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Introduction 

 

L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes physiologiques permettant la production continue et régulée de 

l’ensemble des cellules sanguines. Chez l’adulte l’hématopoïèse a lieu au niveau de la moelle osseuse. On 

distingue classiquement trois compartiments cellulaires au sein de l’hématopoïèse : le premier est celui des 

cellules souches hématopoïétiques qui sont dotées de capacités d’auto-renouvellement afin de maintenir 

constant ce compartiment tout au long de la vie (Figure 1). Les cellules souches hématopoïétiques sont en faible 

nombre et sont majoritairement quiescentes. Elles sont dotées de capacités de prolifération et de différenciation 

et sont seules capable de reconstituer l’ensemble de l’hématopoïèse. Le second compartiment est composé des 

progéniteurs qui proviennent de la différenciation des cellules souches hématopoïétiques. Ces progéniteurs sont 

d’abord multipotents pouvant donner plusieurs lignées cellulaires puis unipotents au fur à mesure de leur 

différenciation. Enfin le dernier compartiment de l’hématopoïèse est composé des précurseurs, ceux-ci sont 

spécifiques d’un type cellulaire et vont terminer leur différenciation pour donner les cellules matures qui 

passeront dans la circulation sanguine. Au stade de précurseur, la capacité de prolifération est très faible. 

 

Figure 1 : Représentation schématique de l'hématopoïèse 

MEP : progéniteur érythro-mégacaryocytaire, GMP : progéniteur granulo-monocytaire, BFU-E : progéniteur 
érythroïde Burst forming Unit, CFU-E : progéniteur érythroïde Colony forming Unit. 

 

La régulation de l’hématopoïèse permet l’adaptation de la production des cellules sanguines selon les besoins 

de l’organisme. Cette régulation met en jeu différents éléments dont notamment le micro-environnement 

médullaire qui forme la niche hématopoïétique (Boulais and Frenette, 2015). La régulation de l’hématopoïèse 

par le micro-environnement médullaire est médiée à la fois (i) via des interactions avec les différentes cellules 
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le composant (fibroblastes, macrophages, adipocytes, myofibroblastes…), (ii) via des interactions avec la matrice 

extracellulaire (fibronectine, laminines, collagènes) et enfin (iii) via des cytokines ou facteurs de croissance 

hématopoïétiques. Les facteurs de croissance hématopoïétiques peuvent être produits localement au niveau 

médullaire par un mécanisme paracrine ou autocrine ou être produits par d’autres organe comme par exemple 

l’érythropoïétine (EPO) produite par les cellules endothéliales des capillaires péritubulaires rénaux. Les facteurs 

de croissance hématopoïétiques peuvent agir à différents niveaux de l’hématopoïèse : soit aux phases précoces 

ou alors aux phases plus avancées et être alors spécifiques d’une lignée cellulaire. Les facteurs de croissance 

hématopoïétiques agissent sur les cellules de l’hématopoïèse via leur fixation à des récepteurs spécifiques qui 

entraîne une activation de voies de signalisation et, selon le type de cytokines et de cellules, un maintien de la 

quiescence, une prolifération ou une différenciatio. D’autres facteurs interviennent également dans la régulation 

de l’hématopoïèse tels que l’expression de facteurs de transcription ou encore la concentration en oxygène dans 

la niche hématopoïétique qui régule la quiescence des cellules souches hématopoïétiques. 

Les syndromes myéloprolifératifs : aspects cliniques 

Le terme syndrome myéloprolifératif a été introduit pour la première fois en 1951 par William Dameshek et 

rassemblait plusieurs hémopathies avec des similarités de présentation clinique et biologique (Dameshek, 1951). 

On distingue aujourd’hui quatre principaux syndromes myéloprolifératifs : la leucémie myéloïde chronique 

(LMC), la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle (TE), la myélofibrose primitive (MFP). La 

LMC est caractérisée par la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 (formant le chromosome 

Philadelphie). La fusion des gènes BCR (breakpoint cluster) et ABL (Abelson) aboutit à la formation d’une 

protéine chimérique à activité tyrosine kinase constitutive. Les autres syndromes myéloprolifératifs représentent 

un ensemble hétérogène de pathologies regroupées sous le terme de syndromes myéloprolifératifs Philadelphie 

négatifs (SMP). 

Les syndromes myéloprolifératifs sont des hémopathies malignes myéloïdes liées à une anomalie clonale de la 

cellule souche hématopoïétique. Ils sont caractérisés par une prolifération cellulaire conduisant à une 

hyperproduction de cellules myéloïdes matures. En fonction des pathologies, cette prolifération prédomine sur 

une lignée : érythroblastique dans la polyglobulie de Vaquez et mégacaryocytaire dans la thrombocytémie 

essentielle. La myélofibrose est une maladie plus complexe associant une prolifération de la lignée 

mégacaryocytaire à une fibrose de la moelle osseuse. 

Cette prolifération est due à une indépendance vis-à-vis des facteurs de croissance hématopoïétiques et peut 

être mise en évidence par la culture in vitro des progéniteurs hématopoïétiques mise au point dans les années 

1970 (McLeod et al., 1974; Prchal and Axelrad, 1974). En 2005, la découverte de la mutation V617F de JAK2 a 

considérablement amélioré les connaissances sur la physiopathologie des syndromes myéloprolifératifs et en a 

modifié le diagnostic. La mise en évidence des mutations de MPL en 2006 puis de CALR en 2013 permettent, à 

l’heure actuelle, de disposer d’un marqueur moléculaire dans environ 90% des cas de SMP. Toutes ces 

mutations, dites promotrices, entraînent une activation constitutive de la signalisation JAK2-STAT5 à l’origine 

de l’autonomisation du clone malin vis-à-vis des facteurs de croissances. Les aspects physiopathologiques de 

ces mutations seront décrits dans la partie 2.1 de ce manuscrit. 
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Présentation clinique et classification 

La polyglobulie de Vaquez 

La polyglobulie de Vaquez est caractérisée par une prolifération cellulaire prédominant sur la lignée 

érythrocytaire. L’incidence de la PV est de 1/100 000 habitants/an et l’âge médian au diagnostic est de 60 ans 

(Titmarsh et al., 2014). Le diagnostic peut être fortuit ou être posé suite à la survenue de signes cliniques tels 

qu’une érythrose cutanée, une splénomégalie, un prurit aquagénique, des signes d’hyperviscosité ou une 

complication thrombotique. Les thromboses peuvent être de localisation artérielle ou veineuse et certaines 

d’entre elles de localisation atypique comme le syndrome de Budd-Chiari. 

Au niveau de l’hémogramme, on observe une polyglobulie reflétée par une augmentation des taux 

d’hémoglobine et d’hématocrite. Une mesure du volume globulaire isotopique grâce à un isotope radiomarqué 

peut être parfois utile pour confirmer la polyglobulie. Une thrombocytose et une polynucléose sont également 

habituellement observées. Le diagnostic repose principalement sur la mise en évidence d’une mutation de JAK2 

retrouvée chez plus de 99% des patients (V617F ou de l’exon 12). 

Les critères diagnostiques définis par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) ont été révisés en 2016 avec 

des modifications introduites avec le passage de critère mineur à majeur de la biopsie ostéo-médullaire (BOM), 

l’abaissement des seuils d’hémoglobine et d’hématocrite, et la suppression de la culture cellulaire comme critère 

mineur (tableau I) (Arber et al., 2016). 

 

Tableau I : Critères diagnostiques de la polyglobulie de Vaquez 

Critères Majeurs 

Hémoglobine > 16,5 g/dL chez l’homme, > 16 g/dL chez la femme 

Ou Hématocrite > 49 % chez l’homme, > 48 % chez la femme 

Ou augmentation de la masse sanguine totale (> 25% de la valeur théorique) 

Biopsie ostéo-médullaire avec hypercellularité des trois lignées myéloïdes (panmyélose) et maturation mégacaryocytaire 

pléiomorphique 

Présence d’une mutation de JAK2 V617F ou de l’exon 12 

Critères Mineurs 

Taux sanguin d’EPO subnormal 

Le diagnostic requiert les trois critères majeurs ou les deux premiers et le critère mineur 

La biopsie ostéo-médullaire n’est pas requise en cas de polyglobulie avec hémoglobine > 18,5 g/dL chez homme (>16,5 g/dL 

chez la femme) ou hématocrite > 55% chez l’homme (> 49,5 chez la femme). 
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La BOM prend donc une place prépondérante pour le diagnostic de PV puisque faisant partie des critères majeurs 

requis. Toutefois, elle n’est pas obligatoire lorsque la polygobulie dépasse les seuils de l’ancienne classification 

OMS 2008, à savoir 18,5 g/dL chez l’homme (ou hématocrite > 55%) et 16,5g/dL chez la femme (ou hématocrite 

> 49,5%). La BOM permet également l’identification des cas avec fibrose de grade 1, associés à un risque accru 

d’évolution vers une myélofibrose secondaire (Barbui et al., 2012a). Les seuils d’hémoglobine et d’hématocrite 

ont été abaissés pour permettre le diagnostic des polyglobulies dites masquées qui n’atteignaient pas les 

précédents seuils de la classification de 2008 et dont le diagnostic nécessitait la réalisation d’une masse sanguine 

(Cassinat et al., 2007). Le sous-diagnostic de ces polyglobulies masquées semble associé à de plus nombreuses 

complications thrombotiques du fait de l’usage moindre des saignées ou d’un traitement cytoréducteur (Lussana 

et al., 2014).  

La culture cellulaire avec la pousse spontanée des progéniteurs érythroblastiques a été supprimée des critères 

diagnostiques de polyglobulie de Vaquez dans la nouvelle révision de la classification OMS. L’exclusion de cet 

examen, qui faisait partie des critères mineurs dans la classification de 2008, peut s’expliquer par le fait qu’il 

est de réalisation longue et complexe et n’est pas accessible à tous les centres. Toutefois la culture cellulaire 

peut s’avérer utile dans certains cas de diagnostic difficile, en particulier lorsque les mutations de JAK2 ne sont 

pas retrouvées. 

La thrombocytémie essentielle 

La thrombocytémie essentielle est caractérisée par une prolifération cellulaire prédominant sur la lignée 

mégacaryocytaire. Son incidence est de 1.6/100 000 habitant/an et l’âge médian au diagnostic est de 60 ans 

avec également un pic d’incidence chez la femme vers 30 ans. Le diagnostic repose sur la mise en évidence 

d’une thrombocytose sur l’hémogramme, le plus souvent de manière fortuite ou plus rarement devant des signes 

cliniques tels que les érythromélalgies ou des complications thrombotiques artérielles ou veineuses. 

La découverte de mutations somatiques promotrices des gènes JAK2, CALR et MPL depuis 2005 permet 

maintenant de disposer d’un marqueur moléculaire dans près de 85% des cas de thrombocytémie essentielle. 

Les critères diagnostiques de la thrombocytémie essentielle ont été peu modifiés avec la révision de la 

classification de l’OMS en 2016. Au niveau moléculaire, les mutations de MPL et de CALR ont été ajoutées aux 

mutations de JAK2 comme critère majeur (tableau II).  

En l’absence de mutation promotrice (JAK2, MPL ou CALR) on parle de TE triple négative, ce qui semble 

correspondre à environ 15% des cas (Zoi and Cross, 2017). Le critère mineur est requis pour ces TE triples 

négatives, il peut consister en la mise en évidence d’un marqueur de clonalité ou l’absence de cause réactionnelle 

à la thrombocytose. Le marqueur de clonalité peut être une anomalie cytogénétique clonale (rare) ou une 

anomalie moléculaire somatique autre que les mutations promotrices. Ces mutations sont maintenant 

accessibles plus facilement grâce au séquençage de nouvelle génération (NGS).  

La biopsie ostéo-médullaire est indispensable au diagnostic puisqu’elle seule permet le diagnostic différentiel 

avec la myélofibrose et en particulier les formes préfibrotiques. 
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Tableau II : Critères diagnostiques de la thrombocytémie essentielle 

Critères Majeurs 

Plaquettes ≥ 450 G/L 

Biopsie ostéo-médullaire avec prolifération mégacaryocytaire et augmentation du nombre de formes matures de grande 

taille au noyau hyperlobulé. Pas d’augmentation significative des autres lignées. Rarement densification minime de la 

trame réticulinique (fibrose grade 1) 

Absence de critères OMS pour une LMC (BCR-ABL), une PV, une MFP, un syndrome myélodysplasique ou une autre 

hémopathie myéloïde 

Présence d’une mutation de JAK2, CALR ou MPL 

Critères Mineurs 

Présence d’un marqueur de clonalité ou absence d’étiologie pour une thrombocytose réactionnelle 

Le diagnostic requiert les quatre critères majeurs ou les trois premiers et le critère mineur 

La myélofibrose primitive 

La myélofibrose primitive (MFP) est une pathologie plus rare avec une incidence de l’ordre de 0,5 cas pour 

100 000 habitants/an (Titmarsh et al., 2014). Cette maladie est plus complexe sur le plan physiopathologique 

puisqu’elle associe une prolifération cellulaire portant sur les lignées granuleuse et mégacaryocytaire et une 

fibrose de la moelle osseuse.  

La maladie peut débuter par une période proliférative avec au niveau sanguin une hyperleucocytose associée à 

une myélémie voire une blastose circulante et une thrombocytose. Le développement de la fibrose médullaire 

est responsable de cytopénies et en particulier d’une anémie qui est fréquente dès le diagnostic. L’hématopoïèse 

extra-médullaire est responsable de la splénomégalie qui est très fréquemment retrouvée. L’âge médian au 

diagnostic est de 65 ans. Le terme de myélofibrose primitive est utilisé pour la distinguer des myélofibroses 

secondaires, notamment post-PV et post-TE (Mesa et al., 2007). Il n’existe pas de différence au niveau 

anatomo-pathologique entre les MFP et les myélofibroses post-TE ou post-PV et la prise en charge actuelle est 

identique. La myélofibrose peut se compliquer de manifestations thrombotiques (plus rares que dans la PV et la 

TE), d’hypertension portale ou de manifestations liées à l’insuffisance médullaire (hémorragies, infections). Au 

niveau moléculaire, une mutation promotrice portant sur l’un des gènes JAK2, CALR et MPL est retrouvée dans 

près de 90% des cas. 

Dans la nouvelle révision de la classification OMS des néoplasies myéloprolifératives, la myélofibrose primitive 

dite avérée correspond uniquement aux cas de myélofibrose avec un grade de fibrose histologique MF2 ou MF3 

puisque les grades 1 font maintenant partie des myélofibroses préfibrotiques. Au niveau moléculaire, les 

mutations de CALR retrouvées dans environ un tiers des cas, ont été ajoutées comme critère diagnostique 

majeur (tableau III). En l’absence de mutation promotrice (JAK2, MPL ou CALR), soit environ 7% des cas, un 

marqueur de clonalité peut être mis en évidence parmi les gènes les plus souvent mutés dans cette pathologie 

(ASXL1, TET2…). Toutefois, ces gènes ne sont pas spécifiques de la MFP car ils sont aussi fréquemment mutés 
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dans les syndromes myélodysplasiques (SMD), les formes mixtes SMD/SMP et plus rarement dans les autres 

NMP, ce qui impose toujours l’élimination de ces diagnostics différentiels (critère majeur 2). Au niveau des 

critères mineurs, l’hyperleucocytose supérieure à 11 G/L a été introduite aux côtés de l’anémie, de la 

splénomégalie, de l’augmentation des LDH et de l’érythroblastose sanguine. 

Tableau III : Critères diagnostiques de la myélofibrose primitive 

Critères Majeurs 

Biopsie ostéo-médullaire avec prolifération et atypies mégacaryocytaires, accompagnée d’une fibrose réticulinque ou 

collagénique (grade 2 ou 3) 

Absence de critères OMS pour une LMC (BCR-ABL), une PV, une MFP, un syndrome myélodysplasique ou une autre 

hémopathie myéloïde 

Présence d’une mutation de JAK2, CALR ou MPL 

Ou présence d’un marqueur de clonalité (par exemple mutation de ASXL1, TET2, EZH2 ; IDH1/2, SRSF2, SF3B1) 

Ou absence de cause réactionnelle fibrose médullaire * 

Critères Mineurs 

Anémie non liée à une comorbidité 

Hyperleucocytose ≥ 11 G/L 

Splénomégalie palpable 

Augmentation des LDH (seuil variant selon le laboratoire) 

Présence d’érythroblastes sanguins 

Le diagnostic requiert les trois critères majeurs et au moins un critère mineur 

* : fibrose due à infection, maladie auto-immune, hémopathie lymphoïde, métastases médullaire, cause toxique. 

 

La myélofibrose préfibrotique ou prémyélofibrose 

La prémyélofibrose est une entité intermédiaire entre la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose primitive 

initialement décrite au niveau histologique il y a maintenant près de 20 ans (Thiele et al., 1999) (Figure 2). Par 

rapport aux patients atteints de TE, il semble que les patients atteints de prémyélofibrose évoluent plus 

fréquemment vers une myélofibrose avérée et ont un pronostic globalement plus défavorable avec une mortalité 

accrue (Thiele et al., 2002; Barbui et al., 2011a; Thiele et al., 2011; Gisslinger et al., 2016). A l’inverse, les 

patients atteints de prémyélofibrose semblent présenter une évolution plus favorable que les patients atteints 

de myélofibrose primitive (Barosi et al., 2012). Dans ces études, la définition de cette entité était uniquement 

histologique et correspondait au reclassement de thrombocytémies essentielles en prémyélofibroses. 

La révision de 2016 de la classification de l’OMS des hémopathies malignes a intégré la prémyélofibrose sous le 

terme de myélofibrose préfibrotique avec des critères diagnostiques histologiques et clinico-biologiques (tableau 
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IV). Les critères diagnostiques de la myélofibrose préfibrotique (préMFP) reprennent les critères de la 

myélofibrose primitive avérée (MFP) hormis l’histologie médullaire qui les différencient et le critère mineur des 

érythroblastes sanguins qui a été supprimé. 

 

Figure 2 : Définition anatomo-pathologique de la thrombocytémie essentielle et de la prémyélofibrose 

D’après Thiele et al Blood 2011 ; la prémyélofibrose est définie par une cellularité augmentée, une prolifération 

granuleuse au dépend de l’érythropoïèse, des mégacaryocytes fréquemment regroupés en cluster, de taille 

moyenne à grande avec un noyau hyperchromatique, bulbeux ou irrégulier. Les fibres de réticuline ne sont pas 

ou peu augmentés. 

 

La myélofibrose préfibrotique selon la classification 2016 de l’OMS regroupe donc les anciennes myélofibroses 

primitives avec fibrose de grade 1 ainsi que des formes sans fibrose médullaire anciennement classées en TE. 

Cette distinction entre TE et myélofibrose préfibrotique semble néanmoins difficile à établir du fait d’un manque 

important de reproductibilité de l’analyse histologique (Wilkins et al., 2008; Brousseau et al., 2010; Koopmans 

et al., 2011). Ce manque de reproductibilité a été confirmé dans une étude multicentrique avec un consensus 

parfait possible dans seulement 10% des cas entre les 6 anatomopathologistes (Buhr et al., 2012). De plus, le 

risque accru de transformation en myélofibrose et de mortalité des patients avec une prémyélofibrose n’est pas 

confirmé dans toutes les cohortes (Wilkins et al., 2008; Brousseau et al., 2010). Enfin, la présence d’un critère 

mineur de myélofibrose préfibrotique peut être retrouvé dans certains cas de TE tout comme il est possible 

d’être confronté à un cas de myélofibrose préfibrotique histologique sans aucun des critères mineurs de l’OMS 

2016 (Jeryczynski et al., 2017). De tels patients seront donc classés en syndromes myéloprolifératifs 

inclassables selon l’OMS, ce qui représenterait environ 9 % des cas selon l’étude précitée. 
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Tableau IV : Critères diagnostiques de la myélofibrose préfibrotique 

Critères Majeurs 

Biopsie ostéo-médullaire avec prolifération et atypies mégacaryocytaires, sans fibrose dépassant le grade 1, avec 

augmentation de la richesse, une prolifération granuleuse et souvent une diminution de l’érythropoïèse 

Absence de critères OMS pour une LMC (BCR-ABL), une PV, une MFP, un syndrome myélodysplasique ou une autre 

hémopathie myéloïde 

Présence d’une mutation de JAK2, CALR ou MPL 

Ou présence d’un marqueur de clonalité (par exemple mutation de ASXL1, TET2, EZH2 ; IDH1/2, SRSF2, SF3B1) 

Ou absence de cause réactionnelle fibrose médullaire * 

Critères Mineurs 

Anémie non liée à une comorbidité 

Hyperleucocytose ≥ 11 G/L 

Splénomégalie palpable 

Augmentation des LDH (seuil variant selon institution) 

Le diagnostic requiert les trois critères majeurs et au moins un critère mineur 

* : fibrose due à infection, maladie auto-immune, hémopathie lymphoïde, métastases médullaire, cause toxique. 

 

Pronostic et évolution des syndromes myéloprolifératifs 

Survie globale 

Les syndromes myéloprolifératifs sont des hémopathies chroniques avec une grande hétérogénéité de 

pronostique entre les pathologies et au sein même d’entre elles. Ainsi, la polyglobulie de Vaquez et la 

thrombocytémie essentielle ont une évolution le plus souvent chronique avec une médiane de survie de l’ordre 

de 14 et 22 ans respectivement (Passamonti et al., 2008; Tefferi et al., 2013). Les complications impactant le 

pronostic vital dans ces pathologies sont la survenue de thromboses et la transformation en leucémie aiguë. Par 

rapport aux patients atteints de TE, il semble que les patients atteints de prémyélofibrose ont un pronostic plus 

défavorable avec une mortalité accrue (56% vs 25% de mortalité à 15 ans). 

La myélofibrose primitive a un pronostic plus péjoratif avec une médiane de survie entre 13 mois et 11 ans 

selon les groupes pronostiques (Cervantes et al., 2009; Dupriez et al., 1996). La mortalité dans cette pathologie 

peut être liée à l’insuffisance médullaire, à la survenue de thromboses ou à la transformation en leucémie aiguë. 

Les myélofibroses post-PV ou post-TE ont un pronostic comparable à la MFP. Plusieurs scores pronostiques ont 

été proposés dans la myélofibrose et sont résumés dans le tableau V. Les scores récents intégrant des données 

moléculaires seront développés dans la suite de ce mémoire.  
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Tableau V : Scores pronostiques dans la myélofibrose (hors scores avec mutations additionnelles) 

Score 

Score de Lille 

(Dupriez et al., 1996) 

IPSS 

(Cervantes et al., 2009) 

DIPSS 

(Passamonti et al., 

2010a) 

MYSEC-PM 

(Passamonti et al., 

2017) 

 Myélofibrose primitive au 

diagnostic 

Myélofibrose primitive 

au diagnostic 

Myélofibrose primitive 

durant le suivi 

Myélofibrose 

secondaire au 

diagnostic 

Pa
ra

m
èt

re
s 

et
 c

al
cu

l d
u 

sc
or

e 

Anémie (<10g/dL) 1pt Anémie (<10g/dL) 
1pt 
 

Anémie (<10g/dL)  
2pt 
 

Anémie (<11g/dL) 
2pt 

Hyperleucocytose 
(>30G/L) ou Leucopénie 
(<4G/L) 1pt 

Hyperleucocytose 
(>25G/L) 1pt 

Hyperleucocytose 
(>25G/L) 1pt - 

 Age (>65ans)  
1pt 

Age (>65ans)  
1pt 

Âge (0.15xâge pt) 

 Signes généraux*  
1pt 

Signes généraux*  
1pt 

Signes généraux*  
1pt 

 Blastes sanguins 
(≥1%) 1pt 

Blastes sanguins 
(≥1%) 1pt 

Blastes sanguins 
(≥3%) 2pt 

   Thrombopénie 
(<150G/L) 1pt 

   CALR-non muté 
2pt 

Ca
té

go
rie

s 
de

 r
is

qu
e 

Faible (0pt) 

SM : 93 mois 

Faible (0pt) 

SM : 135 mois 

Faible (0pt) 

SM : Non atteinte 

Faible (<11pts) 

SM : Non atteinte 

Intermédiaire (1pt) 

SM : 26 mois 

Int-1 (1pt) 

SM : 95 mois 

Int-1 (1-2pt) 

SM : 170 mois 

Int-1 (11-14pts) 

SM : 112 mois 

Int-2 (2pts) 

SM : 48 mois 

Int-2 (3-4pts) 

SM : 48 mois 

Int-2 (14-16pts) 

SM : 53 mois 

Elevée (2pts) 

SM : 13 mois 

Elevée (>2pt) 

SM : 27 mois 

 

Elevée (>4pt) 

SM : 18 mois 

 

Elevée (>16pt) 

SM : 24 mois 

 

IPSS : International Prognostic Scoring System ; DIPSS : Dynamic International Prognostic Scoring System ; 

MYSEC-PM : Myelofibrosis Secondary to PV and ET-Prognostic Model ; SM : survie médiane ; Int : 

Intermédiaire ; *: perte de poids >10% dans l’année ou fièvre inexpliquée ou sueurs nocturnes persistante plus 

d’un mois 
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Evènements thrombotiques 

La survenue de thromboses est la complication la plus fréquente des syndromes myéloprolifératifs de type 

thrombocytémie essentielle et polyglobulie de Vaquez. Les complications thrombotiques peuvent survenir dès 

le diagnostic et tout au long de la maladie et peuvent être artérielles ou veineuses. L’incidence des thromboses 

est estimée à environ 1,5 à 3% des patients par an dans la polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie 

essentielle (Barbui et al., 2012b, 2014). Les principaux facteurs de risques de complications thrombotiques dans 

les syndromes myéloprolifératifs sont un âge supérieur à 60 ans et un antécédent de thrombose (Barbui et al., 

2011b). La présence d’un de ces facteurs classe le patient comme à haut risque et justifie l’instauration d’un 

traitement cytoréducteur. Dans une cohorte de 494 patients (PV et TE) avec un antécédent de thrombose 

l’incidence annuelle du taux de récidive était de 7,6% (De Stefano et al., 2008). 

La physiopathologie des complications thrombotiques dans les syndromes myéloprolifératifs n’est pas totalement 

connue et plusieurs facteurs semblent jouer un rôle : les globules rouges, les plaquettes, les leucocytes, la 

rhéologie sanguine, les facteurs plasmatiques et les cellules endothéliales (Brusson et al., 2018; Guy and James, 

2019). Le type de mutation promotrice influence également le risque thrombotique puisque dans la 

thrombocytémie essentielle, les patients avec mutations JAK2V617F ont un risque augmenté par rapport aux 

patients avec mutation de CALR (Rumi et al., 2014a). 

Dans la thrombocytémie essentielle, une classification pronostique nommée IPSET-Thrombosis (International 

Prognostic Score of Thrombosis for Essential Thrombocythemia) a été proposée (Barbui et al., 2012b). Le calcul 

du score reprend en compte l’âge supérieur à 60 ans (1 point) et l’antécédent de thrombose (2 points) 

précédemment décrits en ajoutant la présence d’une mutation JAK2V617F (2 points) et la présence de facteur 

de risque cardiovasculaire (1 point). Le taux de survenue de thrombose selon les catégories de risque calculé 

est de 1,03% patients/an pour les faibles risques (0-1 point), de 2,32% patients/an pour les risques 

intermédiaires (2 points) et de 3,56% patients/an pour les risques élevés (>2 points). Ce score pronostique a 

plus récemment été modifié avec la suppression du critère concernant les facteurs de risque cardiovasculaires 

pour définir un nouveau groupe de très bas risque (âge<60 ans, absence de JAK2V617F et d’antécédent de 

thrombose) (Barbui et al., 2015). La bonne discrimination du risque thrombotique par ce score a pu été validée 

dans une cohorte de la Mayo Clinic (Haider et al., 2016). 

 

Evolutions hématologiques 

Il existe un continuum d’évolution au sein des syndromes myéloprolifératifs puisque qu’une partie des patients 

avec une thrombocytémie essentielle peut évoluer vers une polyglobulie de Vaquez et que les patients atteints 

d’une thrombocytémie essentielle ou d’une polyglobulie de Vaquez peuvent évoluer vers une myélofibrose alors 

qualifiée de secondaire. Enfin tous les syndromes myéloprolifératifs peuvent évoluer vers une leucémie aiguë 

myéloblastique précédée parfois d’un état accéléré proche d’un syndrome myélodysplasique avec excès de 

blastes. Les évolutions et leurs incidences cumulées décrites sont résumées sur la figure 3. 
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Figure 3 : Evolutions hématologiques des syndromes myéloprolifératifs et incidences cumulées 
(Gangat et al., 2011; Passamonti et al., 2008; Tefferi et al., 2013, 2014a) 

 

 

Les formes histologiques prémyélofibrotiques identifiées parmi les thrombocytémies essentielles semblent 

associées à un risque accru d’évolution en myélofibrose avérée (17% à 15 ans contre 9% pour les TE ‘classiques’) 

et en leucémie aigüe (11,7% à 15 ans contre 2,1% pour les TE ‘classiques’) (Barbui et al., 2011a). 

Les leucémies aiguës secondaires à un syndrome myéloprolifératif sont associées à un pronostic très péjoratif 

avec une survie médiane de 2 à 5 mois (Mesa et al., 2005; Tam et al., 2008; Tefferi et al., 2018a). De ce fait, 

l’identification précoce des patients à haut risque d’évolution est un des enjeux majeurs dans la prise en charge 

des syndromes myéloprolifératifs.  

De nombreux facteurs de risques associés à l’évolution des syndromes myéloprolifératifs en myélofibrose 

secondaire ou en leucémie aiguë ont été décrits et sont résumés dans le tableau VI. L’impact pronostique des 

mutations additionnelles sur les évolutions hématologiques sera traité dans la partie 2.2 de ce manuscrit. 
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Tableau VI : Paramètres au diagnostic associés aux évolutions hématologiques des syndromes 
myéloprolifératifs (hors mutations additionnelles) 

 

Polyglobulie de 

Vaquez 

Thrombocytémie 

essentielle 

Myélofibrose 

primitive 

Evolution en 

myélofibrose 

secondaire 

Fibrose à la BOM 
(Barbui et al., 2012a) 
 
JAK2V617F > 50% 
(Passamonti et al., 2010b) 

 

Anémie* 
(Passamonti et al., 2008)  
 
Prémyélofibrose à la BOM 
(Barbui et al., 2011a) 
 
  
 

 

 

Evolution en 

leucémie 

aiguë 

Age > 61 ans 
(Tefferi et al., 2013) 
 
Leucocytes ≥ 15 G/L 
(Gangat et al., 2007a; Tefferi 
et al., 2013) 
 
Caryotype anormal 
(Tefferi et al., 2013) 
 

Age > 60 ans 
(Gangat et al., 2007b; 
Passamonti et al., 2008) 
 
Prémyélofibrose à la BOM 
(Barbui et al., 2011a) 
 
Anémie* 
(Gangat et al., 2007b) 
 
Thrombocytose >1000 G/L 
(Gangat et al., 2007b) 
 

Score DIPSS  
et DIPSS-plus 
(Gangat et al., 2011; 
Passamonti et al., 2010c) 
 
Hyperleucocytose 
seuil à 25, 30, ou 40 G/L 
selon études 
(Dupriez et al., 1996; Tefferi 
et al., 2011) 
 
Thrombopénie <50G/L† 
(Tam et al., 2009) 
 
Blastes ≥10% sang ou 
moelle† 
(Tam et al., 2009) 
 
Caryotype anormal ou 
monosomique 
(Dupriez et al., 1996; Tefferi 
et al., 2012; Vaidya et al., 
2011) 
 

BOM : biopsie ostéo-médullaire ; * : anémie définie par valeur <12g/dL chez la femme et <13g/dL chez 

l’homme ; † : paramètre associée à la transformation leucémique dans la MFP et les myélofibroses secondaires 
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Principes de traitement 

Acétylsalicylate de DL-lysine (« Aspirine ») 

La prévention du risque thrombotique dans les syndromes myéloprolifératifs est l’objectif majeur à court et 

moyen terme et repose principalement sur l’utilisation d’acétylsalicylate de DL-lysine (aspirine) et la prise en 

charge des autres facteurs de risque cardiovasculaire. Dans la polyglobulie de Vaquez, le traitement par aspirine 

est presque toujours recommandé (Spivak, 2019). En effet le bénéfice de ce traitement sur la prévention de la 

survenue de thrombose dans la PV a été évalué dans un essai clinique et le traitement par aspirine entraînait 

une réduction du taux de thrombose (6,7% vs 15,5% pour le placebo) (Landolfi et al., 2004).  

A l’inverse, le bénéfice du traitement préventif par aspirine dans la thrombocytémie essentielle n’a jamais été 

évalué dans un essai randomisé. Les données rétrospectives disponibles montrent un intérêt du traitement 

préventif de l’aspirine essentiellement chez les patients de haut risque vasculaire (âge > 60 ans et/ou mutation 

JAK2V617F) avec une réduction du taux de thromboses (Alvarez-Larrán et al., 2010, 2013). Dans une étude 

observationnelle multicentrique chez des patients de faible risque (âge < 60 ans et mutation de CALR), le 

traitement par aspirine n’influençait pas la survenue de thromboses mais était associé à un risque accru de 

complications hémorragiques (Alvarez-Larrán et al., 2016). Un traitement préventif par aspirine est donc 

recommandé chez les patients de haut risque (âge > 60 ans et /ou antécédent de thrombose) ainsi que chez 

les patients de faible risque avec mutation JAK2V617F. Chez les patients de faible risque sans mutation 

JAK2V617F, une observation seule ou un traitement par aspirine peut être décidé selon l’évaluation des autres 

facteurs de risque cardiovasculaire et du risque hémorragique (Rumi and Cazzola, 2016). 

Dans certaines situations à risque hémorragique, le traitement par aspirine pourra être suspendu après 

évaluation du rapport bénéfice/risque comme par exemple en cas de traitement par anticoagulant, de chirurgie 

ou de thrombocytose importante avec syndrome de Willebrand acquis (seuil de 1000 ou 1500 selon la 

littérature). 

L’utilisation de l’aspirine en prévention des complications thrombotiques est actuellement discutée. D’une part 

car son bénéfice n’a pas été démontré chez les patients avec TE en particulier les patients de faible risque et 

d’autre part car son utilisation peut entrainer des effets indésirables graves. En effet de récentes études ont 

montré que son utilisation en prévention primaire chez des sujets âgés (>70ans) ou diabétiques était associée 

à une augmentation des évènements hémorragiques et à une augmentation du risque de cancer (McNeil et al., 

2018a, 2018b; The ASCEND Study Collaborative Group, 2018). Un essai de l’Intergroupe Français des 

syndromes Myéloprolifératifs (FIM) évalue actuellement l’arrêt de l’aspirine chez les patients avec 

thrombocytémie essentielle en réponse hématologique partielle. D’autre part, l’incidence des thromboses reste 

élevée chez les patients traités par aspirine. Ainsi les patients à haut risque pourraient bénéficier d’un traitement 

préventif par anticoagulants oraux (De Stefano et al., 2016; Mahé et al., 2018). Un essai clinique dans le cadre 

d’un PHRC-K 2019 va débuter en France pour évaluer l’efficacité de la prophylaxie par anticoagulants oraux 

directs (rivaroxaban ou apixaban) par rapport à l’aspirine dans la prévention des complications 

thromboemboliques chez des patients avec un syndrome myéloprolifératif de haut risque (IP : JC. Ianotto). 
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Le traitement des thromboses constituées repose sur l’utilisation d’anticoagulants qui seront poursuivis au long 

cours selon la localisation de la thrombose et l’évaluation du rapport bénéfice/risque. 

Traitement myélosuppresseur 

Dans la polyglobulie de Vaquez, l’objectif thérapeutique est de maintenir un hématocrite inférieur à 45% car un 

essai clinique randomisé a montré que cette cible thérapeutique plus stringente est associée à une diminution 

de la mortalité liée aux événements cardiovasculaires et aux thromboses (Marchioli et al., 2013). Le traitement 

d’urgence repose sur des saignées réalisées dès le diagnostic pour diminuer rapidement l’hématocrite. Du fait 

de la mauvaise tolérance des saignées et de la carence martiale qu’elles induisent, les patients sont le plus 

souvent traités au long court par des médicaments cytoréducteurs. Dans la thrombocytémie essentielle, un 

traitement cytoréducteur est recommandé chez les patients de haut risque (âge > 60 ans et /ou antécédent de 

thrombose). 

Les médicaments cytoréducteurs les plus souvent utilisés sont l’hydroxyurée et l’interféron-𝛼2 pégylé. A l’heure 

actuelle, seule l’hydroxyurée possède une AMM pour le traitement de première ligne. L’effet cytoréducteur de 

l’hydroxyurée est basé sur une inhibition de la synthèse d’ADN par inhibition de la ribonucléoside diphosphate 

réductase. Le mécanisme d’action de l’interféron-𝛼2 est plus complexe et non entièrement élucidé. Il met en jeu 

des effets immunomodulateurs et une action directe sur le clone tumoral. Le traitement par l’interféron-𝛼2 pégylé 

a montré son efficacité dans les SMP avec notamment un effet sur la mutation JAK2V617F avec une réponse 

moléculaire correspondant à une diminution voire une indétectabilité de la charge allélique de la mutation 

(Ianotto et al., 2009; Kiladjian et al., 2006). L’effet de l’interféron-𝛼2 sur le clone tumoral JAK2V617F et en 

particulier sur le compartiment de cellules souches a été montré dans deux travaux utilisant des modèles murins 

avec greffe compétitive (Hasan et al., 2013; Mullally et al., 2013). L’interféron-𝛼2 a également montré une 

efficacité chez les patients avec mutation de CALR avec un taux de réponse hématologique comparable aux 

patients avec mutation JAK2V617F mais avec moins de réponses moléculaires (Czech et al., 2019). Le traitement 

par interféron-𝛼2 pégylé est généralement proposé en première ligne aux sujets jeunes bien que ne disposant 

pas d’une AMM en France. Un nouvel interféron, le Ropeginterferon a été évalué dans un essai clinique de phase 

3 pour le traitement de première ligne de la PV avec une bonne efficacité et tolérance et n’est, à l’heure actuelle, 

pas encore commercialisé en France (Gisslinger et al., 2020). 

Le pipobroman est réservé aux traitements des patients très âgés ou en cas d’échec des autres cytoréducteurs 

du fait du risque leucémogène associé à son utilisation (Bjorkholm et al., 2011; Kiladjian et al., 2011). L’ 

l’interféron-𝛼2 n’est, quant à lui, pas associé à un risque de transformation leucémique (Gowin et al., 2012). 

Concernant l’hydroxyurée, son ’implication dans la survenue de leucémies secondaires est discutée mais n’a 

jamais été démontrée dans les plus grandes séries de patients publiées (Bjorkholm et al., 2011; Finazzi et al., 

2005; Gangat et al., 2007b). 

Le traitement de la myélofibrose est un traitement symptomatique : transfusions et érythropoïétine (EPO) dans 

les formes avec insuffisance médullaire et traitement cytoréducteur dans les formes hyperleucocytaires. La 

greffe de moelle allogénique reste le seul traitement curatif lorsqu’elle est possible en considérant l’âge et les 

comorbidités du patient. L’allogreffe est envisagée chez les patients avec un score pronostique de risque 
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intermédiaire ou élevé. Une étude récente de la société européenne de greffe de moelle portant sur 1055 patients 

avec une myélofibrose allogreffée entre 1995 et 2014 a montré une survie globale de 74% à 10 ans (Robin et 

al., 2019). Toutefois, le développement de nouvelles thérapies ciblant les protéines JAK1 et JAK2 a modifié la 

prise en charge de la myélofibrose. Le ruxolitinib, premier inhibiteur disponible a montré une amélioration des 

signes cliniques notamment de la splénomégalie avec une amélioration de la qualité de vie des patients (Mesa 

et al., 2013; Verstovsek et al., 2012). Dans l’essai de phase 3 CONFORT-II, le ruxolitinib a montré un plus grand 

taux de réponse clinique (diminution de la splénomégalie) et une meilleure survie globale par rapport au meilleur 

traitement disponible (Harrison et al., 2016). Le ruxolitinib permet une réduction modérée d’environ 20% de la 

charge allélique de la mutation JAK2V617F (Harrison et al., 2016). De par son inhibition de JAK1/2 non spécifique 

de la mutation V617F de JAK2, le ruxolitinib est également efficace dans les myélofibroses avec mutation de 

CALR (Guglielmelli et al., 2016) 

Plus récemment, le ruxolitinib a également montré son efficacité dans le traitement de la PV (Vannucchi et al., 

2015). Ce médicament a donc actuellement uneAMM en première ligne dans la myélofibrose primitive ou 

secondaire et en seconde ligne dans la polyglobulie de Vaquez résistante ou intolérante à l’hydroxyurée. 

Des essais cliniques sont actuellement en cour pour évaluer le ruxolitinib en combinaison avec l’interféron-𝛼2 

(essai RuxoPeg Phase I/II du FIM), des agents hypométhylants, des IMIDs, des inhibiteurs de HDAC, de MDM2, 

ou d’autres kinases (Schieber et al., 2019). D’autres inhibiteurs de JAK, spécifiques de JAK2 ou non, sont 

également en cours d’évaluation dans le traitement de la myélofibrose (pacritinib, fedratinib, momelotinib ; 

données NCT). 
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Le profil mutationnel des syndromes myéloprolifératifs 

La mise en évidence de mutations somatiques dans les syndromes myéloprolifératifs a profondément modifié la 

compréhension de la physiopathologie de ces pathologies ainsi que leur diagnostic. Les mutations dites 

promotrices des gènes JAK2, CALR et MPL permettent d’expliquer le développement des SMP et font partie des 

critères diagnostiques décrits précédemment. Le développement des technologies de séquençage à haut débit 

a permis la découverte de nombreuses autres mutations souvent communes aux autres hémopathies myéloïdes 

que nous appellerons ici mutations additionnelles par rapport aux mutations promotrices. 

En plus des mutations génétiques, des anomalies chromosomiques sont décrites dans les SMP. Celles-ci sont 

rares dans la PV et la TE (respectivement 11 et 5% des patients au diagnostic) (Gangat et al., 2008; Sever et 

al., 2009). Les anomalies les plus souvent retrouvées sont la délétion du bras long du chromosome 20 (20q), 

les trisomies 8 et 9 et les anomalies du chromosome 1. Dans ces deux pathologies, ces anomalies n’ont pas 

d’influence pronostique et ne sont pas recherchées en pratique courante. Dans la MFP, les anomalies 

cytogénétiques sont plus fréquentes puisqu’environ 40% des patients présentent un caryotype anormal au 

diagnostic (Wassie et al., 2015). Les anomalies retrouvées sont celles déjà citées pour la PV et la TE auxquelles 

s’ajoutent la délétion du bras long du chromosome 13 (13q) et les anomalies du chromosome 7. Ces anomalies 

sont intégrées dans certains scores pronostiques et sont associées à un pronostic péjoratif et à un risque de 

transformation leucémique accru (Gangat et al., 2011). 

Les mutations promotrices 

La répartition des mutations promotrices de JAK2, MPL et CALR au sein des différents syndromes 

myéloprolifératifs est présentée sur la figure 4. Lorsqu’aucun de ces marqueurs n’est retrouvé, on parle alors 

de SMP triple négatif. 

 

 

Figure 4 : Répartition des mutations promotrices dans les syndromes myéloprolifératifs 

Mutations de JAK2 

La famille des protéines JAK comprend quatre kinases (JAK1, 2, 3 et TYK2). Ces protéines sont des protéines 

kinases associées à des récepteurs cellulaires et permettant la transduction du signal lors de la fixation du ligand 
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à son récepteur. La protéine JAK2 (Janus Kinase 2) est particulièrement importante dans l’hématopoïèse 

puisqu’elle est associée notamment au récepteur à l’érythropoïétine (EPOR), au récepteur à la thrombopoïétine 

(MPL) et au récepteur au facteur de croissance granulocytaire (CSF3R). Après fixation du facteur de croissance 

à son récepteur, JAK2 est responsable de la phosphorylation de STAT5 (Signal Transducer and Activator of 

Transcription 5) qui va alors se dimériser et migrer dans le noyau pour y jouer le rôle de facteur de transcription 

(figure 5). En plus de la voie STAT5, d’autres voies de signalisation interviennent dans la transduction du signal, 

dont les deux principales sont la voie RAS (Rat Sarcoma) / MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie 

PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kinase).  

Le gène JAK2 est situé sur le chromosome 9. La protéine JAK2 possède 2 domaines assez similaires : JH1 (JAK 

Homology domain 1) qui confère l’activité kinase et JH2 qui est un domaine « pseudokinase » sans activité 

catalytique propre mais jouant un rôle dans la régulation négative de l’activité kinase de JH1. Au niveau N-

terminal, il y a un domaine FERM qui permet la liaison de JAK2 aux domaines intracellulaires des récepteurs aux 

cytokines. La découverte de la mutation JAK2V617F par plusieurs équipes en 2005 (Baxter et al., 2005; James 

et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005) a permis une meilleure connaissance physiopathologique 

des SMP non LMC. Le diagnostic de ces pathologies a également été bouleversé puisque la mutation JAK2V617F 

est présente dans 97% des PV et environ la moitié des TE et MFP. Cette mutation est retrouvée dans toutes les 

myélofibroses post-PV et dans 60% des myélofibroses post-TE. Cette mutation est également retrouvée de 

façon rare dans certains syndromes mixtes myéloprolifératifs / myélodysplasiques (SMP/SMD) tels que la 

leucémie myélomonocytaire chronique ou l’anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne et thrombocytose. 

La mutation JAK2V617F résulte d’un changement d’une guanine par une thymidine en position 1849 du gène. 

Le codon 617, localisé sur l’exon 14, est une position importante dans l’interface entre les domaines JH1 et JH2. 

Le changement d’une valine par une phénylalanine à cette position entraîne une levée de l’inhibition de JH2 sur 

le domaine catalytique JH1 et une activation constitutive de JAK2. La protéine JAK2 mutée active donc les voies 

de signalisation en aval (MAPK, STAT5, PI3K) en absence de cytokine de manière comparable à la cascade de 

signalisation déclenchée par la liaison du ligand à son récepteur. Cela induit un signal cellulaire de différenciation, 

de prolifération et de survie avec l’expression de protéines anti-apoptotiques. De récents travaux ont également 

montré que la mutation de JAK2 V617F entraîne une augmentation de la dimérisation des récepteurs aux 

cytokines via l’hélice αC du domaine pseudokinase (Leroy et al., 2019; Wilmes et al., 2020). 

Le rôle physiopathologie de la mutation JAK2V617F a été démontré dans des modèles murins. Ainsi l’expression 

de JAK2V617F conduit à un phénotype de polyglobulie évoluant vers la myélofibrose chez la souris (Lacout et 

al., 2006). Plusieurs autres modèles murins avec la mutation JAK2V617F, produits soit par transduction 

rétrovirale, transgénèse ou knock-in, ont également montré le rôle de cette mutation dans le développement 

des SMP (Li et al., 2011). Un travail chez la souris a également montré par des techniques de dilutions limites 

que la greffe d’une seule cellule souche hématopoïétique mutée JAK2V617F suffisait à induire un phénotype de 

SMP (Lundberg et al., 2014a). 
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Après fixation de la cytokine à son récepteur, il y a un changement de conformation du récepteur permettant le 

rapprochement des protéines JAK2 et ainsi leur activation. Les protéines kinases JAK2 vont se phosphoryler et 

phosphoryler la partie cytosolique du récepteur. La transduction du signal est possible grâce à la protéine JAK2. 

Cette protéine est responsable de la phosphorylation de STAT5 qui va alors se dimériser et migrer dans le noyau 

pour y jouer le rôle de facteur de transcription et induire l’expression de gènes contrôlant la prolifération, la 

différenciation cellulaire et des gènes anti-apoptotiques. Cette voie de signalisation est utilisée par une majorité 

de récepteur aux facteurs de croissance (récepteur à l’EPO, récepteur au TPO (MPL), récepteur au G-CSF…).  

En plus de la voie STAT5, d’autres voies de régulations interviennent dans la transduction du signal, dont les 

deux principales sont la voie RAS (Rat Sarcoma) / MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie PI3K 

(Phosphatidyl Inositol 3 Kinase) / AKT. 

La voie JAK/STAT est régulée par différentes protéines : 

- Les phophatases SH2-containing inositol phosphatases (SHIP) qui régulent l’activité des kinases en 

déphosphorylant les résidus tyrosines de JAK2 

- Les protéines suppressors of cytokine signaling (SOCS) qui entrent en compétition avec STAT5 pour la 

fixation à JAK2 

- Les protéines Casitas B-cell lymphoma (CBL) qui sont des ubiquitines ligases et qui augmentent la 

dégradation des récepteurs à tyrosine kinase via la voie du protéasome 

- Les protéines SH2B dont LNK ou SH2B3 qui se lit à JAK2 pour l’inhiber (Lymphocyte specific adaptator 
protein).  

Figure 5 : Signalisation cellulaire par les récepteurs aux facteurs de croissance couplés à la protéine JAK2 
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En plus de son rôle dans la signalisation des récepteurs aux cytokines, JAK2 a été mis en cause pour son 

influence dans la structure de la chromatine. Dans les cellules hématopoïétiques, la protéine JAK2 nucléaire peut 

phosphoryler l’histone H3Y41 et ainsi agir sur l’expression de gènes tels que LIM domain only 2 (LMO2) qui code 

un facteur de transcription essentiel à l’érythropoïèse (Dawson et al., 2009). La protéine JAK2 mutée peut 

également lier et phosphoryler PRMT5 (Protéin Arginine MéthylTransférase 5). PRMT5 transfère des groupements 

méthyl sur des protéines notamment des histones, contrôlant ainsi l’expression de certains gènes. La 

phosphorylation de PRMT5 diminue son activité et expliquerait en partie le phénotype des SMP car PRMT5 régule 

la prolifération des cellules souches hématopoïètiques (Liu et al., 2011). 

JAK2V617F serait également à l’origine d’une instabilité génétique. Cette instabilité génétique serait médiée par 

plusieurs mécanismes. Tout d’abord dans un modèle cellulaire, la mutation JAK2V617F augmente la 

recombinaison homologue et diminue l’activité de p53 via une augmentation de l’expression de MDM2 (Nakatake 

et al., 2012; Plo et al., 2008). Dans un modèle murin, la mutation JAK2V617F augmente le niveau des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) et ainsi les cassures double brin de l’ADN (Marty et al., 2013). Les cellules mutées 

peuvent également induire une augmentation des ROS et donc une instabilité génétique dans les cellules non 

mutées par sécrétion paracrine de lipocalin-2 (Kagoya et al., 2014). Cela pourrait générer un avantage de 

sélection aux cellules mutées par apoptose des cellules non mutées, et pourrait également être à l’origine de la 

leucémogénèse des cellules non mutées JAK2V617F. 

La mutation JAK2V617F peut être retrouvée à l’état hétérozygote mais aussi à l’état homozygote (Kralovics et 

al., 2005). Ce passage de l’état hétérozygote à homozygote est expliqué par un mécanisme de recombinaison 

homologue avec perte d’hétérozygotie (figure 6). 

 

 

Figure 6 : Mécanisme de recombinaison homologue à l’origine de clones homozygotes pour la mutation 

JAK2V617F (d’après Kralovics et al. NEJM 2005) 
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La mesure de la charge allélique en JAK2V617F est un reflet partiel de ce mécanisme puisque les fortes charges 

(>50%) sont dues à la présence d’un ou plusieurs clones homozygotes. La différence observée entre les charges 

des différents SMP est une des hypothèses pouvant expliquer l’existence d’une même mutation dans trois 

pathologies différentes. En effet, dans la PV et la MFP la charge allélique de la mutation JAK2V617F est plus 

élevée que dans la TE (Antonioli et al., 2008). De plus, une étude transcriptomique a révélé que les patients 

avec un clone homozygote pour la mutation JAK2V617F (avec une charge allélique > 60%) présentent une 

signature d’expression génique différente des patients hétérozygotes (Rampal et al., 2014a). Le suivi de la 

charge allélique de JAK2 a montré un intérêt pronostique puisqu’un passage à l’homozygotie, reflété par une 

charge allélique supérieure à 50%, est associé à une évolution vers la myélofibrose (Alvarez-Larrán et al., 2014). 

Enfin, le suivi de la charge allélique de JAK2 a montré une décroissance chez les patients traités par interferon-

alpha (Kiladjian et al., 2006). 

Dans de rares cas de PV où la mutation JAK2V617F est absente, on retrouve des mutations de l’exon 12 de JAK2 

entre les domaines SH2 et JH2. Ces mutations n’intéressent pas le domaine pseudokinase mais modifient sa 

structure de façon assez semblable à la mutation V617F selon des outils de modélisation protéique (Albiero et 

al., 2008). Ces mutations de l’exon 12 ne sont pas retrouvées dans d’autres pathologies que la PV (Scott et al., 

2007), ce qui n’est toujours pas expliqué. Il existe un hotspot des mutations entre les résidus 536 et 547. Les 

différentes mutations observées sont des substitutions, des délétions, des insertions et des duplications. Les 

patients avec une polyglobulie de Vaquez et une mutation de l’exon 12 de JAK2 ont un âge plus jeune, un taux 

d’hémoglobine plus élevé et des taux de plaquettes et de leucocytes volontiers normaux par rapport aux patients 

avec mutation JAK2V617F (Tefferi et al., 2018b). Le pronostic associé à ces mutations de l’exon 12 de JAK2 est 

superposable à celui de la mutation JAK2V617F (Passamonti et al., 2011). 

Enfin d’autres mutations de JAK2 peuvent être retrouvées soit dans des cas familiaux de thrombocytose ou de 

polyglobulie, ou dans des cas de SMP triple négatif. Ces mutations intéressent le plus souvent le domaine kinase 

ou pseudokinase mais aussi parfois le domaine FERM. Dans chacun de ces cas la mise en évidence fonctionnelle 

de la pathogénicité de la mutation est nécessaire afin de pouvoir affirmer leur responsabilité dans le phénotype 

observé. De plus, dans certains cas, c’est seule l’association composite de deux mutations qui entraîne une 

manifestation phénotypique (Kapralova et al., 2016). L’ensemble des mutations décrites sont résumées dans la 

figure 7 avec leur pathogénicité respective.  

Mutations de MPL 

Le gène MPL (Myeloproliférative Leukemia), localisé sur le chromosome 1, code pour le récepteur à la 

thrombopoïétine (TPO), principal facteur de croissance de la lignée mégacaryocytaire. Les mutations de MPL ont 

été découvertes en 2006 (Pikman et al., 2006) et sont retrouvées dans la TE et la MFP (Pardanani et al., 2006). 

Les mutations sont situées sur le hotspot en position W515 au niveau de la jonction entre les domaines 

transmembranaire et cytoplasmique. Les mutations les plus fréquentes sont les mutations W515L et W515K, 

plus rarement les mutations W515A, W515S et W515R peuvent être observées (Schnittger et al., 2009). Les 

mutations de MPL confèrent aux cellules une croissance indépendante des cytokines (TPO) et entraine une 

activation constitutive de la voie de signalisation JAK2-STAT5 (Pikman et al., 2006).  



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs    21 

 
 
 
 

 

Figure 7 : Mutations non canoniques de JAK2 et MPL décrites dans les syndromes myéloprolifératifs 

Références : (Aral et al., 2018; Cabagnols et al., 2016; Chaligné et al., 2008; Eder-Azanza et al., 2017; 

Etheridge et al., 2014; Kapralova et al., 2016; Lambert et al., 2012; Levine et al., 2005; Luque Paz et al., 2019; 

Ma et al., 2009, 2011; Marty et al., 2014; Maslah et al., 2019; Mead et al., 2012; Milosevic Feenstra et al., 

2016; Rumi et al., 2014b; Schnittger et al., 2006; Warshawsky et al., 2010; Williams et al., 2007; Wu et al., 

2014) 

Figure réalisée avec Olivier Mansier et présentée à la journée scientifique du FIM 2019 (France Intergroupe des syndromes 

Myéloprolifératifs). 
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Dans un modèle murin, la mutation de mpl W515L est responsable d’une stimulation de la mégacaryocytopoïèse 

et du développement d’une fibrose médullaire (Pikman et al., 2006).  

D’après un récent travail dans lequel les BOM étaient relues de manière centralisée, il semble que les mutations 

W515 de MPL sont plus fréquentes dans la myélofibrose primitive (6.3%) que dans la thrombocytémie essentielle 

(1.5%) (Szuber et al., 2018). Il ne semble pas y avoir d’impact pronostique des mutation W515 sur la survie 

ou la transformation en leucémie dans la thrombocytémie essentielle comme dans la myélofibrose primitive 

(Pardanani et al., 2011; Tefferi et al., 2014a). 

Certains variants constitutionnels rares de MPL peuvent être responsables d’une thrombocytose familiale non 

clonale lorsqu’ils sont à l’état homozygote. C’est le cas notamment du variant dit ‘Baltimore’ K39N qui est présent 

à l’état hétérozygote chez 4,6% des personnes originaires d’Afrique ou du variant P106L associé à une 

thrombocytose de transmission autosomique récessive dans des familles originaires du bassin méditerranéen 

(El-Harith et al., 2009; Moliterno et al., 2004). Certaines mêmes mutations peuvent également être dans 

certains cas constitutionnelles et associées à une thrombocytose familiale et dans d’autres cas être somatiques 

à l’origine d’une thrombocytémie essentielle. C’est le cas par exemple du variant S505N de MPL (Boyd et al., 

2010; Ding et al., 2004; Teofili et al., 2010). 

D’autres mutations non-canoniques de MPL peuvent également être retrouvées en particulier dans les cas de TE 

triple négative. En 2015, deux équipes ont réalisé des séquençages d’exomes dans des cas de TE triples 

négatives et ont identifié des variants rares de MPL (Cabagnols et al., 2016; Milosevic Feenstra et al., 2016). 

Pour certains de ces variants (S204P, Y591D, Y591N), des études fonctionnelles ont démontré leur pathogénicité 

avec une activation dérégulée de la voie JAK2-STAT5 et une indépendance ou une hypersensibilité vis à vis de 

la TPO. Les différentes mutations non-canoniques décrites de MPL sont présentées dans la figure 7. 

Mutations de CALR 

En décembre 2013, deux équipes ont décrit de nouvelles mutations dans les SMP (Klampfl et al., 2013; Nangalia 

et al., 2013). Ces mutations intéressent le gène CALR codant pour la calréticuline et ont été découvertes grâce 

à des techniques de séquençage d’exome. Ces mutations sont retrouvées chez environ 23% des patients 

présentant une TE et 33% de ceux présentant une MFP. Ces mutations sont également retrouvées dans de très 

rares cas de syndrome mixte SMP/SMD. 

La calréticuline est une protéine du réticulum endoplasmique qui joue le rôle de chaperone avec deux autres 

protéines : la calnexine et ERp57 (Michalak et al., 2009). La calnexine est une protéine transmembranaire 

voisine de la calréticuline, alors que cette dernière est soluble. Ces deux protéines de la famille des lectines 

contrôlent, dans le réticulum endoplasmique, le bon repliement des glycoprotéines nouvellement produites. De 

plus, la calréticuline joue un rôle dans l’homéostasie calcique puisqu’elle peut lier le calcium à deux niveaux : 

un site à forte affinité et faible capacité au sein d’une structure en bras riche en proline ; et un second site de 

faible affinité et de forte capacité représenté par les acides aminés acides en position C-terminale (Michalak et 

al., 2009). D’autres fonctions de la calréticuline ont été décrites, en particulier son rôle immunologique dans 

l’apoptose et la réponse antitumorale (Michalak et al., 2009). Dans ces cas, la calréticuline peut être transloquée 

à la surface cellulaire.  
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La calréticuline est composée de plusieurs domaines : un domaine N-terminal, un domaine P et le domaine C-

terminal riche en acide aminés acides chargés négativement qui permet de lier le calcium. En position C-

terminale se trouve un motif protéique KDEL qui permet la rétention de la calréticuline au niveau du réticulum 

endoplasmique. 

Les mutations retrouvées sont des délétions et/ou insertions au niveau de l’exon 9 de CALR. Toutes les mutations 

aboutissent à un décalage du cadre de lecture et à une protéine CALR qui perd son motif protéique KDEL et 

présente une séquence peptidique carboxy-terminale commune. La perte de ce motif est à l’origine d’une perte 

de sa localisation dans le réticulum endoplasmique (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013). Les mutations 

de CALR sont aussi à l’origine d’une modification de la charge de la portion carboxy-terminale de la protéine : 

les acides aminés acides sont remplacés par des acides aminés basiques. 

Les mutations sont classées par types, dont plus de cinquante sont décrits à ce jour. Parmi les mutations de 

CALR, les deux mutations les plus fréquentes sont une délétion de 52 paires de bases (type 1, 53%) et une 

insertion de 5 paires de bases (type 2, 31,7%) (Klampfl et al., 2013). Les mutations de type 2 sont plus 

fréquentes dans la TE (39% des mutations de CALR) que dans la MFP (13% des mutations de CALR), et 

inversement pour celles de type 1 qui sont plus fréquentes dans la MFP (70% des mutations de CALR) par 

rapport à la TE (51% des mutations de CALR) (Cabagnols et al., 2015). Selon les motifs d’acides aminés acides 

perdus, les mutations peuvent être classées en type 1-like, type 2-like ou autres types (Pietra et al., 2016). 

Dans un modèle cellulaire (Ba/F3), une mutation de CALR confère une prolifération cellulaire qui est associée à 

une hyperactivation de STAT5. Ces résultats ont été par la suite confirmés dans d’autres modèles cellulaires : 

lignée UT7 et cellules humaines et murines éditées par CRISPR (Araki et al., 2016; Shide et al., 2017). Une 

étude transcriptomique a également montré que les mutations de CALR induisent une expression de gènes sous 

le contrôle de STAT5 (Rampal et al., 2014a).  

Dans un modèle murin, la mutation de CALR de type 1 (del52) induit un phénotype de syndrome myéloprolifératif 

avec une thrombocytose et le développement d’une fibrose médullaire en 6 mois après la greffe (Marty et al., 

2016). La mutation de CALR de type 2 (ins5) induit également une thrombocytose mais sans développement de 

fibrose. Au niveau de l’hématopoïèse dans ces modèles murins, les deux mutations sont à l’origine d’une 

prolifération de la lignée mégacaryocytaire mais seule la mutation del52 induit une expansion du compartiment 

de cellules souches (Marty et al., 2016). Ces différences entre mutations de type 1 et 2 a été confirmé par 

l’étude de modèles cellulaires et murin de types 1-like et 2-like (Toppaldoddi et al., 2019). Ces résultats sont 

en accord avec la fréquence des mutations de type 1 et 2 dans la TE et MFP, toutefois certains patients avec 

une mutation de type 2 présentent une fibrose médullaire. Les mécanismes à l’origine de ces différences restent 

à déterminer. 

Au niveau physiopathologique, c’est récemment que les mécanismes de transformation des mutations de CALR 

ont été identifiés. La capacité des mutations de CALR à induire une indépendance aux cytokines est dépendante 

de la présence de MPL (Araki et al., 2016; Elf et al., 2016). Aucun effet fonctionnel n’est observé en présence 

du récepteur à l’érythropoïétine et seule une faible activation de STAT5 est observée avec le récepteur au G-

CSF (Chachoua et al., 2015). Cette spécificité pour la signalisation médiée par MPL explique que les mutations 
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de CALR soient retrouvées dans les SMP avec atteinte de la lignée mégacaryocytaire et non pas dans la 

polyglobulie de Vaquez (Chauveau et al., 2017). 

L’interaction entre MPL et la calréticuline mutée a lieu au niveau du domaine N de cette dernière (Araki et al., 

2016). Cette interaction est normalement inhibée par le domaine P de la calréticuline non mutée mais lorsque 

CALR est muté, la néo-séquence C-terminale est responsable d’une levée de cette inhibition (figure 8). De plus, 

il a été montré que la formation de multimères de calréticuline mutée est nécessaire à l’activation de MPL (Araki 

et al., 2019). 

 

 

 

Figure 8 : Mécanisme de l'interaction entre MPL et la calréticuline mutée (d'après Araki et al. 2016) 

En condition sauvage, le domaine riche en proline (P) de la calréticuline inhibe la liaison entre son domaine N-

terminal (N) et le récepteur à la thrombopoïétine (MPL). Lorsque la calréticuline est mutée, la formation 

d’homomultimères via la néo-séquence C-terminale permet une inhibition de l’effet inhibiteur du domaine P et 

ainsi une stabilisation de l’interaction avec MPL. 

 

 

La calréticuline interagit avec MPL via les sites glycosilés de ce dernier et en particulier au niveau de la position 

N117 (Chachoua et al., 2015; Pecquet et al., 2019). En plus de cette liaison, l’activation de MPL par la 

calréticuline mutée nécessite un motif hydrophobe dans le domaine extracellulaire de MPL. En effet la mutation 

de ce motif supprime la signalisation de MPL tandis que son ajout sur le récepteur à l’érythropoïétine permet 

une signalisation (Pecquet et al., 2019). La fixation de la calréticuline mutée à MPL modifie également le trafic 

cellulaire via le golgi de MPL puisque la calréticuline mutée est capable de rétablir l’export à la surface cellulaire 

du mutant de MPL R102P responsable de thrombopénies congénitales (Pecquet et al., 2019). La physiopathologie 

des mutations de CALR est résumée sur la figure 9. 
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Figure 9 : Physiopathologie des mutations de CALR 

Lorsque CALR est sauvage, la calréticuline interagit avec le récepteur à la thrombopoïétine (MPL) dans le 

réticulum endoplasmique (RE) pour vérifier son bon repliement. Par la suite MPL va être transloqué à la surface 

cellulaire via le golgi. Après fixation de la thrombopoïétine (TPO) à MPL, l’activation de la voie de signalisation 

JAK2-STAT5 permet l’expression de gènes cibles. En cas de mutation de CALR, la calréticuline mutée va se fixer 

à MPL et induire une activation de ce dernier en l’absence de TPO. 

 

Les mutations de CALR semblent également impacter le pronostic des SMP. Dans la TE, les patients avec ces 

mutations présenteraient moins de complications thrombotiques que les patients mutés JAK2V617F (AL Assaf 

et al., 2015; Andrikovics et al., 2014; Rotunno et al., 2014; Rumi et al., 2014a; Tefferi et al., 2014b, 2014a). 

Aucune différence entre ces mutations n’a été mise en évidence au niveau de la survie globale ou du risque de 

transformation en myélofibrose ou en leucémie aiguë (Andrikovics et al., 2014; Rotunno et al., 2014; Rumi et 

al., 2014a; Tefferi et al., 2014b, 2014a).  

Dans la MFP, les mutations de CALR sont associées à un meilleur pronostic avec une meilleure survie globale, 

indépendamment des classifications pronostiques existantes (IPPS au diagnostic et DIPSS lors du suivi) et y 

compris après allogreffe de moelle osseuse (Klampfl et al., 2013; Panagiota et al., 2014; Rumi et al., 2014c; 

Tefferi et al., 2014a). Ce bon pronostic semble toutefois restreint aux mutations de type 1 ou ‟type-1-like” 

(Tefferi et al., 2014d, 2014c). Au contraire, les patients triple négatifs (JAK2, MPL et CALR) semblent avoir un 

pronostic plus mauvais que les patients avec un de ces marqueurs moléculaires (Tefferi et al., 2014e, 2014a). 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs    26 

Les mutations additionnelles 

Les différents gènes mutés 

Des mutations somatiques en dehors des gènes promoteurs ont été décrites dans les syndromes 

myéloprolifératifs. Ces mutations dites additionnelles ont d’abord été mises en évidence par des approches de 

SNP array avec l’étude de régions avec une perte d’hétérozygotie ou une zone minimale délétée. C’est par cette 

approche que les mutations de TET2 ou d’EZH2 ont été mise en évidence (Delhommeau et al., 2009; Ernst et 

al., 2010). Par la suite, l’émergence du séquençage de nouvelle génération (NGS) a grandement augmenté la 

liste des gènes mutés dans les syndromes myéloprolifératifs (figure 10). Une majorité de ces mutations 

additionnelles n’est pas spécifique des syndromes myéloprolifératifs et est retrouvée dans les hémopathies 

myéloïdes en général. Les mutations additionnelles peuvent toucher des gènes avec diverses fonctions 

cellulaires : signalisation, épigénétique, épissage, facteur de transcription etc… 

 

 

Figure 10 : Complexification des gènes mutés dans les syndromes myéloprolifératifs 

Mutations et signalisation cellulaire 

Ces mutations touchent notamment les voies de signalisation des récepteurs aux cytokines. Elles peuvent 

toucher directement les récepteurs aux cytokines (C-KIT), la voie JAK-STAT et sa régulation (LNK, CBL) ou 

encore d’autres voies de signalisation comme la voie RAS-MAPK (NRAS, NF1) (figure 11). 

Mutations et épigénétique 

L’épigénétique est l’ensemble des mécanismes régulant l’expression des gènes sans altération des séquences 

nucléotidiques. Il s’agit d’un phénomène transmissible et réversible. Les deux principaux niveaux de régulation 

épigénétique sont la méthylation de l’ADN et la modification post-traductionelle des histones. La méthylation de 

l’ADN a lieu en 5’ des cytosines, le plus souvent sur des îlots CpG positionnés sur le promoteur du gène et est 

une marque de répression de la transcription.  
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Figure 11 : Mutations de gènes impliqués dans la signalisation cellulaire dans les SMP 

Les gènes pouvant être mutés dans les SMP sont représentés par une étoile rouge 

 

 

Figure 12 : Mutations des gènes impliqués dans l'épigénétique dans les SMP 

Les gènes pouvant être mutés dans les SMP sont représentés par une étoile rouge 
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La méthylation est permise par des DNA méthyl-transférases (DNMT) et la déméthylation nécessite plusieurs 

étapes successives d’hydroxylation faisant intervenir les enzymes TET comme TET2. L’hydroxylation par TET2 

utilise des co-facteurs comme le fer et l’α-kétoglutarate produits par les enzymes isocitrate déshydrogénase 

(IDH1 et 2). 

Les premières mutations touchant l’épigénétique décrites dans les hémopathies sont les mutations de TET2 en 

2009 (Delhommeau et al., 2009). Le rôle de la perte de tet2 dans la prolifération myéloïde a été démontré chez 

des souris KO qui présentaient alors une splénomégalie, une monocytose et une hématopoïèse extra-médullaire 

(Moran-Crusio et al., 2011). Les mutations de TET2 aboutissent à une diminution de l’hydroxyméthylation et à 

une hyperméthylation du génome (Nischal et al., 2013).  

Les mutations des gènes IDH touchent l’exon 4 avec un hotspot sur les résidus arginines R132 (IDH1), R172 

(IDH2) et R140 (IDH2). Les néo-enzymes mutées acquièrent une capacité de transformation de l’α-KG en 2-

hydroxyglutarate. La conséquence est une hyperméthylation de l’ADN et une diminution de l’hydroxylation par 

TET2 (Figueroa et al., 2010). Les mutations de TET2 et IDH sont exclusives l’une de l’autre. De plus, 

l’accumulation de 2-hydroxyglutarate a un effet leucémogène indépendant comme montré dans un modèle 

murin et pourrait jouer un rôle dans la méthylation des histones H3K9 et H3K27 (Losman et al., 2013; Lu et al., 

2012). 

La modification des histones va influer sur le niveau de compaction de la chromatine et donc sur l’accessibilité 

aux gènes et leur transcription. L’acétylation des histones permet une activation de la transcription. La 

méthylation des histones est un phénomène plus complexe car en fonction des histones et des résidus méthylés 

il pourra y avoir une activation ou une répression de la transcription. Il existe d’autres types de modifications 

comme l’ubiquitination ou l’ADP-ribosylation. Les complexes polycomb sont des protéines regroupées dans deux 

ensembles : Polycomb Repressive Complex 1 et 2 (PRC 1 et 2). Ces complexes vont interagir avec les histones 

afin de maintenir réprimés certains gènes. En particulier PRC2 dont la sous-unité catalytique EZH2 est une 

méthyltransférase responsable de la tri-méthylation de la lysine 27 de l’histone 3 (H3K27) et qui est une marque 

de répression de la transcription. Les mutations d’EZH2 observées dans les hémopathies myéloïdes sont 

associées à une perte de fonction (Ernst et al., 2010). 

La protéine ASXL1 joue un rôle important dans les modifications épigénétiques, notamment en facilitant l’action 

du complexe PRC2 de triméthylation de l’histone H3K27. Les mutations d’ASXL1 sont le plus souvent des 

mutations non-sens ou avec un décalage du cadre de lecture entraînant toutes les deux une protéine tronquée. 

Ces mutations sont associées à une perte de fonction et une diminution de la triméthylation de H3K27 (Abdel-

Wahab et al., 2012). Plus récemment, il a également été montré que les mutations d’ASXL1 ont un effet gain 

de fonction puisque la protéine mutée se lie à BAP1 et BRD4 et augmente leur activité (Balasubramani et al., 

2015; Yang et al., 2018). 

Des mutations ont été décrites à la fois dans les gènes contrôlant la méthylation de l’ADN (TET2, IDH1 et 2, 

DNMT3A) et dans ceux contrôlant les modifications post-traductionnelles des histones (ASXL1, EZH2, SUZ12) 

(figure 12). 
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Mutations et épissage 

L’épissage est une étape de maturation essentielle qui permet de passer du transcrit primaire à des ARN 

messagers qui seront traduits en protéines. La machinerie responsable de ce phénomène est le spliceosome qui 

est composé de protéines et de complexes ribonucléoprotéiques (snRNP) (figure 13). Le spliceosome reconnaît 

des sites donneurs et accepteurs au niveau des régions introniques flanquant les exons et un site de 

branchement suivi d’une séquence poly-pyrimidique dans l’intron. Au niveau de l’exon en 3’, une séquence ESE 

(Exonic Splicing Enhancer) permet la fixation de protéines ST contenant un domaine riche en dipeptide 

arginine/sérine qui va stabiliser l’interaction spliceosome-ARN. Les introns sont ensuite clivés par deux réactions 

successives de trans-estérification. 

 

 

Les mutations des gènes codant des sous-unités du splicéosome ont été décrites dans toutes les hémopathies 

dont les SMP (Yoshida et al., 2011). Ces mutations concernent dans la grande majorité des cas des positions 

récurrentes sur ces gènes ou hotspots et sont à l’origine d’anomalies de l’épissage telles que l’expression de 

transcrits alternatifs par modification des sites d’épissage, la rétention d’introns ou le saut d’exons (Pellagatti et 

al., 2018; Shiozawa et al., 2018).  Ces anomalies de l’épissage peuvent être des évènements leucémogènes à 

l’origine des hémopathies myéloïdes via un dérèglement de nombreuses fonctions touchant le métabolisme, 

l’apoptose, la prolifération, l’épigénétique… Par exemple, les mutations de SRSF2 en position P95 entraînent la 

rétention d’un exon poison d’EZH2 avec un codon stop prématuré responsable d’une diminution de la 

méthylation de l’histone H3K27 et induisant un phénotype de myélodysplasie chez la souris (Kim et al., 2015). 

Enfin, il peut exister une coopération entre certaines anomalies de l’épigénétique et de l’épissage dans les 

mécanismes de leucémogénèse comme récemment décrite entre les mutations d’IDH2 et de SRSF2 (Yoshimi et 

al., 2019). 

Les gènes mutés chez plus de 1% des patients avec un SMP sont décrits dans le tableau VII avec 

leurs fonctions, les fréquences de mutation par pathologie et leur possible impact pronostique. 

Figure 13 : Mutations des gènes impliqués dans l'épissage des ARNm dans les SMP 

Les gènes pouvant être mutés dans les SMP sont représentés par une étoile rouge 



 

 

Tableau VII : Description des gènes mutés dans les syndromes myéloprolifératifs à une fréquence supérieure à 1% 

Gene 
Chrom
osome Fonction Détail de la fonction Localisation des mutations Types de mutation 

Fréquence dans les SMP 
(%) 

Impact pronostique décrit (références) 

PV TE MFP 
LAM 
post
SMP 

JAK2 9p24 Signalisation Signalisation JAK/STAT 

Hotspots V617F et exon 12 
Mais mutations sur tous 

exons (en particuliers SMP 
triples négatifs) 

Substitution et 
Frameshifts 

98 55 60 - Impact pronostique des mutations 
promotrices non détaillé ici 

MPL 1p34 Signalisation Récepteur à la TPO. 
Signalisation JAK/STAT 

Exon 10 
Mais mutations sur tous 

exons (en particuliers SMP 
triples négatifs) 

Substitutions 0 5-7 5-10 - Impact pronostique des mutations 
promotrices non détaillé ici 

NRAS 1p13 Signalisation Signalisation ERK/MAPK 
Hotspots acides aminés 

G12, G13 et Q61 Substitutions 3 <2 2-5 8-11 
Pronostic défavorable dans tous les SMP 

(Grinfeld, NEJM 2018) 

SH2B3 12q24 Signalisation 
Régulation négative de 

JAK2 
Tous exons mais hotspot 

exon 2 
Substitution et 

Frameshifts 
1-2 1-5 2-6 11 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Tefferi, Blood Advances 2016) et la TE 

(Tefferi, Blood Advances 2016) 

CBL 11q23 Signalisation 
Ubiquitine ligase 

régulation négative JAK2 
Hotspot exons 8-9 Tous types  2 2 4-6 3-4 

Pronostic défavorable dans tous les SMP 
(Grinfeld, NEJM 2018) 

NF1 17q11 Signalisation GTPase régulant 
négativement voie RAS 

Tous exons Tous types 3 0 0-3 7 - 

ASXL1 20q11 
Régulation 

épigénétique 
Modifications des 

histones  
Tous exons mais hotspot 

exon 12 

Le plus souvent 
frameshift et 

nonsense 
2-7 5-10 

15-
35 

17-
47 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Vannucchi Leukemia 2013 and 

Gugliemelli JCO 2018) et dans tous les 
SMP (Grinfeld, NEJM 2018) 

EZH2 7q36 
Régulation 

épigénétique 
Methylation Histone 

H3K27 (enzyme de PRC2)  Tous exons Tous types 1-2 1-2 7-10 7-13 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Vannucchi Leukemia 2013 and 

Gugliemelli JCO 2018) et dans tous les 
SMP (Grinfeld, NEJM 2018) 

KMT2C 7q36 
Régulation 

épigénétique 
Methylation Histone 

H3K4  
Tous exons 

Nonsense et 
frameshift 

<2 <2 <2 - - 



 

 

IDH1 2q34 
Régulation 

épigénétique 

Production de l'αKT (co-
facteur TET2). Néo-

enzymes mutées produit 
2-HG 

R132 hotspot Substitutions 1-2 1-2 5-6 13 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Vannucchi Leukemia 2013 and 

Gugliemelli JCO 2018) et dans tous les 
SMP (Grinfeld, NEJM 2018) 

IDH2 15q26 
Régulation 

épigénétique 

Production de l'αKT (co-
facteur TET2). Néo-

enzymes mutées produit 
2-HG 

R140 and R172 hotspots Substitutions 1-2 1-2 5-6 7-15 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Vannucchi Leukemia 2013 and 

Gugliemelli JCO 2018) et dans tous les 
SMP (Grinfeld, NEJM 2018) 

TET2 4q24 
Régulation 

épigénétique 
Hydroxylation des 5-me-

cytosines 
Tous exons Tous types 

10-
20 

3-10 
10-
20 

19-
25 

Absence d'impact pronostique dans la 
littérature 

DNMT3A 2p23 Régulation 
épigénétique 

Méthylation des cytosines All exons and R882 hotspot Tous types 5-10 1-5 8-12 3-17 Absence d'impact pronostique dans la 
littérature 

SRSF2 17q25 
Epissage 

ARNm 
Fixation sur site 

accepteur 3' P95 hotspot Substitutions <2 <2 3-23 
13-
22 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Vannucchi Leukemia 2013 and 

Gugliemelli JCO 2018) et dans tous les 
SMP (Grinfeld, NEJM 2018) 

SF3B1 2q31 
Epissage 

ARNm 
Fixation sur site de 

branchement de l'intron 
Exon 14 - 16 hotspots Substitutions 2-10 <2 5 7-15 

Pronostic défavorable dans la TE (Tefferi, 
Blood Advances 2016) 

U2AF1 21q22 
Epissage 

ARNm 
Fixation sur site de 

branchement de l'intron 
S34 et Q157 hotspots Substitutions <2 <2 2-12 5-12 

Pronostic défavorable dans la MFP 
(Tefferi, JCO 2018) et dans tous les SMP 

(Grinfeld, NEJM 2018) 

NFE2 12q13 
Facteur de 

transcription 

Régulation différenciation 
des lignées érythroïdes et 

mégacaryocytaires 
Tous exons Tous types 2 - - 

TP53 17p13 
Cycle 

cellulaire 

Facteur de transcription 
en réponse aux 

dommages de l'ADN 
Exons 2-11 Tous types 

Rare (2%) 
Très faibles 

VAF chez 
15% 

16-50 

Pronostic défavorable dans tous les SMP 
avec un risque accru de transformation 

en LAM (Grinfeld, NEJM 2018) 
Impact inconnu des mutations de faible 

charge allélique 

CHEK2 22q12 
Cycle 

cellulaire 
Kinase activant p53 Tous exons Tous types <2 <2 <2 - - 

PPM1D 17q23 
Cycle 

cellulaire 
Phosphatase régulant 

négativement p53 Exon 6 hotspot 
Nonsense et 
frameshift 1.9 - - 
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Mutations additionnelles et modèle tumoral des SMP 

Complexité mutationnelle 

Le nombre de mutations somatiques dans les SMP évalué par séquençage d’exome (tous les exons soit environ 

30 000 000 bases : 30 Mb) est d’environ 0,1 mutation par Mb (Nangalia et al., 2013). Pour comparaison, ce 

nombre moyen de mutations est de 0,37 / Mb pour les leucémies aiguës myéloïdes de novo et est d’environ 100 

/ Mb pour les mélanomes ou les cancers pulmonaires (Lawrence et al., 2013; The Cancer Genome Atlas Research 

Network, 2013). 

La myélofibrose est une maladie plus complexe au niveau mutationnel avec un taux moyen de 1,5 mutations 

additionnelles par patient contre 0,38 à 0,63 pour la thrombocytémie essentielle et la polyglobulie de Vaquez 

respectivement (Brecqueville et al., 2012; Delic et al., 2016). Les mutations d’ASXL1 sont plus fréquentes dans 

la MFP, tandis que les mutations de TET2 sont retrouvées aussi fréquemment dans la MFP que la PV ou la TE 

(Brecqueville et al., 2012). Les mutations intéressant les gènes impliqués dans la signalisation cellulaire ou dans 

l’épissage sont surtout retrouvées dans les myélofibroses (Bartels et al., 2015; Grinfeld et al., 2018; Lundberg 

et al., 2014b; Nangalia et al., 2013). Cette répartition inégale des mutations pourrait être l’une des explications 

aux différences phénotypiques entre les trois SMP. Certaines de ces mutations sont également décrites comme 

exclusives. Ainsi, par exemple, les mutations des gènes du splicéosome sont exceptionnellement associées aux 

mutations de CALR (Bartels et al., 2015; Lundberg et al., 2014b; Nangalia et al., 2013). 

Ordre d’acquisition des mutations et hétérogénéité clonale 

Bien avant la mise en évidence des mutations additionnelles, il existait des arguments forts pour que la mutation 

promotrice de JAK2 soit un second évènement oncogénétique dans un clone préexistant (figure 14). En effet 

des études de clonalité par inactivation du chromosome X ou la mise en évidence d’anomalies cytogénétiques 

avaient montré que JAK2V617F était acquise secondairement (Kralovics et al., 2006). 

 

 

Figure 14 : La mutation promotrice JAK2V617F peut être acquise secondairement (d'après Kralovics et al. 

2006) 

 

Des travaux plus récents couplent le séquençage haut débit (NGS) avec l’analyse à l’échelon clonal des mutations 

dans des colonies issues des progéniteurs hématopoïétiques. La recherche des mutations retrouvées par NGS 

dans les colonies permet d’identifier l’ordre d’acquisition de ces mutations et permet aussi de préciser si ces 

mutations surviennent dans un même clone ou dans des clones différents (figure 15).  
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Figure 15 : Illustration de l’hétérogénéité clonale et de l'acquisition de mutations dans les SMP 
(Lundberg et al, Blood 2014) 

 

Les mutations de TET2, mises en évidence en 2009, ont d’abord été décrites comme un évènement précèdent 

la mutation JAK2V617F (Delhommeau et al., 2009). Les mutations de TET2 sont associées à une augmentation 

de la prolifération au niveau du compartiment des cellules souches hématopoïétiques. Par la suite il a été montré 

que les mutations de TET2 peuvent aussi être acquises secondairement et ainsi entraîner une expansion du 

clone double muté JAK2-TET2 au niveau des cellules souches et des progéniteurs avec plus souvent des clones 

homozygotes JAK2V617F (Ortmann et al., 2015; Schaub et al., 2010). L’ordre d’acquisition des mutations 

pourrait également influencer les propriétés des cellules tumorales ainsi que le phénotype de la maladie 

(Ortmann et al., 2015). Ainsi lorsque TET2 est acquis en premier, la mutation JAK2V617F provoquerait un 

phénotype de thrombocytémie essentielle tandis qu’à l’inverse lorsque JAK2V617F est acquis en premier le 

phénotype serait celui d’une polyglobulie de Vaquez. Une étude transcriptionnelle chez ces patients a montré 

que selon l’ordre d’acquisition des mutations, des gènes peuvent être surexprimés dans un cas et sous-exprimés 

dans l’autre cas. Enfin les patients avec une mutation de JAK2 acquise en premier sont plus jeunes avec un 

risque accru de survenue de thromboses (Ortmann et al., 2015). Contrairement aux mutations de JAK2, les 

mutations de CALR semblent être toujours un évènement précoce (Klampfl et al., 2013; Lundberg et al., 2014b). 

Les mutations de TET2 ne sont pas spécifiques des SMP et sont retrouvées dans toutes les hémopathies 

myéloïdes. De plus ces mutations somatiques peuvent également être retrouvées chez des patients indemnes 

d’hémopathies (Busque et al., 2012). De récents travaux de séquençage d’exome ont ainsi montré que des 

mutations somatiques sont retrouvées dans les leucocytes de sujets sains (Genovese et al., 2014; Jaiswal et 

al., 2014) ou ne présentant pas d’hémopathies (Xie et al., 2014). La présence de ces mutations est le reflet 

d’une hématopoïèse clonale. Leur fréquence augmente avec l’âge : elles sont rares avant 50 ans et de plus en 
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plus fréquentes après 65 ans. Ces mutations intéressent, dans la majorité des cas, des gènes impliqués dans la 

leucémogénèse et en particulier des gènes ayant un rôle épigénétique. Les gènes les plus souvent mutés sont 

DNMT3A, TET2 et ASXL1 (Jaiswal et al., 2014). Les sujets porteurs de ces mutations ont un risque augmenté 

de développer une hémopathie avec un risque relatif évalué entre 11,1 et 12,9 (Genovese et al., 2014; Jaiswal 

et al., 2014). Ce risque serait plus élevé lorsque la charge allélique de la mutation est élevée, c’est-à-dire lorsque 

le clone représente une part plus importante de l’hématopoïèse (Jaiswal et al., 2014). La survie de ces sujets 

est également diminuée (Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014) et le risque de thrombose est également 

augmenté (Jaiswal et al., 2017). 

En plus de ces mutations initiatrices, des mutations peuvent être acquises secondairement aux mutations 

promotrices (figure 15). L’acquisition de ces mutation au cours de la maladie peut être le reflet de l’instabilité 

génétique induite par la mutation JAK2V617F (Marty et al., 2013; Plo et al., 2008). Afin de mesurer cette 

acquisition de nouvelles mutations au cours du temps nous pouvons nous intéresser aux études longitudinales 

avec réalisation séquentielle de séquençage NGS (Lundberg et al., 2014b; Senín et al., 2018). Dans ces travaux 

le taux d’acquisition de nouvelles mutations est relativement faible puisqu’il est de 1,5 à 1,7 mutations pour 100 

patients par an. De plus certaines mutations nouvellement détectées sont en fait présentes dès le diagnostic à 

un très faible taux et reflètent plus une évolution clonale qu’une réelle acquisition de la mutation (Lundberg et 

al., 2014b). 

Ce faible taux de nouvelles mutations lors de la phase chronique des SMP ne s’applique pas aux évolutions 

hématologiques qui sont souvent associées à l’acquisition d’anomalies moléculaires (Senín et al., 2018). 

Mutations additionnelles et évolutions hématologiques 

Myélofibroses secondaires 

Les myélofibroses secondaires sont caractérisées par un profil mutationnel plus complexe que dans la 

polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie essentielle (Brecqueville et al., 2014). Par rapport aux 

myélofibroses primitives, le profil mutationnel des myélofibroses secondaires est sensiblement le même avec 

tout de même moins de mutations d’ASXL1 et de SRSF2 (Courtier et al., 2020). Ces mutations sont en fait 

souvent présentes dès la phase chronique de la maladie formant ainsi un sous-groupe de patients à fort risque 

évolutif (Bartels et al., 2018). La progression des formes préfibrotiques de myélofibrose vers une myélofibrose 

avérée est également associée à la présence de mutations additionnelles dès la phase préfibrotique sur les gènes 

SRSF2, U2AF1, SF3B1 et IDH1/2 (Bartels et al., 2020). Cette évolution en myélofibrose avérée est également 

accompagnée d’acquisition de mutations sur les gènes TP53, ASXL1, EZH2, N/KRAS dans 39% des cas alors que 

les patients stables au stade préfibrotique ne présentent l’acquisition d’une mutation que dans 11% des cas 

(Bartels et al., 2020). 

Leucémies aiguës secondaires 

Le profil mutationnel des LAM post-SMP est différent de celui des LAM de novo. En effet, dans les LAM post-

SMP, hormis les mutations diagnostiques, les mutations les plus souvent retrouvées sont les mutations de 

ASXL1, SRSF2, IDH1/2, LNK, NRAS et TP53 (Courtier et al., 2017; Green and Beer, 2010; Harutyunyan et al., 
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2011; Lasho et al., 2018; Pardanani et al., 2010; Rampal et al., 2014b; Zhang et al., 2012). Tandis que les 

mutations de NPM1, FLT3 ou CEBPa, fréquentes dans les LAM de novo, sont rares dans les LAM post-SMP. De 

plus, le profil mutationnel des LAM post-SMP semble également différer selon que le SMP ait ou non la mutation 

V617F de JAK2 (Rampal et al., 2014b).  

Lors de la transformation de certains SMP en leucémie aiguë, la mutation JAK2V617F peut ne plus être retrouvée 

(Theocharides et al., 2007). Dans ce cas, une première hypothèse est la une coexistence d’un autre clone que 

celui avec la mutation de JAK2, qui avec l’acquisition d’autres mutations serait responsable de la transformation 

en leucémie aiguë (Beer et al., 2010). Une autre hypothèse est la survenue d’un évènement leucémogène dans 

un clone tumoral précèdent celui ayant acquis la mutation JAK2V617F ce qui lui conférerait un avantage de 

prolifération à l’origine de la disparition du clone muté JAK2V617F (Beer et al., 2010).  

Lors de la transformation d’un SMP en leucémie aiguë, une comparaison du profil mutationnel entre la phase 

chronique et la phase de leucémie permet de mettre en évidence l’acquisition de mutations. Les mutations les 

plus souvent acquises lors de la transformation en leucémie aiguë intéressent les gènes ASXL1, TET2, SRSF2, 

RUNX1 et TP53 (Abdel-Wahab et al., 2010a; Beer et al., 2010; Courtier et al., 2017; Zhang et al., 2012). 

L’utilisation de techniques sensibles comme le séquençage de nouvelle génération a pu montrer que certaines 

de ces mutations sont en fait présentes dès la phase chronique de la maladie à une faible charge allélique. C’est 

le cas par exemple des mutations de TP53 qui sont souvent retrouvées à une faible charge allélique et dont 

l’augmentation est associée à la transformation leucémique (Lundberg et al., 2014b; Rampal et al., 2014b). 

Dans une majorité de cas, la charge allélique des mutations de TP53 dépasse même 50%, ce qui laisse suggérer 

une relation entre l’inactivation homozygote de TP53 et la transformation en LAM des SMP (Rampal et al., 

2014b). Le rôle des mutations de TP53 dans la transformation en leucémie aiguë a été démontré dans un modèle 

murin : les souris greffées avec des cellules JAK2-muté et TP53 inactivé développent une LAM (Rampal et al., 

2014b).  

Chez des sujets en phase chronique, l’utilisation de techniques de séquençage très sensibles permet de détecter 

de très faibles mutations de TP53 chez environ 15% des patients (Kubesova et al., 2018). De tels cas de très 

faibles variants de TP53 peuvent aussi être détectés chez des sujets ‘sains’ (Wong et al., 2014). Les facteurs 

influençant l’émergence et la sélection du faible clone TP53 à l’origine de la transformation leucémique ne sont 

pas connus à ce jour. Une des hypothèses serait l’implication du traitement cytoréducteur selon un mécanisme 

déjà décrit pour les leucémies aiguës secondaires aux chimiothérapies (Wong et al., 2014, 2018). En effet ces 

leucémies aiguës secondaires présentent également des mutations de TP53 dans plus de 50% des cas. Ces 

mutations sont détectables à un très faible niveau (de l’ordre de 0.01% de charge allélique) avant toute 

chimiothérapie par des techniques très sensibles (PCR digitale et NGS avec UMIs). Le rôle du traitement sur la 

sélection des clones TP53  a été démontré dans un modèle murin de greffe compétitive ou le traitement par 

agent alkylant favorisait les cellules KO pour tp53 (Wong et al., 2014). Plus récemment des mutations de PPM1D, 

phosphatase régulant la voie P53, ont été décrites dans les leucémies secondaires aux traitements avec le même 

mécanisme de sélection (Wong et al., 2018). Le même type de mutation de PPM1D est retrouvé dans 1,9% des 

syndromes myéloprolifératifs en phase chronique  (Grinfeld et al., 2018). 
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Le lien entre traitement par hydroxyurée et mutation de TP53 a récemment été étudié par Kubesova et al 

(Kubesova et al., 2018). Leur travail incluait tous les types de SMP y compris la myélofibrose et retrouvait une 

association entre la présence de clones TP53-muté et un traitement par hydroxyurée >4 ans, toutefois cette 

association perdait sa signification statistique après ajustement sur l’âge. Ce résultat peut être expliqué par le 

fait qu’en effet l’hématopoïèse clonale est liée à l’âge et, de plus, l’indication de traitement dans les SMP dépend 

de l’âge. Cette association entre traitement et mutation de TP53 reste à préciser. 

Mutations additionnelles et modèles murins 

Le rôle des mutations additionnelles sur la physiopathologie des syndromes myéloprolifératifs a été étudié par 

le biais de modèles murins associant la mutation JAK2V617F à une inactivation d’un gène ou un knock-in d’une 

mutation hotspot. Ces différents travaux ont montré un rôle des mutations additionnelles dans les évolutions en 

myélofibrose ou en leucémie aiguë. Les principaux modèles sont résumés dans le tableau VIII. 

 

Tableau VIII : Modèles murin avec mutation JAK2V617F et mutations additionnelles 

Gènes Type modèle Phénotype 

(vs JAK2V617F) 

Fonctionnel 

(vs JAK2V617F) 

Référence 

DNMT3A 

 

Jak2V617F + 

CRISPR/CAS9 dnmt3a 

(délétion hétérozygote) 

Développement d’une 

myélofibrose 

Hypométhylation et 

diminution activité PRC2. 

Signature inflammatoire 

(Jacquelin et al., 

2018) 

TET2 Jak2V617F KI + tet2 KO 

(délétion homozygote) 

PV plus floride 

(slénomégalie, 

hyperleucocytose) 

Avantage de prolifération (Chen et al, 2015) 

TET2 Jak2V617F KI + tet2 KO 

(délétion homozygote) 

MF plus floride 

(splénomégalie, 

hyperleucocytose) 

Avantage de prolifération (Kameda et al., 

2015) 

IDH1 / 2 Jak2V617F KI + 

IDH1R132H ou 

idh2R140Q 

Phénotype similaire (PV) 

Lors transplantation LT-

HSC, survie diminuée vs 

jak2V617F 

Avantage de prolifération (McKenney et al., 

2018) 

EZH2 Jak2V617F KI + délétion 

ezh2 inductible 

(homozygote) 

Développement précoce 

d’une myélofibrose 

Diminution H3K27me3 et sur-

expression hmga2 

(Sashida et al., 

2016) 

EZH2 JAK2V617F inductible + 

délétion ezh2 inductible 

(hétéro ou homozygote)  

Développement d’une 

myélofibrose plus marquée 

et survie diminuée 

Expansion HSC et 

progéniteurs (vers lignée MK) 

Diminution H3K27me3 et sur-

expression hmga2 

(Shimizu et al., 

2016) 

EZH2 Jak2V617F KI + délétion 

ezh2 inductible 

Développement d’une 

myélofibrose plus marquée 

et survie diminuée 

Diminution progéniteurs 

érythroides et augmentation 

MK Diminution H3K27me3 et 

sur-expression hmga2 

(Yang et al., 2016) 

HSC : cellule souche hématopoïétique ; MK : mégacaryocytaire 
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Modèle mutationnel des syndromes myéloprolifératifs 

Un des modèles tumoraux actuellement proposé des SMP est présenté sous forme simplifiée sur la figure 16. 

 

Figure 16 : Modèle tumoral simplifié des syndromes myéloprolifératifs 

Le premier évènement peut être une mutation somatique, le plus souvent sur des gènes de l’épigénétique, 

entraînant une hématopoïèse clonale qui est retrouvée chez certains sujets sains. Les mutations de TET2 ou 

DNMT3A qui sont les plus souvent retrouvées dans l’hématopoïèse clonale sont associées à une augmentation 

de la réplication, ce qui pourrait induire indirectement d’autres mutations à l’origine du développement de 

l’hémopathie. En fonction du gène touché par ce second évènement mutationnel, le patient développera un 

syndrome myéloprolifératif, un syndrome myélodysplasique ou une leucémie aiguë myéloïde. Dans le cas des 

SMP, ce deuxième évènement sera l’acquisition d’une mutation promotrice de JAK2, CALR ou MPL. 

Le syndrome myéloprolifératif peut également survenir directement par l’acquisition d’une mutation promotrice. 

Cette hypothèse s’appuie sur les modèles murins expérimentaux et sur le fait qu’une mutation additionnelle 

n’est pas toujours retrouvée y compris lors d’analyse d’exome. 

La progression en myélofibrose ou en leucémie aiguë secondaire est liée à la survenue d’autres mutations. Le 

cas des mutations de TP53 qui peuvent être présentes à très faible niveau dès la phase chronique est représenté 

ici. Cette représentation simplifiée ne prend pas en compte l’hétérogénéité clonale ou les différents modèles de 

progression clonale vers la LAM post-SMP. De plus, un évènement précurseur conduisant à un clone pré-

leucémique n’est pas toujours retrouvé et les mutations épigénétiques de TET2 et DNMT3A peuvent aussi 

survenir après la mutation JAK2V617F.  
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Impact pronostique des mutations additionnelles 

Dans la myélofibrose primitive 

L’impact pronostique des mutations additionnelles a d’abord été décrit dans la myélofibrose primitive en 2013 

par l’équipe de Vannucchi (Vannucchi et al., 2013). Dans ce travail réalisé par séquençage Sanger, les mutations 

de 5 gènes (ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2 et SRSF2) constituaient une signature moléculaire de haut risque associée 

à une diminution de la survie globale et à un risque accru de transformation leucémique. Cette influence sur le 

pronostic était indépendante de la classification IPSS. Le nombre de mutations parmi ces gènes semble 

également pronostique avec un impact péjoratif en cas de mutation multiple (Guglielmelli et al., 2014a). Dans 

une autre étude réalisée par séquençage de nouvelle génération (NGS), les mutations de ASXL1, SRSF2, CBL, 

KIT, SH2B3 et CEBPa étaient associées à une survie diminuée et à un risque augmenté de transformation 

leucémique indépendamment de la classification pronostique DIPSS et du type de mutation promotrice (Tefferi 

et al., 2016a). 

Récemment ces mutations additionnelles ont été intégrées à des scores pronostiques résumés dans le tableau 

IX (MIPSS70, MIPSS70+, MIPSS70+v2.0 et GIPSS). L’ajout des mutations additionnelles aux scores 

pronostiques existant permet notamment d’affiner l’évaluation pronostique des patients classés de risque faible 

et présentant des mutations additionnelles. Par exemple les patients de faible risque selon le score IPSS étaient 

reclassés selon le score moléculaire MIPSS70 soit en risque faible avec une survie médiane de 28 ans ou, en cas 

de mutation additionnelle, en risque intermédiaire avec une survie médiane de 10 ans (Guglielmelli et al., 2018). 

Le score pronostique MIPSS70 a également montré son intérêt en termes de survie post-allogreffe dans une 

cohorte monocentrique de 110 patients avec myélofibrose primitive ou secondaire allogreffés avec un 

conditionnement fludarabine/melphalan (Ali et al., 2019). Un score spécifique évaluant le pronostique post-

allogreffe des myélofibroses primitives et secondaires et prenant en compte les mutations d’ASXL1 a également 

été récemment développé (MTTS myelofibrosis transplant scoring system) (Gagelmann et al., 2019). 

Dans la myélofibrose secondaire, le rôle pronostique des mutations additionnelles a été peu étudié. Dans une 

cohorte de 359 myélofibroses secondaires à une polyglobulie de Vaquez ou à une thrombocytémie essentielle, 

seules les mutations de SRSF2 avaient un impact péjoratif sur la survie globale et uniquement dans les 

myélofibroses post-TE (Rotunno et al., 2016). 

Dans la prémyélofibrose, les mutations de haut-risque moléculaire (ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2 et SRSF2) 

semblent également être associées à un mauvais pronostic (Guglielmelli et al., 2017). 
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Tableau IX : Classifications pronostiques dans la myélofibrose incluant les mutations additionnelles  

Score 

MIPSS 70 et  

MIPSS 70-plus 

(Guglielmelli et al., 2018) 

MIPSS 70-plus v2.0 

(Tefferi et al., 2018c) 

GIPSS 

(Passamonti et al., 2017) 

 Myélofibrose primitive et âge < 

70 ans (pour développement 

mais validation sur tous âges) 

Myélofibrose primitive et âge < 

70 ans (cohorte de MIPS70-plus 

avec modification score) 

Myélofibrose primitive (tous 

âges) 

Pa
ra

m
èt

re
s 

et
 c

al
cu

l d
u 

sc
or

e 

Anémie (<10g/dL) 1pt Anémie modérée 1pt 
♂ : 9-11g/dL ♀ : 8-10g/dL 
Anémie sévère 2pt 
♂ : <9g/dL ♀ : <8g/dL 
 

 

Blastes ≥ 2% 1pt Blastes ≥ 2% 1pt 
 

Signes généraux*  
1pt 

Signes généraux*  
1pt 

 

Mutations HMR 1pt 
ASXL1, IDH1/2, EZH2, SRSF2 
 

Mutations HMR 2pt 
ASXL1, IDH1/2, EZH2, SRSF2 
et U2AF1 

Mutation haut risque 1pt/mut 
ASXL1, SRSF2, U2AF1 

Absence de mutation de CALR de 
type1/type1-like 2pts 

Absence de mutation de CALR de 
type1/type1-like 2pts 

Absence de mutation de CALR de 
type1/type1-like 1pts 

≥2 mutations HMR 
2pts 

≥2 mutations HMR 
3pts 

 

Pour MIPSS 70-plus : 
Caryotype défavorable 3pts 

Caryotype défavorable 3pts 
Caryotype très défavorable 4pts 

Caryotype défavorable 1pts 
Caryotype très défavorable 2pts 

Ca
té

go
rie

s 
de

 r
is

qu
e 

Faible 

MIPSS70(0-1pt) SM : 27,7 ans 

MIPSS70+(0-2pts) SM : 20 ans 

Très faible (0pt) SM : NA Faible (0pt) 

SM : 26,4 ans 
Faible (0-2pts) SM : 10,3 ans 

Intermédiaire 

MIPSS70(2-4pts) SM : 7,1 ans 

MIPSS70+(3pts) SM : 6,3 ans 

Intermédiaire (3-4pts) 

SM : 7,1 ans 

Int-1 (1pt) 

SM : 8 ans 

Elevée (>4pts) 

MIPSS70(>4pts) SM : 2,3 ans 

MIPSS70+(4-6pts) SM : 3,9 ans 

Elevée (5-8pts) 

SM : 3,5 ans 

Int-2 (2pts) 

SM : 4,2 ans 

Très élevée 

MIPSS70+(>6pts) SM : 1,7 ans 

Très élevée (>8pts) 

SM : 1,8 ans 

Elevée (>2pt) 

SM : 2 ans 

*: perte de poids>10% dans l’année ou fièvre inexpliquée ou sueurs nocturnes persistante plus d’un mois ; SM : 

survie médiane ; NA : non atteinte  
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Dans la Polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie essentielle 

Dans la polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie essentielle, l’impact pronostique des mutations 

additionnelles a été moins étudié que dans la myélofibrose primitive. En 2014, une étude portant sur 197 

patients avec un syndrome myéloprolifératif, dont majoritairement des cas de PV et TE, a montré qu’un nombre 

de mutations additionnelles élevé était associé à une survie diminuée et à un risque accru de transformation 

leucémique (Lundberg et al., 2014b). Par la suite plusieurs travaux ont pu suggérer un rôle pronostique des 

mutations additionnelles dans ces pathologies. Dans un travail portant sur 143 thrombocytémies essentielles, 

les mutations de SRSF2 et ASXL1 étaient associées à une survie diminuée (Asp et al., 2016). La présence de 

mutations additionnelles au diagnostic de PV était également associée à une transformation leucémique dans 

une étude cas témoins incluant 64 patients (Bartels et al., 2018). Une limite à ces travaux est l’absence d’analyse 

multivariée et donc de correction sur l’âge et les classifications pronostiques usuelles. 

Une classification pronostique moléculaire a été pour la première fois proposée en 2016 une étude comprenant 

133 PV et 183 TE (Tefferi et al., 2016b). Des signatures de mauvais pronostic comprenant les gènes ASXL1, 

SRSF2, IDH2 dans la PV et SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 et EZH2 dans la TE étaient associées à une survie 

diminuée indépendamment de la classification pronostique IPSET-survie basée sur l’âge, l’antécédent de 

thrombose et une hyperleucocytose supérieure à 11G/L. Ces signatures moléculaires étaient aussi associées à 

la survenue d’une évolution en myélofibrose ou en leucémie aiguë. Les mêmes équipes ont très récemment 

proposé deux classifications pour la PV et la TE intégrant la présence de mutations additionnelles aux facteurs 

pronostiques déjà décrits (Tefferi et al., 2020). Pour la PV, l’identification des patients de haut risque dans le 

score MIPSS-PV est basée sur la présence de mutations de SRSF2, d’un antécédent de thrombose, d’un âge au 

diagnostic supérieur à 67 ans et d’une hyperleucocytose supérieure à 15G/L. Pour la TE, l’identification des 

patients de haut risque dans le score MIPSS-ET est basée sur la présence de mutations de SRSF2, SF3B1, U2AF1 

et TP53, d’un âge au diagnostic supérieur à 65 ans, d’un sexe masculin et d’une hyperleucocytose supérieure à 

11G/L. Les patients de haut risque selon ces classifications présentaient une survie globale diminuée.  

Un très récent travail a également proposé une classification pronostique dans la PV basée sur l’âge, l’antécédent 

de thrombose et la présence de mutations d’ASXL1 (Andréasson et al., 2020). Dans ce travail portant sur 85 

patients la présence d’un ou plusieurs de ces facteurs était associée à une survie diminuée. 

Un modèle pronostique pan-SMP 

Récemment l’équipe de P. Campbell a étudié le profil mutationnel d’une grande cohorte de 2035 patients par un 

séquençage NGS ciblé de 69 gènes (Grinfeld et al., 2018). Cette cohorte était composée de 1321 TE, 356 PV, 

309 myelofibroses primitives ou secondaires et 49 SMP non classés. Le NGS ciblé utilisé permettait aussi la 

détection de certaines anomalies cytogénétiques de nombre. En utilisant un modèle Bayesien, ce travail propose 

une classification moléculaire de ces syndromes myéloprolifératifs en 7 groupes associés à des pronostics 

distincts (tableau X).  
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Tableau X : Classification moléculaire des syndromes myéloprolifératifs selon Grinfeld et al. 

O
rd

re
 d

es
 g

ro
u

pe
s 

po
ur

 c
la

ss
if

ic
at

io
n

 

Groupe 

(Mutations ou CNV) 

Pronostic  

vs patients du groupe JAK2 hétérozygote 

PV / TE Myélofibrose 

Anomalie TP53 ou aneuloïdie 

TP53, del(17p), del(5 ou  5q) 

Survie globale diminuée 

Survie sans leucémie aiguë diminuée 

SMP avec mutation de gène de 

l’épissage ou de la régulation 

de la chromatine 

EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1, PHF6, 
CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, 
KRAS, NRAS, GNAS, CBL, 
Chr7/7qLOH, Chr4qLOH, RUNX1, 
STAG2, BCOR 

Survie globale diminuée 

Survie sans leucémie 

aiguë diminuée 

Survie sans myélofibrose 

diminuée 

Survie globale diminuée 

 

SMP avec mutation de CALR 

CALR ou del(20q) 

- - 

SMP avec mutation de MPL Survie globale diminuée Survie sans leucémie 

aiguë diminuée 

SMP avec mutation de JAK2 

homozygote ou mutation de 

NFE2 

Survie sans myélofibrose 

diminuée 

- 

SMP avec mutation de JAK2 

hétérozygote 

  

SMP sans mutation driver Survie globale diminuée - 

 

Une évaluation pronostique personnalisée est également proposée dans ce travail sur le modèle de ce que la 

même équipe a précédemment publié dans la leucémie aiguë myéloblastique (Gerstung et al., 2017). Les critères 

pris en compte sont la pathologie, l’âge, le sexe, la présence d’une splénomégalie, l’antécédent de thrombose, 

la NFS au diagnostic et le profil mutationnel. Le calculateur est accessible en ligne et deux exemples générés 

sont présentés sur la figure 17 (https://cancer.sanger.ac.uk/mpn-multistage/). 
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Figure 17 : Exemples de prédictions pronostiques selon Grinfeld et al. 

Evaluations pronostiques réalisées pour des patients fictifs. A et B : TE chez une femme de 38 ans, sans 

antécédent de thrombose, sans splénomégalie, hémoglobine : 13 g/dL, leucocytes : 8G/L, plaquette : 660 G/L, 

mutation promotrice JAK2V617F sans (A) et avec (B) mutation de SRSF2. C et D : TE chez une homme de 68 

ans, sans antécédent de thrombose, sans splénomégalie, hémoglobine : 13.5 g/dL, leucocytes : 11G/L, 

plaquette : 850 G/L, mutation promotrice JAK2V617F sans (C) et avec (D) mutation de TET2. 

Mutations additionnelles et réponse au traitement 

Enfin la présence de certaines mutations additionnelles pourrait être associée à une résistance au traitement. 

Cette résistance au traitement a particulièrement été étudiée pour l’interféron α et le ruxolitinib.  

Le traitement par interféron α ne semble pas efficace sur les clones portant une mutation de TET2 malgré une 

efficacité sur le clone portant la mutation promotrice JAK2V617F et indépendamment de la réponse 

hématologique (Kiladjian et al., 2010). Les patients avec une PV ou une TE, avec mutations de JAK2 ou de CALR, 

n’obtenant pas de rémission moléculaire complète ou partielle sous interféron ont le plus souvent d’autres 

mutations, notamment dans des gènes impliqués dans l’épigénétique, ou les acquièrent en cours de traitement 

(Quintás-Cardama et al., 2013; Verger et al., 2015). 

Concernant le ruxolitinib, premier inhibiteur de JAK1/JAK2 commercialisé, une étude ancillaire aux essais 

cliniques de phase 3 (CONFORT I et II) chez 166 patients a montré que l’amélioration de la survie globale avait 

aussi lieu chez les patients avec des mutations additionnelles de haut risque moléculaire (Guglielmelli et al., 

2014b). Toutefois deux récents travaux dans la myélofibrose semblent montrer que la présence de mutations 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  43 

additionnelles au diagnostic ou leur acquisition durant le suivi est associée à une perte de la réponse au 

traitement sur la réduction de la splénomégalie et à une augmentation des arrêts de traitements (Pacilli et al., 

2018; Spiegel et al., 2017). Par ailleurs, la présence d’une évolution clonale au moment de l’arrêt du ruxolitinib 

semble être associée à une survie diminuée (Newberry et al., 2017). 

Enfin le traitement par ruxolitinib n’améliore pas le pronostic chez des patients avec une thrombocythémie 

essentielle résistante ou intolérante à l’hydroxyurée et présentant des mutations de haut risque moléculaire 

(TP53, SRSF2, SF3B1 ou ZRSR2) (O’Sullivan et al., 2019). 
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Objectifs du travail de thèse 

 

Avec l’arrivée du séquençage de nouvelle génération, la recherche de mutations additionnelles est devenue 

progressivement accessible aux laboratoires hospitaliers. Ce travail de thèse s’intègre dans une démarche de 

biologie translationnelle et regroupe plusieurs études génomiques sur des cohortes locales, régionales et 

nationales de patients atteint de syndrome myéloprolifératif. 

Le premier objectif de ce travail était d’étudier l’impact pronostique des mutations additionnelles dans les 

syndromes myéloprolifératifs et en particulier de préciser si le rôle pronostique d’un gène est fonction : 

 Du type de syndrome myéloprolifératif et du type de mutation promotrice 

 De la mutation en elle-même (en termes de type de mutation, de position sur le gène, de pathogénicité 

connue ou non et de charge allélique) 

 De l’évolution de la mutation dans le suivi (stabilité, disparition, expansion voire apparition) 

Le deuxième objectif était de caractériser l’évolution mutationnelle dans les syndromes myéloprolifératifs à l’aide 

d’une évaluation séquentielle du profil moléculaire à la fois lors de la phase chronique de la maladie et lors de 

la transformation leucémique. 

Pour répondre à ces questions, nous avons étudié cinq cohortes de patients soit un total de 813 patients avec 

un syndrome myéloprolifératif (282 TE, 52 PV et 479 myélofibroses) et 948 séquençages nouvelle génération 

analysés. 

Les résultat seront présentés en deux parties, avec tout d’abord les travaux menés dans la polyglobulie de 

Vaquez et la thrombocytémie essentielle qui sont les syndromes myéloprolifératifs avec l’évolution la plus 

chronique. Dans la seconde partie seront présentés les travaux réalisés dans la myélofibrose et les 

transformations leucémiques de syndromes myéloprolifératifs. Les résultats sont présentés sous la forme 

d’articles hormis la partie sur la cohorte nationale de myélofibroses car les résultats sont encore en cours 

d’analyse. 
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Résultats 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 1 : Phases chroniques de syndrome myéloprolifératif : 
polyglobulie de Vaquez et thrombocytémie essentielle 
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Article 1 : L’analyse séquentielle de 18 gènes d’intérêt dans la polyglobulie de Vaquez et la 
thrombocytémie essentielle JAK2V617F révèle une association entre les mutations 
additionnelles et l’aggravation de la maladie 

Sequential analysis of 18 genes in polycythemia vera and essential thrombocythemia reveals an association 
between mutational status and clinical outcome 

D. Luque Paz*, A. Chauveau*, F. Boyer, C. buors, L. Samaison, L. Cottin, V. Seegers, C. Férec, C. Le 
Maréchal, P. Guéguen, E. Lippert, JC. Ianotto and V. Ugo 

Publié dans Genes, Chromosomes and Cancer (2017), 56: 354-362 

L’impact pronostique des mutations additionnelles dans les syndromes myéloprolifératifs a surtout été étudié 

dans la myélofibrose primitive. En 2017, peu de données étaient disponibles quant à leur impact pronostique 

dans la polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie essentielle : dans une cohorte tous syndromes 

myéloprolifératifs confondus, la présence de mutation additionnelles était associée à un pronostic péjoratif 

(Lundberg et al., 2014b). L’objectif de ce travail était d’évaluer l’impact pronostique des mutations additionnelles 

dans une cohorte de patients avec polyglobulie de Vaquez ou thrombocytémie essentielle. 

Nous avons analysé le profil mutationnel au diagnostic et à 3 ans de suivi chez 50 syndromes myéloprolifératifs 

avec mutation V617F de JAK2 (22 TE et 28 PV). Les 18 gènes du panel étudié ont été sélectionnés pour leur 

fréquence de mutation dans les syndromes myéloprolifératifs ou pour leur rôle dans la leucémogénèse myéloïde. 

La vérification du caractère somatique ou constitutionnel des variants de signification indéterminée sur ADN 

extrait d’ongles a permis d’identifier 15 mutations constitutionnelles qui ont été exclues des analyses. 

L’aggravation de la maladie à 3 ans de suivi était définie par un critère composite clinico-biologique. 

Au moins une mutation additionnelle était détectable au diagnostic chez 21 des 50 patients et leur présence 

était significativement associée à l’aggravation de la maladie. L’augmentation de la charge allélique d’une 

mutation additionnelle entre le diagnostic et le suivi à 3 ans était également associée à l’aggravation de la 

maladie. 

Bien que la mutation JAK2V617F soit associée à une instabilité génétique, nous montrons dans ce travail que 

peu de mutations sont en fait acquises lors du suivi en phase chronique. En effet les mutations nouvellement 

détectées étaient présentes dès le diagnostic et reflètent donc d’avantage une évolution clonale que l’acquisition 

de nouvelles mutations. 

  

Ces résultats suggèrent un rôle pronostique des mutations additionnelles dans la polyglobulie de Vaquez et la 

thrombocytémie essentielle avec mutation JAK2V617F. L’évaluation répétée du profil mutationnel permet de 

mettre en évidence les évolutions clonales pouvant impacter le pronostic de ces pathologies. 
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Article 2 : Impact positif des mutations additionnelles sur les scores pronostiques usuels dans 
la thrombocytémie essentielle : expérience d’une cohorte monocentrique 

Positive impact of molecular analysis on prognostic scores in essential thrombocythemia: a single center 
prospective cohort experience 

D. Luque Paz*, O. Mansier*, J. Riou*, C. Conejero, L. Roy, C. Belkhodja, V. Ugo and S. Giraudier 

Publié dans Haematologica (2019), 104: e134-e137 

L’impact pronostique des mutations additionnelles dans les syndromes myéloprolifératifs a surtout été démontré 

dans la myélofibrose primitive. Des travaux récents suggéraient un rôle dans la thrombocytémie essentielle. 

L’objectif de ce travail était d’évaluer l’impact pronostique des mutations additionnelles et l’apport de celles-ci 

par rapport aux classifications pronostiques existantes dans une cohorte de patients avec thrombocytémie 

essentielle. 

Une cohorte monocentrique de 190 diagnostics consécutifs de thrombocytémie essentielle a été étudiée en NGS 

sur un panel de 16 gènes. Les mutations retenues ont ensuite été classées grâce aux données de la littérature 

et à des outils bioinformatiques de prédiction selon leur pathogénicité suspectée en 3 catégories : pathologique, 

possiblement pathologique et de pathogénicité indéterminée. 

Les mutations promotrices dans la cohorte étaient réparties en 116 JAK2V617F (61%), 27 CALR (14%) et 4 MPL 

(2%). Quarante-trois patients (23%) ne présentaient aucune mutation promotrice (triple négatifs). Au moins 

une mutation additionnelle a été détectée chez 83 patients (43,7%), portant la preuve d’une hématopoïèse 

clonale à 85,3% des cas contre 77.4% avec les analyses moléculaires classiques (JAK2, CALR et MPL). Les 

mutations de TET2, ASXL1, DNMT3A et SRSF2 étaient significativement associées à un âge plus avancé. 

Avec un suivi médian de 6.4 ans, 18 thromboses, 11 évolutions hématologiques et 16 décès ont été observés.  

En analyse multivariée, la présence d’une mutation additionnelle était associée à une survie globale et une survie 

sans évènement diminuées (HR=3.5 et HR=2 respectivement), et ce, indépendamment de la classification de 

l’ELN basée sur l’âge et l’antécédent de thrombose. De manière intéressante ces résultats étaient retrouvés à la 

fois en ne retenant que les mutations pathologiques et aussi lorsque toutes les mutations additionnelles étaient 

retenues.  

 

Ces résultats ont permis de confirmer l’apport de la recherche de mutations additionnelles pour la stratification 

pronostique des patients atteints de thrombocytémie essentielle. 
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Article 3 : L’évaluation moléculaire répétée de syndromes myéloprolifératifs avec mutation de 
CALR montre une association entre l’augmentation de la charge allélique CALR et 
l’aggravation de la maladie 

Sequential mutational evaluation of CALR-mutated MPN with thrombocytosis reveals an association between 
CALR allele burden evolution and disease progression 

L. Cottin, J. Riou, C. Orvain, JC Ianotto, F. Boyer, M. Renard, M. Truchan-Graczyk, A. Murati, R. Jouanneau-
Courville, O. Allangba, O. Mansier, B. Burroni, MC. Rousselet, I. Quintin-Roué, A. Martin, S. Sadot-Lebouvier, 
Y. Delneste, JM. Chrétien, M. Hunault-Berger, O. Blanchet, E. Lippert, V. Ugo* and D. Luque Paz* 

Publié dans British Journal of Haematology (2020), 188: 935-944 

Les syndromes myéloprolifératifs avec mutation de CALR semblent présenter une évolution plus indolente que 

les autres syndromes myéloprolifératifs et notamment ceux avec mutation JAK2V617F. Au niveau moléculaire, 

les données disponibles suggéraient une moindre complexité mutationnelle. Enfin, alors que la mesure de la 

charge allélique de la mutation JAK2V617F a largement été étudiée et a montré un impact pronostique, très peu 

de données étaient disponibles pour la mesure de la charge allélique de CALR. 

L’objectif de ce travail était d’évaluer le rôle pronostique d’une mesure répétée du profil mutationnel au 

diagnostic et lors du suivi dans une cohorte de thrombocytémies essentielles avec mutation de CALR. 

Pour cette étude nous nous sommes appuyés sur la méthodologie que nous avions utilisée pour l’article 1, c’est-

à-dire une évaluation séquentielle du profil mutationnel et l’aggravation de la maladie définie par un critère 

composite clinico-biologique. 

Quarante-cinq patients avec un diagnostic de thrombocytémie essentielle ont été étudiés au diagnostic et lors 

du suivi avec un délai médian de 6 ans. A chaque point analysé, la charge allélique de la mutation de CALR était 

déterminée par analyse de fragment et PCR digitale et un profil mutationnel était obtenu par NGS d’un panel de 

52 gènes. Le caractère somatiques des variants de signification indéterminée était validé sur ADN extrait des 

ongles. Toutes les biopsies médullaires disponibles (n=39) ont été revues par des anatomopathologistes du 

GEBOM et les patients ont ainsi été reclassés en 22 thrombocytémies essentielles, 14 myélofibroses 

préfibrotiques et 9 syndromes myéloprolifératifs inclassables selon la classification 2016 de l’OMS. 

Vingt-et-une mutations additionnelles étaient détectées chez 15 patients au diagnostic. Le gène le plus souvent 

muté était TET2 (11/21). Lors du suivi, 12 nouvelles mutations étaient détectées dont 8 sur le gène TET2. Six 

de ces mutations étaient en fait déjà présentes dès le diagnostic à un très faible taux (<1%). Une aggravation 

de la maladie selon notre critère composite était observable chez 15/45 patients. En analyse multivariée seul 

l’augmentation de la charge allélique de CALR était associée à l’aggravation de la maladie. Ainsi dans ce travail, 

ni la présence de mutation additionnelle, ni la quantification de la mutation promotrice au diagnostic n’étaient 

associée à une évolution péjorative. 

Ces résultats suggèrent que l’évolution de la charge allélique de CALR est associée à une aggravation de la 

maladie. Ce travail suggère également que l’impact pronostique des mutations additionnelles peut varier selon 

la mutation promotrice. Ces résultats devront être confirmés sur de plus larges cohortes afin de recommander 

un suivi moléculaire chez les patients avec mutation de CALR. 
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Supplemental Data 
 

CALR mutation quantification 

The search for mutations in exon 9 of CALR was done by fragment analysis as previously described 

(Klampfl et al., 2013) (Table SVIII). Each DNA sample was amplified from 20 ng of DNA in a PCR 

mix containing DMSO. Amplification included activation of the Taq polymerase for 15 minutes at 

95°C and then 29 amplification cycles with a hybridization step at 54°C. The fragment analysis was 

completed by migration to a capillary sequencer ABI3130 (Applied Biosystems®) with a size marker. 

The allele burden was calculated by a ratio between the height of the “mutated” peak and the sum of 

the heights of the two peaks: “wild-type” and “mutated”.  

For the digital PCR, 60 ng of genomic DNA was mixed with primers and probes specific for either 

type 1 or type 2 mutations, (Table SVIII and custom assay from Applied for CALR type 2 mutation). 

Wild-type probes were labelled with VIC and the mutant probes with FAM. For each sample, the 

chip was prepared with 14.5 µL of mix spread homogeneously. Amplification step was performed on 

a ProFlex™ 2x Flat PCR System thermocycler (Applied Biosystems). Fluorescence data were 

obtained using a QuantStudio™ 3D Digital PCR instrument. The number of wells positive for wild-

type or mutant CALR was determined using Thermo Fisher Scientific™ software (Figure S7). For 

type 1 and type 2 CALR mutations, the level of detection defined from 25 and 21 samples of non-

mutated patients was 0.06% and 0.01%, respectively. Quantification of a diluted sample with a 

mutation allele burden from 50% to 0.01% confirmed the accuracy of the analyses (Figure S8). 

For both fragment analysis and digital PCR, CALR allele burden was corrected according to the 

percentage of granulocytes in blood leucocytes. This correction is based on previously published data 

on JAK2V617F (Hermouet et al. Leukemia 2007; 21:p1128) and was validated on a bi-centric study 

of 17 samples for whom CALR-mutation was quantified on both total leucocytes and purified PNN. 

We showed a good correlation between the VAF of PNN and the corrected VAF of total leucocytes 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  107 

(Figure S9). Thus, data analysis was performed using digital PCR quantification for type 1 and type 

2 mutations and fragment analysis for other types of mutations. 

NGS analysis and bioinformatic pipeline 

HaloPlexHS technology uses family reads for demultiplexing that allow a good sensitivity for 

mutation with low variant allele frequency (VAF) by removing sequencing errors. Libraries were 

made according to manufacturer recommendation and were pooled and sequenced using a 

NextSeq500 (Illumina, San Diego, CA, USA). Variants were aligned and called using SureCall 

software (Agilent). Sequence alignment and variant calling was performed using the SureCall 

software (Agilent Technology®). In detail, alignment used GenAligners 3.0 tool (Agilent 

Technology®) with the default settings and variant calling used SNPPET (Agilent Technology®) 

based on a bayesian model with customized parameters as follow: variant threshold=0.3, minimum 

quality of base=30, minimum allele frequency=0.02 and minimum mutated reads=4. Integrative 

Genomics Viewer (IGV, Cambridge, UK) was used to visualise the read alignment and confirm the 

variant calls. Variants annotation was performed with wAnnovar (Yang and Wang, 2015). The selected 

rare variants are confronted with COSMIC database and SNPs databases (gnomAD, dbSNP, ExAC, 

1000 Genomes, GO-ESP and TOPMED). Nonsynonymous coding variants were considered when 

Variant Allele Frequency (VAF) was greater than 1% and coverage of called regions was set to 50. 

Known polymorphisms in gnomAD, Exac and 1000 Genomes databases were removed if the minor 

allele frequency was greater than 1%. The functional prediction of mutations in exons was accessed 

using Polymorphism Phenotyping (PolyPhen2) and Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) tools. 

The diagnosis performance of our method was evaluated by the analysis of several samples with 

known mutations at the time of its implementation and by the participation to the bi-annual control 

of quality of the French Group of Molecular Biology in Hematology (GBMHM) since 2016. 
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NGS quality and complemental analysis 

PCR products were indexed using sample-specific barcode primers. The average size of the 

sequenced fragments was stable between each run, with a median of 117 base pairs (bp) per read. The 

use of molecular barcodes specific for each DNA fragment of interest allowed the sequencing data to 

be merged for average of 55.9% of the amplicons. The average coverage for each sample analysed 

was satisfactory, with a median percentage of uncovered areas of 1.8% [1.4%; 2.6%]. The mean 

coverage of NGS was 763X [604; 982]. Among the uncovered areas, only the end of RUNX1 exon 9 

and WT1 exon 9 were described with recurrent mutations. For this reason, these regions were screened 

for mutations in all samples (diagnosis and follow-up) by Sanger sequencing. 

Validation of NGS mutations 

Each variant with a VAF greater than 10% or 5% in case of indel was validated by Sanger sequencing 

or fragment analysis (ABI3130 capillary sequencer, Applied Biosystems®) (Table SVIII). Thirteen 

mutations with low variant allele frequency (VAF) under 10% were kept in analysis because of their 

good quality score, reproductive presence at diagnosis and at follow-up and absence in other samples. 

Somatic status of mutations detected was validated by Sanger sequencing on DNA derived from nails 

that required an overnight lysis step to improve extraction (Kit NucleoSpin Tissue Macherey Nagel). 

Bone Marrow Biopsy Review  

All available biopsies (39/45) were blindly reviewed by 4 pathologists of the French Group of Study 

of Bone Marrow Biopsy (GEBOM). Only the patient’s age was visible for the pathologists 

undertaking this review. For 9 patients, the review was not contributory because of the insufficient 

quality of the histological material. It should be noted that bone marrow biopsy was lacking for 6 

patients (3 failures and 3 not performed because of anticoagulant therapy or elderly patient). 
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Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) and multivariate analysis 

Data used in PLS-DA analysis for prediction of disease aggravation at the follow-up were:  

Gender (Male/Female) 
Age at the time of diagnosis (years) 
Complete blood count at diagnosis : WBC (G/L), Haemoglobin (g/dL), MCV (fL), platelets (G/L), 
polynuclear neutrophils (G/L), polynuclear eosinophils (G/L), polynuclear basophils (G/L), 
lymphocytes (G/L), monocytes (G/L), immatures granulocytes (%), blasts (%) 
LDH increase at diagnosis (Yes/No) 
Splenomegaly at diagnosis (Yes/No) 
Performance status classification at diagnosis (0/1/2/3) 
Constitutional symptoms at diagnosis (Yes/No) 
ELN classification at diagnosis (Low risk/High risk) 
History of thrombosis at diagnosis (Yes/No) 
Number of treatments used (Yes/No) 
Presence of additional mutation at diagnosis (Yes/No) 
Presence of additional mutation at diagnosis classified as Deleterious (Yes/No) 
Number of additional mutations at diagnosis (Yes/No) 
Presence of a mutation in gene coding for signaling pathway (Yes/No) 
Presence of a mutation in gene coding for DNA methylation (Yes/No) 
Presence of a mutation in gene coding for histone modification (Yes/No) 
VAF relative increase of additional mutation above 10% between diagnosis and follow-up (Yes/No) 
Appearance of a mutation at the follow-up (Yes/No) 
CALR type 1/1-like mutation (Yes/No) 
CALR VAF at the time of diagnosis (%) 
CALR VAF at the follow-up (%) 
CALR VAF increase between diagnosis and follow-up (%) 
WHO2016-reviewed diagnosis (ET / prePMF / MPN-U) 

In multivariate analysis, the slope of CALR allele burden was calculated by the formula: (VAF follow-
up – VAF diagnosis) / (time of follow-up in month). 
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Figure S1: Change of the C-terminal sequence of CALR mutations and classifications into type 1-

like (marked in orange), type 2-like (marked in blue) or other types (marked in grey) of CALR 

mutation. 
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Figure S2: Details of the clinical-biological criteria present in patients with disease progression. 
Red: absence of the criterion; green or cross: presence of the criterion; grey; data not available 
(splenectomy or patient not treated). 
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Figure S3: Histological and clinical-biological data at diagnostic and follow-up. Red: absence of the 

criterion; green or cross: presence of the criterion; grey; data not available. 
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29 MPN-U prePMF           0,8 8,50 14,3 601   2 like 
43 MPN-U prePMF             7,37 12,4 802 2,21 1 like 
13 prePMF prePMF X         0,7 7,15 15,6 597 2,15 2 like 
15 prePMF prePMF X         1,1 6,19 13,3 534 3,8 other 
17 prePMF prePMF X         1,2 8,39 16,0 663 6,55 1 like 
20 prePMF prePMF X         2,1 10,96 14,3 738 8,5 1 like 
22 prePMF prePMF X         1,2 6,28 14,2 953 1,08 1 like 
24 prePMF prePMF X         1,5 8,00 13,2 865   2 like 
26 prePMF prePMF X         1,7 5,70 14,3 633 16 1 like 
27 prePMF prePMF X         2,7 9,50 15,1 1232 2,5 1 like 
32 prePMF prePMF X         0,7 11,20 15,8 1099 9 2 like 
34 prePMF prePMF X         1,7 8,40 13,5 788 2,5 2 like 
39 prePMF prePMF X         1,6 15,20 13,6 2436   2 like 
40 prePMF prePMF X         1,2 6,90 13,6 1087   1 like 
41 prePMF prePMF X         1,03 6,90 12,5 954 5,11 1 like 
44 prePMF prePMF X         1,6 6,34 14,8 857 3,8 1 like 
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Figure S4: Evolution of medullary fibrosis and allele burden of variants between diagnosis and 

follow-up for patient #42. 
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Figure S5: Evolution of medullary fibrosis and allele burden of variants between diagnosis and 

follow-up for patient #11. 
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Figure S6: Clonogenic studies in the follow-up of two patients with significant increasing allele of 

CALR and TET2 mutations. 

Analysis results (rows) in each colony (columns). Mutant colonies are indicated by a grey scale (A) 

Patient #11, 31 colonies analysed 12 years into follow-up (B) Patient #45, 36 colonies analysed 4 

years into follow-up.  
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Figure S7: Example of a result obtained from the DNA of a mutated patient amplified on a chip for 

quantification of type 1 CALR mutation by digital PCR (VAF: 49.3 %). 

 

 

Figure S8: Quantification by digital PCR of a diluted sample with a mutation allele burden from 50% 

to 0.01% for type 1 and type 2 CALR mutations 
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Figure S9: Comparison of CALR allele burden of purified PNN and CALR allele burden of blood 

leucocytes corrected according to the percentage of granulocytes (Passing-Bablock regression) 

 

Figure S10: Bland Altman plot for comparison of digital PCR and fragment analysis for type 1 CALR 

mutation (FA: fragment analysis, dashed line represented the 95% CI) 
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Table SI: VAF values of CALR mutations with and without correction by the percentage of 

granulocytes. In grey, the values from the purified PNN. 

Patient 
Uncorrected CALR 

VAF 
Corrected CALR 

VAF 

3 0,370 0,598 
3 0,492 0,492 
4 0,173 0,250 
4 0,495 0,495 
5 0,142 0,210 
5 0,491 0,491 
6 0,116 0,169 
6 0,119 0,119 
7 0,092 0,148 
7 0,349 0,349 
8 0,135 0,246 
8 0,470 0,470 
9 0,353 0,446 
9 0,481 0,481 

10 0,358 0,553 
10 0,501 0,501 
11 0,233 0,410 
11 0,850 0,850 
12 0,348 0,464 
12 0,495 0,495 
13 0,425 0,550 
13 0,434 0,496 
14 0,228 0,293 
14 0,436 0,436 
15 0,218 0,396 
15 0,239 0,315 
16 0,104 0,152 
16 0,102 0,218 
17 0,353 0,483 
17 0,494 0,577 
18 0,236 0,344 
18 0,420 0,420 
20 0,196 0,236 
20 0,473 0,528 
21 0,083 0,111 
21 0,381 0,381 
22 0,371 0,578 
22 0,480 0,480 
23 0,459 0,459 
23 0,445 0,445 
24 0,498 0,498 
24 0,498 0,498 
25 0,186 0,186 
25 0,071 0,071 
26 0,479 0,479 
26 0,440 0,572 
27 0,293 0,351 
27 0,427 0,427 
28 0,299 0,299 
28 0,452 0,452 
29 0,075 0,075 
29 0,120 0,120 
30 0,339 0,339 
30 0,389 0,582 
31 0,217 0,294 
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31 0,476 0,476 
32 0,335 0,335 
32 0,383 0,383 
33 0,336 0,336 
33 0,443 0,443 
34 0,306 0,306 
34 0,455 0,455 
35 0,473 0,473 
35 0,445 0,545 
36 0,267 0,423 
36 0,325 0,426 
37 0,390 0,487 
37 0,477 0,477 
38 0,136 0,136 
38 0,506 0,506 
39 0,494 0,494 
39 0,114 0,222 
40 0,347 0,347 
40 0,440 0,534 
41 0,307 0,463 
41 0,463 0,463 
42 0,009 0,010 
42 0,012 0,012 
43 0,254 0,369 
43 0,223 0,223 
44 0,279 0,279 
44 0,485 0,485 
45 0,260 0,428 
45 0,521 0,521 
46 0,309 0,386 
46 0,300 0,300 
47 0,077 0,077 
47 0,244 0,244 
48 0,477 0,636 
48 0,481 0,481 
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Table SII: Genes studied by NGS. 

ASXL1 ATM ATRX BCOR BCORL1 CALR CBL CEBPa 

CHEK2 CSF3R CUX1 DDX41 DNMT3A DOT1L EED ETNK1 

ETV6 EZH2 FLT3 GATA2 IDH1 IDH2 IKZF1 JAK2 

KDM6A KIT KMT2A KRAS MPL NF1 NFE2 NPM1 

NRAS PDS5B PHF6 PTEN PTPN11 RAD21 RUNX1 SETBP1 

SF3B1 SH2B3 SMC1A SMC3 SRSF2 STAG2 SUZ12 TET2 

TP53 U2AF1 WT1 ZRSR2         

 

 

Supplemental Table SIII: Variant classification according to the presumed impact of mutation on 

protein function (MAF: minor allele frequency; SNP: single-nucleotide polymorphism). 

Type Signification Criteria 

A Deleterious 

deleterious variant described in myeloid neoplasms in COSMIC and 
validated somatic 

undescribed variant causing a truncated protein 

B Probably deleterious 

variant described in myeloid neoplasms in COSMIC but not validated 
somatic, absent from the "SNP" bases or with MAF <0.01 (1%) 

variant not described in myeloid neoplasms in COSMIC, with MAF 
<0.01 (1%) and described as deleterious by Polyphen and / or SIFT 

C 
Of undetermined 
significance 

variant not described in myeloid neoplasms in COSMIC, with MAF 
<0.01 (1%) without impact predicted by Polyphen and SIFT 
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Table SIV: Treatment and number of treatment lines received at follow-up 

 

All patients 
(n=45) 

 Patients without 
clinicobiological 

aggravation 
(n=30) 

 Patients with 
clinicobiological 

aggravation 
(n=15) 

Number of treatment lines (n)       

0 4 2 2 

1 17 15 2 

2 11 8 3 

≥3 13 5 8 

Treatment at follow-up point (n) 
  

none 8 6 2 

hydroxyurea 20 14 6 

interferon 9 5 4 

anagrelide 9 4 5 

pipobroman 1 0 1 
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Table SV: Germline variants validated on DNA derived from nails. 
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Table SVI:  Somatic mutations identified at diagnosis (excluding CALR ex9) (VAF: variant allele 

frequency). 

 Pa
tie

nt
G

en
e

N
M

 u
se

d
M

ut
at

io
n 

(g
en

om
ic

 D
N

A
)

M
ut

at
io

n 
(c

od
an

t D
N

A)
M

ut
at

io
n'

s t
yp

e
VA

F 
(%

) a
t 

di
ag

no
si

s
Co

ve
ra

ge
 a

t 
di

ag
no

si
s 

(X
)

VA
F 

(%
) a

t 
fo

llo
w

-u
p

Co
ve

ra
ge

 a
t 

fo
llo

w
-u

p 
(X

)

Sa
ng

er
 o

r 
fr

ag
m

en
t a

na
ly

si
s 

 
va

lid
at

io
n

So
m

at
ic

 v
al

id
at

io
n

De
sc

ri
be

d 
as

 
so

m
at

ic
 in

 C
O

SM
IC

 
CO

SM
IC

 
re

fe
re

nc
e

So
m

at
ic

 v
al

id
at

io
n 

in
 p

re
vi

ou
s 

st
ud

ie
s

Rs
 re

fe
re

nc
e

Sc
or

e 
Po

ly
ph

en
2

Sc
or

e 
SI

FT

4
AS

XL
1

N
M

_0
15

33
8

p.
G

ln
37

2L
ys

c.
C1

11
4A

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
39

,7
94

0
43

,8
48

1
ye

s
ye

s
no

/
/

rs
19

98
46

28
4

0,
04

7 
B

1 
T

6
ET

NK
1

N
M

_0
18

63
8

p.
As

n2
44

Se
r

c.
A7

31
G

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
6,

1
88

3
2

68
1

ye
s

no
ye

s
CO

SM
21

09
67

ye
s

rs
37

03
16

71
3

0,
21

3 
B

0,
71

 T

9
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Se

r1
36

9L
eu

c.
C4

10
6T

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
29

,6
37

2
33

,2
31

3
ye

s
ye

s
no

/
ye

s
/

1,
0 

D
0 

D

11
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Gl

u1
43

7f
s

c.
43

12
du

pA
fr

am
e 

sh
ift

 d
up

22
,8

12
09

43
18

22
ye

s
ye

s
ye

s
CO

SM
43

85
60

3
ye

s
/

/
/

12
CB

L
N

M
_0

05
18

8
p.

Ty
r4

55
de

lin
sT

yr
As

p
c.

13
63

_1
36

4i
ns

AT
G

no
nf

ra
m

es
hi

ft
 in

se
rt

io
n

18
,7

98
2

22
,3

14
73

ye
s

no
no

/
/

rs
39

75
07

49
4

/
/

20
CH

EK
2

N
M

_0
01

00
57

35
p.

As
p5

31
fs

c.
15

91
de

lG
fra

m
es

hi
ft

 d
el

et
io

n
5,

4
16

59
4,

5
14

54
ye

s
no

no
/

/
/

/
/

22
CU

X1
N

M
_1

81
55

2
p.

Va
l8

8I
le

c.
G

26
2A

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
51

94
0

51
,5

89
5

ye
s

ye
s

ye
s

CO
SM

36
98

06
9

ye
s

rs
14

83
22

40
2

0,
99

 D
0,

29
 T

27
KR

AS
N

M
_0

04
98

5
p.

17
7_

17
8d

el
c.

53
1_

53
3d

el
no

nf
ra

m
es

hi
ft

 d
el

et
io

n
49

,8
81

1
52

,6
44

5
ye

s
ye

s
no

/
/

rs
39

75
17

04
3

/
/

31
JA

K2
N

M
_0

04
97

2
p.

Va
l6

17
Ph

e
c.

G
18

49
T

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
3,

5
/

3,
4

13
12

no
, q

PC
R

no
ye

s
CO

SM
12

60
0

ye
s

rs
77

37
54

93
   

 

31
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Pr

o5
16

fs
c.

15
48

_1
56

0d
el

fra
m

es
hi

ft
 d

el
et

io
n

7,
6

94
5

26
76

8
ye

s
no

no
/

/
/

/
/

32
CS

F3
R

N
M

_1
56

03
9

p.
Al

a1
19

Th
r

c.
G

35
5A

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
48

,9
36

6
45

,2
49

1
ye

s
no

, n
ot

 p
os

si
bl

e
ye

s
CO

SM
40

07
51

3
ye

s
rs

14
29

99
68

3
1,

0 
D

0,
44

 T

33
EE

D
N

M
_0

03
79

7
p.

Th
r5

0P
ro

c.
A1

48
C

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
45

33
1

51
,5

41
0

ye
s

no
, n

ot
 p

os
si

bl
e

no
/

/
rs

14
91

26
43

1
0,

00
3 

B
0,

03
7 

D

33
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Le

u1
44

*
c.

T4
31

A
st

op
ga

in
6,

8
98

9
13

,4
74

4
ye

s
no

no
/

/
/

/
/

36
EE

D
N

M
_0

03
79

7
p.

Ly
s2

0A
rg

c.
A5

9G
no

ns
yn

on
ym

ou
s S

N
V

34
,6

16
74

38
,3

10
83

ye
s

no
, n

ot
 p

os
si

bl
e

no
/

/
/

0,
97

4 
D

0,
22

2 
T

37
D

N
M

T3
A

N
M

_0
22

55
2

p.
Ile

67
0f

s
c.

20
07

du
pC

fra
m

es
hi

ft 
in

se
rt

io
n

39
,4

79
1

54
,5

77
ye

s
ye

s
no

/
/

/
/

/

37
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Th

r9
40

fs
c.

28
19

du
pC

fra
m

es
hi

ft 
in

se
rt

io
n

1
15

59
0

22
6

no
no

no
/

/
/

/
/

44
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Gl

n9
13

Le
uf

s*
5

c.
27

36
_2

74
2d

el
fra

m
es

hi
ft

 d
el

et
io

n
4,

17
57

5
8,

45
28

4
ye

s
no

no
/

/
/

/
/

44
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Pr

o1
19

4A
rg

c.
C3

58
1G

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
4,

28
56

1
8,

33
38

4
ye

s
no

ye
s

CO
SM

59
45

04
2

no
 e

ve
r c

on
fir

m
ed

 
so

m
at

ic
/

1,
0 

D
0,

00
1 

D

44
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
G

ln
14

35
*

c.
C4

30
3T

st
op

ga
in

4,
17

91
2

9,
9

34
5

ye
s

no
ye

s
CO

SM
14

45
19

no
 e

ve
r c

on
fir

m
ed

 
so

m
at

ic
/

/
/

45
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
Ile

18
73

Th
r

c.
T5

61
8C

no
ns

yn
on

ym
ou

s S
N

V
2,

8
22

95
5

21
53

no
no

ye
s

CO
SM

41
74

1
ye

s
rs

11
65

19
31

3
1,

0 
D

0,
0 

D

45
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
G

ly
14

07
G

lu
c.

G4
22

0A
no

ns
yn

on
ym

ou
s S

N
V

3,
5

69
4

1,
93

72
7

no
no

no
/

/
/

0,
98

5 
D

0,
00

2 
D

45
TE

T2
N

M
_0

01
12

72
08

p.
H

is6
72

Tr
pf

s*
2

c.
20

14
_2

03
0d

el
fra

m
es

hi
ft

 d
el

et
io

n
18

,7
26

2
44

,8
30

6
ye

s
no

no
/

/
/

/
/



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  125 

Supplemental Table SVII: Somatic mutations newly detected at follow-up (VAF: variant allele 

frequency). 
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Supplemental Table SVIII: Primers and probes used for quantification of CALR mutations (bp: 

base pairs). 
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Table SIX: Primers used for fragment analysis or Sanger validation (bp: base pairs). 

 

Gene NM used Exon Mutation (genomic DNA) Mutation (codant DNA) Forward primer Reverse primer Lengh (bp)

ASXL1 NM_015338 11 p.Gln372Lys c.C1114A ccactctggcctgaaactga CAACCCCTGCTTGTTCTGAC 263

ASXL1 NM_015338 12 p.Glu1102Asp c.G3306T TGCGTCTGGTTACAAGGACA TGGGGATTCTGACATGCTGT 254

ATM NM_000051 9 p.Val410Ala c.T1229C GTGATTACAGTGTCCCTTGCA gcctatcagagagccagtcc 368

ATM NM_000051 37 p.Asp1853Val c.A5558T tgtcaacggggcatgaaaat acatcaagtactatcctaggcac 482

ATM NM_000051 41 p.Gly2023Arg c.G6067A ccacatataagttgtcctgcaca CCCACATTGCTTCGTGTTCA 426

ATM NM_000051 56 p.Thr2743Met c.C8228T acagaagtagcgaggggaaa gccacttcacccaaccaaat 401

ATRX NM_000489 9 p.His865Gln c.C2595G GCTGCCAGAACCACCAAAA CCCAGAAAGCTTATCGACACC 282

ATRX NM_000489 9 p.Val1181Leu c.G3541C ACAAAGTGGCTCATCATCATCTG GCACTAAATTTTCAGTCACAGGC 257

CBL NM_005188 1 p.Pro35delinsProHis c.105_106insCAC CTTCACGCCCTGCTTCTCT TTCCAGCACTTCTCCACCAT 261

CBL NM_005188 9 p.Tyr455delinsTyrAsp c.1363_1364insATG ctggcttttggggttaggttta ACAACTCACAATGGATTTTGCCA 373

CEBPA NM_004364 1 p.His195Gln c.C585G CCGCTGGTGATCAAGCAGGA CCGGTACTCGTTGCTGTTCT 390

CEBPA NM_004364 1 p.Pro196_Pro197insHisPro c.589_590insACCCGC CTGGAGCCCCTGTACGAG CGATCTGGAACTGCAGGTG 205

CHEK2 NM_001005735 5 p.Arg223Cys c.C667T  TGCTTTGATGAACCACTGCT cgcccagcaacttactcatc 461

CHEK2 NM_001005735 15 p.Asp531fs c.1591delG ttggacggacatttttcctc tggagcgaatcaagttaaaacag 343

CSF3R NM_156039 4 p.Ala119Thr c.G355A ATCTATCATCACCCTGCCCC aggctgatcatgaactcctga 272

CSF3R NM_156039 10 p.Glu405Lys c.G1213A gatccatccaccccacctag tgacctctgtgctcttctgg 334

CUX1 NM_181552 4 p.Val88Ile c.G262A tccttttgtgtttgcaggca ttccctccgtacccaaagtc 427

CUX1 NM_001202543 24 p.Leu1470Phe c.C4408T GAGGAGCCCAAGTCTCAGG GCCCCTCAGAACTCCCATT 467

DDX41 NM_016222 10 p.Arg359Cys c.C1075T atacatagggcaggtggtgg agtatgagcagtgggttggg 421

DNMT3A NM_022552 17 p.Ile670fs c.2007dupC ccaaacgaggcatgagacag agggtgaagagaaagagggc 466

EED NM_003797 1 p.Lys20Arg c.A59G GAGGGAGGCGGAGGAATATG ttcactccgcagtctcgtaa 171

EED NM_003797 2 p.Thr50Pro c.A148C aggtcagtcagcatcttccc catcctgcaacactgtcaca 483

EPOR NM_000121 2 p.Gly46Glu c.G137A ggggacagtaaggcgagaaa aaacagcaggggacatacga 434

ETNK1 NM_018638 3 p.Asn244Ser c.A731G tcgggagactgactaaagtttca ccctatcatagagcaaagcaatg 296

FBXW7 NM_018315 2 p.Glu112Ala c.A335C atcacacactgttcttctggat aacagtcaaccgtactagtaaca 429

HMGA2 NM_003484 4 p.Lys103Glu c.A307G ACCAAGAACCAGCTCCAAGA GGGATGCAGACTTCAGTTGG 241

JAK2 NM_004972 18 p.Ser797Cys c.C2390G aaaagaaggttggtgtggca agagggcccaaatgacatca 327

JAK2 NM_004972 25 p.Asn1108Ser c.A3323G ctcaaggacttcagttcacttcc TTTTCACATCTTTGCTGGCTAG 424

KRAS NM_033360 2 p.Asp30Glu c.C90A cgtcgatggaggagtttgta acatcatggaccctgacatac 548

KRAS NM_004985 5 p.177_178del c.531_533del cctgtacacatgaagccatcg CACCAAAAGCCCCAAGACAG 447

NF1 NM_001042492 31 p.Cys1373Ser c.G4118C tgctgttttagtgcttggct aatgcccacaaattgccttt 500

NOTCH1 NM_017617 11 p.Arg621His c.G1862A cgccagtcctaagtcttcct TCCAGGTTGATCTCGCAGTT 385

NOTCH1 NM_017617 15 p.Tyr821Cys c.A2462G gctcttggagatgaggaggg actttaccctccagtcacgg 376

NOTCH1 NM_017617 16 p.Glu848Lys c.G2542A tctgagcgtgacatttgtgc gacatcctgacctcccatcc 403

NOTCH1 NM_017617 16 p.853_854del c.2558_2560del tctgagcgtgacatttgtgc gacatcctgacctcccatcc 403

PAX5 NM_001280549 7 p.Arg286Gln c.G857A tgatgtggacctgacttgct cccatgaaaacacctgtgct 398

PDS5B NM_015032 22 p.Met823Arg c.T2468G gtcccaccacagacctagaa accctatagtctcacagcaca 476

SETBP1 NM_015559 4 p.Thr195Met c.C584T aaggtggctgttcatttcgg TCCCTGCACTGCCTTTCTTA 414

SETBP1 NM_015559 4 p.Ala630Val c.C1889T AGCCCTCTCTACACCAACAC TTGCCTTCAGAGCAACGC 376

SH2B3 NM_005475 6 p.Thr396Met c.C1187T TCCAGAGTGAAAGCAGCTCA CTGGAAGTGGTGGAGCATGT 330

SRSF2 NM_003016 1 p.Pro96Leu c.C287T CCGCCACTCAGAGCTATGA gccgcggacctttgtgag 455

TERT NM_198253 2 p.441_442del c.1323_1325del CTGTTTCTGGAGCTGCTTGG ttttctgagcccctactgca 464

TET2 NM_001127208 3 p.Leu144* c.T431A TGGGCTCCTTCAGATCAAGA ATGCGATGGGTGAGTGATCT 496

TET2 NM_001127208 3 p.Cys332Alafs*14 c.993delA TCAATTCCGCACAGACCTCT-FAM GCTTTGTGGTTCCCTGGATG 216

TET2 NM_001127208 3 p.Pro516fs c.1548_1560del TTCCACAGGTTCCTCAGCTT TTCCGCTTGGTGAAAACGAG 494

TET2 NM_001127208 3 p.His672Trpfs*2 c.2014_2030del CAAGGCAAGCTTACACCCAG GGGATGGTTGTGTTTGTGCT 354

TET2 NM_001127208 3 p.Tyr867His c.T2599C CAAATGGGACTGGAGGAAGT TGAGTGTGACTTCCTCCCTG 410

TET2 NM_001127208 3 p.Gln913Leufs*5 c.2736_2742del TGCAGGAAACAAGACCCAAA TGAGTGTGACTTCCTCCCTG-FAM 255

TET2 NM_001127208 3 p.Gln1053* c.C3157T AGAGAATCCACCTGCAAGCT acgccatgtgtctcagtaca 417

TET2 NM_001127208 3 p.Gln1084Pro c.A3251C AGAGAATCCACCTGCAAGCT acgccatgtgtctcagtaca 417

TET2 NM_001127208 5 p.Pro1194Arg c.C3581G atccagtttgcttggcgtag ggcatgagtctttgatctggg 356

TET2 NM_001127208 7 p.Phe1309Leu c.T3925C GAGAACTTGCGCCTGTCAG tgacacccctttaaaactttgga 398

TET2 NM_001127208 9 p.Ser1369Leu c.C4106T agtgagttttcggtgtaagagt acagactcaacagctgctaag 244

TET2 NM_001127208 10 p.Gln1435* c.C4303T gtgggtgggcaatgtcaatt TACGTGATGGGGCTGACTTT 534

TET2 NM_001127208 10 p.Glu1437fs c.4312dupA TGACGTGGATGAGTTTGGGA TACGTGATGGGGCTGACTTT 224

TET2 NM_001127208 11 p.Pro1723Ser c.C5167T GTGGACAACTGCTCCCCATA AGGGCATGAAGAGAGCTGTT 425

U2AF2 NM_007279 11 p.Leu411Phe c.C1231T cgggctttaggtgttggaag agagaggaagaaagagggcg 451

WT1 NM_024426 2 p.Pro249Ser c.C745T tgtcccaaggtcacatccag gatagcacggaagaagggga 371
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Partie 2 : Phases évoluées de syndrome myéloprolifératif : myélofibrose 
et transformation leucémique 
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Etude génomique par séquençage de nouvelle génération de 500 Myélofibroses de 
l’observatoire national 

Travail réalisé sous l’égide du FIM - Résultats en cours d’analyse 

Ce travail vise à caractériser le profil mutationnel de 500 patients avec une myélofibrose issus de l’observatoire 

national du FIM. L’impact sur le pronostic des mutations additionnelles sera étudié ainsi que les performances 

des scores déjà publiés. 

Pour ce projet, soutenu par Force Hémato et l’Association Laurette Fugain, réalisé sous l’égide du FIM (France 

Intergroupe des syndromes Myéloprolifératifs), les ADN correspondant aux 500 patients ont été centralisés à 

Angers et un séquençage nouvelle génération d’un panel ciblé de 77 gènes a été réalisé. L’analyse bioinformatique 

a été réalisée à Angers et un groupe de biologistes molécularistes du FIM a participé à la validation et à 

l’interprétation des mutations détectées. 

Les données de séquençages ont été générées et sont en cours de compilation avec les données cliniques issues 

du CRF électronique de l’observatoire national du FIM. Les objectifs du travail, la méthodologie et les premiers 

résultats sont présentés ici.  
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 Etude génomique par séquençage de nouvelle génération de 500 Myélofibroses 

de l’observatoire national 

Contexte 

Parmi les syndromes myéloprolifératifs, La myélofibrose primitive est associée au pronostic le plus péjoratif avec 

une médiane de survie allant de 13 mois à 11 ans selon le groupe pronostique. On considère, tous groupes 

confondus, que la médiane de survie dans la MFP est de 5 ans (Cervantes et al., 2009). Elle est à peu près la 

même dans les myélofibroses secondaires post-PV ou post-TE, avec souvent la difficulté de dater la transformation 

fibrotique. Plusieurs classifications pronostiques reposant sur des critères cliniques et biologiques ont été 

proposées dans la myélofibrose primitive (Dupriez et al., 1996; Cervantes et al., 2009; Gangat et al., 2011). Le 

risque de transformation en leucémie aiguë est particulièrement important dans la myélofibrose primitive (10 à 

20%). 

Sur le plan moléculaire, on distingue des mutations dites promotrices (JAK2, CALR et MPL) et des mutations 

additionnelles qui peuvent co-exister ou apparaître au cours de l’évolution de la maladie. L’impact pronostique de 

ces mutations additionnelles a été décrit dans la myélofibrose primitive avec l’identification d’une signature de 

mauvais pronostic (mutations d’ASXL1, EZH2, IDH1/2 et SRSF2) (Vannucchi et al., 2013). Ces mutations ont 

récemment été intégrées à des scores pronostiques (Guglielmelli et al., 2018). Toutefois à l’heure actuelle ce rôle 

pronostique a surtout été décrit dans 2 cohortes : l’une Italienne et la seconde de la Mayo Clinic aux Etats-Unis 

et peu de données sont disponibles quant aux myélofibroses secondaires. Plus récemment une approche de 

prédiction pronostique personnalisée a été proposée dans les syndromes myéloprolifératifs et devra être validée 

sur d’autres cohortes (Grinfeld et al., 2018). 

L’identification au plus tôt des patients de haut risque évolutif permettra de pouvoir adapter au mieux la prise en 

charge dans une pathologie ou le traitement peut varier de l’abstention thérapeutique à l’allogreffe de moelle 

osseuse, ce d’autant que des thérapies ciblées sont disponibles ou en développement. 

Objectifs de l’étude 

L’impact pronostique du profil mutationnel dans la myélofibrose reste à préciser afin de pouvoir recommander 

son étude systématique. En particulier, les travaux publiés à ce jour s’intéressent surtout à la myélofibrose 

primitive et non à aux myélofibroses secondaires aux PV/TE. De plus le rôle des mutations en fonction de leur 

caractère pathologique (déjà décrit ou supposé) et de leur charge allélique reste à préciser. 

L’objectif principal de ce travail était d’identifier, par l’utilisation d’un panel NGS myéloïde large, un 

profil mutationnel associé au pronostic dans la myélofibrose 
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Les objectifs secondaires étaient : 

 Analyse par sous-groupe de diagnostic (MFP, MFS, MFPTE, MFPPV) 

 Analyse par sous-groupe de mutation driver (JAK2 CALR MPL ou triple négatif) 

 Analyse descriptive des données moléculaires et associations clinico-biologiques 

 Impact clinique de la détection de petits clones (VAF ± 5%) : TP53 et autres 

 Confirmer ou infirmer la signature « 5 gènes » précédemment décrite (Vanucchi et al.) et les scores 

pronostiques en découlant 

 Confirmer ou infirmer l’approche personnalisée du pronostic proposée par Grinfeld et al. 

Patients et Méthodes 

Patients et échantillons 

Il s’agit d’une étude de cohorte multicentrique non interventionnelle avec utilisation d’une collection biologique 

ayant pour objectif l’identification de mutations dans un but pronostique. 

Les patients inclus dans ce travail étaient tous inclus dans l’observatoire français des myélofibroses qui regroupe 

à ce jour plus de 900 myélofibroses primitives ou secondaires et dans FIMBANK qui est une base de données 

clinico-biologiques multicentrique nationale des syndromes myéloprolifératifs avec référencement des ressources 

biologiques disponibles. Les ADN de 497 patients ont ainsi été identifiés parmi 19 CRB ou tumorothèques 

(correspondant à 24 centres ayant inclus les patients) et ont été centralisés au CHU d’Angers (figure 18). 

 

Figure 18 : Centres d'origine des patients inclus 
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L’ensemble des données cliniques et biologiques des patients inclus dans l’observatoire des myélofibroses au 

diagnostic sont disponibles (base hébergée SBIM, AP-HP) et ont été extraites de manière sécurisée et anonymisée 

(numéro d’anonymisation issu de l’observatoire) pour être croisées aux données mutationnelles. 

Séquençage de nouvelle génération et analyse bioinformatique 

Le séquençage NGS était réalisé au laboratoire d’Hématologie du CHU d’Angers à l’aide d’’un design à façon 

couvrant l’ensemble des exons de 77 gènes d’intérêt sélectionnés pour leur fréquence de mutation dans les 

syndromes myéloprolifératifs ou leur rôle dans les hémopathies myéloïdes (tableau XI). Les ADN étaient quantifiés 

par fluorométrie à l’aide du Qubit® (Thermo-Fisher®) puis les librairies étaient générées par technique de capture 

en suivant les recommandations du fournisseur (SureSelectQXT, Agilent). La bonne qualité des librairies était 

vérifiée par réalisation des profils Bioanalyseur 2100 (Agilent). Les librairies étaient ensuite poolées par 48 pour 

être séquencées sur une High-Output Flowcell 2x150pb avec l’automate NextSeq 500 (Illumina®) pour une 

profondeur théorique de 5000X. 

 

L’analyse bioinformatique des données a été réalisée à l’aide d’un pipeline spécialement développé pour ce projet 

(SMPHD, Maxime Renard). Les grandes étapes de ce pipeline sont reprises dans la figure 19. 

Le pipeline bioinformatique utilise 4 outils différents pour l’appel de variant : 

 GATK Haplotype Caller v4.1 

 Mutect2 v4.1 (caller spécifique pour les mutations somatiques) 

 Varscan2 (caller spécifique pour les mutations somatiques) 

 Pindel v0.2 

L’outil Pindel permet la détection de grandes insertions ou délétions grâce à un réalignement des reads non 

mappés. En particulier dans notre pipeline, cet outil permet la détection de duplication en tandem du gène FLT3 

(FLT3-ITD) jusqu’à 300pb et la quantification plus précise de la charge allélique des mutations de CALR avec 

délétion de 52pb. 

Tableau XI : Gènes du design NGS 
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Figure 19 : Pipeline dédié au projet de NGS des myélofibroses 
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Les variants retenus correspondaient à la fusion des variants détectés par chaque outil d’appel de variant. Les 

mutations étaient ensuite annotées avec les bases de données suivantes : COSMIC v89 et v90, gnomADv2, 

Clinvar, dbSNP et IARC TP53. Des filtres étaient enfin appliqués pour ne retenir que les mutations exoniques non 

synonymes ou dans une région d’épissage (site donneur/accepteur) avec une charge allélique supérieure ou égale 

à 2%. Les polymorphismes retrouvés chez plus de 1% de la population étaient exclus de l’analyse. 

Un fichier récapitulatif des statistiques de qualité est également généré par le pipeline d’analyse avec la 

distribution de couverture, les couvertures médiane et moyenne et la liste des exons avec des couvertures 

inférieure à 500X. Des critères de reséquençage ont été définis en cas (i) de profondeur médiane inférieure à 

800X, (ii) de moins de 98% de couverture à 200X ou (iii) en cas de couverture <500X sur une région hotspot. 

Les bonnes performances du séquençage et de l’analyse bioinformatique étaient vérifiées à chaque run par 

l’analyse d’un contrôle interne de qualité commercial regroupant plus de 20 mutations somatiques à détecter 

dont des variants de charge allélique faible et des insertions/délétions (Horizon Myeloid). 

Révision et classification des variants 

La révision des mutations et leur classification selon leur pathogénicité suspectée ont été réalisées par un groupe 

de biologistes molécularistes membres du FIM : 

 CHU Angers (D. Luque Paz, L. Cottin et A. Beucher) 

 CHU Brest (A. Chauveau et E. Lippert) 

 CHU Bordeaux (O. Mansier) 

 APHP St Louis (E. Verger et B. Cassinat) 

 APHP Créteil (I. Sloma) 

 Marseille Institut Paoli Calmette (A. Murati et A. Guille) 

La révision consistait à vérifier que les mutations détectées n’étaient pas des artéfacts en visualisant les 

alignements des fichiers BAM sur le logiciel IGV. Pour la classification des variants, un consensus sur les critères 

de pathogénicité a été définit lors d’une réunion du groupe d’analyse (tableau XII). 

Pour cette analyse multicentrique, la gestion des données et leur envoi de manière sécurisée était coordonnée 

par Angers. Les données de séquençage (fichier BAM, fichier de qualité et tableau de variants) étaient envoyées 

par groupe de 15 à 20 patients à chaque centre du groupe d’analyse. A chaque envoi, au moins 2 patients étaient 

communs pour tous les centres afin de valider la reproductibilité de cette analyse. 

Les fichiers avec les variants revus et classés étaient enfin renvoyer au CHU d’Angers ou une dernière 

vérification/harmonisation était manuellement réalisée avant la compilation de toutes les mutations de l’ensemble 

de la cohorte. Pour les cas difficiles à classer, des réunions d’harmonisation du groupe d’analyse étaient prévues. 
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Tableau XII : Classification des variants selon leur pathogénicité suspectée 

Probablement délétère 
A 

- Variant non-sens ou frameshift entraînant une protéine tronquée 

- Variant décrit dans les hémopathies myéloïdes (COSMIC) comme 
somatique 

- Variant avec effet fonctionnel démontré (y compris épissage) 

Possiblement délétère 
B 

- Variant non probablement délétère, avec une MAF <0,1% et une 
VAF <40% ou >60% (origine somatique probable) 

Variant de signification 
indéterminé 

C 

- Variant non probablement délétère avec VAF entre 40 et 60% 
(probable SNP rare) 

- Variant avec MAF > 0,1% 

 

MAF : minor allele frequency (fréquence de l’allèle dans les populations de gnomAD) 

 

Statistiques 

Pour les variables qualitatives, les résultats sont rapportés en effectifs et pourcentages puis ont été comparés en 

utilisant le test de Chi-deux de Pearson (ou le test exact de Fisher). Pour les variables quantitatives, les résultats 

sont rapportés en moyenne et écart-type (ou en médiane avec 25° et 75° centile) puis ont été comparés en 

utilisant le test t de Student (ou le test non paramétrique de Mann-Whitney). Les variables étaient représentées 

graphiquement par des violins plots qui associent un boxplot avec la médiane et les premier et troisième 

interquartiles à un diagramme de densité de Kernel pour la distribution de la variable. Les associations entre les 

mutations et avec les caractéristiques clinico-biologiques ont été étudiées par différentes méthodes : PLS-DA, 

random forest et modélisation par réseau bayésien. Les courbes de survie étaient réalisées selon la méthode de 

Kaplan-Meier et comparées par un test de log-rank. L’estimation des relations entre les mutations et les critères 

de jugement est basée sur les modèles de régressions univariées et multivariées pour traiter les facteurs de 

confusion potentiels. Chaque modèle a été adapté à la nature du critère de jugement. Dans chaque cas, l'ensemble 

des covariables, sélectionnées par les modèles univariés comme étant liés au devenir au seuil de 10%, a été pris 

en compte dans les modèles multivariés. Les termes d'interaction ont été inclus et testés à l'aide de tests 

d'interaction qualitative et quantitative développés par Gail et Simon. Pour les critères censurés (progression), 

l’association a été testée en utilisant le test du log-rank et la mesure d’effet (log HR) estimée par des modèles de 

Cox ; en cas de risques concurrents (compétitifs), les approches non paramétriques pour risques concurrents ont 

été utilisées (estimations de la fonction de l'incidence cumulative non paramétriques avec test de Gray, modèles 

de Cox cause spécifique). Les analyses ont été réalisées avec le logiciel R (R Core Team (2016). R: A language 

and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL 

https://www.R-project.org/).  
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Résultats 

Echantillons et qualité de Séquençage 

Les données de séquençage de 479 échantillons de patients de l’observatoire des myélofibroses ont finalement 

été retenus pour l’analyse statistique sur les 497 échantillons centralisés à Angers. Les patients exclus 

correspondent soit à des diagnostics de myélofibrose réfutés après relecture des biopsies ostéo-médullaires par 

le GEBOM (Groupe d’Etude des Biopsies Ostéo-Médullaires), révision du dossier clinique et des résultats de NGS 

ou à des échecs de séquençage. La figure 20 résume les patients retenus et exclus.  

 

 

 

Figure 20 : Flow-chart résumant les échantillons retenus dans l'analyse 

 

 

La qualité des séquençages générés était très satisfaisante avec une profondeur médiane de 4873X (1er et 3ème 

quartiles : [3859-5895]) et un pourcentage médian de base supérieures à 200X de 99.84% [99.72-99.88] dans 

l’ensemble de la cohorte (figures 21 et 22). 
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Figure 21 : Distribution de la couverture médiane pour l'ensemble de la cohorte 

 

 

 

 

Figure 22 : Distribution de la proportion de bases > 200X pour l'ensemble de la cohorte 
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Analyse des données NGS par le groupe des biologistes du FIM 

Six échantillons ont été analysés par l’ensemble des centres du groupe d’analyse pour un total de 59 variants. 

Nous avons retrouvé une concordance de 97% pour l’identification des mutations ou des artéfacts. La seule 

discordance concernait un faible variant de BCORL1 noté artéfact par un centre alors que tous les autres le 

retenait. Cette discordance a eu lieu lors du premier envoi de fichier et donc avant les réunions d’harmonisation 

du groupe qui ont pu contribuer à améliorer la concordance. 

Concernant la concordance dans la classification de la pathogénicité des variants, celle-ci était de 87% auquel on 

peut ajouter 8% de variants classés ‘à discuter’. Les discordances portaient sur des cas mineur avec souvent une 

extrapolation de la pathogénicité de variants d’après les données de la littérature non prise en compte dans les 

critères de la classification. Par exemple, le variant non décrit de CBL c.12222T>G ; p.W408G à 35% de charge 

allélique classé B (‘Possiblement délétère’) par 5 centre et A (‘Probablement délétère’) par 1 centre. La justification 

de cette discordance était que la position W408 de CBL présente des mutations récurrentes dans les syndromes 

myéloprolifératifs. Ce variant a été discuté en réunion d’harmonisation et a été reclassé en A (‘Probablement 

délétère’) tout comme les autres variants de la cohorte à cette position. La classification de l’ensemble des variant 

a été vérifiée dans un second temps de manière centralisé au CHU d’Angers.  

Un total de 1865 mutations additionnelles étaient détectées dans l’ensemble de la cohorte avec 1332 mutations 

uniques. Ces mutations se répartissaient selon notre classification de pathogénicité en 861 probablement 

délétères, 179 possiblement délétères et 825 de signification indéterminée. 

Après discussion du groupe de molécularistes, il a été décidé d’exclure, parmi les mutations de signification 

indéterminée, les variants ayant une fréquence d’allèle supérieure ou égale à 0,01% dans une population de la 

base gnomAD (figure 23). Ce choix a pour but d’éliminer les polymorphismes certains de cette catégorie. 

 

 

Figure 23 : Classification des variants détectés par NGS 
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Données clinico-biologiques de la cohorte 

Les 479 patients retenus dans l’analyse se répartissaient en 306 cas de myélofibrose primitive et 173 cas de 

myélofibrose secondaire (69 post-PV et 104 post-TE). Les principales données clinco-biologiques décrivant la 

cohorte sont présentées dans le tableau XIII. Avec 4 ans de suivi médian, 56 évolutions en leucémie aiguë et 194 

décès ont été observés. Le risque de décès était constant au cours du suivi tandis que les transformations 

leucémiques survenaient surtout à partir de 50 mois de suivi (figure 24). 

 

Tableau XIII : Description de la cohorte de myélofibroses 

Patient characteristics 
Whole cohort 

(n=479) 

Primary 
myelofibrosis 

(n=306) 

Secondary 
myelofibrosis 

(n=173) 

Post-PV myelofibrosis  (n) 
Post-ET myelofibrosis  (n) 

- - 
69 
104 

Sex (M/F) 306/173 217/89 89/84 

Age at diagnosis (year) [range] 66 [18-89] 66 [18-88] 66 [30-89] 

Hemoglobin at diagnosis (g/dL) [range] 11,1 [6,2-18] 11,1 [6,3-18] 11,3 [6,2-17,7] 

Platelets at diagnosis (109/L) [range] 272 [16-999] 250 [16-999] 326 [19-999] 

Leucocytes at diagnosis (109/L) [range] 9,7 [1,3-76] 9,5 [1,7-76] 9,8 [1,3-68] 

Driver mutation      n(%)       
JAK2V617F 309 (65%) 188 (61%) 121 (70%) 
CALR 110 (23%) 73 (24%) 37 (21%) 
MPL 25 (5%) 19 (6%) 6 (3%) 
Double mutation 8 (2%) 4 (1%) 4 (2%) 
Triple negative 27 (6%) 22 (7%) 5 (3%) 

Lille Score    n(%)     
Low risk  190 (62%)  
Intermediate risk  91 (30%)  
High risk  25 (8%)  

IPSS classification    n(%)     
Low risk  53 (17%)  
Intermediate-1 risk  104 (34%)  
Intermediate-2 risk  89 (29%)  
High risk  60 (20%)  

Events       
Follow-up (median, years) 4 [0,5-15] 5 [0,5-15] 4 [0,5-13] 
AML transformation    n(%) 56 (12%) 40 (13%) 16 (9%) 
Deaths     n(%) 194 (41%) 131 (43%) 63 (36%) 
Allograft    n(%) 50 (10%) 35 (11%) 15 (9%) 

PV: polycythemia Vera; ET: essential thrombocythemia; AML: acute myeloid leukemia  
All values were reported as mean [range]    
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Figure 24 : Evènements (Décès et transformation en leucémie aiguë) dans la cohorte 

AML : Leucémie aiguë myéloblastique 

Profil mutationnel 

Les mutations promotrices chez les 479 patients étudiés se distribuaient en 309 JAK2V617F (65%), 110 CALR 

(29%), 25 MPLW515 (5%) et 8 doubles mutés (2%, 4 JAK2V617F +MPL, 2 CALR+MPL, 1 JAK2 V617F + JAK2 

Exon12 et 1 JAK2 V617F +CALR). Vingt-sept patients étaient triple négatifs. Pour les analyses de survie, les 

patients doubles muté sont considérés comme ayant la mutation promotrice avec la plus forte charge allélique. 

La distribution de la charge allélique des mutations promotrices selon le type de myélofibrose est représentée sur 

la figure 25. On observait une distribution bimodale de la charge allélique de la mutation JAK2V617F avec des 

valeurs plus élevées dans les myélofibroses secondaires. Les mutations de CALR avec une charge allélique 

supérieure à 50%, ce qui correspondait à la présence certaine d’un clone homozygote, étaient uniquement 

retrouvées dans des cas de myélofibrose secondaire. 

En termes de mutations additionnelles, les gènes les plus souvent mutés sont les gènes ASXL1, TET2, SRSF2 et 

U2AF1 (figure 26). Certains gènes comme ATM, KMT2D, KMT2C ou NOTCH1 présentent très majoritairement des 

mutations de signification indéterminée (figure 26). ASXL1 était le gène le plus muté dans la cohorte puisque 

38% des patients présentaient au moins une mutation de ce gène (figure 26). Quarante-six patients (9.6%) 

n’avaient aucune mutation additionnelle détectable. Concernant les patients triple négatifs, au moins une 

mutation additionnelle a pu être détectée dans 85% des cas (23/27). 
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Figure 25 : Charges alléliques des mutations promotrices selon le type de myélofibrose 

 

 

Figure 26 : Nombre de mutation additionnelles par gène 

Seuls les gènes avec 20 mutations ou plus dans l’ensemble de la cohorte sont représentés. Le panel de gauche 

montre la répartition des mutations selon la classification de pathogénicité et le panel de droite selon le type de 

myélofibrose. 
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La distribution des charges alléliques des mutations additionnelles présentait des profils différents selon les gènes 

(figure 27). Pour certains gènes les charges alléliques étaient surtout centrées autour de 50%, c’est le cas pour 

ATM ou KMT2C pour lesquels la majorité des mutations étaient classées comme de signification inconnue et donc 

potentiellement des polymorphismes rares mais aussi pour des gènes comme SRSF2 ou U2AF1 où les variants 

étaient des mutations récurrentes sur les hotspots connus. La présence de mutation avec une charge allélique 

supérieure à 50%, ce qui signe le passage à l’homozygotie, n’était pas observée pour tous les gènes. Ce 

phénomène était en particulier retrouvé pour les mutations de EZH2, SH2B3, MPL et TP53 (figure 27). Enfin 

certaines gènes présentaient une distribution bimodale de la charge allélique de leurs mutations comme ASXL1, 

TET2 et DNMT3A. Pour ces gènes certaines mutations étaient détectées à un faible charge allélique et 

représentaient un sous-clone tandis que d’autres étaient détectée à une charge allélique entre 30 et 50% et 

correspondaient donc vraisemblablement au clone tumoral majoritaire. 

 

Les associations entre les mutations sont représentées à l’aide d’un réseau bayésien sur la figure 28. Les 

mutations promotrices étaient mutuellement exclusives. Les mutations d’ASXL1 étaient fréquemment associées 

aux mutations d’EZH2, U2AF1 et SRSF2. Les mutations de TP53 n’étaient associées à aucune mutation en dehors 

de SH2B3 et formaient donc un groupe mutationnel distinct. 

 

  

Figure 27 : Distribution de la charge allélique des mutations additionnelles selon le gène muté 

Les gènes avec plus de 25 mutations dans la cohorte sont représentée ainsi que les gènes IDH1 et IDH2 du fait de leur 

rôle pronostique décrit. 
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Association entre le profil mutationnel et le phénotype 

Nous avons retrouvé une association significative entre l’âge au diagnostic plus élevé et le nombre de mutation 

additionnelles (figure 29, p<0.001). 

 

Figure 29 : Nombre de mutation additionnelles selon l'âge dans l'ensemble de la cohorte 

 

Figure 28 : Réseau bayésien du profil mutationnel de l'ensemble de la cohorte 

Les traits rouges représentent les mutations mutuellement exclusives tandis que les traits verts représentent les 

mutations associées. Les cercles bleus correspondent aux mutations promotrices  
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Pour évaluer notre hypothèse d’un impact pronostique de la charge allélique des mutations additionnelles nous 

avons représenté celle-ci pour les gènes connus avec un impact pronostique et selon que les patients aient 

présenté ou non un évènement (figure 30). Ainsi la charge allélique au diagnostic pour certains gènes était 

différente entre les patients n’ayant pas eu d’évènement et ceux ayant eu un évènement. Par exemple, elle était 

plus élevée chez les patients décédés au cours du suivi pour les gènes ASXL1, BCOR ou ZRSR2 (figure 30). 

 

 

 

Figure 30 : Distribution de la charge allélique des mutations additionnelles selon la survenue ou non d'un 

évènement (décès ou transformation leucémique) 
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Discussion et perspectives 

Les premiers résultats présentés montrent un profil mutationnel complexe dans cette cohorte avec un nombre 

médian de 3 mutations additionnelles par patient. Les gènes le plus souvent mutés correspondent à ceux décrit 

dans la littérature hormis les gènes ATM, KMT2C et KMT2D que nous retrouvons plus souvent mutés. Cependant 

ces mutations correspondent pour la plupart à des variants de signification inconnue. La prise en compte de la 

classification des variants dans l’étude du pronostic sera nécessaire pour préciser le rôle de ces mutations. 

Pour l’étude de l’impact pronostique des mutations additionnelles nous réaliserons une analyse de survie par un 

modèle multi-état prenant ou pas en compte l’allogreffe. Les états et les transitions de ces modèles sont 

représentés sur les figures 31 et 32. Pour la sélection des gènes inclus comme variables dans ce modèle, deux 

stratégies sont en cours de réalisation : la première qui consiste à une sélection classique par des tests univariés 

(Cox) et la seconde qui vise à sélectionner les profils génétiques d’après notre réseau Bayésien et celui proposé 

par Grinfeld et al. La charge allélique sera également prise en compte lors de ces analyses. 

 

 

 

Figure 31 : Transitions du modèle multi-état avec la transformation leucémique et le décès 
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Figure 32 : Transitions du modèle multi-état avec la transformation leucémique, l'allogreffe et le décès 
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Article 4 : L’étude génomique des transformations leucémiques de polyglobulies de Vaquez et 
de thrombocytémies essentielles montre une association entre les profils moléculaires et le 
délai de survenue de la transformation 

Leukemic Evolution of Polycythemia Vera and Essential Thrombocythemia: Genomic Profiles Predict Time to 
Transformation 

D. Luque Paz, R. Jouanneau-Courville, J. Riou, JC. Ianotto, F. Boyer, A. Chauveau, M. Renard, JC. Chomel, E. 
Cayssals, P. Gallego-Hernanz, C. Pastoret, L. Cottin, C. Orvain, S. Thépot, JM. Chrétien, A. Deslile, N. Ifrah, O. 
Blanchet, E. Lippert, M. Hunault-Berger and V. Ugo 

Article soumis 

Les transformations leucémiques des syndromes myéloprolifératifs sont des complications graves associées à un 

pronostic très péjoratif. Ces complications sont rares dans la polyglobulie de Vaquez et la thrombocytémie 

essentielle avec une incidence cumulée de 2 à 3% à 10 ans de suivi. Toutefois, le délai de transformation 

leucémique est très variable d’un patient à un autre et l’identification des patients à haut risque d’évolution est 

un des enjeux actuels afin de pouvoir adapter le traitement et le suivi. 

Dans ce travail, soutenu par l’appel d’offre interne du CHU d’Angers, nous avons étudié le profil mutationnel de 

49 transformations leucémiques de polyglobulie de Vaquez ou de thrombocytémie essentielle par séquençage 

NGS d’un panel de 52 gènes. En utilisant une classification hiérarchique basée sur la charge allélique des 

mutations additionnelles, nous avons identifié trois groupes moléculaires associés à différents délais de 

transformation leucémique. 

Les transformations à court terme étaient associées à un profil mutationnel complexe avec des mutations des 

gènes IDH1/2, RUNX1 et U2AF1. A l’inverse, les transformations survenant le plus tardivement (au-delà de 12 

ans de suivi) étaient associées à un profil mutationnel moins complexe avec des mutations de TP53, ATM et 

BCORL1. Chez 29 patients nous avons également étudié le profil mutationnel au diagnostic ou à défaut lors de la 

phase chronique. Certaines mutations étaient déjà présentes dès le diagnostic en particulier les mutations des 

gènes IDH1/2, DNMT3A, SRSF2 et U2AF1 ce qui correspondait donc à un profil moléculaire de haut risque dès la 

phase chronique. D’autres mutations comme celles de TP53 étaient également parfois présentes dès le diagnostic 

mais à une très faible charge allélique le plus souvent inférieure à 2%. 

Nos résultats suggèrent que l'évolution leucémique de la PV et de la TE est médiée par des mécanismes 

moléculaires différents dans les transformations à court terme ou à long terme. 
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Abstract 

While among myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera and essential thrombocythemia are the two entities 

associated with the most chronic course, leukemic evolution occurs rarely but have a grim prognosis. The interval 

between diagnosis and leukemic evolution is highly variable from few years to more than 20 years. We performed a 

molecular evaluation of 49 leukemic transformation of polycythemia vera and essential thrombocythemia by targeted 

next generation sequencing. Using a hierarchical classification, we identified three molecular groups associated with 

distinct time to leukemic transformation. Short-term transformations were mostly characterized by a complex molecular 

landscape and mutations in IDH1/2, RUNX1 and U2AF1 genes whereas long-term transformations were associated to 

mutations in TP53, ATM and BCORL1 genes. Studying paired chronic phase and transformation samples, we detected 

some mutations of leukemic transformation at the chronic phase either at a significant allele burden (short-term 

transformation) or at a very low-allele burden (especially TP53 mutations). However, other mutations were not detected 

even 1 year before leukemic transformation. Our results suggest that leukemic transformation of PV and ET might be 

driven by distinct time-dependent molecular mechanisms. 
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Introduction 

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are acquired clonal disorders characterized by a proliferation and an accumulation 

of mature blood cells. Classic Philadelphia-negative MPN include polycythemia Vera (PV), essential thrombocythemia 

(ET) and primary myelofibrosis (PMF). PV and ET are the most indolent diseases with a median overall survival over 

12 and 15 years, respectively (Tefferi et al., 2014a). The prognostic of these diseases is related to two major 

complications: (i) thrombosis in the short and mid-term and (ii) hematological transformations on the long-term. Among 

hematological transformations, evolution to secondary acute myeloid leukemia (AML) is associated with an extremely 

poor prognosis with a median overall survival below 6 months (Mesa et al., 2005; Tam et al., 2008; Tefferi et al., 2018a). 

The incidence of leukemic transformation of PV and ET lies between 2 to 5% at 15 years (Passamonti et al., 2008; 

Tefferi et al., 2013). The interval between diagnosis and leukemic progression is highly variable from one patient to 

another, from few months/years to more than 20 years and the identification of high risk patients is a current unsolved 

issue (Cuthbert and Stein, 2019; Mesa et al., 2005; Mollard et al., 2018; Tam et al., 2008). 

Previously reported risk factors for leukemic transformation in PV and ET include older age (>60, 65 or 70 according 

to studies), anemia, leukocytosis, thrombocytopenia, thrombocytosis >1000G/L or abnormal karyotype (Finazzi et al., 

2005; Gangat et al., 2007b; Passamonti et al., 2008; Tefferi et al., 2013, 2018a). In ET, triple negative patients seem to 

have a slightly higher risk of leukemic evolution compared to classical driver mutations (Alvarez-Larrán et al., 2017). 

Some additional mutations at diagnosis has also been associated with leukemic evolution. Recently, Campbell’s group 

has proposed a molecular prognostic classification in eight classes for all MPN (Grinfeld et al., 2018), where both TP53 

mutations and mutations in chromatin/spliceosome (including ASXL1, EZH2, and SRSF2) were associated with a higher 

risk of leukemic evolution. In another recent study, a high risk group included patients with PV and ET with mutations 

of SRSF2 for PV and SRSF2, SF3B1, U2AF1 and TP53 for ET (Tefferi et al., 2020). 

Leukemic transformations are characterized by mutations in TP53, ASXL1, RUNX1, EZH2, IDH1/2 and SH2B3 genes 

(Courtier et al., 2017; Harutyunyan et al., 2011; Lasho et al., 2018; Pardanani et al., 2010). These mutations may be 

acquired only at leukemic transformation or could already be detectable at the chronic phase although at a very low 

level (Lundberg et al., 2014b; Rampal et al., 2014b). The driver mutation JAK2V617F can also disappear during the 

leukemic transformation and thus reflect a clonal evolution (Beer et al., 2010). However, the genetic mechanisms driving 

this evolution are not completely clarified. 

We studied a multicentric cohort of 49 post-PV/ET AML at the time of leukemic transformation and at the chronic 

phase by next-generation sequencing (NGS). We identified a molecular classification of leukemic transformation 

associated with different time to transformation. 
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Material and Methods 

Patients and samples 

Patients from 3 French university hospitals (Angers, Brest and Poitiers) were included if they had PV or ET with 

leukemic evolution and DNA sample available at the time of leukemic evolution. The leukemic evolution was defined 

by marrow or peripheral blood blast counts above 20%. Patients treated either with busulfan or phosphorus 32 were 

excluded. A total of 49 patients were included in the study. Molecular analyses were performed at the leukemic 

transformation and a paired diagnostic or chronic phase was also analysed, if available. Chronic phase was defined as 

patient without progression to myelofibrosis or myelodysplasia and without cytopenia or circulating blast. If the 

diagnostic sample was not available, the oldest sample in chronic phase was studied. For leukemic stage, the sample 

with the highest blast’s infiltration was studied. For 7 patients, additional samples obtained during follow-up, before 

leukemic transformation, were also analysed. 

Next Generation Sequencing 

NGS for all coding exons of 52 genes was performed using a HaloPlexHS custom panel (Agilent Technology, Santa 

Clara, USA). Library preparation and sequencing using NextSeq500 (Illumina, San Diego, CA, USA) were performed 

according to the manufacturer’s instructions (details in Supplemental Data). Nonsynonymous coding variants were 

retained when Variant Allele Frequency (VAF) was greater than 2% and coverage of called regions was set to 50. 

Somatic mutations were then classified according to their putative impact in three groups: “deleterious”, “probably 

deleterious” and “variant of undetermined significance” variant (according to the recommendations of the American 

Society of Genetics (Richards et al., 2015) ; Table SI). 

Statistics 

Statistical analysis was performed using R software (version 3.5.1, www.R-project.org, Vienna, Austria). Subjects’ 

characteristics were reported as numbers and percentages for qualitative variables, and as means ± standard deviations 

or medians [Inter-Quartile Range (IQR)], as appropriated, for continuous variables. Data were compared using the Fisher 

exact test for categorical variables and Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests for continuous variables. Violin plot 

aimed to compare the allele burden distribution of mutations, the boxes indicating the 75th percentile (upper horizontal 

line), median (black bold horizontal line), and the 25th (lower horizontal line) percentiles of the distribution, while a 

rotated kernel density plot surrounded the boxed (shaded area) on each side. The sparse partial least squares discriminant 

analysis (sPLS) method was used to predict time to AML progression and to evaluate which additional mutation allows 

class-separating information (Lê Cao et al., 2009; Tenenhaus, 1998). Then a hierarchical clustering classification was 

performed on the 2 major’s axis of the sPLS using the Euclidean distance (Eisen et al., 1998; Weinstein et al., 1997). 

Survival analyses were performed using multivariate Cox modeling. Kaplan Meyer estimate for graphical representation 

of univariate approach was used. 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  152 

Results 

Patient characteristics at the time of diagnosis and at the leukemic transformation 

The clinical and biological characteristics of the 49 MPN patients (24 with PV and 25 with ET, Figure S1) are 

summarized in Table I. There was a slight male predominance (61% of patients), especially in PV patients (75% of 

patients). The median age at the time of MPN diagnosis was 63 years and the time to leukemic progression ranged from 

1 to 30 years (median of 12 years). The distribution of driver mutations was as expected for both PV and ET patients 

(Zoi and Cross, 2017). Of note, all CALR-mutated ET showed late transformation beyond 12 years of follow-up. At 

leukemic transformation, the median age was 74 years-old (range: [38-88]). The blood counts at leukemic transformation 

showed anemia in 87% (median: 8.6g/dL [4.2-14.1]), thrombocytopenia in 69% (80G/L [9-630]) and neutropenia in 

27% of cases (1.85G/L [0.08-38]). High leukocyte count was observed in 39% of cases of leukemic transformation 

(7.7G/L [0.75-101]). Karyotype was normal in 37 % (13/35) and complex in 26% (9/13) of cases. 

Mutational landscape of post PV/ET-AML 

A total of 191 additional mutations were detected at the time of leukemic transformation in the whole cohort. All patients 

carried at least one additional mutation. The median number of additional mutations was 4 [range; 1-8]. The most 

frequently mutated genes were TP53, TET2, RUNX1, ASXL1 and EZH2 (Figure 1A). No difference was found in 

mutated genes between post-PV and post-ET patients. Variant allele frequencies (VAF) were plotted in Figure 1B. The 

median VAF of TP53 mutations was 47%, 37% of which had a VAF above 60%, indicating loss of heterozygosity. Five 

patients harbored two TP53 mutations and for 3 of them the 2 mutations were close together, thus corresponding to 

different clones or to separate alleles in the same clone. Five of the 9 mutations of EZH2 had an allele burden above 

50%. 

Since time to transformation varied significantly between patients, we wondered if this could be related to the genes 

affected by additional mutations. For this purpose, we performed a sPLS analysis comparing all additional mutations to 

predict the time to leukemic progression. Each mutation was considered as a quantitative variable based on his allelic 

burden. This analysis allowed clustering patients according to the time to leukemic transformation. In particular 

mutations of TP53, BCORL1 and NRAS were associated with late transformations whereas mutations of U2AF1, IDH1, 

IDH2, EZH2 and DNMT3A were associated with an earlier time to transformation (Figure S2). Using a hierarchical 

classification on the sPLS data, we identified three groups of patients associated with different time to leukemic 

transformation (Figures 2 and 3A). Indeed, the median time to transformation was 3, 10 and 21 years for the short-

term, intermediate and long-term groups, respectively (Table II). For the short-term group, all except one transformation 

occurred within 5 years of diagnosis whereas for the long-term group no transformation occurred with 12 years of 

follow-up. 

The three groups of leukemic transformation exhibited distinct molecular landscapes as shown in the circos plots 

(Figure 3B). Patients with short-term transformation exhibited a complex molecular landscape with a median of 7 
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additional mutations. In this group, mutations occurred more specifically in RUNX1, IDH1/2, U2AF1 and TET2 genes 

(Table II). On the other hand, patients with a long-term transformation presented, on the contrary, a less complex 

molecular landscape with preferential mutations in the TP53 and NRAS genes. Of note no TP53 mutation was found in 

short-term transformation while no mutations of IDH1/2, EZH2, U2AF1 and TET2 were found in late transformations. 

Mutations of ASXL1 were equally distributed in all three groups. 

Mutational landscape of matched diagnosis/chronic phase 

The matched sample harvested at diagnosis or during the chronic phase was studied for 29/49 patients. In detail, DNA 

from a diagnosis sample was available for 21 patients. For the 8 other patients, we analyzed a sample harvested during 

the chronic phase of ET or PV that met the criteria described in the material and method section. The driver mutation 

JAK2V617F disappeared at leukemic transformation in 8/23 cases (35%). In the 29 patients studied at diagnosis/chronic 

phase, a total of 149 mutations were detected at leukemic transformation including 83 (56%) already detected at 

diagnosis (Figure S3). In addition, 14 mutations were also present at diagnosis, but with a low allelic burden and have 

been identified retrospectively by examination of the bam sequencing files. Mutations of IDH1/2, TET2, DNMT3A and 

splicing (SRSF2, U2AF1 and ZRSR2) genes were frequently present from diagnosis (68% of cases, Table SII and 

Figure 4), whereas mutations in NRAS and RUNX1 were rarely detected at diagnosis. Half the TP53 mutations were 

already present at diagnosis/chronic phase, but at low levels: all had a VAF < 5% except for one ET patient with a VAF 

of 26% at diagnosis. The patient was then treated by pipobroman during the chronic phase and evolved into acute 

leukemia over 8 years with a marked increase of the TP53 allele burden (76%). The evolution of allelic burdens between 

diagnosis/chronic phases and leukemic transformations showed a significant increase in TP53, RUNX1, BCOR, EZH2 

and ASXL1 mutations (Figure 4). 

Finally, for 7 patients we analyzed intermediate samples (total of 9 samples) between diagnosis and leukemic 

transformation to track the onset or increase of mutations (Table SIII). For 5 of these patients, several mutations that 

appeared at leukemic transformation were not detectable 1 to 2 years earlier, in particular in the TP53 (3 variants) and 

RUNX1 (2 variants) genes. In another patient the acquisition of 3 mutations in ASXL1, EZH2 and NRAS was detectable 

1 year before the evolution to acute leukemia (Figure S4). At this time, the patient had an unexplained anemia not 

related to treatment and bone marrow examination did not fit with a myelodysplastic syndrome. 

A patient had 2 TP53 mutations at the time of diagnosis with very low allele burdens (1.4 and 3%) with one of them 

increasing 11 years of follow-up to 13% while the other remained stable at 3%. At leukemic transformation one year 

later, the low-level mutation had disappeared whereas the second increased dramatically to 84%. 

Prognosis of post PV/ET-AML 

The median overall survival (OS) of leukemic transformation for the study cohort was 8 months. For patients treated 

with best supportive care, non-intensive therapy and hematopoietic stem cell transplantation (SCT), the 18-month OS 

was 9%, 15% and 50% respectively (p=0.015, Figure S5). Patients who received intensive therapy without SCT had a 
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comparable prognosis to patients treated with best supportive care. The median overall survival between the 3 

transformation time groups was 4, 8 and 19 months for intermediate, long-term and short-term groups respectively 

(p=0.24, Figure S6). Finally, we examined the prognostic impact of additional mutations for genes mutated in at least 

10 patients at leukemic transformation (TET2, ASXL1, RUNX1 and TP53). We observed a decreased survival in patients 

with TP53 mutations with a 12-month OS of 18% (vs 48% for TP53 wild type, p=0.05, Figure S7). 

Discussion 

We studied 49 patients with polycythemia Vera or essential thrombocythemia evolving to acute myeloid leukemia and 

we analyzed the molecular landscape of both leukemic transformation and matched diagnosis or chronic phase if 

available. 

In the present study, TP53 was the most mutated gene at leukemic transformation with 45% of patients mutated. TP53 

mutations have been previously described in post-MPN acute leukemia and the involvement of p53 inactivation in 

leukemogenesis has been supported in a mouse model (Harutyunyan et al., 2011; Rampal et al., 2014b). The rate of 

TP53 mutations found here is higher than in previous studies (16 to 34%) (Courtier et al., 2017; Lasho et al., 2018; 

McNamara et al., 2018). This result may be explained by the fact that we studied PV and ET patients and not patients 

with PMF. Indeed, Courtier et al. found TP53 mutations in 42% of post-PV/ET AML and in 0/7 post-PMF AML 

(Courtier et al., 2017). We focused our study in PV and ET because leukemic transformation is a rare and usually late 

complication and has been less documented. We also assumed that myelofibrosis is a molecularly more complex disease 

and that the mechanisms of leukemic transformation would be different. 

In this study, we propose a classification based on the mutations at the leukemic transformation that considers not only 

the presence/absence of mutations but also their allele burden. We assume that VAF of additional mutations better 

reflects the oncogenic role of each mutation in the leukemic transformation process. Indeed, mutations at a low allelic 

burden would rather be passenger whereas mutations with high allelic burden would rather be drivers of leukemic 

transformation. Nevertheless, the only allele burden could not be sufficient to characterize a driver mutation (Bailey et 

al., 2018). Using this methodology, we identified three distinct genomic groups associated with distinct transformation 

times.  

For short-term transformations, the molecular landscape was mostly complex with combination of mutations in genes 

involved in different functions (epigenetic, signalization, splicing or transcription factors). Part of these mutations has 

been present since the diagnosis, which is consistent with more complex molecular diseases. This observation fit with 

previous reports which aimed to identify patients with a molecular high-risk disease (Grinfeld et al., 2018; Lundberg et 

al., 2014b; Luque Paz et al., 2019; Tefferi et al., 2020). All 7 patients of the short-term group exhibited at least one 

mutation of the chromatin/spliceosome category associated with a higher risk of leukemic evolution in the classification 

proposed by Campbell group (Grinfeld et al., 2018). In addition to these additional mutations that were present at the 

time of diagnosis, other mutations were also acquired at the leukemic transformation suggesting a role of these secondary 
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events as triggers of the transformation. Indeed, RUNX1 mutations were often acquired at leukemic transformation and 

are involved in leukemogenesis by inducing a myeloid differentiation block (Gerritsen et al., 2019).  

For the intermediate and long-term groups, the molecular landscape was less complex with more specifically mutations 

on TP53, ATM, NRAS or BCORL1. These mutations could be present since diagnosis often at a low level or they could 

appear during leukemic transformation. Moreover, in some cases, these mutations were not detectable even a few months 

before the leukemic transformation within the sensitivity limit of our technology which range from 0.1 to 0.5%. The 

presence of TP53 mutations at a low level in the chronic phase of MPN has been previously described (Kubesova et al., 

2018; Lundberg et al., 2014b; Rampal et al., 2014b). The association between TP53 mutations and long-term 

transformation could be due to the necessary inactivation of the second allele of TP53 for leukemic transformation 

(Rampal et al., 2014b). Indeed, we found an allele burden higher than 50% or a second mutation in the majority of 

leukemic transformations with TP53 mutation. 

On the basis of therapy-related AML, the putative role of the cytoreductive treatment in the advantage of selection of 

TP53 mutated clone is still discussed (Wong et al., 2014). To date, there is no sufficient argument for this hypothesis in 

post-MPN AML. In a previous study, TP53 mutations were found to be associated with hydroxycarbamide > 4 years 

treatment but this association was lost after age-adjustment (Kubesova et al., 2018). Our finding of TP53 mutations 

associated with later transformation could support a role of long-term treatment but it could also be related to other 

mechanisms such disease-associated genetic instability or a role for the bone marrow niche (Arranz et al., 2014; Plo et 

al., 2008).  

Leukemic evolution of myeloproliferative neoplasms is associated with a very poor prognosis. In this study we found a 

median OS of 8 months consistently with previous studies (McNamara et al., 2018; Mesa et al., 2005; Ruggiu et al., 

2020; Tam et al., 2008; Tefferi et al., 2018a; Venton et al., 2018). As previously described, the benefit of intensive 

therapy seems restricted to patient receiving allogenic SCT (McNamara et al., 2018; Tam et al., 2008). Nevertheless, 

survival of transplanted patients was also very poor suggesting that allogenic SCT should be considered before 

transformation in high-risk patients (McNamara et al., 2018; Ruggiu et al., 2020).  In our study, non-intensive therapy 

by low dose aracytine or azacytidine is associated with a better outcome than BSC or intensive therapy without 

transplant. Several mutations associated with an adverse prognostic at the leukemic transformation have been described 

in particular in TP53, RUNX1, SRSF2 genes ((Lasho et al., 2018; McNamara et al., 2018; Venton et al., 2018; Zhang et 

al., 2012). The slightly better prognosis of the patients of the short-term transformation group could be due to the absence 

of TP53 mutation, the younger age at the time of leukemic evolution and the slightest use of supportive care. 

In summary, our results suggest that the leukemic evolution of PV and ET involve different mutations according to time 

to transformation. Both larger cohorts and functional studies are needed to further clarify molecular mechanisms 

associated to short-term or long-term transformation. 
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Figures captions 
Figure 1 : Genes mutated at the leukemic evolution of MPN  

(A) The total number of mutations is represented. Mutations in post-PV AML are in red and in post-ET AML in 
green. (B) Violin plot of the VAF distribution for genes with more than 6 mutations. IDH1 and IDH2 have been 
summed for this figure. 

 

Figure 2: Classification of post-PV/ET AML according to their mutational landscape 

Heatmap based on the Euclidean distance displaying the VAF of additional mutations. Genes are listed in the X axis 
and each row correspond to a patient. The color scale represents the scaled abundance of each variable and is 
proportionnal to the allelic burden (darker red represent higher allelic burden). Three group were identified for short-
term transformation (orange), long-term transformation (green) and intermediate (blue). 

 

Figure 3: Time to leukemic transformation and molecular landscape of the three groups of post-PV/ET AML 

(A) Kaplan-Meyer curve of the leukemia-free survival of the entire cohort according to the groups identified in the 
classification. (B) Circos plots showed the molecular complexity of these three groups. 

 

Figure 4: Allele burden comparaison of matched diagnosis/chronic phases and leukemic transformations 

Violin plots displaying the allele burden distribution of additionnal mutations at the diagnosis/chronic phase (blue) and 
at the time of leukemic transformation (orange). These evolutions were tested by paired Wilcoxon tests (ns: non 
signirficant, *: p<0.01, **: p<0.001) 
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Table I: Characteristics of the entire cohort 

 

PV: 

polycythemia Vera; ET: essential thrombocythemia; AML: acute myeloid leukemia 

  

Patient characteristics Entire cohort (n=49) PV (n=24) ET (n=25) 
Sex (M/F) 30/19 18/6 12/13 
Age at diagnosis (year) [range] 63 [26-82] 65 [42-81] 59 [26-82] 
Hemoglobin at diagnosis (g/dL) [range] 16 [10-20.7] 18.1 [16-20.7] 14.4 [10-16.6] 
Platelets at diagnosis 
(109/L) [range] 

624 [139-1575] 404 [139-748] 800 [471-1575] 

Leucocytes at diagnosis (109/L) [range] 9.17 [3-27.8] 10.6 [5.1-27.8] 8.4 [3-17.3] 
Driver mutation      n(%) 

JAK2V617F 
CALR 
MPL 
Triple negative 

 
39 (80%) 
6 (12%) 
2 (4%) 
2 (4%) 

 
24 (100%) 

 
 

 

 
15 (60%) 
6 (24%) 
2 (8%) 
2 (8%) 

Treatment of chronic phase 
Number of treatments [range] 
Hydroxycarbamide   n(%) 
Pipobroman   n(%) 
Peg IFN-α   n(%) 
Ruxolitinib   n(%) 

 
1 [1-5] 

39 (80%) 
17 (35%) 
6 (12%) 
5 (10%) 

 
1 [1-4] 

20 (83%) 
10 (42%) 

2 (8%) 
4 (17%) 

 
1 [1-5] 

19 (76%) 
7 (28%) 
4 (16%) 
1 (4%) 

Evolution to secondary myelofibrosis         
n(%) 

8 (16%) 3 (13%) 5 (20%) 

Time to leukemic transformation 
(years) [range] 

12 [1-30] 11 [2-30] 12 [1-30] 

Karyotype at leukemic transformation 
Normal   n(%) 
Abnormal not complex   n(%) 
Complex   n(%) 
Monosomal   n(%) 

n=35 
13 (37%) 
6 (17%) 
9 (26%) 
7 (20%) 

n=17 
6 (35%) 
4 (24%) 
5 (29%) 
2 (12%) 

n=18 
7 (39%) 
2 (11%) 
4 (22%) 
5 (28%) 

Post-AML treatment  
Best Supportive care   n(%) 
Low-dose cytarabine  n(%) 
Azacytidine   n(%) 
Intensive chemotherapy  n(%) 
Allograft    n(%) 

 
23 (47%) 

2 (4%) 
14 (29%) 
10 (20%) 
7 (14%) 

 
13 (54%) 

1 (4%) 
6 (25%) 
4 (17%) 
3 (13%) 

 
10 (40%) 

1 (4%) 
8 (32%) 
6 (24%) 
4 (16%) 

Post-AML events 
Deaths     n(%) 
Median survival (months) 

 
37 (82%) 

8 

 
19 (79%) 

6 

 
18 (79%) 

8 
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Table II: Characteristics of the three molecular groups of post-ET/PV AML 

 

PV: polycythemia Vera; ET: essential thrombocythemia; AML: acute myeloid leukemia; sAML secondary AML; NT: 
not tested 

  

Patient characteristics 
Short-term 

transformation (n=7) 

Intermediate 
transformations 

(n=32) 

Long-term 
transformation 

(n=10) 
p-value 

Sex (M/F) 4/3 17/15 9/1 0.12 
Diagnosis (PV/ET) 4/3 16/16 4/6 0.84 
Age at diagnosis of chronic phase (year) 
[range] 

66 [60-69] 65 [26-82] 53 [26-68] 0.05 

Driver mutation      n(%) 
JAK2V617F 
CALR 
MPL 
Triple negative 

 
7 (100%) 

 
 
 

 
27 (84%) 

2 (6%) 
2 (6%) 
1 (4%) 

 
5 (50%) 
4 (40%) 

 
1 (10%) 

0.08 

Time to leukemic transformation 
(years) [range] 

3 [1-12] 10 [2-20] 21 [12-30] NT 

Age at diagnosis of leukemic transformation 
(year) [range] 

67 [55-79] 74 [38-88] 75 [54-86] NT 

Additional mutations at the AML stage 
Number of mutations [range] 

TP53   n(%) 
TET2   n(%) 
RUNX1   n(%) 
ASXL1   n(%) 
EZH2   n(%) 
DNMT3A   n(%) 
NRAS   n(%) 
U2AF1   n(%) 
IDH1/2   n(%) 

 
7 [5-8] 

0 
3 (42%) 
5 (71%) 
1 (14%) 
2 (28%) 
3 (42%) 

0 
2 (28%) 
4 (57%) 

 
3 [1-8] 

17 (53%) 
8 (25%) 
4 (13%) 
7 (22%) 
6 (19%) 
4 (13%) 
2 (9%) 

4 (13%) 
3 (9%) 

 
4 [1-5] 

5 (50%) 
0 

2 (20%) 
4 (40%) 

0 
1 (10%) 
4 (40%) 

0 
0 

 
0.001 
0.03 
0.10 

0.004 
0.49 
0.22 
0.17 
0.02 
0.2 
0.01 

Karyotype at the AML stage 
Normal   n(%) 
Abnormal not complex   n(%) 
Complex   n(%) 
Monosomal   n(%) 

n=6 
4 (66%) 
1 (17%) 
1 (17%) 

0 

n=23 
7 (30%) 
3 (13%) 
8 (35%) 
5 (22%) 

n=6 
2 (33%) 
2 (33%) 

0 
2 (33%) 

0.31 

Post-AML treatment  
Best Supportive care   n(%) 
Low-dose cytarabine   n(%) 
Azacytidine   n(%) 
Intensive chemotherapy   n(%) 
Allograft   n(%) 

 
2 (29%) 

0 
3 (42%) 
2 (29%) 
2 (29%) 

 
17 (53%) 

2 (6%) 
6 (19%) 
7 (22%) 
3 (9%) 

 
4 (40%) 

0 
5 (50%) 
1 (10%) 
2 (20%) 

0.09 

Post-AML events 
Deaths     n(%) 
Median survival (months) 

 
4 (57%) 

19 

 
26 (91%) 

4 

 
7 (70%) 

8 
NT 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  163 

 

Figure 1: Genes mutated at the leukemic evolution of MPN 

(A) Total number of mutations. Mutations in post-PV AML are in red and in post-ET AML in green. (B) Violin plot of 
the VAF distribution for genes found mutated more than 6 times. IDH1 and IDH2 have been grouped. 
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Figure 
2: Classification of post-PV/ET AML according to their mutational landscape 

Heatmap displaying the VAF of additional mutations. Genes are listed in the X axis and each row correspond to a 
patient. The color scale represent the scaled abundance of each variable and is proportionnal ot the allelic burden (darker 
red represnet higher allelic burden). Three group were identified for short-term transformation (orange), long-term 
transformation (green) and intermediate (blue). 
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 Figure 3: Time to leukemic transformation and molecular landscape of the three groups of pst-PV/ET AML 

(A) Kaplan-Meyer curve of the leukemia-free survival of the entire cohort according to the groups identified in the 
classification. (B) Circos plots showed the molecular complexity of these three groups. 
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Figure 4: Allele burden comparaison of matched diagnosis/chronic phases and leukemic transformations 

Violin plots displaying the allele burden distribution of additionnal mutations at the diagnosis/chronic phase (blue) and 
at the time of leukemic transformation (orange). These evolutions were tested by paired Wilcoxon tests (ns: non 
significant, *: p<0.01, **: p<0.001) 
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Supplemental data 

NGS analysis an bioinformatic pipeline 

Librairies were made using HaloplexHS technology, according to manufacturer recommendation. The 

workflow consists of a digestion and a denaturation of the sample DNA, an hybridization of the probe 

library to the DNA targets, a ligation and capture of uniquely barcoded targets and an amplification 

of the enriched fragments by PCR. These libraries are pooled, then clusters are created and sequenced 

with an Illumina SBS chemistry on a NextSeq500 (Illumina, San Diego, CA, USA). Family reads 

used for demultiplexing allow a good sensitivity for mutation with low variant allele frequency (VAF) 

by removing sequencing errors. Sequence alignement and variant calling was performed with SureCall 

software (Agilent Technology®) using GenAligners 3.0 tool (Agilent Technology®) with the default 

settings and SNPPET (Agilent Technology®). Customized parameters were applied on this bayesian 

based model as follow : minimum allele frequency = 0.02, minimum quality of base = 30, minimum 

mutated reads = 4, variant threshold = 0.3. We used Integrative Genomics Viewer (IGV, Cambridge, 

UK) to visualize the read alignement, allowing us to confirm the variant calls. wAnnovar (Yang and 

Wang, 2015) annotated the variants, confronting the rare ones with COSMIC database and SNPs 

databases (gnomAD, dbSNP, ExAC, 1000 Genomes, GO-ESP and TOPMED). We considered 

nonsynonymous coding variants when Variant Allele Frequency (VAF) was higher than 1% and 

coverage of called regions reached 50. Known polymorphisms in 1000 Genomes, gnomAD, and Exac 

databases were excluded when the minor allele frequency was higher than 1%. Polymorphism 

Phenotyping (PolyPhen2) and Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) tools gave us the functional 

prediction of mutations. Mutations were then classified according to their putative pathogenic effect 

in three classes described in the Table SI. We evaluated the diagnosis performance of our method by 

analyzing several samples with known mutations, and by participating since 2016 to the bi-annual 

control of quality of the French Group of molecular Biology in hematology (GBMHM). 

NGS quality and complemental analysis 

Sample specific-barcodes primers were used to index PCR products. We used molecular barcodes 

specific to each DNA fragment of interest, allowing us to obtain a median of 60.8% of duplicate 

amplicons. The median coverage of NGS was 585X [129; 1671]. The median percentage of uncovered 

areas was 2.6% [1.1%; 21.7%], which give evidence of a satisfactory average coverage for each 

sample analyzed.   
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Figure S1: Flow chart description of the cohort 
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Figure S2: Network of mutated genes associated with the interval of leukemic transformation 

Result from the first axis of the sPLS analysis. Genes with a correlation coefficient above 0.18 were 
represented. The color indicated the correlation between mutations and the time to leukemic 
transformation. Red color was for positive correlation (ie a later transformation) whereas blue color 
was for negative correlation (ie a early transformation). Circle sizes are arbitrary 
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Figure S3: Mutations landscape of leukemic transformation and matched diagnosis/chronic 
phase 

Rows represented patients ordered according to time to leukemic progression. Driver mutations were 
represented in the first column. Additional mutations were classified into 3 columns for (i) mutation 
already present at the diagnosis/chronic phase, (ii) mutation present at the diagnosis/chronic phase but 
not detected and (iii) mutations that appeared at leukemic transformation. Each box represented a 
mutation and the color were attributed to gene’s functions (epigenetic=green, cycle cell=red, 
splicing=orange, signalization=blue and transcription factors=purple). 
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Figure S4: Plotfish showing clonal evolution inferred from NGS sequencing of 4 iterative 
samples 

AML: Acute Myeloid Leukemia, y: years of follow-up 
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Figure S5: Overall Survival of leukemic transformation according to treatment 

BSC: Best Supportive Care. 
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Figure S6: Overall Survival of leukemic transformation according to the groups of time to 
transformation 
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Figure S7: Overall Survival of leukemic transformation according to the presence of 
additional mutations in TET2, ASXL1, RUNX1 or TP53 
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Table SI: Variant classification according to the presumed impact of mutation on protein function 

Type Signification Criteria 

A Deleterious 

deleterious variant described in myeloid neoplasms in COSMIC and 
validated somatic 

undescribed variant causing a truncated protein 

B Probably deleterious 

variant described in myeloid neoplasms in COSMIC but not validated 
somatic, absent from the "SNP" bases or with MAF <0.01 (1%) 

variant not described in myeloid neoplasms in COSMIC, with MAF 
<0.01 (1%) and described as deleterious by Polyphen and / or SIFT 

C 
Of undetermined 
significance 

variant not described in myeloid neoplasms in COSMIC, with MAF 
<0.01 (1%) without impact predicted by Polyphen and SIFT 

MAF: minor allele frequency; SNP: single-nucleotide polymorphism 
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Table SII: Distribution by gene and allele burden of frequently mutated genes in leukemic 
transformation and matched diagnosis/chronic phase 

  

Gene 
mutated 

Number of 
mutations 

Present at 
diagnosis 
[VAF(%)] 

Present at 
diagnosis at a low 

level and not 
detected 
[VAF(%)] 

Appeared at 
leukemic 

transformation 

TP53 12 3 
[2; 3; 4; 26] 

3 
[0.05; 1.4; 3] 

6 

NRAS 3 0 0 3 

RUNX1 10 2 
[7;52] 

2 
[0.14; 0.3] 

6 

IDH1/2 8 4 
[15; 46; 48; 48] 

2 
[0.12] 

2 

TET2 9 6 
[3; 6; 8; 9; 44] 

1 
[0.5] 

2 

DNMT3A 6 5 
[23; 28; 41; 50; 51] 

1 
[2] 

0 

ASXL1 8 4 
[9; 23; 29; 34] 

2 
[1; 1.2] 

2 

Splicing 
genes 

11 8 
[18; 26; 28; 32; 40; 

45; 46; 55] 

1 
[0.2] 

2 
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Table SIII: Results of NGS sequencing of additional samples between diagnosis and leukemic 
transformation 

  

Patient Mutations Diagnosis 
Additional 

samples 
Leukemic 

Transformation 

A0
23

CT
L 

Duration of follow-up (years) 0 8 11 12 
TET2:NM_001127208:exon10:c.4312dupA:p.R1440Tfs*37 23 40 46 59 
CALR Type 2 15 93 99 100 
ASXL1:NM_015338:exon12:c.1934dupG:p.G642fs 0 0 13 27 
EZH2:NM_004456:exon8:c.T851A:p.L284H 0 0 10 66 
NRAS:NM_002524:exon3:c.G179A:p.G60E 0 0 24 1,6 
EZH2:NM_004456:exon13:c.G1546T:p.D516Y 0 0 0 11 

A0
06

CB
J 

Duration of follow-up (years) 0 4 5 
JAK2 V617F 88 9 89 
IDH2:NM_002168:exon4:c.G419A:p.R140Q 45,5 20 51 
SRSF2:NM_003016:exon1:c.C284A:p.P95H 40 20 41 
PHF6:NM_032458:exon9:c.T962G:p.I321S 0 0 37 
RUNX1:NM_001754:exon9:c.T1047A:p.Y349X 0 0 35 
RUNX1:NM_001754:exon8:c.C958T:p.R320X 0,14 0,27 46 
ZRSR2:NM_005089:exon11:c.A989G:p.H330R 0 0 9 
BCOR:NM_001123385:exon4:c.2236_2237ins14:p.R746fs 0 0 4,1 
BCOR:NM_001123385:exon4:c.2211_2212ins5:p.T738fs 0 0 5,6 

A0
19

CC
V Duration of follow-up (years) 0 11 12 

JAK2 V617F 25 88 94 
TP53:NM_001276761:exon7:c.G626A:p.R209Q 3 3 0 
TP53:NM_001276761:exon7:c.G594A:p.M198I 1,4 13 84 

B0
31

CD
M

 Duration of follow-up (years) 0 4 6 
JAK2 V617F 68 62 57 
DOT1L:NM_032482:exon24:c.C3271T:p.R1091X 0 0 47 
RUNX1:NM_001754:exon5:c.A484G:p.R162G 0 0 57 

B0
32

CF
J 

Duration of follow-up (years) 0 3 4 
CALR Type 2 55 58 54 
ASXL1:NM_015338:exon12:c.1927dupG:p.G642fs 8,9 11 19 
PDS5B:NM_015032:exon30:c.A3488G:p.N1163S 50 50 49 
SUZ12:NM_015355:exon15:c.A1814T:p.D605V 0,4 32 86 
NRAS:NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0 0 45,6 

A0
16

CL
J Duration of follow-up (years) 0 11 12 

JAK2 V617F 25 3,8 2,3 
TET2:NM_001127208:exon6:c.C3646T:p.R1216X 0 22 2,3 
TP53:NM_000546:exon6:c.A578T:p.H193L 0 0 33 

A0
17

CM
I 

Duration of follow-up (years) 0 8 9 10 
JAK2 V617F 44 80 60 1,4 
TET2:NM_001127208:exon10:c.4293delT:p.S1431Rfs*16 0,6 0 0,8 0 
TET2:NM_017628:exon3:c.G3410T:p.G1137V 3 0 0 0 
TET2:NM_001127208:exon7:c.G3893A:p.C1298Y 0,5 0,26 0,4 57 
TP53:NM_000546:exon5:c.T526A:p.C176S 0 0 0 85 



 

 

Table SIV: List of mutations found in leukemic transformation and matched diagnosis/chronic phases 

         Chronic phase 
Leukemic 
transformation 

N° Patient 
Disea
se Gene Transcript Exon 

Mutation on 
cDNA Proteic change COSMIC Classification 

VAF 
% 

Depth 
(X) 

VAF 
% 

Depth 
(X) 

A001CDS TE MPL NM_005373 10 c.G1544T p.W515L COSM3719407;COSM18918 A 8 719 27 973 

A001CDS TE ATM NM_000051 15 c.T2289A p.F763L  - C 49 639 51 494 

A001CDS TE CUX1 NM_001202543 10 c.A815G p.N272S  - C 53 240 57 332 

A001CDS TE NF1 NM_001042492 4 c.A442G p.N148D  - B 38 830 41 600 

A001CDS TE U2AF1 NM_006758 6 c.A470C p.Q157P  - A 32 2712 38 2212 

A001CDS TE EZH2 NM_004456 17 
c.1986_1987d
el p.V662fs  - A 0 1316 26 864 

A002CBA TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 34 2055 0,57 494 

A002CBA TE SF3B1 NM_012433 15 c.A2098G p.K700E COSM84677 A 8 2374 0 622 

A002CBA TE ZRSR2 NM_005089 7 c.G441C p.L147F  - C 55 1798 40 731 

A002CBA TE TP53 NM_000546 6 c.A641G p.H214R COSM307279 A 
0,0
5 4172 49 473 

A002CBA TE TP53 NM_000546 6 c.T613G p.Y205D COSM43687 A 0 4259 39 1820 

A002CBA TE ATM NM_000051 50 c.G7328A p.R2443Q COSM20404 B 0,5 1984 33 570 

A003CBE PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 96 1748 98 934 

A003CBE PV DNMT3A NM_022552 3 c.A89C p.E30A COSM307361 B 50 2690 46 1323 

A003CBE PV PTPN11 NM_002834 13 c.G1508A p.G503E COSM13021 A 0 2470 45 1493 

A003CBE PV WT1 NM_024426 7 
c.1139_1148d
up p.R380fs  - A 0 2270 39 831 

A003CBE PV GATA2 NM_032638 6 
c.1160_1171d
el p.387_391del  - A 0 2110 14 911 

A004CFJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 82 825 38 472 

A004CFJ PV ATRX NM_000489 13 c.G4156A p.E1386K  - B 52 1546 52 550 

A004CFJ PV RUNX1 NM_001754 6 c.G602A p.R201Q COSM24805 A 0 1937 81 368 

A004CFJ PV EZH2 NM_004456 18 c.C2084T p.S695L  - B 0 394 67 136 

A004CFJ PV IDH1 NM_005896 4 c.C394T p.R132C COSM28747 A 
0,1
2 3408 49 401 

A004CFJ PV FLT3 NM_004119 20 c.G2503T p.D835Y COSM783 A 0 4736 44 370 

A004CFJ PV PHF6 NM_032458 9 c.T941C p.I314T  - B 0 6646 40 478 



 

 

A005CLC TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 27 2161 0,5 734 

A005CLC TE ASXL1 NM_015338 12 c.1927dupG p.G642fs COSM4170082;COSM1411076 A 23 1499 24 542 

A005CLC TE EZH2 NM_004456 15 c.A1720G p.K574E COSM5879093;COSM5879094 A 16 373 72 230 

A005CLC TE HRAS NM_176795 5 c.500dupC p.P167fs  - A 62 616 59 153 

A005CLC TE KMT2A NM_001197104 27 c.G6572A p.R2191Q  - C 50 431 47 271 

A005CLC TE RUNX1 NM_001754 4 c.T155A p.M52K COSM42095 A 52 2065 47 505 

A005CLC TE TET2 NM_001127208 3 c.558delG p.E186fs  - A 9 3382 38 1227 

A005CLC TE TET2 NM_001127208 6 c.G3662A p.C1221Y COSM211717 A 44 963 38 894 

A005CLC TE RAD21 NM_006265 6 
c.559_560insG
C p.T187fs  - A 0 765 32 271 

A006CBJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 88 1128 89 638 

A006CBJ PV IDH2 NM_002168 4 c.G419A p.R140Q COSM41590 A 46 1641 51 1232 

A006CBJ PV SRSF2 NM_003016 1 c.C284A p.P95H COSM211505;COSM211029;COSM211504 A 40 393 41 534 

A006CBJ PV PHF6 NM_032458 9 c.T962G p.I321S  - B 0 711 37 393 

A006CBJ PV RUNX1 NM_001754 9 c.T1047A p.Y349X  - A 0 1885 35 1528 

A006CBJ PV RUNX1 NM_001754 8 c.C958T p.R320X COSM41699 A 
0,1
4 1849 46 1741 

A006CBJ PV ZRSR2 NM_005089 11 c.A989G p.H330R  - B 0 418 9 308 

A006CBJ PV BCOR NM_001123385 4 

c.2236_2237in
sCCAAAGGGG
GGGGT p.R746fs  - A 0 432 4 316 

A006CBJ PV BCOR NM_001123385 4 
c.2211_2212in
sCGGCC p.T738fs  - A 0 573 6 445 

A007CGP TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 19 1247 1,4 717 

A007CGP TE TP53 NM_000546 6 c.T584C p.I195T COSM3421936;COSM116924 A 26 1979 76 628 

A007CGP TE ATM NM_000051 26 c.G3752T p.C1251F  - C 0 697 2 478 

A007CGP TE FLT3 NM_004119 10 c.G1273T p.A425S  - C 0 658 3 367 

A007CGP TE NRAS NM_002524 3 c.C181A p.Q61K COSM580 A 0 1031 12 399 

A007CGP TE NRAS NM_002524 2 c.G37C p.G13R COSM569 A 0 1494 5 771 

A008CMJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 23 1182 0 1196 

A008CMJ PV ASXL1 NM_015338 12 
c.1901_1923d
el p.E635Rfs*13  - A 29 658 33 740 

A008CMJ PV EZH2 NM_004456 19 c.G2128T p.D710Y  - B 43 491 80 802 

A008CMJ PV NF1 NM_001042492 40 
c.5950_5972d
el p.N1984Yfs*17  - A 6 973 37 763 



 

 

A008CMJ PV RUNX1 NM_001754 7 c.725_737del p.H242Rfs*7  - A 7 261 63 401 

A008CMJ PV BCOR NM_001123385 4 c.C2428T p.R810X COSM2150191;COSM2150192 A 0 683 5 614 

A008CMJ PV NF1 NM_001042492 27 c.G3649T p.D1217Y  - B 0 641 33 530 

A008CMJ PV NF1 NM_001042492 5 c.T536A p.L179X  - A 0 734 3 526 

A008CMJ PV RUNX1 NM_001754 9 c.G1420A p.E474K  - B 0 391 27 249 

B009CLM PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 38 543 16 391 

B009CLM PV IDH2 NM_002168 4 c.G419A p.R140Q COSM41590 A 48 374 41 202 

B009CLM PV SH2B3 NM_005475 6 c.G1159A p.G387R COSM6022915 A 15 311 17 105 

B009CLM PV SRSF2 NM_003016 1 c.C284T p.P95L COSM146288;COSM211506;COSM211028 A 46 186 39 44 

B009CLM PV IDH2 NM_002168 5 c.A536T p.Y179F  - B 0 771 5 386 

B009CLM PV STAG2 NM_001042749 11 c.947_959del p.K317Mfs*8  - A 0 285 23 123 

B010CMG PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 39 275 49 243 

B010CMG PV ASXL1 NM_015338 12 c.2343dupG p.H782Afs*4  - A 34 122 43 51 

B010CMG PV KRAS NM_033360 3 c.G178C p.G60R COSM4384680;COSM4384681 A 29 485 11 247 

B010CMG PV MPL NM_005373 10 c.1543TG>GC p.W515A OCM27289 A 8 979 0 506 

B010CMG PV SETBP1 NM_015559 4 c.A2605C p.S869R COSM1716867 A 0 11647 32 338 

B011CNA TE ASXL1 NM_015338 12 
c.1888_1910d
el p.E635Rfs*13  - A NA NA 8 220 

B011CNA TE NRAS NM_002524 2 c.G37T p.G13C COSM570 A NA NA 7 601 

B011CNA TE EZH2 NM_004456 14 c.G1650T p.K550N  - B NA NA 68 347 

B012CPL TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 33 1274 

B012CPL TE KMT2A NM_001197104 27 c.G8432A p.R2811H  - C NA NA 48 1857 

B012CPL TE TET2 NM_001127208 11 
c.5526_5538d
el p.N1843Gfs*39  - A NA NA 35 1971 

B012CPL TE TP53 NM_000546 8 c.C844G p.R282G 
COSM10992;COSM3675520;COSM99934;
COSM1725698 A NA NA 20 2620 

B012CPL TE TP53 NM_000546 4 c.G273A p.W91X 
COSM562611;COSM562612;COSM44492;
COSM1646881;COSM3958856 A NA NA 29 2531 

B013CPR TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 47 5490 40 455 

B013CPR TE KMT2A NM_005933 3 c.C2401T p.H801Y  - B 50 2258 49 600 

B013CPR TE U2AF1 NM_006758 6 c.A470C p.Q157P COSM211534;COSM1318797 A 45 7886 43 836 

B013CPR TE EZH2 NM_004456 19 c.T2191G p.Y731D COSM4384242;COSM53021 A 
0,0
3 8465 41 386 

B013CPR TE IDH1 NM_005896 4 c.C394T p.R132C COSM28747 A 0 576 4 247 



 

 

B013CPR TE ASXL1 NM_015338 12 c.C2485T p.Q829X COSM97040;COSM5989689 A 0 1314 44 554 

B014CPJ PV ETNK1 NM_018638 1 c.124delG p.A42Pfs*40  - A 52 1141 50 307 

B014CPJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 17 2419 14 2138 

B014CPJ PV BCOR NM_001123385 11 c.T4448G p.L1483X  - A 0 2784 14 609 

B014CPJ PV U2AF1 NM_006758 2 c.C101T p.S34F  - A 0,2 4393 9,6 785 

B014CPJ PV FLT3 NM_004119 14 

c.1802_1803in
sGGGGAGAGA
ATATGAATATG
ATCT 

p.L601_K602insG
REYEYDL  - A 0 11433 1,5 3168 

A015CSE TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 10 666 0 1254 

A015CSE TE CHEK2 NM_001005735 2 c.A148G p.S50G  - B 59 326 54 756 

A015CSE TE SUZ12 NM_015355 1 c.A151G p.S51G  - C 48 211 56 416 

A015CSE TE IDH1 NM_005896 4 c.C394G p.R132G COSM28749 A 2 951 37 348 

A015CSE TE DNMT3A NM_022552 19 c.T2306A p.I769N  - B 2 624 84 1645 

A015CSE TE ETV6 NM_001987 3 c.G271A p.G91S  - B 0 873 42 1353 

A016CLJ TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 25 1284 2 1023 

A016CLJ TE RBBP6 NM_006910 18 c.C4705T p.R1569C  - B 46 934 48 723 

A016CLJ TE TET2 NM_001127208 6 c.C3646T p.R1216X COSM42029 A 0 712 2 512 

A016CLJ TE TP53 NM_000546 6 c.A578T p.H193L COSM11066;COSM99918;COSM2744772 A 0 889 33 833 

A017CMI PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 44 1010 1,4 1244 

A017CMI PV TET2 NM_001127208 10 c.4293delT p.S1431Rfs*16  - A 0,6 1681 0 2149 

A017CMI PV TET2 NM_017628 3 c.G3410T p.G1137V COSM3735043 B 3 631 0 1274 

A017CMI PV TET2 NM_001127208 7 c.G3893A p.C1298Y COSM87138 B 0,5 1626 57 2550 

A017CMI PV TP53 NM_000546 5 c.T526A p.C176S COSM44146;COSM1324781 A 0 1050 85 924 

A019CCV TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 25 1284 94 373 

A019CCV TE KMT2A NM_001197104 27 c.T8168C p.V2723A  - C 46 376 32 41 

A019CCV TE TP53 NM_001276761 7 c.G626A p.R209Q COSM99602;COSM99021;COSM99020 A 3 1102 0 286 

A019CCV TE TP53 NM_001276761 7 c.G594A p.M198I COSM1640835;COSM99646;COSM10834 A 1,4 1973 84 366 

A020CLJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 94 400 90 976 

A020CLJ PV SMC3 NM_005445 24 
c.2799_2801d
el p.K936del  - B 0 150 41 464 

A022CMJ TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 16 972 92 296 



 

 

A022CMJ TE SRSF2 NM_003016 1 c.C284A p.P95H COSM211505;COSM211029;COSM211504 A 18 227 45 22 

A022CMJ TE TET2 NM_001127208 11 c.G5633A p.R1878H  - C 8 1311 45 218 

A022CMJ TE ASXL1 NM_015338 12 c.2591delA p.D864Afs*2  - A 1,2 896 38 189 

A022CMJ TE TP53 NM_000546 5 c.G524A p.R175H COSM10648;COSM3355994;COSM99022 A 0 745 88 192 

A023CTL TE CALR NM_004343 9 
c.1153_1154d
elinsTGTC  

p.Lys385Cysfs*4
6  - A 15 8022 100 316 

A023CTL TE TET2 NM_001127208 10 c.4312dupA p.E1437fs COSM4385603 A 23 11980 49 1199 

A023CTL TE ASXL1 NM_015338 12 c.1934dupG p.G642fs COSM4170082;COSM1411076 A 0 16217 27 973 

A023CTL TE EZH2 NM_004456 13 c.G1546T p.D516Y  - B 0 5875 11 135 

A023CTL TE EZH2 NM_004456 8 c.T851A p.L284H  - B 
0,3
6 37714 66 1808 

A024CBT TE BCOR NM_001123385 12 c.G4741T p.D1581Y 
COSM4109395;COSM4109396;COSM4109
397 B 3 354 57 286 

A024CBT TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 9 610 0 837 

A024CBT TE DNMT3A NM_022552 23 c.C2644T p.R882C COSM53042;COSM1166704 A 28 359 20 294 

A024CBT TE ETNK1 NM_018638 3 c.G734A p.G245D  - C 3 692 25 651 

A024CBT TE ETV6 NM_001987 3 
c.302_303insC
TTGGGTCT 

p.D101_F102insL
GL  - B 0 627 16 592 

A024CBT TE FLT3 NM_004119 9 c.C1197A p.N399K  - C 49 406 55 242 

A024CBT TE RUNX1 NM_001754 9 c.1036delC p.R346Afs*247  - A 0 721 19 711 

A024CBT TE TET2 NM_001127208 4 c.A3467T p.N1156I  - B 6 420 2 401 

R025CJC PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 39 1366 0 796 

R025CJC PV DNMT3A NM_022552 23 c.C2644T p.R882C COSM53042;COSM1166704 A 23 860 23 405 

R025CJC PV NF1 NM_001042492 40 c.C5902T p.R1968X COSM3402748;COSM30766 A 3 949 0 185 

R025CJC PV TP53 NM_000546 7 c.G743A p.R248Q COSM99602;COSM99021;COSM99020 A 0 1167 87 672 

A028CBG PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 47 591 47 561 

A028CBG PV DNMT3A NM_022552 23 c.C2701G p.L901V  - B 41 297 43 284 

A028CBG PV DNMT3A NM_022552 15 c.G1685A p.C562Y COSM249136;COSM5878817 A 51 370 39 268 

A028CBG PV IDH2 NM_002168 4 c.G419A p.R140Q COSM41590 A 48 408 50 458 

A028CBG PV MPL NM_005373 12 c.G1775A p.R592Q COSM2170465 A 0 456 42 434 

A028CBG PV SUZ12 NM_015355 16 c.G2016A p.M672I  - C 49 629 52 511 

A028CBG PV U2AF1 NM_006758 6 c.A470C p.Q157P COSM211534;COSM1318797 A 0 897 5 900 

A029CCM PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 10 1894 1,6 818 



 

 

A029CCM PV TP53 NM_000546 7 c.G734A p.G245D COSM3388189 B 3 1464 45 882 

A030CMM TE CALR NM_004343 9 
c.1154_1155in
sTTGTC p.K385fs COSM1738056 A 57 1415 37 881 

A030CMM TE ATM NM_000051 34 c.A5071C p.S1691R COSM6005491 C 44 424 47 358 

A030CMM TE WT1 NM_024426 2 c.C745T p.P249S 
COSM5611197;COSM5611198;COSM2196
3 C 40 932 43 684 

A030CMM TE ATM NM_000051 61 c.G8845A p.V2949I  - B 14 4032 1,3 1306 

A030CMM TE FLT3 NM_004119 14 
c.1808_1819d
up 

p.603insFDFREYE
YDLK  - A 0 1162 41 1570 

A030CMM TE RUNX1 NM_001754 6 c.A580G p.K194E  - B 0,3 3107 36 2518 

B031CDM PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 68 868 57 976 

B031CDM PV DOT1L NM_032482 24 c.C3271T p.R1091X  - A 0 450 47 437 

B031CDM PV RUNX1 NM_001754 5 c.A484G p.R162G COSM4385181;COSM24718 A 0 491 57 825 

B032CFJ TE CALR NM_004343 9 
c.1154_1155in
sTTGTC p.K385fs COSM1738056 A 55 183 54 356 

B032CFJ TE ASXL1 NM_015338 12 c.1927dupG p.G646Wfs*10 COSM1411076 A 9 179 19 260 

B032CFJ TE PDS5B NM_015032 30 c.A3488G p.N1163S  - B 50 940 49 726 

B032CFJ TE SUZ12 NM_015355 15 c.A1814T p.D605V COSM4745721 B 0,4 484 86 84 

B032CFJ TE NRAS NM_002524 2 c.G35A p.G12D COSM564 A 0 870 46 804 

B033CCY PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A 31 1422 11 926 

B033CCY PV U2AF1 NM_006758 6 c.A470G p.Q157R COSM1724986;COSM211532 A 26 11502 31 2157 

B033CCY PV GATA2 NM_001145661 4 
c.635_636insT
CAA p.K212Nfs*70  - A 0 3689 11 1426 

B033CCY PV RUNX1 NM_001754 5 
c.459_460insA
C p.Q154Tfs*22  - A 0 2299 30 1186 

B033CCY PV MPL NM_005373 12 c.1844delC p.C616Afs*13  - A 0 3025 31 1607 

B033CCY PV TET2 NM_001127208 8 c.G4021C p.A1341P  - B 0 2829 30 480 

A034CSP TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 42 557 

A034CSP TE TP53 NM_000546 5 c.A536G p.H179R COSM1645241 A NA NA 93 638 

A034CSP TE ETV6 NM_001987 5 c.T602C p.L201P  - C NA NA 56 197 

A035CMM PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 73 603 

A035CMM PV TP53 NM_000546 5 c.T487C p.Y163H COSM1522497 A NA NA 6 298 

A036CJA PV TP53 NM_000546 6 c.A659G p.Y220C COSM10758 A NA NA 49 614 

A036CJA PV SH2B3 NM_005475 2 c.A197G p.Q66R  - C NA NA 45 143 



 

 

A036CJA PV SETBP1 NM_015559 4 c.A2738C p.N913T  - C NA NA 28 393 

A036CJA PV DNMT3A NM_022552 19 
c.2307_2315d
el p.769_772del  - B NA NA 10 1311 

L037CRP PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 76 683 

L037CRP PV RUNX1 NM_001754 6 c.A593G p.D198G COSM4816274;COSM24799 A NA NA 35 920 

L037CRP PV RUNX1 NM_001754 5 c.G493T p.G165C COSM5030995;COSM96547 A NA NA 35 516 

L037CRP PV SRSF2 NM_003016 1 c.C284T p.P95L COSM146288;COSM211506;COSM211028 A NA NA 22 103 

L037CRP PV TP53 NM_000546 5 
c.460_461insT
CC p.G154delinsVR  - A NA NA 2 508 

L037CRP PV HMGA2 NM_003484 4 c.A307G p.K103E  - C NA NA 48 943 

L037CRP PV DOT1L NM_032482 13 c.C1058G p.A353G  - C NA NA 52 190 

B038CLL PV NRAS NM_002524 2 c.G37C p.G13R COSM569 A NA NA 49 591 

B038CLL PV RUNX1 NM_001754 4 c.C332A p.T111N COSM42101 A NA NA 44 318 

B038CLL PV TP53 NM_000546 7 c.C742T p.R248W 
COSM120006;COSM120005;COSM164083
1 A NA NA 47 494 

B038CLL PV TP53 NM_000546 7 
c.719_781deli
nsTC 

p.(Ser240Ilefs*8
5) 

COSM3356966;COSM984905;COSM98490
7 A NA NA 29 623 

B039CLJ PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 11 526 

B039CLJ PV IDH2 NM_002168 4 c.G419A p.R140Q COSM41590 A NA NA 2,5 2655 

B039CLJ PV TP53 NM_000546 6 c.A641G p.H214R 
COSM307281;COSM3388198;COSM16408
40 A NA NA 16 3420 

B039CLJ PV TP53 NM_000546 5 c.384_385del p.A129Pfs*18  - A NA NA 40 676 

B040CPJ TE CALR NM_004343 9 
c.1154_1155in
sTTGTC p.K385Nfs*46 COSM1738056 A NA NA 44 288 

B040CPJ TE ASXL1 NM_015338 12 c.2672dupT p.S892Ffs*1  - A NA NA 39 293 

B040CPJ TE GATA2 NM_032638 6 c.C1186T p.R396W  - A NA NA 7 1520 

B040CPJ TE NRAS NM_002524 2 c.G38A p.G13D COSM573 A NA NA 38 1096 

B041CRM TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 55 790 

B041CRM TE CEBPA NM_004364 1 c.G866A p.R289H  - B NA NA 29 906 

B041CRM TE CEBPA NM_004364 1 
c.541_542insC
CTT p.Y181Sfs*140  - A NA NA 26 174 

B041CRM TE RUNX1 NM_001754 5 c.460_462del p.Q154del  - B NA NA 32 638 

B041CRM TE TET2 NM_001127208 9 c.C4100G p.P1367R COSM4170044 B NA NA 41 193 

B041CRM TE TET2 NM_001127208 11 c.G5644C p.A1882P COSM87185 A NA NA 28 749 

B041CRM TE TET2 NM_001127208 3 c.1643dupA p.T549Nfs*17  - A NA NA 7 515 



 

 

A042CGJ TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 14 561 

A042CGJ TE TP53 NM_000546 5 c.T487C p.Y163H COSM1522497 A NA NA 48 170 

A042CGJ TE DNMT3A NM_022552 23 c.G2645A p.R882H COSM442676 A NA NA 22 176 

A043CBM PV ATRX NM_000489 9 c.T3364A p.C1122S  - C NA NA 99 413 

A043CBM PV BCORL1 NM_021946 3 c.A3158G p.K1053R  - B NA NA 99 373 

A043CBM PV TP53 NM_000546 8 c.G841A p.D281N 
COSM3932743;COSM43596;COSM164934
1;COSM146336 A NA NA 90 1049 

A043CBM PV ATM NM_000051 8 c.C998T p.S333F COSM5020962;COSM5020963 B NA NA 52 509 

A044CMM PV ASXL1 NM_015338 12 
c.2894_2896d
el p.965_966del  - B NA NA 41 664 

A044CMM PV DNMT3A NM_022552 23 c.G2645A p.R882H COSM52944;COSM442676 A NA NA 43 419 

A044CMM PV NF1 NM_001042492 4 c.T7010C p.L2337P  - B NA NA 29 70 

A044CMM PV SH2B3 NM_005475 8 c.C1696T p.R566W  - B NA NA 39 217 

A044CMM PV TET2 NM_001127208 3 c.A1355C p.E452A  - B NA NA 48 456 

A044CMM PV TP53 NM_000546 10 c.C1009T p.R337C COSM117591;COSM11071 A NA NA 47 695 

A045CVB TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 58 848 

A045CVB TE EZH2 NM_004456 8 c.G857A p.C286Y  - B NA NA 46 972 

A045CVB TE NF1 NM_001042492 37 c.A5039G p.Y1680C  - B NA NA 45 464 

A046CBN TE CALR NM_004343 9 
c.1154_1155in
sTTGTC p.K385Nfs*46 COSM1738056 A NA NA 48 311 

A046CBN TE CUX1 NM_001202543 18 c.G2206A p.D736N  - C NA NA 45 110 

A047CRG PV JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 5 489 

A047CRG PV BCORL1 NM_021946 3 c.A1003C p.T335P  - B NA NA 23 266 

A047CRG PV BCORL1 NM_021946 3 c.C2752T p.Q918X  - A NA NA 6 463 

A047CRG PV BCORL1 NM_021946 6 c.G3969C p.E1323D  - B NA NA 44 50 

A047CRG PV CHEK2 NM_001005735 5 c.720delA p.V241Ffs*6  - A NA NA 46 164 

A047CRG PV CUX1 NM_001202543 18 c.G2206A p.D736N  - C NA NA 56 143 

A048CBA PV TP53 NM_000546 5 c.A395G p.K132R 
COSM3388223;COSM1646844;COSM1158
2 A NA NA 94 50 

A049CBE TE ASXL1 NM_015338 12 c.1927dupG p.G646Wfs*10 COSM4170082;COSM1411076 A 1 392 26 164 

A049CBE TE CHEK2 NM_001005735 16 c.1696delC p.R566Vfs*41  - A 7 171 0 680 

A049CBE TE PPMD1 NM_003620 6 c.1427delA p.N477Ifs*5  - A 7 801 0 460 

A049CBE TE TP53 NM_000546 7 c.G734A p.G245D COSM3388189;COSM43606;COSM179807 A 4 540 3 72 



 

 

A049CBE TE SH2B3 NM_005475 7 c.C1298T p.S433L  - B 93 212 40 126 

A049CBE TE TP53 NM_000546 7 c.C742T p.R248W COSM120006;COSM120005 A 2 456 89 56 

P050CGR TE CALR NM_004343 9 
c.1092_1143d
el p.Glu364fs COSM1738057 A NA NA 16 64 

P050CGR TE ASXL1 NM_015338 12 c.3150dupG p.R1051Afs*35  - A NA NA 37 633 

P050CGR TE NRAS NM_002524 2 c.G35T p.G12V COSM566 A NA NA 5 967 

P050CGR TE PDS5B NM_015032 12 c.G1355A p.R452Q  - B NA NA 28 334 

P050CGR TE SETBP1 NM_015559 4 c.G1933A p.E645K  - B NA NA 46 1334 

P050CGR TE SUZ12 NM_015355 15 c.T1808G p.F603C  - B NA NA 44 296 

P051CLO TE MPL NM_005373 10 c.G1544T p.W515L COSM3719407;COSM18918 A 6 128 16 307 

P051CLO TE IDH2 NM_002168 4 c.G419A p.R140Q COSM41590 A 15 492 2 431 

P051CLO TE SRSF2 NM_003016 1 c.C284G p.P95R COSM211661;COSM4385016 A 28 241 46 442 

P051CLO TE TP53 NM_000546 7 c.A736G p.M246V 
COSM251431;COSM251429;COSM172638
2 A 0 677 18 1061 

A053CFJ PV TP53 NM_000546 7 c.G743A p.R248Q COSM99602;COSM99021;COSM99020 A NA NA 69 503 

P054CRP TE JAK2 NM_004972 14 c.G1849T p.V617F COSM12600 A NA NA 50 828 

P054CRP TE SUZ12 NM_015355 9 c.A1009G p.I337V  - B NA NA 30 503 

P054CRP TE TET2 NM_001127208 3 c.2064delT p.S689Pfs*10  - A NA NA 49 471 

P054CRP TE TET2 NM_001127208 3 c.3348dupA p.N1118Kfs*10 COSM4613615;COSM4613616 A NA NA 53 341 

P054CRP TE U2AF1 NM_006758 2 c.C101A p.S34Y COSM1190367;COSM146287 A NA NA 46 347 
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Discussion et perspectives 

Les mutations additionnelles dans les syndromes myéloprolifératifs 

Association des mutations avec le phénotype 

Nos résultats n’ont pas montré de différence entre le profil mutationnel des polyglobulies de Vaquez et des 

thrombocytémies essentielles avec mutation promotrice de JAK2 (Article 1). A l’inverse, le profil mutationnel des 

TE avec mutation de CALR était moins complexe avec surtout des mutations de TET2 (Article 3). Ces résultats 

sont en accord avec la littérature et une vision moléculaire de la classification des syndromes myéloprolifératifs 

(Grinfeld et al., 2017). 

Au sein des TE avec mutation de CALR nous avons retrouvé un profil moléculaire plus complexe chez les patients 

avec mutation de type 1 ou de type 1-like (Article 3). Ces résultats, également retrouvés dans un précédent 

travail, pourraient en partie expliquer la surreprésentation des mutations de type 1 dans la myélofibrose (Agarwal 

et al., 2017). Toutefois le profil mutationnel seul n’explique pas les différences de distribution des mutations de 

type 1 et 2 entre TE et MFP puisque les observations des modèles murins nous montrent que les différentes 

mutations sont elles-mêmes déterminantes dans le développement de la fibrose médullaire (Marty et al., 2016). 

Nous avons montré une association entre la présence de mutations additionnelles de TET2, ASXL1, DNMT3A et 

SRSF2 et un âge plus élevé au diagnostic dans notre étude du profil mutationnel d’une cohorte de 190 TE (Article 

2). Cette association était également retrouvée dans le travail de Grinfeld et al portant sur plus de 2000 patients 

(Grinfeld et al., 2018). Cette association peut être le reflet de l’acquisition de mutations promotrices à l’origine 

du SMP au sein d’une hématopoïèse clonale de signification indéterminée chez des sujets plus âgés. Il est 

également possible que chez les patients diagnostiqués à un âge plus élevé, le temps de latence entre l’acquisition 

de la mutation promotrice et le développement du SMP soit plus long et donc plus propice à l’acquisition de 

mutations additionnelles du fait de l’augmentation de la prolifération cellulaire du clone tumoral. En effet ce temps 

de latence est estimé en médiane à 10 ans et peut aller jusqu’à plus de 15 ans (Gerstung et al., 2020; McKerrell 

et al., 2017). 

Des associations entre mutations additionnelles et présentation clinico-biologique ont également été décrites dans 

la myélofibrose primitive comme par exemple les mutations d’U2AF1 qui sont associées à une anémie et à une 

thrombopénie. De telles associations seront recherchées lors de l’analyse de la cohorte de 479 myélofibroses du 

FIM. 

L’effet des mutations additionnelles sur le phénotype semble différer selon l’ordre d’acquisition des mutations 

comme montré avec les mutations de TET2 et de JAK2V617F (Ortmann et al., 2015). De futurs travaux étudiant 

la hiérarchie clonale par séquençage sur cellule unique ou par séquençage de colonies hématopoïétique 

permettront de préciser l’association entre l’ordre d’acquisition des mutations et les caractéristiques clinico-

biologiques. 
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Dans les syndromes myéloprolifératifs sans mutation promotrice, l’étude par NGS permet dans environ 30% des 

cas de mettre en évidence un marqueur de clonalité (Article 4 et Grinfeld et al, 2018). Ces mutations sont souvent 

localisées sur les gènes JAK2 et MPL en dehors des positions canoniques. Toutefois lors de la mise en évidence 

d’une nouvelle mutation non décrite chez un patient triple négatif, la question de l’impact fonctionnel se pose et 

la mise en œuvre de modèles cellulaires permettant d’y répondre n’est pas toujours possible. Un très récent 

travail a utilisé une approche de screening haut débit pour étudier l’effet de toutes les substitutions possibles des 

29 acides aminés de l’exon 10 de MPL (Bridgford et al., 2020). Des cellules Ba/F3 ont été transfectées avec une 

librairie des différents cDNA possibles et après des étapes de sélection, la croissance en présence d’IL-3, de TPO 

et en endogène était mesurée. Ce screening a permis d’identifier les variants avec une croissance indépendante 

des cytokines. Un second screening a été réalisé dans des cellules Ba/F3 exprimant déjà le variant S505N de MPL, 

ce qui a permis de montrer une coopération entre ce variant et certaines substitutions qui seules étaient 

dépourvues d’effet. 

Le phénotype des SMP est influencé par d’autres facteurs que les mutations additionnelles comme par exemple 

l’inflammation ou le micro-environnement. De nombreux paramètres ont montré leur intérêt pour différencier les 

syndromes myéloprolifératifs et en particulier la thrombocytémie essentielle de la myélofibrose primitive (CD34 

circulants, dosage LDH…). Dans une étude prospective en cours nous visons à développer un score diagnostique 

non invasif permettant de différencier la TE, la prémyélofibrose et la myélofibrose primitive. Pour développer ce 

score, nous réalisons des dosages biochimiques (LDH, β2-microglobuline…), une étude du profil mutationnel 

(panel 77 gènes), un dosage de 30 cytokines plasmatiques, un dosage des cellules CD34 circulantes et une 

mesure de la rigidité splénique par élastographie (étude BioScoreSMP, IP : D. Luque Paz, NCT03869476). 

Evolution du profil mutationnel dans le suivi des syndromes myéloprolifératifs 

Lors de la phase chronique 

Dans ce travail nous avons étudié de manière systématique le profil mutationnel lors du suivi de 95 patients avec 

une polyglobulie de Vaquez ou une thrombocytémie essentielle (Articles 1 et 3). Chez 50 patients avec une PV 

ou une TE avec mutation promotrice JAK2V617F, nous avons détecté 4 nouvelles mutations à 3 ans de suivi soit 

un taux de 2 nouvelles mutations par an pour 100 patients suivis (2 muts/an/100 patients). Ce taux de nouvelles 

mutation était de 4 mutations par an pour 100 patients chez les 45 patients avec une TE et mutation de CALR et 

un suivi médian de 6 ans. Dans la littérature un taux de mutation assez proche a été décrit (1,5 à 1,7 mutations 

/ an / 100 patients) (Lundberg et al., 2014b; Senín et al., 2018). Ces résultats sont en opposition avec l’instabilité 

génétique décrite dans les cellules porteuses de la mutation promotrice JAK2V617F. Cette instabilité est médiée 

par une augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène et une augmentation des cassures double 

brin de l’ADN  (Chen et al., 2014; Marty et al., 2013; Plo et al., 2008). Certains mécanismes compensatoires 

pourraient expliquer cette relative stabilité génétique comme la voie de signalisation de p53 ou l’activité de 

RECQL5, une hélicase dont l’expression est augmentée dans les SMP et qui est associée à une diminution des 

cassures de l’ADN (Chen et al., 2014, 2015). Ce faible taux de nouvelles mutations concerne les patients ‘stables’ 

en phase chronique et non ceux présentant une évolution hématologique. Concernant les mutations promotrices 

de CALR, aucune donnée n’est disponible quant à une éventuelle instabilité mutationnelle. Nos travaux ont montré 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  189 

un taux de nouvelles mutations similaire aux patients avec mutation de JAK2. Ces mutations intéressaient en 

particulier le gène TET2. 

Dans une majorité de cas (9/16) les mutations nouvellement détectées dans le suivi étaient en fait déjà présentes 

dès le diagnostic à un faible taux ne permettant pas leur détection. Elles pouvaient être rétrospectivement 

visualisées sur les fichiers de séquençage avec une charge allélique pouvant aller jusqu’à des valeurs minimales 

de 0,1%. Pour les mutations non vues au diagnostic, on ne peut exclure qu’elles soient tout de même présentes 

à un très faible taux inférieur aux capacités de détection de nos technologies de séquençage nouvelle génération. 

En effet, la limite de détection du séquençage de nouvelle génération est de l’ordre de 1 % et peut être abaissé 

lorsque la mutation recherchée est connue ou lorsque l’on utilise une technologie avec des barre-codes 

moléculaires uniques (UMI) comme nous l’avons fait dans le travail sur les TE avec mutation de CALR (Article 3). 

De plus une limite à la détection des faibles mutations est la quantité d’ADN utilisé. Dans nos travaux nous 

utilisions 10 ou 50 ng d’ADN soit 3000 ou 15 000 copies de génome. 

De précédents travaux avaient également montré qu’une partie des mutations nouvellement détectées étaient 

en fait déjà présentes dès le diagnostic de la maladie (Lundberg et al., 2014b). Ces observations indiquent donc 

que les mutations nouvellement détectées correspondent plus à l’émergence d’un clone préexistant qu’à une 

réelle acquisition de mutation. L’émergence de clones est un reflet de l’hétérogénéité clonale des syndromes 

myéloprolifératifs où des clones avec des mutations peuvent coexister et évoluer lors du suivi. En dehors des 

mutations nouvellement acquises, nos travaux ont pu montrer une évolution des mutations lors du suivi avec 

certaines mutations qui restent stables, certaines qui sont en diminution et enfin d’autres en augmentation. Ces 

observations sont parfois le reflet d’une compétition clonale puisque chez certains patients la diminution de la 

charge allélique de la mutation promotrice était associée à une augmentation de la charge allélique d’une mutation 

additionnelle. Ces évolutions clonales correspondent vraisemblablement à l’histoire naturelle des syndromes 

myéloprolifératifs mais l’influence possible des traitements est peu connue. L’interféron-α a montré son efficacité 

sur les clones portant les mutations promotrices mais semble non efficace sur les clones avec certaines mutations 

additionnelles (Kiladjian et al., 2010; Verger et al., 2015). A l’inverse, l’effet de l’hydroxyurée, médicament le 

plus prescrit dans les syndromes myéloprolifératifs, sur les évolutions clonales n’est pas connu. 

L’étude sériée du profil mutationnel de plus grandes cohortes de patients avec un SMP permettra de préciser le 

rôle du traitement dans l’évolution clonale. Nous souhaitons poursuivre nos recherches en ce sens avec 

notamment le recours aux technologies de séquençage sur cellule unique (technologie 10X Genomics en cours 

d’équipement) qui permettent d’étudier simultanément la hiérarchie clonale et le transcriptome (Nam et al., 

2019). 

Lors des transformations leucémiques 

A l’inverse des phases chroniques, les évolutions hématologiques et en particulier les transformations leucémiques 

sont caractérisées par l’acquisition de mutations. Dans ce travail, nous avons étudié le profil mutationnel de 49 

transformations leucémiques de polyglobulies de Vaquez ou de thrombocytémies essentielles (Article 4). Nous 

avons volontairement exclu les transformations leucémiques de myélofibroses primitives de ce travail car le délai 

d’évolution est plus court et que la myélofibrose primitive est une maladie moléculairement plus complexe. Ce 
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choix explique la plus grande fréquence de mutation de TP53 par rapport à la littérature puisque ces mutations 

sont rares dans les transformations leucémiques de myélofibrose primitive suggérant la participation d’autres 

mécanismes oncogénétiques de transformation (Courtier et al., 2017). Du fait de la grande hétérogénéité du délai 

de transformation, nous avons spécifiquement étudié l’association entre le délai et les mutations additionnelles à 

la transformation leucémique. Nous avons identifié trois profils mutationnels associés à des transformations à 

court, moyen et long terme. Nous avons également pu étudier le profil mutationnel sur le prélèvement du 

diagnostic ou de la phase chronique chez 29/49 patients. Le profil mutationnel retrouvé chez les patients avec 

une transformation à court terme était complexe avec des mutations de gènes impliqués dans l’épigénétique ou 

la signalisation dès la phase chronique. Ce profil mutationnel correspond aux patients de haut risque moléculaire 

avec un risque augmenté d’évolution vers la leucémie aiguë selon les classifications récemment proposées 

(Grinfeld et al., 2018). Chez ces patients, un second évènement mutationnel semble nécessaire à la 

transformation leucémique puisque des mutations notamment de RUNX1 ou d’ETV6 apparaissaient à ce moment. 

Afin de préciser l’impact du profil mutationnel au diagnostic sur le risque de transformation leucémique nous 

souhaitons utiliser nos données dans une étude cas-témoins. En effet la transformation leucémique étant un 

évènement rare dans la PV et la TE, les études de cohortes ne rapportent que quelques cas et une étude cas-

témoins parait adaptée. 

Dans le cas des transformations leucémiques tardives, les mécanismes moléculaires semblent différents et 

impliquent souvent des mutations de TP53. Les mutations de TP53 sont dans environ la moitié des cas déjà 

présentes plusieurs années avant la transformation leucémique à une faible charge allélique (Rampal et al., 

2014b). A l’inverse, dans certains cas nous n’avons pas pu détecter les mutations de TP53 jusqu’à un an avant 

la transformation leucémique avec les limites de sensibilité de nos techniques comme décrit précédemment. Le 

fait que les mutations de TP53 soient associées à des transformations tardives peut s’expliquer par le fait qu’une 

inactivation du second allèle semble nécessaire pour conférer un avantage de prolifération et promouvoir la 

transformation leucémique (Lundberg et al., 2014b; Rampal et al., 2014b). Cette inactivation peut être une 

seconde mutation ou une perte d’hétérozygotie. Le rôle du traitement cytoréducteur et notamment de 

l’hydroxyurée dans la sélection des clones portant la mutation de TP53 sur le modèle des leucémies secondaires 

aux chimiothérapies est une question toujours en suspens. Ainsi l’hydroxyurée n’est pas associée à un risque plus 

élevé de transformation leucémique dans les plus grandes séries rapportées (Bjorkholm et al., 2011). Toutefois 

au niveau cellulaire, l’hydroxyurée induit des cassures double brins de l’ADN et une apoptose dépendante de p53 

ce qui peut suggérer une potentiel avantage de sélection de clone p53-/- avec une instabilité génétique associée 

(Chen et al., 2015; Gottifredi et al., 2001; Nayak and Das, 2002). A ce jour, une seule étude s’est intéressée à 

l’association entre les faibles mutations de TP53 en phase chronique et le traitement par hydroxyurée (Kubesova 

et al., 2018). Dans ce travail une association était retrouvée mais la significativité statistique était perdue après 

ajustement sur l’âge des patients. Ce résultat s’explique par le fait que l’âge est un critère confondant puisque 

les sujets jeunes sont plus souvent traités par interféron-α et les plus âgés par hydroxyurée. De plus, le suivi 

moléculaire de la charge allélique des mutations de TP53 chez les patients traités ou non traités par hydroxyurée 

serait nécessaire pour conclure. 

Sur cette thématique, nous menons actuellement une étude cas-témoins visant à rechercher une association 

entre le traitement par hydroxyurée et la sélection des mutations TP53 (Rôle du Traitement par HydroxyUrée sur 
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la sélection des mutations TP53 impliquées dans la Transformation Aiguë des syndromes myéloprolifératifs 

(THUTA) ; financement AO Ligue Contre le Cancer 49). Nous étudions la présence des mutations de TP53 chez 

des patients suivi depuis au moins 8 ans pour une PV ou une TE en phase chronique et traités (cas) ou non traités 

(témoin) par hydroxyurée. La technologie utilisée est un NGS avec UMI permettant d’obtenir une sensibilité de 

0,1 à 0,5% de charge allélique (Qiagen QIAact DNA UMI). Dans un second temps, les patients présentant une 

mutation de TP53 auront un second prélèvement étudié afin de tester l’association entre le traitement et 

l’évolution de la charge allélique de ces mutations. 

Rôle de la génétique constitutionnelle 

Nos travaux se sont concentrés sur les anomalies somatiques des syndromes myéloprolifératifs mais les mutations 

constitutionnelles peuvent également jouer un rôle dans l’initiation ou dans le phénotype de la maladie. Une partie 

des SMP correspond à des formes familiales avec une pénétrance très variable. On distingue des facteurs de 

risques génétiques soit (i) rares et associés à un fort risque comme par exemple la duplication ATG2B/GSKIP ou 

(ii) fréquents dans la population générale et associés à un risque modéré (odds ratio entre 1.5 et 4) comme par 

exemple l’haplotype 46/1 de JAK2 ou des variants de TET2, TERT… (Jones et al., 2009; Saliba et al., 2015; Tapper 

et al., 2015). Certains variants constitutionnels semblent également avoir un impact sur le phénotype de la 

maladie en termes d’association avec une pathologie distincte ou en termes de NFS au diagnostic (Grinfeld et al., 

2018). L’exploitation de nos données de séquençage afin d’étudier les polymorphismes et leurs associations avec 

le phénotype pourra faire l’objet de futurs travaux. 

Rôle pronostique des mutations additionnelles 

Impact pronostique selon le type de syndrome myéloprolifératif 

Depuis 2013 et la signature moléculaire de mauvais pronostic proposée par Vannucchi et al dans la MFP, de 

nombreux travaux ont rapporté un rôle pronostic des mutations additionnelles dans les syndromes 

myéloprolifératifs et en particulier dans la myélofibrose. 

Deux types d’approches peuvent être proposées pour prendre en compte les mutations additionnelles dans 

l’évaluation pronostique des patients. D’une part une approche par pathologie avec un score pronostic développé 

pour chaque maladie. Ainsi, plusieurs scores pronostiques ont été développés récemment dans la myélofibrose 

et également dans la PV et la TE (Guglielmelli et al., 2018; Tefferi et al., 2020). L’autre type d’approche 

correspond à une classification pronostique basée sur la génomique tous SMP confondus (Grinfeld et al., 2018). 

Cette dernière approche est attrayante car elle permet une plus grande personnalisation de l’évaluation 

pronostique puisque l’impact pronostique d’un gène sera pondéré selon les mutations présentes sur tous les 

autres gènes. Dans les deux cas, les classifications pronostiques devront être validées sur des nouvelles cohortes. 

Nous avons prévu de comparer les différents scores pronostiques lors de l’analyse du NGS des 479 myélofibroses 

du FIM. 

Nous avons confirmé l’utilité pronostique des mutations additionnelles dans une cohorte de 190 TE puisque 

l’impact pronostique était indépendant de la classification de l’ELN (Article 2). Toutefois, l’impact pronostique des 
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mutations additionnelles pourrait varier selon la mutation pronostique car nous ne retrouvons pas d’influence sur 

le pronostic chez une cohorte de 45 patients avec une TE et une mutation promotrice de CALR (Article 3). Ce 

résultat peut être vu étant comme en contradiction avec les résultats de l’article 2. Cependant, dans ce dernier, 

il n’y avait que 23 patients avec mutation de CALR et un seul évènement (décès) chez ces patients. Les patients 

avec mutation de CALR ont un pronostic globalement meilleur avec une plus faible incidence de thrombose et de 

transformation leucémique. Ces patients présentent également moins de mutations de mauvais pronostic. Ainsi 

d’autres marqueurs pronostiques pourraient être identifiés chez ces patients comme par exemple le suivi de la 

charge allélique de CALR (Article 3). 

Implications cliniques 

Difficultés d’interprétation possibles des données de NGS 

La réalisation d’un séquençage nouvelle génération à but pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs 

implique une interprétation biologique des résultats qui peut parfois être difficile. En effet, des nuances pourraient 

exister quant à l’impact pronostique d’un gène selon le type de mutation, la description ou non de son caractère 

pathogénique et sa charge allélique. 

Par exemple, les mutations de SRSF2 sont associées à un pronostic péjoratif dans tous les syndromes 

myéloprolifératifs d’après la grande majorité des études (Grinfeld et al., 2017; Tefferi et al., 2020). La majorité 

des mutations de SRSF2 concerne la position P95 et est associée à un défaut d’épissage spécifique avec une 

modification des séquences ESE reconnues (Kim et al., 2015). Certaines mutations en dehors de cette position 

P95 peuvent être détectées et donc être d’interprétation difficile. Dans un article publié en janvier 2020, une 

équipe a étudié 14 mutations rares touchant les gènes de l’épissage (SF3B1, SRSF2 et U2AF1) et a montré que 

11 d’entre-elles induisaient des anomalies de l’épissage similaires aux mutations habituelles de ces gènes 

(Pangallo et al., 2020). Un autre exemple est l’interprétation des mutations d’ASXL1 qui sont très majoritairement 

des mutations entraînant une protéine tronquée mais quelques rares mutations faux-sens sont également 

décrites. Dans une étude, l’impact pronostique défavorable des mutations d’ASXL1 dans la myélofibrose était le 

même quel que soit le type de mutation (Tefferi et al., 2018d). Toutefois ces mutations faux-sens peuvent parfois 

correspondre à des polymorphismes rares surtout lorsqu’elles ne sont pas décrites dans les hémopathies et 

rarement décrites dans la population générale. Dans nos travaux, l’utilisation de matériel contrôle germinal 

permettait l’élimination de nombreux variants constitutionnels (Articles 1 et 3). Lorsque du matériel germinal 

n’est pas disponible, la classification des mutations selon leur pathogénicité suspectée peut être utile. Nous avons 

proposé une classification en trois classes : pathologique, possiblement pathologique et variant de signification 

indéterminée (Articles 2 et 3). Cette classification a été légèrement modifiée à la suite du consensus du groupe 

FIM pour l’analyse des myélofibroses (tableau XII). Ces classifications sont inspirées de celle proposée par l’ASCO 

(American Society of Clinical Oncology) (Li et al., 2017). En étudiant une cohorte de 190 patients, nous avons 

montré que les mutations additionnelles avaient un impact pronostique défavorable en prenant en compte toutes 

les mutations ou uniquement les mutations ‘pathologiques’ (Article 2). Ces résultats devront être confirmés et un 

consensus sur la classification des mutations de mauvais pronostic serait souhaitable avec l’utilisation croissante 

du NGS et l’impact possible des résultats dans la prise en charge des patients. 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  193 

Dans leur étude portant sur 2035 patients, l’équipe de PJ. Campbell a choisi d’exclure les mutations non décrites 

dans la base COSMIC (mutation exacte ou position protéique) et ayant une charge allélique supérieure à 40% 

afin de réduire les potentiels variants rares constitutionnels. Selon le même objectif, nous avons choisi d’exclure 

les variants avec une fréquence allélique supérieure à 0,1% parmi ceux classés comme étant de signification 

indéterminée dans notre travail en cours sur les myélofibroses. Nous prévoyons lors de l’analyse statistique de 

ce travail de tester l’impact de la classification pathologique et de la charge allélique des mutations sur le pronostic 

pour chaque gène. 

En effet, la charge allélique des mutations additionnelles pourrait influencer le pronostic de manière différente 

selon le gène avec un impact pronostique soit : 

(i) Indépendant de la charge allélique comme cela a été montré pour les mutations de TP53 dans 

la leucémie lymphoïde chronique (Landau et al., 2013; Rossi et al., 2014) ; 

(ii) Dépendant de la charge allélique avec un effet on/off à un seuil donné de charge allélique (par 

exemple : pronostic péjoratif au-dessus de 20 % de charge allélique) ; 

(iii) Dépendant de la charge allélique avec une relation linéaire entre le pronostic et la charge 

allélique. 

Très peu de données sont disponibles quant à l’impact de la charge allélique sur le pronostic. Les seules données 

disponibles sont discordantes puisque les mutations d’ASXL1 étaient pronostiques indépendamment de leurs 

charges alléliques dans une étude portant sur 480 myélofibroses tandis que la charge allélique avait un impact 

pronostique dans l’étude de Grinfeld et al. portant sur 2035 patients (Grinfeld et al., 2018; Tefferi et al., 2018d). 

Adaptation du traitement selon le profil moléculaire 

L’interféron-α est le seul traitement permettant une diminution voire une extinction des mutations promotrices 

(Cassinat et al., 2014; Kiladjian et al., 2006). Son effet sur les mutations additionnelles est peu connu et il semble 

que certaines mutations additionnelles confèrent une résistance (Kiladjian et al., 2010; Verger et al., 2015). 

L’étude de l’évolution à l’échelon clonal des différentes mutations des patients sous interféron permettra de 

préciser les mécanismes de résistance et pourra guider les patients à traiter par interféron (Etude en cours par 

B. Cassinat, AO Force Hemato 2019). De plus, l’arrivée prochaine de nouveaux inhibiteurs de JAK1/2 et d’autres 

thérapies ciblées dans l’arsenal thérapeutique pose la question de leur efficacité selon le type de mutation 

additionnelle. 

Le pronostic des transformations leucémiques de SMP est très péjoratif, y compris pour les patients allogreffés 

(Ruggiu et al., 2020). Ainsi l’identification au plus tôt des patients de haut risque est un enjeu important dans la 

prise en charge des patients avec un syndrome myéloprolifératif avec le développement de thérapies ciblées et 

le recours possible à l’allogreffe avant la transformation leucémique.  

La réponse au traitement est également un élément pronostique important puisque deux études ont montré que 

la résistance à l’hydroxyurée était prédictive d’une diminution de survie et associée à une augmentation du risque 

de transformation en myélofibrose ou en leucémie aiguë (Alvarez-Larrán et al., 2012; Hernández-Boluda et al., 

2011). Les mécanismes de résistance au traitement des SMP restent à ce jour en partie inconnus. Il est néanmoins 
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évoqué l’implication de mutations additionnelles et de cytokines pro-inflammatoires dans la résistance au 

traitement. En effet, certaines cytokines, dont le TNFα, sont élevées au cours de la PV et de la TE et seraient 

impliquées dans l’expansion clonale des cellules hématopoïétiques comportant la mutation JAK2. Alors qu’un 

traitement par hydroxyurée ne modifie pas l’expression de TNFα, une diminution nette est observée au cours du 

traitement par interféron-α. Le niveau d’expression d’autres cytokines pro-inflammatoires ne semble pas modifié 

(Tashi et al., 2018). Nous avons le projet de développer un score prédictif de la réponse au traitement de première 

ligne dans la PV et la TE en combinant l’étude du profil mutationnel et le dosage de cytokines plasmatiques 

(BioPredictorSMP, AO déposé). 

Intérêt du suivi moléculaire 

Des scores pronostiques dynamiques basés sur des données cliniques et biologiques existent dans la myélofibrose 

(DIPSS) mais à ce jour aucun score utilisable dans le suivi et utilisant les mutations additionnelles n’a été proposé. 

La réévaluation pronostique par séquençage NGS peut être réalisée lors du suivi des patients, en particulier chez 

les patients avec une myélofibrose chez qui l’allogreffe est envisagée ou encore chez les patients avec une 

polyglobulie de Vaquez ou une thrombocytémie essentielle présentant des signes d’évolutivité. Dans ces cas, 

l’acquisition de mutations est un reflet de l’évolution clonale et de l’instabilité génétique de la maladie. Un impact 

pronostique péjoratif peut être suspecté si les gènes touchés ont un rôle pronostique déjà décrit au diagnostic. 

Dans nos travaux sur les phases chroniques de SMP, l’acquisition de mutations additionnelles n’était pas associée 

à une aggravation de la maladie (Articles 1 et 3). Toutefois, certaines de ces mutations apparaissaient avec une 

faible charge allélique et le suivi de ces patients était limité. Nous poursuivons le suivi de ces deux cohortes et 

d’autres points de séquençage NGS sont prévus afin de préciser si l’évolution des nouvelle mutations est 

pronostique. Dans notre étude sur 50 SMP avec mutation JAK2V617F, l’augmentation de la charge allélique d’au 

moins une mutation entre le diagnostic et le suivi à 3 ans (JAK2V617F comprise) était associée à une aggravation 

de la maladie (Article 1). Le suivi des charges alléliques des mutations additionnelles pourrait donc avoir une 

valeur pronostique. De plus, ce suivi permettrait également d’objectiver l’efficacité des traitements et en 

particulier de l’interféron-α sur les clones tumoraux. Au CHU d’Angers, nous réalisons des suivis annuels ou 

biannuels par NGS chez certains patients jeunes avec des mutations de mauvais pronostic (ex : ASXL1) et traités 

par interféron-α. Un suivi par PCR digitale est également envisageable mais l’avantage du NGS est de pouvoir 

détecter des mutations nouvellement acquises. 

Dans l’article 3, nous avons montré pour la première fois l’intérêt pronostique du suivi de la charge allélique des 

mutations de CALR. Ces résultats sont en cours de validation au laboratoire sur une cohorte élargie de 110 

patients avec plusieurs points de suivis (thèse d’exercice de G. Sueur). Le profil mutationnel de ces patients sera 

également étudié lors des suivis (AO Ligue Contre Cancer 49 2019, IP : Laurane Cottin).  
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Annexes 

 

Article I : Caractérisation clinique et biologique des syndromes myéloprolifératifs avec double 
mutation promotrice, une étude du FIM 

Clinical and biological characterization of MPN patients harboring two driver mutations, a French intergroup of 
myeloproliferative neoplasms (FIM) study 

O. Mansier*, D. Luque Paz*, JC. Ianotto, Y. Le Bris, A. Chauveau, F. Boyer, C. Conejero, O. Fitoussi, J. Riou, 
D. Adiko, M. Touati, J. Chauzeix, JF. Viallard, MC. Béné, S. Giraudier, V. Ugo and E. Lippert 

Publié dans American Journal of Hematology (2018), 93: e84-e86 

Les mutations promotrices JAK2V617F, CALR et MPL ont initialement été décrites comme mutuellement 

exclusives. Par la suite de rares cas avec coexistence de 2 mutations promotrices ont été décrits dans des cas 

cliniques ou de petites séries de patients. Ces premiers résultats suggéraient qu’une seconde mutation promotrice 

est plus fréquentes chez les patients avec une mutation JAK2V617F de faible charge allélique. 

Dans ce travail réalisé sous l’égide du FIM (France Intergroupe des syndromes Myéloprolifératifs), nous rapportons 

une série de 47 cas de syndromes myéloprolifératifs avec double mutation promotrice. Les patients avec double 

mutation étaient significativement plus âgés que les patients avec simple mutation. Par la suite nous avons 

comparé les caractéristiques phénotypiques des patients double mutés avec des patients simple mutés appariés. 

Nous avons montré que la présentation sur la NFS des patients double mutés JAK2-CALR et JAK2-MPL était proche 

des patients simple mutés CALR et MPL. C’est-à-dire que chez les double mutés, la mutation avec la charge 

allélique prédominante dictait la présentation au niveau de la NFS. Aucune différence en termes de survenue de 

thrombose ou d’évolution hématologique n’était observable.  
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SUPPLEMENTAL DATA 

 

 

 
Supplemental Figure 1: Characteristics of DM patients. Crosses (x) in the JAK2V617F row 
represent patients with an allele burden above 5%. 
PV: polycythemia Vera, ET: essential thrombocythemia, PMF: primary myelofibrosis, MDS/MPN-
RS-T: myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms with ring sideroblasts and thrombocytosis. 
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Supplemental Figure 2: Allele burden of driver mutations in doubly mutated ET (DM-ET) and 
matched patients. 

JAK2V617F allele burdens were compared between JAK2 DM-ET (including JAK2-CALR and JAK2-
MPL DM-ET) and matched JAK2-ET (A). CALR allele burdens, determined either by fragment 
analysis (B) or digital PCR (C) were compared between JAK2-CALR DM-ET and matched CALR-
ET 
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Supplemental Figure 3: (A) Thrombosis-free survival of DM-ET and matched JAK2 and CALR ET. 
No significant difference was observed between DM-ET and JAK2 or CALR groups. The significance 
was due to the difference between CALR and JAK2 groups. (B) Graphic visualization of the Cox 
model comparison of thrombosis risk between DM-ET (as reference, n= 31), CALR (p=0.766, n=46) 
and JAK2 (p=0.279, n=88) matched patients. Intercept represents the thrombotic risk of DM-ET. 
CALR and JAK2 represent the difference of the thrombotic risk between DM-ET and CALR or JAK2 
groups respectively. (C) myelofibrosis-free survival of DM-ET and matched JAK2 and CALR ET. 
No significant difference was observed between DM-ET and JAK2 or CALR groups. 



 

Luque Paz Damien | Profils génomiques et impact pronostique dans les syndromes myéloprolifératifs  202 

Supplemental Table I: Clinical and biological presentation at diagnosis of DM-ET and their 
matched SM controls. 

DM-ET groups 

Hemoglobin 
(g/dL) 

median (n) 
[range] 

Platelets 
(109/L) 

median (n) 
[range] 

Leukocytes 
(109/L) 

median (n) 
[range] 

Splenomegaly 
% (n) 

Thrombosis 
history 
% (n) 

JAK2-CALR DM ET 
(n=28) 

14 (25) 
[9.9-16.3] 

864 (26) 
[494-1692] 

9.4 (25) 
[4.1-19.9] 17% (4/24) 19% (3/16) 

M
at

ch
ed

 
Pa

tie
nt

s 

JAK2 
(n=84) 

14.7 (75) 
[9.7-17.5] 

707 (78) 
[452-1409] 

9.7 (75) 
[4.9-16.1] 8% (5/65) 41% (19/46) 

CALR 
(n=53) 

14 (47) 
[10.1-16.6] 

820 (49) 
[511-1941] 

8.2 (47) 
[4.7-12.2] 11% (4/38) 21% (5/24) 

JAK2-MPL DM ET 
(n=8) 

13.4 (8) 
[10.5-14.9] 

771 (8) 
[542-1140] 

8.4 (8) 
[4.7-13.6] 0% (0/6) 0% (0/4) 

M
at

ch
ed

 
Pa

tie
nt

s 

JAK2 
(n=24) 

14.2 (24) 
[9.6-17.1] 

732 (24) 
[541-1487] 

11.9 (24) 
[4.3-18.2] 0% (0/12) 63% (5/8) 

MPL 
(n=8) 

11.5 (8) 
[9.6-14.7] 

894 (8)  
[524-1670] 

9.3 (8) 
[5.7-13.2] 0% (0/5) 50% (2/4) 
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Article II : Cas clinique décrivant l’association de mutations de CALR et de LNK conduisant à 
un phénotype de thrombocytémie essentielle avec érythrocytose 

Concomitant CALR and LNK mutations leading to essential thrombocythemia with erythrocytosis 

D. Luque Paz, F. Boyer, A. Beucher, A. Bouvier, R. Jouanneau-Courville, P. Guardiola, D. Lambert, Y. 
Delneste, M. Hunault, O. Blanchet and V. Ugo 

Publié dans Blood Cells, Molecules and diseases (2018), 71: 75-76 

Nous rapportons le cas d’un patient présentant une thrombocytose chez qui le diagnostic de thrombocytémie 

essentielle est portée grâce notamment à la mise en évidence d’une mutation de CALR. Par ailleurs, ce patient 

présentait un taux d’hémoglobine à 15.2 g/dL avec un dosage de l’EPO sérique effondré. Une mesure du volume 

isotypique a confirmé la polyglobulie. 

En l’absence de mutation JAK2 V617F associée, un séquençage de nouvelle génération avec un panel myéloïde a 

été réalisé et a détecté une mutation de LNK dont le caractère constitutionnel a été confirmé par étude de l’ADN 

extrait des ongles. Ce patient présentait donc l’association d’un syndrome myéloprolifératif CALR-muté et d’une 

érythrocytose constitutionnelle liée à un variant de LNK. 

Cette description montre l’intérêt d’explorations complémentaires chez des patients avec mutation de CALR et 

polyglobulie. 
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Article III : Cas clinique décrivant l’association de mutations rares des hotspots JAK2V617 et 
MPLW515 chez un patient avec thrombocytémie essentielle triple négative 

Next generation sequencing redefines a triple negative essential thrombocythaemia as double-positive with 
rare mutations on JAK2 V617 and MPL W515 hotspots 

A. Beucher, M. Dib, C. Orvain, A. Bouvier, R. Jouanneau-Courville, I. Dobo, L. Cottin, P. Guardiola, MC. 
Rousselet, O. Blanchet, M. Hunault, V. Ugo and D. Luque Paz 

Publié dans British Journal of Haematology (2019), 186: 785-788 

Nous rapportons ici le cas d’une patiente avec un diagnostic de thrombocytémie essentielle triple négative 

(JAK2V617F, CALR et MPLW515K/L) qui a été étudiée par séquençage de nouvelle génération myéloïde dans le 

but de mettre en évidence un marqueur de clonalité.  

Le séquençage a mis en évidence quatre mutations dont 2 variants rares des hotspots de JAK2 et MPL : JAK2V617I 

et MPLW515S. Le variant JAK2V617I a été précédemment décrit dans une famille avec thrombocytose 

constitutionnelle. Ici, une étude de l’ADN extrait des ongles a prouvé le caractère somatique de cette mutation. 

Enfin nous avons réalisé à un an de suivi une étude de la hiérarchie clonale et ainsi mis en évidence que le variant 

de JAK2 était secondairement acquis dans le clone avec mutation de TET2 et MPL. 
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 Les syndromes myéloprolifératifs non leucémie myéloïde chronique sont des hémopathies myéloïdes 

et regroupent principalement la polyglobulie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la 
myélofibrose primitive. Ces pathologies sont associées à des mutations somatiques dites promotrices 
des gènes JAK2, CALR et MPL qui sont retrouvées chez plus de 90% des patients et qui entraînent une 
activation constitutive de la voie de signalisation JAK2-STAT5 à l’origine de la prolifération cellulaire 
observée. Avec le développement du séquençage de nouvelle génération, d’autres mutations 
somatiques dites additionnelles peuvent être détectées et participent à l’initiation et à la progression 
de ces pathologies. Certaines mutations additionnelles ont également un intérêt dans l’évaluation 
pronostique des patients. Ce travail avait pour objectif d’étudier l’impact pronostique des mutations 
additionnelles dans les syndromes myéloprolifératifs et de caractériser l’évolution mutationnelle dans 
ces pathologies à l’aide d’une évaluation séquentielle du profil mutationnel. Nous avons étudié 5 
cohortes de patients soit un total de 813 patients avec un syndrome myéloprolifératif et 948 
séquençages nouvelle génération analysés. Nous avons confirmé l’impact pronostique des mutations 
additionnelles dans la thrombocytémie essentielle. Toutefois, aucun impact pronostique n’était 
retrouvé lorsque nous avons spécifiquement étudié une série de patients avec mutations de CALR, ce 
qui suggère un impact pronostique des mutations additionnelles différent selon la mutation promotrice. 
L’étude séquentielle du profil moléculaire a montré que peu de mutations étaient nouvellement 
acquises lors du suivi en phase chronique. En effet les mutations nouvellement détectées étaient pour 
la plupart déjà présentes dès le diagnostic à une faible charge allélique. Par l’étude moléculaire 
séquentielle, nous avons montré l’intérêt pronostique du suivi de la charge allélique des mutations de 
CALR. Enfin, en étudiant les transformations leucémiques des syndromes myéloprolifératifs, nous 
avons identifié trois profils moléculaires associés à des délais de transformation différents. 
Ce travail de thèse contribue à la caractérisation du profil moléculaire des syndromes 
myéloprolifératifs. Le pronostic des mutations additionnelles pourrait différer selon la mutation 
promotrice, le type de mutation ou la charge allélique, ce qui devra être précisé dans de futurs études 
pour faciliter leur utilisation en pratique clinique. 
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 Myeloproliferative neoplasms are clonal disorders that include polycythemia vera, essential 

thrombocythemia and primary myelofibrosis. They harbored somatic driver mutations in JAK2, CALR 
and MPL genes which are found in more than 90% of patients. Driver mutations lead to a constitutive 
activation of the JAK2-STAT5 pathway causing a cell proliferation. With the rise of next generation 
sequencing, additional mutations could be detected. Additional mutations are involved in the initiation 
and in the progression of myeloproliferative neoplasms. Furthermore, several additional mutations 
have a prognostic role. The aim of this work was to investigate the prognostic impact of additional 
mutations in myeloproliferative neoplasms and to characterize the mutational evolution in these 
pathologies using a sequential evaluation of the mutational landscape. We studied five cohorts of 
patients for a total of 813 patients with myeloproliferative neoplasms and 948 next generation 
sequencing analyzed. We found a prognostic impact of additional mutations in essential 
thrombocythemia. However, no prognostic impact was found when we specifically studied a cohort of 
patients with CALR mutations, suggesting a different role of additional mutations according to the type 
of driver mutation. The sequential molecular analysis showed few newly acquired mutations during 
chronic phase. Indeed, most of the newly detected mutations at the follow-up were already present at 
at diagnosis with a low allele burden. We identified CALR allele burden monitoring as a prognostic 
marker in essential thrombocythemia. Finally, we studied leukemic transformations of 
myeloproliferative neoplasms and we identified three molecular profiles associated with distinct time 
to transformation. 
This work contributes to the characterization of the molecular landscape of myeloproliferative 
neoplasms. The prognosis of additional mutations could differ according to the driver mutation, the 
type of mutation or the allele burden. Further studies may precise these points to facilitate their use in 
clinical practice. 


