026delC et c.4457C>G, 35
65467 NP_001120680.1:p.Leu676Cysfs
TET2 NM_001127208.2:p.Ser1486X 27

Tableau 11 Variants retrouvés et VAF correspondante

La fréquence allélique du variant (VAF) est en moyenne de 36%.
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Figure 21 Fréquence allélique des variants

3.6 Analyse

Pour comparer les moyennes des échantillons, un test de Student au seuil de 5% a été
réalisé. Pour réaliser des tests d’indépendance, un test exact de Fisher au seuil de 5% a été

réalisé.

3.6.1 Caractéristiques générales

MUTES (7) NON MUTES (28) | DIFFERENCE
(SEUIL - 5%)
Age (années) 83 (75-90) 64 (37-87) Significative
Sexe H/F 1,3 1,1 Non Significative

Tableau 12 Comparaison des patients mutés vs non mutés en fonction de I'age et du sexe

Les patients présentant un ou des variants sont significativement plus agés que ceux
n‘en présentant pas. Il n’existe pas de différence significative chez les patients porteurs de

variants entre les hommes et les femmes.
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3.6.2 Cytopénies et variants

Variant et profondeur des cytopénies

10,0 g/dL homme

11,0 g/dL homme

VARIANT (7) NON VARIANT (28) | DIFFERENCE
(SEUIL - 5%)
Anémie 9,4 g/dL femme 9,6 g/dL femme Non Significative

N/A

Thrombopénie

56 G/L

61 G/L

Non significative

Neutropénie

1 G/L

0,8 G/L

N/A

Tableau 13 Comparaison des patients mutés vs non mutés en fonction des cytopénies
N/A : Non Applicable car trop peu de patients sont présents dans un groupe pour réaliser des tests statistiques

Selon les caractéristiques de la population, il n’y a pas de différence significative entre

les profondeurs des cytopénies des patients mutés et celles des patients non mutés.

Variant et nombre de cytopénies

1 CYTOPENIE 2 CYTOPENIES OU PLUS
Variant(s) 2 5
Absence de variants 17 11

Tableau 14 Comparaison du nombre de cytopénie(s) VS la présence de variant(s)
p-value = 0,21, non significatif a 5%

Le nombre de cytopénies n’influe pas sur la présence de variant ou non au risque de
5%.

Variant et type de cytopénie

ANEMIE ABSENCE D’ANEMIE
Variant(s) 5 2
Absence de variants 19 9

Tableau 15 Etude de la présence d’anémie VS la présence de variant(s)
p-value =1, non significatif a 5%

La présence d’une anémie n’influe pas sur la présence de variant au risque de 5%.

THROMBOPENIE

ABSENCE THROMBOPENIE

Variant(s)

6

1

Absence de variants

17

11

Tableau 16 Etude de la présence de thrombopénie VS la présence de variant(s)

La présence d’'une thrombopénie n’influe pas sur la présence de variant au risque de

5%.

p-value = 0,38, non significatif a 5%




L'influence de la neutropénie n’a pas pu étre étudiée compte tenu du trop petit

nombre de patients présentant cette cytopénie (8 patients au total).

3.6.3 Dysplasie et variants

17 patients ne montrent aucun signe de dysplasie ou une dysplasie non significative
(<10%. 18 présentent une dysplasie médullaire a la limite de la significativité (10-20%) ce qui
conduirait a les classer en syndrome myélodysplasique selon les criteres OMS. En les classant

selon la présence de variant ou non on obtient le Tableau 17.

DYSPLASIE 10%-20% DYSPLASIE < 10%
Variant(s) 4 3
Absence de variant 14 14

Tableau 17 Tableau de contingence variant(s) VS dysplasie
p value =1, non significatif au risque 5%

Le test statistique exact de Fisher indique gu’il n’y a pas de lien significatif (risque 5%)

entre la présence de variant et la présence d’une dysplasie a la limite de la significativité.

Cependant on peut remarquer que la dysplasie la plus souvent mentionnée est la
dysérythropoiese. Celle-ci est la plus difficilement appréciable et probablement la moins
spécifigue compte tenu des nombreuses situations qui peuvent affecter la morphologie de la

lignée érythrocytaire sans que cela soit spécifique d’'un syndrome myélodysplasique.

CONSTITUTIONNELLES

- Anémie congénitale dysérythropoiétique

- Thalassémie

- Anémie sidéroblastique

- Déficit en enzymes érythrocytaires

- Pathologie de la membrane du globule rouge
ACQUISES

- Carence en vitamine B9, B12

- Myélodysplasie

- LAMG6

- Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne

- Carence martiale
Tableau 18 Principales causes de Dysérythropoiése’

7 Desk Reference For Hematology, N.K. Shinton, CRC Press, 2007
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Il est doncintéressant de regarder si la présence d’une dysplasie autre que la dysérythropoiese

présente un lien avec la présence de variant.

DYSERYTHROPOIESE DYSGRANULOPOIESE DYSMEGACARYOPOIESE
<10% 10-20% <10% 10-20% <10% 10-20%
Variant(s) 2 1 1 3 1 2
Absence
_ 8 11 10 3 5 4
de variant

Tableau 19 Tableau de contingence variant (s) VS dysplasie

Sans faire d’analyse statistique, comme l'indique le Tableau 19, la présence de
dysgranulopoiése ou de dysmégacaryopoiése n’est pas plus associée a la présence de
variant(s).

3.6.4 Critéres OMS et variants

Comme indiqué précédemment, les criteres d’inclusion dans I'étude correspondent
aux définitions francaises des cytopénies et non aux criteres OMS. Est-ce que I'utilisation des
critéres OMS aurait eu un impact sur les résultats ? Le Tableau 20 présente la présence ou non

de variant(s) en fonction des criteres OMS biologiques.

OMS BIOLOGIQUE NON OMS BIOLOGIQUE
Variant(s) 7 0
Absence de variant 19 9

Tableau 20 Tableau de contingence variants VS critéeres OMS biologiques
p-value = 0,149, non significatif au risque de 5%

On observe donc que les patients mutés rentrent tous dans les criteres OMS.
Cependant cela n’est statistiquement pas significatif (risque 5%), probablement da a la taille
de I'échantillon. Par ailleurs si I'étude avait pris en compte uniquement les criteres OMS

biologiques, un quart des patients seraient porteurs de variants au lieu de 20% dans |'étude.

Méme si I'on combine les patients présentant tous les criteres OMS du SMD
(cytologiques et biologiques), selon I’étude présentée ici, cela ne semble pas suffisant pour
faire un lien significatif avec la présence de variant (Tableau 21).

CRITERES OMS CYTO ET BIO AUCUN CRITERE OMS
Variant(s) 4 0
Absence de variants 9 5

Tableau 21 Tableau de contingence variants VS criteres OMS
p-value = 0,28, non significatif au risque de 5%
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3.6.5 Analyse des variants

Les variants retrouvés dans cette étude sont ceux qui sont le plus classiguement décrits
dans les syndromes myélodysplasiques. Dans I'étude référence de Papaemmanuil, les 10
variants les plus fréguemment retrouvés sont SF3B1, TET2, SFRS2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1,
U2AF1, TP53, EZH2 et IDH2.

Dans notre étude, 8 variants sur 10 retrouvés sont parmi le top 10 décrit par
Papaemmanuil dans son étude sur les SMD 4. Les deux autres variants WT1 et IDH1 sont aussi
décrits par Papaemmanuil. Il faut noter également que ces variants figurent en bonne position

dans I'étude de Jaiswal sur ’hématopoiése clonale liée a I’age 3°.

3.6.6 Evolution des cytopénies

31 patients sur 35 ont bénéficié d’un suivi apres leur inclusion. Le détail est décrit dans

les annexes.

e 2 patients sont décédés :
- le patient UspIN 64236 présentait des variants ASXL1, EZH2 et TP53. |l est
décédé des complications de son traitement pour une double néoplasie
ORL.
- le patient UspIN 64167 qui ne présentait pas de variant.

e 29 patients ont donc bénéficié d’un suivi de leur(s) cytopénie(s). Le suivi s’étend de 3 a
42 mois, avec une moyenne d’environ 11 mois entre le prélevement médullaire
d’inclusion dans I'étude et la derniere numération formule sanguine et/ou
myélogrammes

5 patients ont une amélioration de leurs cytopénies.

- le patient UspIN 43029 est un patient de 85 ans, qui au moment du
prélevement médullaire en mai 2013 présentait une anémie a 11,4 g/dL et
une thrombopénie a 19 G/L. Lors de son contrdle en décembre 2016, il ne
présente plus de cytopénie. Cette amélioration est d’autant plus
surprenante que les cytopénies de ce patient sont spontanément résolutives
et que celui-ci présente un variant sur 4 génes a une VAF moyenne de 38%
(DNMT3A, TET2, WT1 et ZRSR2).

2 patientes sans variant (patientes UspIN 63712 et 67538) ont vu une
disparition de leur(s) cytopénie(s) suite a un ajustement de leur traitement

de leur maladie chronique (polyarthrite rhumatoide, lupus) ;
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- le patient UspIN 63266 sans variant améliore sa thrombopénie d’apparition
brutale sans traitement particulier (taux de plaguettes a 143G/L en mars
2017, pour un taux lors de I'inclusion a 37G/L) ;

- le patient UspIN 63039, sans variant, a eu, de facon antérieure a I'inclusion,
un diagnostic de syndrome myélodysplasique avec exces de blastes type 2
sur une pancytopénie non retrouvée par la suite sur des myélogrammes de
contrble avec disparition des cytopénies sans traitement particulier.

24 patients ont une persistance de leur(s) cytopénie(s).
- 5 patients présentent des variants (patients numéros UspIN 64607,
65712, 66435, 61118 et 65467)
- 19 patients ne présentent pas de variant
- 2 patients peuvent présenter une autre cause de cytopénie(s)

= 1 patient présente une neutropénie considérée au final
comme ethnique
= 1 patiente en aplasie médullaire a vu l'apparition d’un
clone HPN

- 17 patients ont des cytopénies chroniques non expliquées par
une hématopoiese clonale puisque I'analyse NGS n’a pas permis la
détection de variant sur des génes fréquemment mutés dans les
hémopathies myéloides.
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4 Discussion

Une étude sur 35 patients a été réalisée au CHU de Toulouse afin de d’évaluer I'apport
du séquencage de nouvelle génération dans les cas des cytopénies chroniques

inexpliquées(ICUS).
4.1 Cytopénies et variants

Cette étude corrobore les résultats d’autres travaux. Il ne semble pas y avoir de lien
entre la profondeur d’une cytopénie et la présence de variant. Cela avait été déja évoqué dans
I’étude de Jaiswal en 2014 sur ’hématopoiése clonale liée a I’age 3°. Cela a été confirmé par
les études de Kwok ° en 2015, de Hansen en 2016 %3 et de Malcovati en 2017 3. Cependant
notre étude présente I'avantage de comparer les cytopénies entre elles. En effet, toutes les
études présentes dans la littérature comparent par exemple le taux moyen d’hémoglobine
des patients inclus dans leurs études. Ceux-ci présentent au moins une cytopénie mais pas
nécessairement une anémie. Ainsi les comparaisons prennent en compte le taux
d’hémoglobine des patients qu’il y ait anémie ou non. Notre travail indique quant a lui gu’il
n’y a pas de différence statistiquement significative dans la profondeur d’une cytopénie entre
les patients mutés et ceux non mutés. Cela est a confronter au fait que tous les patients
présentant un variant ont une profondeur de cytopénie correspondant aux criteres OMS
(hémoglobine < 10 g/dL, Plaquettes < 100 G/L et PNN < 1,8 G/L). Cela confirme la pertinence
des seuils recommandés par I’'OMS. On peut donc interpréter cela de la fagon suivante : il
semble pertinent de franchir un seuil de cytopénie pour espérer mettre en évidence des
variants. Mais une fois ce seuil franchi, il ne semble pas exister de lien entre la profondeur de
la cytopénie et la présence de variant. Cela suggéere, sans pouvoir étre prouvé a cause du
nombre limité de patients, qu’une recherche de variant par NGS devrait étre limitée a un ICUS
répondant aux criteres OMS et non aux criteres francgais de cytopénie.

Par ailleurs, on peut s’intéresser au nombre de cytopénies en fonction du profil
mutationnel. La encore il ne semble pas y avoir de lien significatif entre le nombre de
cytopénies et la présence de variant. Cependant, il faut rester tres prudent sur cette
observation car si Hansen 23 e confirme dans son étude, Jaiswal indique le contraire dans son

travail sur ’hématopoiése clonale liée a I'age 3°.
4.2 Dysplasie et variants

Le design de I'étude permet aussi d’étudier un autre point. En effet, lorsque le
caryotype est normal, le diagnostic de SMD repose sur la cytologie. Lorsque celle-ci est a la

limite de significativité, est ce que cela est en faveur d’'une hématopoiese clonale ? Notre
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travail montre qu’il n’y a pas plus de variant lorsque la dysplasie est cytologiquement a la
limite de la significativité et ce, quelle que soit la dysplasie observée.

Cela va dans le sens de I'étude de Parmentier et al. 2° qui a trouvé une dysplasie
significative selon les criteres OMS chez presque un volontaire sain sur deux (46 % d’une étude
de 120 volontaires sains). Lorsque la dysplasie est limite, voire légérement supérieure au seuil
de 10%, alors cela ne semble pas constituer a elle seule un argument suffisant pour poser le
diagnostic de SMD car cela n’est pas significativement corrélé a un signe de clonalité. Certains
travaux proposent méme de rehausser les seuils de dysplasie de ’'OMS de 10% a 20% 2° voire
parfois 40% pour la dysmégacarypoiése bien que celle-ci soit considérée comme la plus

significative 4°.

Ce point mérite encore d’étre étudié car d’autres publications semblent montrer une
corrélation entre la présence de dysplasie chez les patients ICUS et la présence de variant(s)
(Tableau 22). En effet, Hansen 23 a trouvé un lien significatif entre la présence de variant et
I’observation d’une dysplasie limite chez les ICUS. Dans cette étude de 60 patients, 57% des
patients ayant une dysplasie limite présente au moins un variant et 59% des patients ne
présentant pas de dysplasie ne portent pas de variant. Méme si cela est statistiquement
significatif, ce résultat doit étre nuancé par le fait qu’a I'inverse, il reste 43% des patients avec
signe de dysplasie qui ne présentent pas de variant. Les chiffres restent proches d’une chance
sur deux. Par ailleurs, remis dans le contexte de la difficulté de I'évaluation de |la dysplasie ces
conclusions sont particulierement a considérer avec précaution. Kwok indique d’ailleurs dans
son étude que 44% des patients ICUS avec dysplasie portent un variant et que seulement 17%
des ICUS sans dysplasie portent un variant. Mais Malcovati et al. 3 ont observé au sein d’une
large étude, un groupe de 34 patients dont le diagnostic SMD a été porté uniquement sur la
présence d’une dysplasie comprise entre 10 et 25%. 19 patients (soit 56%) ne présentaient
pas de variant (détection sanguine). Aucun de ces 19 patients n’ont évolué cliniqguement dans
le temps sur une moyenne de suivi de 64 mois. Selon ces auteurs cela renforce I'idée que
parfois, le diagnostic de SMD peut étre porté a tort, si celui-ci est uniqguement basé sur la
dysplasie car I'analyse moléculaire ne met pas en évidence d’argument de clonalité.
Concomitamment, cela indique que le seuil de dysplasie actuel de I'OMS est critiquable et qu’il

existe une tendance a ne pas présenter de mutations si aucune dysplasie n’a été observée.

PATIENT ICUS HANSEN KWOK CHU TOULOUSE
Dysplasie | Absence | Dysplasie | Absence | Dysplasie | Absence
Variant 57% 41% 44% 17% 21% 17%
Absence de 43% 59% 56% 83% 79% 83%
variant

Tableau 22 Tableau comparatif de 3 études sur la corrélation entre la dysplasie et la présence de variant(s)
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4.3 Profil des variants

Les mutations retrouvées chez les patients ICUS sont celles les plus fréquemment
retrouvées dans les SMD. La littérature scientifique a ce sujet corrobore cette observation.
Kwok et al. ° Malcovati et al.'® et Hansen et al. 22 font exactement le méme constat. Les
patients CCUS ont le méme profil mutationnel que les syndromes myélodysplasiques avérés
de bas risque. Il faut cependant noter que ce sont par ordre de fréquence les genes les plus
souvent mutés dans I’hématopoiése clonale liée a I'dge 36.L’intérét de détecter ces mutations
est d’aider a caractériser les cytopénies inexpliquées pour une meilleure prise en charge. En
effet, la littérature scientifique indique 2 intéréts :

. Malcovati et al.!*> ont montré que chez les patients CCUS la probabilité
d’évolution vers une hémopathie myéloide dans les 5 ans est de 82% et méme de 95%
dans les 10 ans alors que celle-ci n’est que de 9% (a 5 et 10 ans) chez les ICUS non
mutés. Le risque augmenté d’évolution vers une hémopathie chez les patients mutés
est également soutenu par le travail de Jaiswal et al. 3. Sur un suivi plus court de 20

mois en moyenne, Hansen et al. 2 remarquent également cette tendance.

. Le second intérét est de potentiellement évoluer vers une classification
moléculaire du SMD. Malcovati et al.'*> ont montré que 19 SMD sur 34 diagnostiqués
sur une dysplasie limite ne présentaient pas de variants détectables et que la maladie
de ces patients n’avait pas du tout progressé sans traitement sur une moyenne de 64
mois, ce qui peut remettre en cause le diagnostic de SMD et appuyer pour |'avantage
du NGS. Par ailleurs, Kwok et al.? ont montré que les patients SMD bas risque et les
CCUS avaient non seulement le méme profil mutationnel mais aussi des VAF similaires.
Malcovati et al. ont montré que les CCUS avaient la méme survie que les SMD bas
risque et que la progression de leur maladie (si I'on considere CCUS comme une
maladie) était la encore la méme que les SMD bas risque. Cela suggére fortement
gu’une approche moléculaire de la caractérisation des ICUS a un intérét tout particulier

puisqu’au final la littérature tend a considérer un CCUS comme un SMD de bas risque.

Dans ces études, il n’y a pas cependant d’explication au fait que les SMD bas risque ont
en moyenne un taux d’hémoglobine significativement plus bas que ceux des ICUS mutés (=
CCUS). Mais il faut faire attention a cette conclusion car les études ne comparent pas des
anémies entre elles mais des taux d’hémoglobine de patients non nécessairement recrutés

sur une anémie.

Les variants retrouvés dans notre étude sont essentiellement des variants initiateurs

de SMD. Ce sont des variants qui en général conferent un avantage de survie et de
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prolifération a la cellule souche 8 et donc ce sont des variants intervenant t6t dans le
processus de leucémogénese. D’ailleurs, le patient qui n’a gu’un seul variant présente un
variant de TET2 qui est selon la littérature un classique variant initiateur fondateur d’un clone
malin. Le Tableau 23 issue d’une publication de Cazzola et al. 8 indique les variants fondateurs

et les variants sous clonaux.
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Biological T|m|ng_ of Prognostic or predictive relevance of mutant
pathways and Frequency mutation ene
genes acquisition 9
RNA splicing
SF3B1 15-30% More often a Associated with good overall survival and low risk of
founding mutation leukemic evolution
SRSF2 10-20% Mo_re often a Associated with poor ovgrall surv_lval and high risk of
founding mutation leukemic evolution
U2AF1 <10% More often a Associated with high risk of leukemic evolution
founding mutation
ZRSR2 <100 . Moreortena Not defined
ounding mutation
DNA methylation
TET? 20-30% More often a No impact on overall survwal., may predict response
founding mutation to hypomethylating agents
DNMT3A 10% Mor € often a Associated with unfavorable clinical outcome
founding mutation
IDH/IDHZ 5% More often a Associated with unfavorable clinical outcome

Chromatin modification

ASXL1
EZH2
Transcription
RUNX1

BCOR

DNA repair control

TP53

Cohesin
STAGZ
RAS pathway
CBL
NRAS/KRAS
NF1
DNA replication
SETBPI
Receptors

CS5F3R

15-20%

5%

10%

<5%

5%

<10%

<5%

<5%

<5%

<5%

<1%

founding mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

Typical subclonal
mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

More often a
subclonal mutation

Founding driver
mutation in CNL

Associated with unfavorable clinical outcome in all
myeloid neoplasm

Associated with unfavorable clinical outcome in all
myeloid neoplasm

Associated with unfavorable clinical outcome
Associated with unfavorable clinical outcome
Associated with poor overall survival and high risk of

leukemic evolution, predicts poor response to
lenalidomide in MDS with del(5q)

Associated with unfavorable clinical outcome

Not defined in MDS
Not defined in MDS

Not defined in MDS

Associated with poor overall survival and high risk of
leukemic evolution

Mutation type may predict response to specific
inhibitors

Tableau 23 Principaux variants des SMD, leur fréquence et leur importance
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En termes d’association de variants entre eux, la encore nos patients CCUS présentent
les mémes associations que celles classiquement retrouvées dans les SMD. Malcovati et al. 13
ont montré que dans les hémopathies myéloides les variants de :
- TET2 étaient trés souvent associés a ceux de SRSF2, SF3B1, ASXL1, DNMT3A et
de ZRSR2 ;
- ASXL1 étaient trés souvent associés a ceux de SRSF2, SF3B1, RUNX1 et deTET2 ;
- DNMT3A étaient tres souvent associés a ceux de SF3B1 et de TET2.

Cette étude montre que certaines associations sont plus a risque d’évolution que
d’autres, ce qui peut donc justifier I'intérét de détecter des variants au diagnostic grace au
NGS afin d’étudier un maximum de genes. Un variant TET2 seul est moins a risque d’évolution
défavorable que SF3B1 seul. Un variant TET2 associé a ceux d’ASXL1, DNMT3A, RUNX1, EZH2,
BCOR, TP53 ou de IDH1/IDH2 présente un haut degré de risque d’évolution défavorable. Cela
est aussi lié au nombre de variants retrouvés. Plus le nombre de variants est grand plus le
risque final d’évolution vers une hémopathie myéloide est fort. Notre étude ayant commencé
seulement depuis essentiellement un an, le recul est insuffisant pour observer ce phénomene.

Sur un an, aucune transformation en hémopathie myéloide n’a eu lieu.
y

courbe verte : profil mutationnel a

risque ; courbe rouge : profil mutationnel
intermédiaire ; courbe bleue : absence de
variant

Figure 22 Risque d’évolution du ICUS vers une hémopathie myéloide en fonction du profil mutationnel?

Les VAF de notre étude sont d’environ 36% en moyenne. Cela indique qu’en moyenne
72% des cellules présentent un variant a I'état hétérozygote. Cela est considérable et du
méme ordre de grandeur que les SMD bas risque (Kwok et al.). Cependant, il est difficile de
comparer ces VAF avec ce qui est indiqué dans la littérature pour émettre des hypothéses.
Les principales études sur le sujet different toutes dans la maniere d’analyser I’ADN :
- Notre étude : ADN a partir des cellules mononuclées de la moelle osseuse ;
- Jasiwal et al.3® : ADN 3 partir du sang total périphérique ;

- Kwok et al. ® : ADN a partir des cellules de la moelle ;
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- Hansen et al. 23: ADN a partir de cellules de la moelle osseuse ou des PNN du
sang périphérique ;
- Malcovati et al. 13: ADN a partir des PNN du sang périphérique.

En termes de VAF, les études faites sur moelle et celles sur ADN ne sont pas
comparables car il est évident que les VAF dans la moelle osseuse sont globalement plus
élevées. Comme il a été dit que la VAF conditionne I'évolution, notre étude ne peut étre
comparée aux travaux faits sur sang dans ce domaine.

- Des variants détectés dans la moelle osseuse ne le seront peut-étre pas dans le
sang.

- Notre étude retrouve les VAF décrites dans la littérature a partir de
prélevements de moelle osseuse. Malheureusement, ces études ne sont pas celles qui sont
les plus pertinentes en termes d’évolution dans le temps. On ne peut donc confirmer Jaiswal
et al. 3% et Malcovati et al.'® qui indiquent qu’une VAF élevée est corrélée au risque de
progression. Cependant, on peut tout a fait le concevoir aussi a partir d’'un prélevement de
moelle.

4.4 Age et variant

Dans notre étude seul I'dage est significativement corrélé avec la présence de
mutation. 20% de nos patients sont mutés et en moyenne nos patients mutés ont 83 ans alors
gue les non mutés ont 66 ans. 2 publications sur 3 ayant étudié la présence de variants chez
les patients ICUS mettent aussi en évidence une différence d’dge significative entre les

patients mutés et les non mutés.

PATIENT ICUS HANSEN KWOK MALCOVATI
Muté Non, Muté Non, Muté Non,
mute mute mute

Age (années) 70 70 75 66 68 53
Fréquence 62% 38% 28% 72% 36% 64%

Tableau 24 Comparatif des études ayant évalué la présence de variants chez les ICUS.

On remarque que la fréquence de variant chez les ICUS varie grandement selon les
études ainsi que I'age des populations étudiées. Notre étude présente la fréquence la plus
faible compte tenu des criteres plus larges d’inclusion au niveau des cytopénies (criteres
francgais et non OMS). En prenant uniquement les criteres OMS, nous aurions également une
fréguence de mutation de 27%. Hansen suggére aussi que la différence de fréquence parmi
les populations ICUS étudiées est surement due aux critéres d’inclusion. Leurs critéres
d’inclusion sont probablement trés stricts compte tenu du fait qu’ils ont inclus seulement 60

patients entre 2008 et 2015 au sein du service d’hématologie de I'h6pital de Copenhague.
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Cette notion de fréquence de variant associée a I’age est tres importante puisqu’il existe une
hématopoiese clonale liée a I’age. Vers 80 ans, dans la population générale, sans hémopathie
ou antécédents d’hémopathie, environ 10-15% de la population présente un variant
détectable dans le sang classiquement retrouvé dans les hémopathies (Figure 23). Dans
I’ensemble, notre étude et les travaux de la littérature retrouvent des fréquences supérieures
au méme age MAIS le travail de Jaiswal a été réalisé dans le sang. Ces fréquences retrouvées
n’auraient elles pas été supérieures si de ’ADN issu de moelle osseuse avait été utilisé ? Seule
une étude comparative entre profil mutationnel sang versus moelle pourrait le confirmer.
Cela semble possible compte tenu du fait que I'expérience a montré que certains variants sont

parfois retrouvés dans la moelle et absents du sang du méme patient.

On ne peut donc pas formellement sur notre étude prouver que les ICUS ont plus de risque
d’étre mutés que la population générale compte tenu de ’lhématopoiese clonale liée a I'age
méme si on peut tout de méme le penser car :

- L’étude de Malcovati faite sur sang indique un taux de 36% de variants a une moyenne
d’age de 68 ans chez les ICUS alors que ’hématopoiese clonale est a moins de 10% a cet age
la.
- Aussi dans I’hématopoiese clonale lie a I'age, seuls 8% des patients mutés ont 2

variants ou plus alors que plus de 50% des ICUS mutés ont 2 variants ou plus.

Figure 23 Fréquence de ’hématopoiése clonale en fonction de I'age

On peut donc supposer que le risque de présenter des variants chez un patient ICUS
est probablement plus élevé que le risque lié a 'lhématopoiese clonale liée a I'age et peut
donc étre intéressant a rechercher.
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4.5 Aspect médico-économique

4.5.1 Aspect économique

Selon la grille du référent des actes innovants hors nomenclature (RIHN), 'analyse NGS
est facturée BHN 8170, soit environ 2200 euros. Pour information un caryotype est facturé
B80O, soit 216 euros, et la lecture d’un myélogramme B100 soit 27 euros. Ainsi, il est a I’heure
actuelle nécessaire de réfléchir a la réalisation d’une telle analyse et surtout nécessaire de

réfléchir a I'impact que le résultat aura pour la prise en charge du patient.

4.5.2 Prise en charge clinique

L'intérét majeur de la détermination de la présence ou non d’'une hématopoiese
clonale est la précision du cadre nosographique. Le but final est d’améliorer la prise en charge
du patient avec un éventuel acces a un traitement adapté.

Comme indiqué par plusieurs études citées dans ce travail, le risque de progression
vers une hémopathie étant plus élévé chez le patient CCUS, il est intéressant de suivre ces
patients de fagon rapprochée. A l'inverse, dans I'état actuel des connaissances, I'absence de
détection de variant peut inciter le clinicien a ne plus privilégier une étiologie hématologique
aux cytopénies et donc investiguer dans une autre direction.

L’anémie étant la cytopénie la plus représentée dans cette étude, mieux la caractériser
est un gain de chance pour le patient. Différentes études ont montré I'impact négatif d’une
anémie méme modérée chez le patient de plus de 65 ans. Celle-ci entraine une baisse de
forme physique*!, un nombre de chutes plus important*’, une altération des fonctions
cognitives®?, un nombre augmenté d’hospitalisations et de mortalité**. La détection d’un
argument de clonalité chez un patient présentant une anémie peut selon le contexte le rendre
éligible a recevoir un agent stimulant de I'érythropoiése®. Cette thérapie présente I'avantage
d’étre parfaitement supportable pour cette catégorie de patient. Dans notre étude, cela est
le cas pour les patients USPLN 64607 et 66435. Egalement, I'intérét d’une analyse NGS existe
chez des patients présentant un tableau de pathologie inflammatoire chronique qui semble
bien controlée et qui pourtant ont une anémie chronique. L'anémie est-elle due a la
pathologie inflammatoire dont le traitement mérite quelques ajustements ou alors a une
hématopoiese clonale sous-jacente ? C’'est le cas du patient USPLN 61118 qui présente une
anémie chronique malgré le contrdle apparent de sa pathologie rhumatismale inflammatoire
chronique. La détection de variant chez ce patient peut apporter un argument
d’hématopoiese clonale et envisager une prise en charge adaptée de I'anémie. Dans le cas de
I'absence de détection de variant, la cause inflammatoire est plutot a privilégier.

De la méme fagon, la question se pose chez les patients présentant une thrombopénie
chronique inexpliquée et résistante a la corticothérapie. Est-ce un Purpura Thrombopénique

auto Immun (PTI) chronique résistant ou une myélodysplasie sous-jacente ? Cette question a
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justifié I'analyse NGS pour 3 patients. L’absence de détection de variant peut étre en faveur
d’un PTI chronique qui sera alors éligible aux analogues de la thrombopoiétine (TPO) pour
I'instant non recommandés dans le traitement des thrombopénies associées aux syndromes
myélodysplasiques®. En effet, les analogues a la TPO augmentent le nombre de blastes a
I'initiation du traitement. Cela semble transitoire mais la prudence est a I'heure actuelle
recommandée quant a l'utilisation de ces médicaments dans les thrombopénies associées aux
SMD.

Enfin, méme s’il n’y a pas eu le cas dans notre étude, la détection de variant chez un
patient jeune aux cytopénies inexpliquées pourrait éventuellement faire discuter les cliniciens
d’une greffe de moelle osseuse en fonction du contexte. Cependant, il est nécessaire de
souligner que le contexte clinique du patient prime sur le reste. En effet, une analyse NGS
chez une patiente de 62 ans pancytopénique exclue de I'étude car présentant le diagnostic
d’anémie réfractaire par exces de blastes type 2, n’a pas mis en évidence de variant sur les
genes étudiés. Malgré tout, cette patiente est rentrée dans le projet d’une allo-greffe de
moelle osseuse.
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5 Conclusion

Une étude sur I'utilisation du NGS chez 35 patients ICUS a été réalisée au sein du CHU
de Toulouse depuis octobre 2016.

Un patient ICUS semblerait avoir |égérement plus de risque de présenter un variant
gue la population générale. Cela doit étre confirmé par la poursuite de I’étude et surtout par
une comparaison de I'analyse NGS entre ADN issu du sang et ADN issu de moelle osseuse.

La profondeur d’une cytopénie ICUS ne semble pas liée a la présence de variants a
partir du moment ou le seuil des criteres OMS est franchi. Il semble intéressant de ne
rechercher des variants que chez les patients répondant aux cytopénies telles que définies
par I’'OMS.

Il ne semble pas exister de lien significatif entre le nombre et/ou le type de cytopénies
et la présence de variant.

Une dysplasie limite (10-20%) n’est pas liée significativement a la présence de variant
et donc ne permet pas a elle seule de poser le diagnostic de myélodysplasie car il n’y a pas
d’argument de clonalité détecté. Cela est vrai quel que soit le type de dysplasie observé. Par
ailleurs, I'absence de dysplasie et un caryotype normal semblent réduire fortement la
probabilité de présenter un variant.

Egalement, a ce jour, la plupart des études qui ont travaillé sur le sujet (dont la n6tre)
ont un biais d a I’dge. Cela implique une conséquence majeure : |’éligibilité a I'analyse NGS
chez les patients ICUS doit étre extrémement maitrisée pour se détacher de I’'hématopoiese
clonale liée a I'age.

En théorie, selon la littérature scientifique récente, la mise en évidence de patient
CCUS présente un intérét tout particulier car ces patients CCUS ont un fort risque d’évoluer
vers une hémopathie et que cette condition semble les apparenter a des SMD bas risque.
Egalement, la détection ou non de variant permet de préciser le cadre nosographique chez un

patient ICUS et aide le clinicien dans sa prise en charge.
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Annexes

Les annexes comportent, sous forme de tableaux, les données brutes concernant les patients
inclus dans I'étude.

Annexe 1 : Age, sexe et résultats sanguins des patients inclus dans I’étude.

Annexe 2 : Résultats bruts du myélogramme d’inclusion par patient

Annexe 3 : Conclusion du myélogramme d’inclusion, résultats cytogénétiques et NGS par
patient

Annexe 4 : Suivi des patients
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ANNEXE 1

BIOLOGIE SANGUINE REALISEE DANS LE MOIS DU PRELEVEMENT MEDULLAIRE
USPLN . Date Hb Plagquettes Neutrophiles Ferritine Créatinine
Patient Sexe | Date de Naissance myelogramme | (g/dL) (G/L) (G/L) CRP (mg/L) (/L) (umol/L) B9 (ng/mL) B12 (pg/mL)
64607 F 30-déc.-1932 juin-16 9.2 299 4.1 52 N/A 107 4.4 415
65712 H 21-oct.-1930 ao(t-16 14.9 89 0.7 3 94 75 3.8 494
66435 F 29-sept.-1931 sept.-16 10.7 67 2.2 2.7 N/A 122 8 748
61118 H 2-juil.-1941 févr.-16 13.5 106 1.7 13 181 96 N/A N/A
43029 H 23-mai-1931 mai-13 11.4 19 4.1 RESULTATS NON DISPONIBLES
64236 H 26-mai-1937 juil.-16 8.6 49 7.1 93 N/A 100 5.6 914
65467 F 11-juin-1926 ao(t-16 8.2 5 1.3 18 407 72 1.8 583
69594 F 20-févr.-1956 janv.-17 12.8 262 1.1 1.2 N/A 55 5.3 376
63712 F 1-févr.-1940 mai-16 10.1 463 6,0 22 31 67 40 430
64508 H 1-janv.-1929 juin-16 8.3 114 2.4 3.9 490 90 5.7 646
63617 F 2-mai-1957 mai-16 10.4 301 3.5 9 134 100 N/A N/A
66096 H 26-mai-1933 ao(it-16 12.8 38 1.1 9.6 N/A 100 3.6 384
63151 H 20-avr.-1977 avr.-16 11.1 402 2.7 1.5 278 85 3.7 606
61743 F 23-févr.-1954 févr.-16 10.4 89 0.6 0 224 68 N/A N/A
65539 H 17-juil.-1979 aolt-16 14.3 55 8.7 0 N/A 81 N/A N/A
51870 H 20-mars-1937 nov.-14 11 85 3,0 3 756 204 N/A N/A
63039 H 29-avr.-1941 avr.-16 10.2 87 2.8 20 70 242 21.8 670
63346 F 31-déc.-1953 mai-16 10.9 277 1.6 8.4 350 78 4 234
63183 H 20-nov.-1949 avr.-16 133 34 1.6 0 53 80 N/A N/A
64167 F 18-nov.-1938 juin-16 8.1 6 2.5 42 1526 57 9.9 >2000
64983 F 8-avr.-1946 juil.-16 7.9 5 0.2 119 119 1758 N/A 392
63266 H 16-oct.-1946 avr.-16 11.7 37 3.3 2 N/A Dialysé N/A N/A
64112 H 28-juin-1939 juin-16 11 111 35 0.3 N/A 72 4.26 704
63050 H 14-mars-1942 aolt-16 15.5 15 3.2 0 N/A 83 N/A N/A
63660 F 7-nov.-1952 mai-16 12.2 71 2.7 1.9 74 48 N/A N/A
66743 F 13-mai-1968 sept.-16 14.2 238 1,0 4 222 64 N/A N/A
67028 F 5-févr.-1951 oct.-16 9.1 206 3,0 36 1147 122 6.3 228
65329 F 29-oct.-1976 juil.-16 10.1 319 4.6 4.3 43 62 N/A 395
65607 H 4-févr.-1931 aolt-16 11.5 203 2 5 55 51 3 300
67069 H 19-mai-1939 oct.-16 12.2 215 N/A DEMANDE EXTERIEURE RESULTATS NON DISPONIBLES
67538 F 30-sept.-1973 oct.-16 111 24 0.6 1.9 N/A 64 5.8 239
66341 H 30-juin-1964 sept.-16 15.3 50 3.4 3.9 N/A 60 3.8 470
66031 H 26-ao0it-1949 aolt-16 10.9 176 4.6 8 112 118 9.55 280
51358 H 29-mai-1955 oct.-15 12.6 111 4.2 0.3 38 99 10 571
69540 H 26-janv.-1968 janv.-17 14.8 43 23.6 10 N/A 96 N/A N/A

N/A : Résultat non disponible ; F : Femme ; H : Homme
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ANNEXE 2

RESULTATS PRELEVEMENT MEDULLAIRE

USPLN . DysE DysE DysG DysG DysMK DysMK
patient Grade  Mégacaryoctes  Blastes <10 % 10-20% <10% 10-20% <10% 10-20%
64607 2 Inférieur 0 Non Non Oui Non Non Non
65712 2 En rapport 3 Non Non Non Oui Non Oui
66435 2 En rapport 2 Non Non Non Oui Oui Non
61118 3 En rapport 2 non non non non non non
43029 3 En rapport 2 non oui non oui non non
64236 3 Inférieur 5 Oui Non Non Non Non Oui
65467 2 en rapport 1 Oui non non non non non
69594 3 Nombreux 1 Non Non Oui Non Non Non
63712 3 Nombreux 1 Non Non Oui Non Non Non
64508 3 Inférieur 2 Non oui Non Non Non Oui
63617 3 Trés nombreux 3 Oui Non Oui Non Oui Non
66096 3 Nombreux 1 Non Non Non Non Oui Non
63151 3 Inférieur 2 Oui Non Oui Non Non Non
61743 1 Trés rares 4 Non Non Non Non Non Non
65539 3 En rapport 2 Non Oui Non Oui Oui Non
51870 3 en rapport 3 Oui non non non non non
63039 3 En rapport 1 non oui non non non oui
63346 3 Supérieur 3 Non oui Non Non Non Non
63183 3 En rapport 1 non non non non non non
64167 2 Inférieur 1 Non Oui Non Non Non Non
64983 2 Absence 0 Non oui Non Non Non Non
63266 3 Nombreux 2 Oui Non Non Non Non Oui
64112 3 En rapport 1 Non Non Non Non Non Oui
63050 2 En rapport 1 Non Non oui non Non Non
63660 3 En rapport 2 Non Oui Non Non Oui Non
66743 3 En rapport 3 Oui Non Oui Non Non Non
67028 3 En rapport 2 non non oui non non non
65329 3 Nombreux 3 Non Oui Non Non Non Non
65607 4 En rapport 3 Oui Non Oui Non Non Non
67069 3 Nombreux 1 Non Oui Oui Non Non Non
67538 1 Absence 3 Non Non Non Non Non Non
66341 2 En rapport 1 Oui Non Non Oui Non Non
66031 3 Trés nombreux 2 Oui Non Oui Non Non Non
51358 1 en rapport 3 non oui non non oui non
69540 3 Trés nombreux 1 Non Non Non Oui Non Non

DysE : Dysérythropoiese ; DysG : Dysgranulopoiese ; DysMK : Dysmégacaryopoiese
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ANNEXE 3

USPLN
patient

Conclusion myélogramme

Caryotype médullaire

Mutations

64607

Absence d'anomalies morphologiques
significatives sur les lignées médullaires.
Sidéroblastes type Il 7% Coloration de Perls
anormale mais insuffisante pour conclure au
diagnostic de syndrome myélodysplasique

Normal

DNMT3A : NM_175629.2:¢.768_769insC,
NP_783328.1:p.T257delinsHCfs, fréquence allélique du
variant 24%; SF3B1 :
NM_012433.3(SF3B1_v001):c.2098A>G,
NM_012433.3(SF3B1_i001):p.(Lys700Glu), fréquence
allélique du variant 33% - insertion d'un nucléotide
entrainant un décalage de lecture pour DNMT3A

65712

Dysmyélopoiése modérée mais compatible
avec un syndrome myélodysplasique avec
dysplasie unilignée (SMD-SLD).

Normal

NM_001127208.2(TET2_v001):c.2872C>T,
NM_001127208.2(TET2_i001):p.(GIn958%*), VAF 42% -
Perte de fonction TET 2

66435

Présence de rares mégacaryocytes monolobés
ou a noyaux séparés (non significatif). Présence
de quelques granuleux hypogranuleux voire
dégranulés (non significatif).

Normal

NM_015338.5(ASXL1_v001):c.3456_3459del;
NM_015338.5(ASXL1_i001):p.(His1153Valfs*17),
fréquence allélique du variant : 39%.
NM_001195427.1(SRSF2_v001):c.284C>A,
NM_001195427.1(SRSF2_i001):p.(Pro95His), fréquence
allélique du variant : 34%.
NM_001127208.2(TET2_v001):c.3356del,
NM_001127208.2(TET2_i001):p.(Leu1119Tyrfs*18),
fréquence allélique du variant : 35% -perte de fonction
ASXL1 et perte de fonction ASXL2

61118

Absence d'argument pour SMD

normal

IDH1: NM_001282386.1:c.394C>T,
NP_001269315.1:p.Arg132Cys, VAF : 0,29 ; SRSF2 :
NM_001195427.1:c.284C>G, NP_001182356.1:p.P95R,
VAF : 0,27; HaloPlex_160615; 245 kb

43029

En faveur d'une CRMD

Normal

NM_175629.2(DNMT3A_v001):c.1290del,
NM_175629.2(DNMT3A_i001):p.(Tyr432Thrfs*219), VAF
39% ; NM_001127208.2(TET2_v001):c.2470A>T,
NM_001127208.2(TET2_i001):p.(Lys824*), VAF 34% ;
NM_024426.4(WT1_v001):c.504C>A,
NM_024426.4(WT1_i001):p.(Phe168Leu), VAF 45% ;
NM_005089.3(ZRSR2_v001):c.1004_1038dup,
NM_005089.3(ZRSR2_i001):p.(Tyr347Profs*?), VAF 35%
DNMT3A, TET2 et ZRSR2 perte de fonctions et WT1
ponctuelle
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ANNEXE 3 (suite)

USPLN . P p . .
patient Conclusion myélogramme Caryotype médullaire Mutations
Présence de mégacaryocytes a noyaux séparés
et de quelques (anomalies de dénucléation, ASXL1: NM_015338.5:c.1900_1922del;
érythroblastes a cytoplasme feuilltés NP_056153.2:p.R634Rfs; VAF : 40%, EZH2 :
difficilement quantifiable du fait du faible Normal NM_004456.4:¢.1967_1976del; NP_004447.2:p.A656Efs,
nombre d'éléments rencontrés. Absence VAF : 44%; TP53 :NM_001126112.2:¢.826G>C;
d'anomalies morphologiques au niveau de la NP_001119584.1:p.A276P; VAF: 45%
64236 lignée granulocytaire.)
TET2 : NM_001127208.2:c.2026delC et c.4457C>G,
Absence d'anomalies cytologiques qualitatives Normal NP_001120680.1:p.Leu676Cysfs et
spécifiques NM_001127208.2:p.Ser1486X, fréquence allélique des
65467 variants : 35% et 27%
69594 gtg)i?f?é::tsl:;.omalles cytologiques Normal Absence de variant
Dysgr?nulopmese non speC|f|qule msufflsa_nte Normal Absence de variant
63712 pour évoquer un syndrome myélodysplasique
64508 Absence d'anomalie spécifique Normal Absence de variant
Les anomalies cytologiques observées sont
trop discretes pour permettre a elles seules le Normal Absence de variant
63617 diagnostic de myélodysplasie
Dysmégacaryopoiése a la limite de la .
66096 significativité (10%) Normal Absence de variant
63151 Absence d'anomalie cytologique significative Normal Absence de variant
Lignées myéloides effondrées non évaluables
morphologiquement. Présence d'un petit
contingent de blastes myéloides (4%). Parmi les Normal Absence de variant
lymphocytes, environ 20% correspondent a des
61743 lymphocytes a grains
65539 Dysmyélopoiese tres modérée Normal Absence de variant
51870 Absence d'anomalie d'orientation Normal Absence de variant
63039 Absence d'argument en faveur d'un SMD v Absence de variant
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USPLN
patient

Conclusion myélogramme

Caryotype médullaire

Mutations

63346

Dysérythropoiese significative avec anomalie
de dénucléation (non retrouvée par la suite),
cytoplasme feuilleté avec ponctuations
basophiles. Pas d'anomalie morphologique sur
les autres lignées

Normal

Absence de variant

63183

Absence d'anomalies cytologiques spécifiques
au niveau des différentes lignées

Non lu

Absence de variant

64167

Arguments cytologiques insuffisants pour
évoquer un syndrome myélodysplasique

Normal

Absence de variant

64983

Aplasie médullaire

Normal

Absence de variant

63266

Dysmégacaryopoiése discréte, a la limite de la
significativité (12% des éléments), avec
mégacaryocytes a noyaux séparés.
Dysérythropoiese non significative (6%) avec
érythroblastes a cytoplasme feuilleté. Absence
de signes dysgranulocytaire

46,XY,del(10)(p11p12)<6>/46,XY<14>
(del 10p non suffisante)

Absence de variant

64112

Présence de mégacaryocytes a noyaux séparés
ou de petite taille dysmorphiques (>10%)

Normal

Absence de variant

63050

Dysgranulopoiése insuffisante pour conclure
au diagnostic du syndrome myélodysplasique.

Normal

Absence de variant

63660

Persistance d'une dyséthropoiése modérée

Normal

Absence de variant

66743

Absence d'anomalies cytologiques suffisantes

Normal

Absence de variant

67028

Absence d'anomalie morphologique
significative des différentes lignées

-X

Absence de variant

65329

Anomalies cytologiques insuffisantes

Normal

Absence de variant

65607

Myélogramme d'interprétation difficile en
raison de I'agglutinine froide. - Aspect
compatible avec une myélodysplasie de type
MDS-SLD mais limite

Normal

Absence de variant

67069

Au niveau de la lignée érythroide, présence de
guelques cytoplasmes feuilletés a la limite de la
significativité. (environ 10%). Au niveau de la
lignée granulocytaire, présence d'une légere
hypercondensation chromatinienne (< 10 %).

Absence de variant
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USPLN

. Conclusion myélogramme Caryotype médullaire Mutations
patient
Absence d'anomalies cytologiques sur les .
. L Normal Absence de variant
67538 différentes lignées. var
Diagnostic de myélodysplasie difficile a
affirmer sur la seule présence de la Normal Absence de variant
66341 dysgranulopoiése
A ts cytologi insuffisant
66031 rgumen‘s cytologiques mSLf 1sants p9ur Normal Absence de variant
conclure a un syndrome myélodysplasique
D lopoiese insuffisante & ce |
ysgranu‘opmese insu |san,e ace Jou.r pour Normal Absence de variant
51358 conclure 3 un syndrome myélodysplasique
D lopoiése insuffisant ffi .
69540 uny;g\;%nu opoiése insuffisante pour affirmer Normal Absence de variant
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ANNEXE 4

USPLN . . . ) . Durée suivi | Amélioration Explication
patient Suivi depuis le prélevement de moelle osseuse d’inclusion (mois) cytopénie(s) possible
64607 Mar 2017 : Hb 8,3 g/dL ; Pqt 157 G/L 9 Non variant
65712 Juin 2017 : Pgt; 113 G/L ; PNN 0,3G/L 10 Non variant
66435 Fev 2017 Hb 11,7 g/dL; Pqt 69 G/L 5 Non variant
61118 Mar 2017 : Hb : 12,2 g/dL ; Pqt 115G/L ; PNN a 0,9G/L. Présence LGL a 18% 13 Non variant
43029 Dec 2016 : Absence de cytopénie sans traitement 42 Oui variant
64236 Décédé en juillet 2016 de complications du traitement d’une double néoplasie ORL N/A Non variant
Juin 2017 : Augmentation des plaquettes sous N plate. Caryotype apparition d'une DEL 20q 3 Non variant
65467 Myélogramme : absence d'anomalie suffisante pour SMD
69594 | NON N/A N/A o rtc::;inele
63712 2?,2,3,?;;2? S;SCi/Pdlr_é:qZL:]stzzrr:|:g\|ld2egll-;b 12g/dL en dec 2016/ puis arret corticoides et 4 oui Contréle PPR
64508 Avr2017 : Hb 9,7 g/dL ; Pqt 65 G/L 10 Non non
63617 Mar 2017 : Hb 10,5 g/dL ; Pqt 270 G/L 10 Non non
66096 Mar 2017 : Hb 14 g/dL ; pqt 36 G/L ; PNN 0,4 G/L (apparition neutropénie sous Mabthéra) 8 Non non
63151 Juil 2017 : numération en ville. Soutien transfusionnel régulier. 15 Non non
61743 Mai 2017 : Hb 8,8 g/dL ; Pqt 57 G/L, PNN 0,3 G/L 15 Non non
65539 Juil 2017 : thrombopénie réfractaire ayant nécessité une splénectomie 11 Non non
51870 Nov 2016 : Hb : 11,5 g/dL et Pqt 73 G/L 24 Non non
63039 Notion d'AREB 2 non retrouvée mars 2017 : Hb 12,2 g/dL; Pqt 184 G/L PNN 2,9 G/L 11 Oui non
Mai 2017 Absence d'argument cytologique suffisant pour évoquer un syndrome 12 Non non
63346 myélodysplasique Anémie 11,3, Pqt 157
63183 Juil 2017. Suivi simple sans évolution 15 Non Non
64167 Décédé N/A Non Non
64983 Juin 2017 Hb 7,4 g/dL ; Pqt 17 G/L; PNN 0,5 G/L Présence d'un clone HPN découvert 11 Non HPN
63266 Mai 2017 Hb: 11,5g/dL; Pqt 143 G/L 13 Oui non
64112 Juil 2017 — Aggravation thrombopénie (selon courrier, numération de ville) 13 Non Non
63050 NON N/A N/A N/A
63660 Non N/A N/A N/A
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USPLN . . s ) . Durée suivi | Amélioration Explication
patient Suivi depuis le prélevement de moelle osseuse d’inclusion (mois) cytopénie(s) possible
66743 Mai 2017 : Neutropénie toujours présente sur courrier (bilan de ville) 8 Non non
67028 Fev 2017 : Anémie 8,8g/dL; Pqt 104 G/L; PNN 3,5G/L 4 Non non
65329 Mai 2017 Hb 10,7g/dL 10 Non non
65607 Mai 2017 Hb 9,8 g/dL Pqt 160 G/L PNN 1,7 G/L Non Non
67069 Juil 2017 Hb 12g/dL Non Non
Amélioration deslcytopénies puis rechute de son Iupus.en Mai 2017 Hb : 10,7 g/dL ; Pqt 77 G/L; 7 oui Contréle lupus
67538 PNN 1,3 G/L. Myélogramme et caryotype sans anomalie.
66341 NON N/A N/A N/A
66031 Sep 2017 ; Hb : 12g/dL 13 Non Non
51358 Mar 2016 Hb 12g/dL ; Pqt 72 G/L Non Non
69540 Mai 2017 Pqt 33G/L 5 Non non

N/A : Non disponible ; Hb : Taux d’hémoglobine ; Pqt : Taux de plaquettes ; PNN : Taux de polynucléaires neutrophiles
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Assessment of the use of next generation sequencing for characterising
cytopenia of undetermined significance
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SUMMARY

Many chronic cytopenias remain of undetermined significance because of a lack of
morphology and cytogenetic evidence required for the diagnosis of myelodysplatic
syndrome. WHO has defined them as ICUS. Using next generation sequencing, the
work done at Toulouse Hospital aims at detecting DNA variants frequently observed in
myeloid malignancies in ICUS patients. 20% of patients of the current study have a
variant. There is no significant relationship between the presence of variant and the
type, severity or number of cytopenias nor an existing dysplasia around 10-20%.
However, in our study, clonal haematopoiesis is significantly more frequent in older
population. Work has to be continued in order to distinguish these results from clonal
haematopoiesis related to age.
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Apport du séquencage de nouvelle génération dans le diagnostic
de cytopénie(s) inexpliquée(s)
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RESUME

En 2017, de nombreuses cytopénies chroniques restent de signification indéterminée
car les arguments cytologiques et cytogénétiques médullaires sont insuffisants pour
poser le diagnostic de syndrome myélodysplasique. Ce sont les ICUS. L'étude réalisée
au CHU de Toulouse utilise le séquencage de nouvelle génération afin de mettre en
évidence chez les patients ICUS des variants de I'ADN fréquemment retrouvés dans
les hémopathies myéloides. L'objectif est de mettre en évidence un argument
d’hématopoiese clonale. 20% des patients inclus présentent des variants. Il n‘existe
pas de lien entre la présence de variants et le type, la profondeur ou le nombre de
cytopénies, ni I'existence d'une dysplasie a la limite la significativité. En revanche, la
présence de variant semble corrélée a I'age. Le travail doit étre poursuivi afin de faire
la distinction avec I'hématopoiese clonale liée a I'age.
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