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Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE
1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 décembre 2016

1.3 Date de publication de I'avis : 17 février 2017

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information déposée par le demandeur ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au moment de
I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

Conflit d’intéréts
Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est retiré au
moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et I'accompagnement scientifique sont des mécanismes utilisés par
I'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs externes et les experts
accompagnateurs valident les aspects méthodologiques de I'évaluation, de méme que
I'exactitude du contenu, en fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, les experts consultés sont :
= D" Olivier LaRochelle, hémato-oncologue au CHU de Québec-Université Laval.

= D" Thai Hoa Tran, hémato-oncologue pédiatriqgue au CHU de Québec-Université
Laval a été consulté afin d’obtenir des précisions sur les standards de pratique
relativement a la prise en charge des LMA chez I'enfant.
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2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

2.2

Nom de I'analyse

Analyse par panel de 14 translocations chromosomiques associées a un pronostic
défavorable dans les cas pédiatriques de leucémies myéloides aigués (LMA).

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

La recherche des translocations sera effectuée par transcription inverse et réaction en
chaine par polymérase (RT-PCR) suivie d’une PCR nichée spécifique a chaque translocation.
La réaction de RT-PCR consiste en premier lieu a convertir I’ARN isolé des cellules en un brin
d’ADN complémentaire (ADNc) a I'aide d’une transcriptase inverse. Par la suite, ’ADNc sert
de matrice a une réaction PCR dite nichée (de I'anglais, nested-PCR) afin d’augmenter la
sensibilité de I'analyse. Deux couples d’amorces sont utilisés, dont un vise I'amplification
d’une séquence interne a celle ciblée par I'autre couple d’amorces (amorces externes). La
réaction est d’abord débutée avec le couple d’amorces externes pour dix cycles
d’amplification. Un excés d’'une ou deux amorces « internes » est par la suite ajouté a la
réaction afin de prolonger I'amplification pour encore 25 cycles. Les résultats obtenus sont
qualitatifs.

La présente analyse permettra de préciser le diagnostic de LMA et d’effectuer la
stratification pronostique initiale des patients afin d’offrir un traitement adapté a 'anomalie
cytogénétique détectée. Les translocations chromosomiques qui seront recherchées sont
regroupées en 3 panels selon les résultats initiaux des analyses cytologiques et
cytogénétiques. Dans le tableau 1 sont présentées les 14 translocations incluses dans les 3
panels ainsi que les génes de fusion qui en découlent.



Tableau1l Panel de translocations a pronostic défavorable dans les leucémies myéloides

aigués pédiatriques

PANEL

TRANSLOCATION

FUSION (ALIAST)

t(1;11)(921;923)

KMT2A-MLLT11 (AF1Q)

t(1;11)(p32;q923)

KMT2A-EPS15 (AF1P)

t(11;17)(q23;q12-21) KMT2A-LASP1

t(11;19)(q23;p13.1) KMT2A-ELL

Translocations impliquant
le gene MLL (KMT2A*)

t(11;19)(q23;p13.3) KMT2A-MLLT1 (ENL)

t(6;11)(927;023) KMT2A-MLLT4 (AF6)

t(9;11)(p22;G23) KMT2A-MLLT3 (AF9)

t(10;11)(p12;923) KMT2A-MLLT10 (AF10)
t(5;11)(q35;p15.5) NUP98-NSD1
Translocations
n‘impliquant pas le géne 1(6;9)(p23;934) DEK-NUP214

MLL

t(10;11)(p13;q14-21) PICALM-MLLT10

t(11;12)(p15;p13) NUP98-KDMSA

Translocations associées a
la leucémie
mégacaryoblastique

t(1;22)(p13;q13) RBM15-MKL1

inv(16)(p13.3;q24.3)% CBFA2T3-GLIS2

* Le gene KMT2A (histone-lysine N-méthyltransférase 2A) est également connu sous le nom de géne MLL
(mixed-lineage leukemia) [Rao et Dou, 2015].

T L'alias présenté entre parentheses est une autre appellation utilisée pour le gene partenaire du gene KMT2A
(MLL). Par exemple, le géne MLLT11 est aussi appelé AF1Q.

Il s’agit d’une translocation distincte de I'inversion 16 (CBFB-MYH11) de la LMA de I'adulte qui, elle, conféere un

pronostic favorable [Creutzig et al., 2012].

2.3 Modalités d’administration du test

Les échantillons de sang ou de moelle osseuse seront acheminés au laboratoire central du
CHU Sainte-Justine puis au laboratoire de diagnostic moléculaire (agréé par le CCMG et
Agrément Canada) ou I’ARN sera extrait et les analyses par RT-PCR réalisées. Le temps de
réponse est de 1 a 2 semaines. Les translocations a analyser seront sélectionnées selon les
résultats de cytologie, des analyses cytogénétiques préliminaires par hybridation in situ en
fluorescence (FISH, de I'anglais fluorescence in situ hybridization) et le tableau clinique.
= Lorsque les résultats d’analyse par FISH indiqueront qu'il y a un réarrangement avec

le géne MLL?, les 8 translocations du panel MLL seront analysées afin d’identifier le

gene partenaire de la translocation en cause. Une fois le géne partenaire identifié,

seule cette translocation sera analysée pour le suivi du patient.

= Le panel de translocations n‘impliquant pas le gene MLL est constitué de trois
translocations qui sont associées a un risque élevé de récidive. Les trois
translocations ne seront pas analysées d’emblée. Les translocations NUP98-NSD1 et

! Géne MLL : de I'anglais mixed-lineage leukemia, géne localisé sur le chromosome 11 en position 23 du bras long (11g23) [Rao et Dou, 2015].



DEK-NUP214 seront recherchées lorsque les résultats du panel LMA classique® >
(PCR et cytogénétique) seront négatifs et que le patient présentera une LMA. Quant
a la translocation PICALM-MLLT10, elle sera recherchée dans le contexte d’une
leucémie indifférenciée ou a cellules pré-T.

= Lorsqu’une leucémie mégacaryoblastique aigué (LMCA) sera suspectée, seules les
trois translocations de ce panel seront analysées pour le diagnostic puis seulement
celle qui aura été détectée pour le suivi du patient.

Lorsqu’une translocation sera détectée par RT-PCR lors du diagnostic, elle sera
systématiquement analysée par séquencage a des fins de confirmation.
2.4 Société ou concepteur

Protocole maison

2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Cette analyse et les technologies utilisées n’ont fait I'objet d’aucune homologation aupres
de Santé Canada ou de la FDA.

2.6 Valeur pondérée :

= Une translocation : 143,68

= Panel impliquant MLL (8 translocations) : 319,36

= Panel n'impliquant pas MLL (3 translocations) : 181,59
= Panel LMCA (3 translocations) : 181,59

3 CONTEXTE

3.1 Patients ciblés

Patients pédiatriques atteints de LMA primaire ou secondaire aux traitements de
chimiothérapie.

3.2 Description des maladies visées

Leucémie myéloide aigué

La leucémie myéloide aigué (LMA) est une maladie hématologique maligne hétérogene
comptant pour 15 % a 20 % des cas de leucémies aigués pédiatriques [De Rooij et al., 2015].
Elle est caractérisée par la prolifération clonale de précurseurs myéloides avec une capacité
réduite a se différencier en cellules plus matures. Par conséquent, il se produit une
accumulation de cellules immatures (myéloblastes) dans le sang, dans la moelle osseuse et

* Le panel LMA classique comprend les quatre translocations les plus fréquentes : t(9;11) MLL-AF9 (incluse dans le panel MLL présenté au
tableau 1), t(8;21) RUNX1-RUNX1T1, t(15;17) PML-RARA et inv (16) CBFB-MYH11. Ces trois derniéres constituent des entités distinctes dans
la classification de 'OMS et sont associées a des leucémies a pronostic plus favorable [Arber et al., 2016; Creutzig et al., 2012].

Information transmise par Virginie Dormoy-Raclet, Ph.D. (CHU Sainte-Justine), communication électronique du 2 mai 2016.

® Parmi les quatre translocations du panel LMA classique, sont inscrites dans le Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de
biologie médicale 2016-2017, la translocation t(8;21) (code 65084), la translocation t(15;17) pour la leucémie promyélocytaire aigué FAB-
M3 (codes 65094 et 65096) et I'inv(16) (code 65086) pour laquelle les génes impliqués ne sont pas spécifiés. La translocation t(9;11) incluse
dans le panel MLL présenté au tableau 1 ne se trouve pas dans le Répertoire.



parfois dans d'autres tissus, accompagnée d’une diminution variable du nombre de cellules
matures.

La majorité des leucémies aigués pédiatriques (lymphoides ou myéloides) sont caractérisées
par la présence de réarrangements (translocations) entre deux chromosomes qui générent
des genes de fusion ou qui dérégulent I'expression normale de genes impliqués dans
I’'hématopoiese [Pui et al., 2011].

Dans les LMA, les translocations impliquant le gene MLL (aussi appelé KMT2A) sont parmi
les anomalies les plus prévalentes. Elles sont présentes dans 15 % a 24 % des cas de LMA
pédiatriques [Balgobind et al., 2011; Pui et al., 2011; Von Neuhoff et al., 2010; Balgobind et
al., 2009] et dans 70 % des leucémies des nourrissons [Cerveira et al., 2012]. Ces
translocations sont généralement associées a un risque élevé de récidive, et ce risque
dépend du géne partenaire du géne MLL [Pigazzi et al., 2011; Balgobind et al., 2009]. Parmi
les 121 réarrangements du géne MLL récemment rapportés, 79 genes partenaires ont été
caractérisés au niveau moléculaire. De ces réarrangements, sept sont présents dans 90 %
des cas de LMA pédiatriques, soient les translocations impliquant les génes partenaires AF4,
AF6, AF9, AF10, ENL, ELL et les duplications partielles en tandem (MLL PTDs) [Meyer et al.,
2013]. Parmi ceux-ci, la translocation t(9;11)(p22q23) (fusion MLL-AF9) est la plus fréquente
[Pui et al., 2011; Harrison et al., 2010]. La survie globale a 5 ans des LMA présentant ce type
de translocations varie selon le gene partenaire impliqué [Balgobind et al., 2009].

Outre les translocations impliquant le gene MLL, trois translocations sont également
rapportées comme étant associées aux LMA a risque élevé de récidive : t(5;11)(q35;p15.5)
(fusion NUP98-NSD1), t(6;9)(p23;q34) (fusion DEK-NUP214) et t(10;11)(p13;q14-21) (fusion
PICALM-MLLT10). Il s'agit de translocations rares associées a un pronostic défavorable
[Sandahl et al., 2014; Tarlock et al., 2014; Akiki et al., 2013; Hollink et al., 2011; Borel et al.,
2010; Savage et al., 2010].

Leucémie mégacaryoblastique aigué

La leucémie mégacaryoblastique aigué (LMCA) est un sous-type cytologique de LMA
caractérisé par la présence de mégacaryoblastes anormaux et de myélofibrose de la moelle
osseuse compliquant le prélevement d’échantillons pour I'analyse cytogénétique [De Rooij
et al., 2016; Gruber et Downing, 2015; De Rooij et al., 2013]. Selon la classification
morphologique Franco Américano Britannique (FAB) qui comporte 7 sous-groupes allant de
MO a M7 [Bennett et al., 1985], la LMCA constitue le type M7 (FAB-M7 ou LMA-M7).

La LMCA, plus fréquente chez le tres jeune enfant, représente 7 % a 10 % des cas de LMA
pédiatriques sans syndrome de Down [Schweitzer et al., 2015; Reinhardt et al., 2005]. L’age
au diagnostic (3ge médian 1,44 ans) est significativement inférieur a celui des autres sous-
types LMA (9,98 ans, p < 0,0001) [Schweitzer et al., 2015]. Plus particulierement, les
patients présentant la translocation t(1;22)(p13;q13) RMB15-MKL1 sont significativement
plus jeunes au diagnostic que les autres cas de LMCA (dge médian 0,5 an c. 1,6 ans; p < 0,01)
[De Rooij et al., 2013].

Chez les enfants, deux sous-groupes de LMCA ont été décrits : avec ou sans syndrome de
Down. Contrairement au groupe avec syndrome de Down, le groupe sans syndrome de
Down est hétérogéne et généralement associé a un mauvais pronostic comparativement
aux autres types de LMA [Schweitzer et al., 2015; Takeda et al., 2014; Thiollier et al., 2012].
On observe chez les patients atteints de LMCA sans syndrome de Down une survie globale a
5 ans allant de 42 % a 60 % [Inaba et al., 2015; Schweitzer et al., 2015; De Rooij et al., 2013]
ainsi qu’une piétre réponse aux traitements [De Rooij et al., 2016]. Une grande proportion
des cas de LMCA sans syndrome de Down est caractérisée par la présence des



3.3

3.4

3.5

translocations t(1;22)(p13;q13) (fusion RBM15-MKL1), inv(16)(p13.3;924.3) (fusion
CBFA2T3-GLIS2) ou t(11;12)(p15;p13) (fusion NUP98-KDM5A) ainsi que des réarrangements
du géne MLL [Gruber et Downing, 2015; De Rooij et al., 2013; Gruber et al., 2012].

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

La LMA représente 20 % des cas de leucémie chez I'enfant, soit 15 a 20 nouveaux cas par
année au Québec. Les patients regoivent en moyenne 5 cycles de chimiothérapie et sont
suivis a intervalles réguliers au cours de I'année qui suit la fin des traitements. En
considérant le diagnostic et le suivi, une translocation peut étre analysée en moyenne entre
5 et 10 fois par année par patient, pour un total de 75 a 200 analyses par année.

Spécialités médicales concernées

Hématologie, oncologie, génétique.

Bréve description de la situation actuelle

Une approche diagnostique multimodale permet d'effectuer la recherche d’anomalies
génétiques associées a certains types de leucémies. Les méthodes suivantes sont utilisées
selon le type d'information recherché : cytomorphologie, cytométrie de flux
(immunophénotypage), analyse du caryotype, FISH, analyse moléculaire (techniques PCR et
séquencage) [Creutzig et al., 2012; Haferlach et al., 2007].

L’analyse cytogénétique des cellules blastiques de la moelle osseuse ou du sang (analyse
classique du caryotype) permet de détecter les anomalies perceptibles afin d’établir le
diagnostic et le pronostic initial de la leucémie. La RT-PCR et/ou le FISH sont utiles pour
détecter les anomalies cytogénétiques cryptiques non détectables par I'analyse classique du
caryotype [Haferlach et al., 2007]. Au cours du suivi thérapeutique, la RT-PCR permet
d’évaluer le niveau de maladie résiduelle. L'identification des points exacts de cassure des
translocations chromosomiques permet, dans certains cas, une meilleure stratification
pronostique [Haferlach et al., 2007]. Par exemple, dans le cas des translocations impliquant
le géne MLL, I'analyse par FISH permet de confirmer I'implication de ce gene mais
I'identification du gene partenaire en RT-PCR permet d’effectuer la stratification
pronostique de la LMA [Balgobind et al., 2009].

Utilisation actuelle de I'analyse des translocations

A Toronto, le Hospital for Sick Children (SickKids) offre I'analyse par PCR en temps réel des
translocations t(10;11)(p13;q14-21) PICALM-MLLTO, t(11;19)(q23;p13.3) KMT2A-ENL,
1(1;22)(p13;913) RBM15-MKL1 (pour la LMCA) et de la t(6;9)(p23;934) DEK-NUP214
(méthode non mentionnée).

Aux Etats-Unis, le MD Anderson Cancer Center (Texas, USA), un panel de 14 transcrits de
fusion associés a la leucémie aigué peut étre analysé par RT-PCR et sondes TagMan. Ce
panel comprend la t(6;9)(p23;934) DEK-NUP214 qui est incluse au panel du demandeur.

Selon la banque de données Orphanet, I'analyse moléculaire des LMA par PCR est réalisée
aux endroits suivants :
= Klinisches Institut fiir Laormedizin (Autriche) : panel de 25 translocations dont 7
incluses dans le panel du demandeur (t(6;11), t(11;19), t(10;11), t(1;11), t(11;17),
t(9;11), inv (16)).
= Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt (Allemagne) : investigation des
réarrangements du géne MLL par LDI-PCR (PCR inverse longue distance).



= National Institute of Legal Medicine (Roumanie) : diagnostic moléculaire des altérations
chromosomiques des leucémies aigué et chronique.

3.6 Données médico-administratives

Envois hors Québec pour 2013-2014 :
Concernant I’évaluation de la maladie résiduelle par PCR en temps réel, 13 demandes
d’analyse de translocations ont été effectuées chez Hematologics Inc. (Seattle, WA)”. Ces
13 demandes d’analyses totalisaient 6 870 $ (5 a 654 S et 8 3 450 ).

Envois hors Québec pour 2014-2015 :
Aucune demande n’a été repérée concernant la détection de translocations associées a la
LMA.

3.7 Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, l'identification des translocations chromosomiques associées a la LMA
est importante pour préciser le diagnostic de LMA et effectuer la stratification pronostique
initiale des patients.

Cette analyse permettra également de faire le suivi des patients par :
= |a surveillance de la réponse au traitement (quantification de la maladie résiduelle en
rémission hématologique compléete pour orienter adéquatement le traitement);
= |e suivi de I'’évolution et la documentation d’une rémission moléculaire (ex. absence de
maladie avant la greffe de cellules souches); et
= Ja détection précoce de la réapparition de la maladie (récidive moléculaire).

Pour un patient ayant atteint une rémission moléculaire, la détection du transcrit de fusion
lors de son suivi (patient négatif qui redevient positif en RT-PCR) est fortement prédictive
d’une récidive a court terme.

La détection de translocations associées a un pronostic défavorable permettra d'offrir un
traitement adapté au profil génétique des cellules leucémiques de chaque patient
(stratification du risque prétraitement).

= Le choix d’offrir une greffe de cellules souches, ou la détermination du meilleur
moment pour réaliser la greffe, sera adapté selon le type de translocation et la réponse
au traitement.

= Une intensification du traitement® sera considérée chez un patient qui n’obtient pas de
rémission moléculaire.

= Chez un patient qui présente une récidive moléculaire, la recherche de donneurs pour
une greffe de cellules souches ou I'immunothérapie pourront étre envisagés.

3.8 Assurance qualité

Des lignées cellulaires exprimant la translocation recherchée (ou a défaut I’ARN d’un patient
déja testé positif) seront utilisées comme témoins internes positifs pour chaque

* ’évaluation de la maladie résiduelle pour la LMA est réalisée, entre autres, par 'analyse de 3 translocations incluses dans le panel proposé
par le centre demandeur : t(9;11) MLL-AF9, t(1;11) MLL-AF1, t(11;19) MLL-ENL/ELL. Ces analyses sont réalisées par PCR quantitatif en temps
réel. L'information est tirée de Hematologics Inc., Molecular Analysis [site Web], disponible a :
http://www.hematologics.com/services/molecular-analysis/ (consulté le 4 avril 2016).

® intensification du traitement est soit I'administration d’un traitement de chimiothérapie de deuxiéme ligne ou, la plupart du temps, une
greffe de cellules souches (information transmise par le demandeur, Dre Sonia Cellot, communication téléphonique du 15 juillet 2016).
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3.9

translocation (annexe A). Des témoins normaux (patients négatifs pour la translocation a
valider) seront également utilisés.

Un contréle de qualité du College of American Pathologists (CAP) n’étant pas disponible
pour les translocations des panels proposés, un échange de cas a I'aveugle avec le
laboratoire de cytogénétique du CHU Sainte-Justine sera fait deux fois par année. Par
ailleurs, les controles de qualité du CAP sont actuellement rigoureusement utilisés plusieurs
fois par année pour la recherche d’autres transcrits de fusion.

Remplacement d’un autre test

Il s’agit d’une nouvelle analyse.

DONNEES PROBANTES

4.1

4.2

Valeur diagnostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur n’a pas
pour objectif d’établir un diagnostic de LMA.

Valeur pronostique

La valeur pronostique des 14 translocations énumérées dans le tableau 1 est présentée
ci-dessous selon les 3 sous-groupes suivants : translocations impliquant le gene MLL,
translocations n’impliquant pas le géne MLL et translocations associées a la LMCA.

4.2.1 Translocations impliquant le géne MLL

Le pronostic des patients qui ont une translocation impliquant le gene MLL est considéré
défavorable tant chez les enfants, chez les adultes que dans les cas de leucémie secondaire
a un traitement [Ney Garcia et al., 2016; Cerveira et al., 2012; Dohner et al., 2010; Von
Neuhoff et al., 2010]. Toutefois, I'impact pronostique spécifique des translocations
impliquant le gene MLL dépend du gene partenaire de ces translocations [Pigazzi et al.,
2011; Balgobind et al., 2009]. Dans les tableaux 2 et 3 sont résumées les données
pronostiques issues des études retenues concernant les 8 translocations du panel
impliquant le gene MLL.

Translocation t(10;11) KMT2A-MLLT10

La valeur pronostique de la translocation t(10;11) KMT2A-MLLT10 a été principalement
décrite dans deux études de cohortes rétrospectives [Von Neuhoff et al., 2010; Balgobind et
al., 2009] et dans une étude de cohorte prospective [Harrison et al., 2010] (tableau 2).

L'étude rétrospective de Balgobind et ses collaborateurs [2009] avait pour objectif d’étudier
les différences pronostiques associées a 9 partenaires de translocation du gene MLL afin
d’optimiser la stratification du risque et le traitement des patients atteints d’une LMA. Les
données de survie de 756 patients 4gés de moins de 18 ans et atteints de LMA avec
anomalie du chromosome 11923 ou avec réarrangement du gene MLL ont été obtenues.
Chez 376 patients, la présence d’un réarrangement du géne MLL avait été évaluée
uniguement par analyse cytogénétique classique. Pour les 380 autres cas, le réarrangement
du géne MLL détecté par analyse cytogénétique classique avait été confirmé par FISH ou par
RT-PCR. Chez les patients qui avaient la translocation t(10;11), le pronostic était plutot
défavorable. La survie sans événement (SSE) et la survie globale (SG) a 5 ans étaient de

31% +5%etde 45 % +5 % respectivement. De plus, en analyse multivariée, la t(10;11)



s’avere étre un indicateur indépendant de pronostic défavorable, avec un rapport de risque
instantané (RRI) associé a la SSE de 1,5 (IC95 1,1 a 2,1; p = 0,004) et un RRI associé a la SG de
1,9(1C95 1,3 a2,6; p<0,001), et ce indépendamment de I'age, de la concentration en
leucocytes et du moment ou la greffe de cellules souches a été réalisée. Les auteurs
concluent que la t(10;11) devrait étre incluse dans la stratification du risque des patients
pédiatriques atteints de LMA.

L'étude rétrospective de Von Neuhoff et ses collaborateurs [2010] portait sur I’évaluation de
la fréquence et de la valeur pronostique de différents caryotypes, incluant certaines
translocations impliquant le gene MLL, chez des patients pédiatriques atteints de LMA ayant
participé a I'’étude clinique AML-BFM 98. Au total, 454 patients dont les données
cytogénétiques étaient complétes ont été inclus. Une analyse par FISH et une RT-PCR ont
été effectuées chez les patients qui avaient une translocation afin de confirmer les résultats
des analyses cytogénétiques ou chez les patients présentant un caryotype normal avec
morphologie révélatrice. Les résultats obtenus pour la translocation t(10;11) sont similaires
a ceux de I’étude de Balgobind bien que non significatifs comparativement aux autres
patients dont les données cytogénétiques avaient été obtenues, probablement en raison du
faible nombre de patients (N = 11). Les auteurs affirment que les patients présentant la
t(10;11) appartiennent au sous-groupe de patients avec réarrangement du géne MLL autre
que t(9;11) et t(11;19) avec une SSE et une SG a 5 ans significativement inférieures
comparativement au reste de la cohorte, les situant ainsi dans la catégorie a risque
défavorable.

L’étude de Harrison et ses collaborateurs [2010] regroupe 729 enfants inclus dans deux
essais cliniques menés par le Medical Research Council au Royaume-Uni au cours d’une
période de 14 ans, soit AML 10 (1988 a 1995) et AML 12 (1994 a 2002). Cette étude avait
pour objectif d’évaluer I'incidence et le risque associé a 22 sous-groupes d’anomalies
chromosomiques. L’analyse cytogénétique a pu étre complétée chez 633 patients et les
anomalies chromosomiques courantes ont pu étre analysées par FISH au cours des
dernieres années de |'étude. Les résultats de SSE (64 %) et de SG (64 %) a 10 ans obtenus
pour la translocation t(10;11) sont supérieurs a ceux des deux études décrites ci-dessus mais
sont non significatifs comparativement aux patients qui n’ont pas cette translocation.
Globalement, les auteurs concluent que les réarrangements du gene ML conferent un
pronostic intermédiaire.

Translocation t(6;11) KMT2A-MLLT4

La valeur pronostique de la translocation t(6;11) KMT2A-MLLT4 serait le plus défavorable
parmi les translocations MLL étudiées dans I’étude de cohorte de Balgobind et ses
collaborateurs [2009], avecune SSEa5ansde 11 % +5 % etuneSGa5ansde22 % +7 %.
De plus, comme pour la translocation t(10;11), I'analyse multivariée a révélé que la
translocation t(6;11) est un indicateur indépendant de pronostic défavorable, avec un RRI
associé a la SSE de 2,3 (1C95 1,5 - 3,4; p < 0,001) et un RRI associé a la SG de 2,5 (IC95 1,6 -
4,0; p < 0,001). Les auteurs concluent que la t(6;11) devrait étre incluse dans la stratification
du risque des patients pédiatriques atteints de LMA. Par ailleurs, I'étude de Von Neuhoff et
ses collaborateurs [2010] portant sur 454 patients 4gés de moins de 18 ans a montré que les
5 cas (1,1 %) présentant la translocation t(6;11) avaient survécu en moyenne 1,92 ans,
corroborant ainsi I'impact pronostique défavorable observé dans I'étude de Balgobind.



Translocations t(11;19) KMT2A-ELL, t(11;19) KMT2A-MLLT1 (ENL) et t(11;17) KMT2A-LASP1
La valeur pronostique des translocations t(11;19) KMT2A-ELL, t(11;19) KMT2A-MLLT1 (ENL)
et t(11;17) KMT2A-LASP1 a été rapportée par Balgobind et ses collaborateurs [2009]
(tableau 2). Les résultats de SSE et de SG a 5 ans ne sont pas significativement différents de
ceux des patients de la cohorte qui avaient une SSEa 5 ans de 44 % £ 2 % et une SG a 5 ans
de 56 % * 2 %. Contrairement aux translocations t(10;11) et t(6;11) discutées
précédemment, le pronostic des patients n’est pas aggravé par la présence des
translocations t(11;19) ou t(11;17). Aucune conclusion spécifique n’a été amenée par les
auteurs relativement a ces trois translocations. La t(11;19) a toutefois été considérée a
risque intermédiaire dans I'étude multicentrique AML-BFM 98 [Von Neuhoff et al., 2010].

Translocation t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q)

Concernant I'influence de la translocation t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q) sur le pronostic
des cas de LMA pédiatriques, Busson-Le Coniat et ses collaborateurs [1999] ont rapportés

6 cas dont 4 avaient été décrits antérieurement. Parmi ces 6 patients, 4 étaient agés de

12 mois ou moins au moment du diagnostic. En moyenne 12,2 mois apres |’atteinte d’'une
rémission complete, 5 patients avaient subi une récidive et 1 patient était toujours en
rémission complete 15 mois a la suite d’une autogreffe de moelle osseuse. Suite a une
rémission complete d’une durée moyenne de 19 mois, 3 patients étaient décédés.

L’étude de Balgobind et ses collaborateurs [2009], portant sur 756 cas de LMA dont

25 (3,3 %) avaient la translocation t(1;11) KMT2A-AF1Q, a démontré que cette translocation
avait I'impact pronostique le plus favorable comparativement a I'ensemble des
translocations étudiées, avec une SSE a 5 ans de 92 % + 5 % (effet significatif en analyse
multivariée) et une SG a 5 ans de 100 %. Les auteurs concluent que les patients présentant
lat(1;11) KMT2A-AF1Q devraient étre inclus dans le groupe a risque faible des protocoles de
traitement.

Un cas de LMA congénitale avec t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q) a récemment été décrit par
Reynaert et ses collaborateurs [2014]. Le déces de ce nouveau-né est survenu a 16 jours de
vie suivant 11 jours de chimiothérapie, de multiples complications et de défaillance de
nombreux systemes organiques. Selon les auteurs, cette translocation n’avait jamais été
associée a la LMA congénitale. En absence de données chez les nouveau-nés et en raison
des résultats de Balgobind et ses collaborateurs [2009] chez des enfants plus agés (plus de

6 semaines au moment du diagnostic), le pronostic de cette translocation demeure
incertain. Selon ces mémes auteurs, plus de données sont requises pour déterminer si cette
translocation est associée a un pronostic plus défavorable chez les nouveau-nés que chez les
enfants plus agés.

Translocation t(1;11) KMT2A-EPS15 (AF1P)

La valeur pronostique de la translocation t(1;11) KMT2A-EPS15 (AF1P)® a également été trés
peu étudiée. Von Neuhoff et ses collaborateurs [2010] ont rapporté un cas présentant cette
translocation parmi les 454 patients de la cohorte, pour lequel le décés est survenu
précocement.

® Cette translocation est principalement détectée dans les cas de leucémie des nourrissons (agés de moins de 1 an) et est associée a une
mauvaise réponse au traitement. Au cours des trois derniéres années, deux patients présentant cette translocation ont été traités au CHU
Ste-Justine (information transmise par le demandeur, Dre Sonia Cellot, communication téléphonique du 15 juillet 2016).
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Tableau 2 Valeur pronostique associée aux translocations impliquant le gene MLL (KMT2A) dans les

leucémies myéloides aigués pédiatriques

. PREVALENCE
ETUDE N, DIAG. o SSE * SG *
N (%)
t(10;11)(p12;923) KMT2A-MLLT10
Balgobind et al. 31% 45 %
2059 K 756 LMA-MLLT 98 (13,0) RRI 1,5 (IC95: 1,1 - 2,1) RRI 1,9 (1C95: 1,3 - 2,6)
p = 0,004 (multivarié) p < 0,001 (multivarié)
Von Neuhoff et al., 20 % c. 48 % (cohorte) 50 % c. 62 % (cohorte)
5010 454 LMA 11 (2,4) b= NS NS
Harrison et al., SSE10ans: 64 % SG 10ans: 64 %
2010 633LMA 22(3,3) RRI'0,70 (1C99:0,33-1,49) | RRI0,85(IC99:0,36-1,99)
t(6;11)(q27;923) KMT2A-MLLT4
Balgobind et al. 11% 22 %
200g9 i 756 LMA-MLLT 35 (4,6) RRI 2,3 (IC95: 1,5 - 3,4) RRI 2,5 (IC95: 1,6 - 4,0)
p < 0,001 (multivarié) p < 0,001 (multivarié)
t(11;19)(q23;p13.1) KMT2A-ELL
Balgobind et al. 46 % 61%
zoogg 7| 756 LMA-MLLY 34 (4,5) RRI1,1(IC95:0,7 - 1,8) RRI 0,9 (IC95: 0,5 - 1,7)
p = 0,77 (multivarié, NS) p = 0,83 (multivarié, NS)
t(11;19)(q23;p13.3) KMT2A-MLLT1 (ENL)
Balgobind et al. 46 % 47 %
2059 K 756 LMA-MLLT 25(3,3) RRI 1,1 (IC95: 0,6 - 1,9) RRI 1,5 (1C95: 0,8 - 2,7)
p = 0.85 (multivarié, NS) p = 0,17 (multivarié, NS)
t(11;17)(q23;912-21) KMT2A-LASP1
Balgobind et al. 42% 67%
2oogg " 756 LMA-MLLT 12 (1,6) RRI 1,0 (IC95: 0,5 - 2,2) RRI1(IC95: 0,4 - 2,6)
p = 0,94 (multivarié, NS) p = 0,94 (multivarié, NS)
t(1;11)(q21;923) KMT2A-MLLT11 (AF1Q)
Busson-Le Coniat moy. 19 mois aprés REM-C
et al., 1999 6LMAS >0 n.d. (3 cas)
. 92 %
Balgobind etal, | Jcc| MamLLt 25 (3,3) RRI 0,1 (IC95 : 0,0 - 0,6) 100 %
2009 L
p = 0,007 (multivarié)
ggyl/zaert etal, 1LMA s.0. n.d. 16 jours de vie
t(1;11)(p32;q23) KMT2A-EPS15 (AF1P)
\2/8;10Neuhoff etal, 454 LMA 1(0,2) n.d. Décés précoce

Abréviations : diag. : diagnostic; IC95 : intervalle de confiance a 95 %; 1C99 : intervalle de confiance a 99 %; LMA : leucémie myéloide aigué; moy.:
moyenne; N : nombre de patients; n.d.: donnée non disponible; NS : non significatif; REM-C : rémission compléte; RRI : rapport des risques
instantanés (en anglais Hazard ratio); SG : survie globale (en anglais overall survival); s.o. : sans objet; SSE : survie sans événements (en anglais
event-free survival).

* Les valeurs de SSE et de SG présentées sont a 5 ans sauf si indication contraire.

T Cette étude inclut 756 cas de LMA pédiatrique avec anomalie du chromosome 11923 ou avec réarrangement du géne MLL.
¥ Les déces précoces incluent tous les décés ayant lieu avant ou au cours des 6 premiéres semaines de traitement.

§ Parmi ces 6 cas, 4 avaient été décrits précédemment.
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Translocation t(9;11) KMT2A-MLLT3

Le pronostic des patients présentant la translocation t(9;11) KMT2A-MLLT3 ne fait pas
consensus [Abildgaard et al., 2013](tableau 3). Les quatre études consécutives du St-Jude
Children’s Research Hospital [Rubnitz et al., 2002] et I’étude de la Nordic Society for
Pediatric Haematology and Oncology (NOPHO)-AML93 [Lie et al., 2003] ont rapporté que les
patients qui avaient la translocation t(9;11) KMT2A-MLLT3 avaient un meilleur pronostic
gue les patients dont la translocation du géne MLL était associée a un géne partenaire
différent. Par ailleurs, trois études n’ont rapporté aucun impact significatif de la
translocation t(9;11) sur le pronostic des patients [Harrison et al., 2010; Von Neuhoff et al.,
2010; Balgobind et al., 2009]. Parmi les études n’ayant rapporté aucun impact significatif,
les résultats ont montré que la présence d’anomalies cytogénétiques supplémentaires [Von
Neuhoff et al., 2010] avait un impact défavorable significatif sur la survie globale associée a
la translocation t(9;11) et que le type leucémique FAB-M5 [Balgobind et al., 2009] avait un
impact favorable significatif sur le pronostic associé a la translocation t(9;11).

Les caractéristiques cytogénétiques et moléculaires de 295 nourrissons et enfants atteints
de LMA ont été rapportées dans I'étude de Rubnitz et ses collaborateurs [2002] (tableau 3).
Ces patients avaient été traités dans le cadre de quatre études cliniques consécutives
menées par le St-Jude Children’s Research Hospital de 1980 a 1997. Chez les patients
présentant la translocation t(9;11), en majorité de type leucémique M5’ (91,3 %), la SSE a
5 ans était significativement supérieure a celle des autres sous-groupes cytogénétiques
(64,9 % = 11,1 %; p = 0,003) et a celle des patients ayant un autre réarrangement du gene
MLL ou une anomalie du chromosome 11923 (24,2 % + 9,4 %; p = 0,00075). Considérant les
63 patients atteints de LMA de type M5 de cette cohorte, la SSE a 5 ans était également
significativement supérieure chez les 21 patients chez qui la translocation t(9;11) avait été
détectée (71,1 % + 11 %) comparativement aux patients de type M5 qui en étaient
dépourvus (25,8 % + 7,9 %; p = 0,0004). Les auteurs ont conclu que la translocation t(9;11)
avait un impact pronostique favorable chez les patients pédiatriques atteints de LMA.

Les résultats de I'étude NOPHO-AML9I3 constituée de 207 patients pédiatriques, présentés
par Lie et ses collaborateurs [2003], ont également montré un impact pronostique favorable
de la translocation t(9;11) comparativement aux autres groupes cytogénétiques (tableau 3).
Les 16 patients (7,7 %) présentant la translocation t(9;11) avaient une SSE a 7 ans
significativement supérieure (86 % +9 % c. 47 % + 4 %; p < 0,01) et une SG a 7 ans de

94 % * 6 %. Comparativement aux patients traités dans I'’étude NOPHO-AMLS88, une
diminution significative des décés précoces et une augmentation significative de la SG a

7 ans ont été observées en raison de I'administration d’un traitement individualisé selon la
réponse initiale du patient.

L’étude rétrospective multicentrique de Balgobind et ses collaborateurs [2009] constituée
de 328 patients porteurs de la translocation t(9;11) n’a pas confirmé I'issue favorable
décrite précédemment dans de plus petites cohortes [Lie et al., 2003; Rubnitz et al., 2002]
(tableau 3). Les résultats de SSE et de SGa 5 ans (50 % = 3 % et 63 % + 3 % respectivement)
ne sont pas significativement différents de ceux des autres patients de la cohorte

(44 % +2 % et56 % £ 2 % respectivement). Il a été suggéré que la forte dose cumulative de

7 Selon la classification morphologique Franco Américano Britannique (FAB), on distingue 7 sous-groupes de leucémies myéloides aigués, soit
MO0 a M7 [Bennett et al., 1985]. La leucémie de type M5 ou leucémie monoblastique est caractérisée par la présence dans la moelle osseuse
de plus de 80 % de cellules monocytaires (Hematocell.fr, Laboratoire d’hématologie du CHU d’Angers. Leucémies aigués myéloides
[site Web], disponible a : http://hematocell.univ-angers.fr/index.php/enseignement-de-lhematologie-cellulaire/hematologie-et-pathologie-
generale/28-leucemies-aigues-myeloides).
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cytarabine administrée dans les protocoles de la NOPHO et du St-Jude Children’s Research
Hospital aurait contribué a I'impact favorable observé mais cette association n’a pas pu étre
confirmée dans I'étude de Balgobind. En effet, dans les protocoles NOPHO seulement, les
patients présentant la t(9;11) avaient une meilleure SSE a 5 ans que ceux qui avaient
d’autres réarrangement du gene MLL (77 % +8 % c. 38 % + 9 %, p = 0,006). Par ailleurs, le
type cellulaire a I'origine de la leucémie, en I'occurrence le type M5 ou la leucémie aigué
monoblastique, souvent associé a la translocation t(9;11) [Harrison et al., 2010; Balgobind et
al., 2009; Rubnitz et al., 2002] aurait une influence significative sur le pronostic des patients.

Parmi les patients présentant la translocation t(9;11), ceux dont la LMA était de type M5
(81,2 %) avaient une SSE et une SG a 5 ans significativement plus élevées comparativement
aux autres sous-types de LMA (tableau 3). De plus, I'analyse multivariée a effectivement
confirmé que le type M5 en présence d’une t(9;11) est un facteur pronostique favorable
indépendant pour la SSE et la SG (RRI = 0,4; p < 0,001). Cet impact favorable du type M5
observé chez les patients présentant la translocation t(9;11) est en accord avec les résultats
de I'étude de Rubnitz et ses collaborateurs [2002] dans laquelle le type M5 était
fréquemment associé a la t(9;11) (21 des 23 cas, soit 91,3 %). Les deux cas non-M5 sont
décédés avant I'atteinte d’une rémission compléte. Les auteurs affirment que I'impact
favorable de la t(9;11) observé dans cette étude serait lié a la prévalence des patients
atteints de LMA de type M5. Selon ces mémes auteurs, puisque la translocation t(9;11)
constitue un sous-groupe hétérogéne, une stratification précise du risque peut étre
effectuée en tenant compte du type leucémique FAB.

L’étude rétrospective de Von Neuhoff et ses collaborateurs [2010] a démontré que les
patients présentant la translocation t(9;11) avaient une SSE et une SG a 5 ans similaires a
celles des autres patients de la cohorte pour lesquels la SSE était de 48 £ 2 % et la SG de

62 £ 2 %. Par contre, lorsque des anomalies cytogénétiques supplémentaires a la t(9;11)
étaient détectées, la SG a 5 ans était significativement inférieure comparativement aux
autres patients de la cohorte (30 % + 14 %; p = 0,042) contrairement a la SSE a 5 ans pour
laquelle aucune différence significative n’a été observée (31 % + 14 %; p = 0,23). Selon les
auteurs, les patients présentant la t(9;11) sans anomalies supplémentaires appartiennent a
la catégorie de risque intermédiaire puisque leur SSE et SG étaient, contrairement aux
patients présentant d’autres réarrangements du géne MLL, comparables a celles des autres
patients. Par ailleurs, les patients présentant la t(9;11) avec anomalies supplémentaires
appartiennent a la catégorie de risque élevé, au méme titre que ceux qui ont un caryotype
complexe®.

Dans I'étude prospective de Harrison et ses collaborateurs [2010] décrite précédemment,
les patients présentant la t(9;11) n’étaient pas plus a risque que les autres patients de la
cohorte en termes de SSE et de SG a 10 ans (62 % et 68 % respectivement). Selon les
auteurs, bien que la majorité des patients (77,5 %) chez qui on avait détecté la t(9;11) était
de type leucémique M5, I'association entre I'impact favorable du type M5 et cette
translocation qui avait été observée dans les études antérieures [Balgobind et al., 2009;
Rubnitz et al., 2002] n’a pas pu étre vérifiée en raison du faible nombre de patients non-M5
(9 des 40 patients dont le type FAB était connu).

8 « . . . . st P \
Trois anomalies ou plus, au moins une anomalie de structure, sans cytogénétique favorable ni réarrangement du géne MLL [Von Neuhoff et

al., 2010].
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Tableau 3 Valeur pronostique associée a la translocation t(9;11)(p22;q23) KMT2A-MLLT3 dans les

leucémies myéloides aigués pédiatriques

. PREVALENCE | TYPE FAB
ETUDE N, DIAG. SSE * SG *
! t(9;11) N (%) (%)
Cohorte :
M4 (17) t(9;11) : 64,9 %
. M5 (21) p = 0,003 c. autres s-gr.
sz;(')tézﬁ 295 LMA 23(7,8)  |M7(7) n.d.
v M5-1(9;11) c. M5 sans t(9;11) :
t(9;11): 71,1 % c. 25,8 %; p = 0,0004
M5 (91,3)
Cohorte :
— SSE 7 ans :
Lie etal., M4 (20) o 0 SG7ans:
5003 207 LMA 16 (7,7) M5 (20) 86<€ 8.147 % 08 % £ 6%
M7 (6) P<%
Cohorte :
M4 (19)  |t(9;11): £(9;11) :
0 oy = 0 oy =
Balgobind et | 756 LMA- M5 (64) 50 % c. 44 %; p = NS 63 % c. 56 %; p = NS
al. 2009 MLLt 328 (43,4) M7 (2,8)
v M5 t(9;11) c. non-M5 t(9;11) : M5 t(9;11) c. non-M5 t(9;11) :
t(9;11) : 59 % c. 31 %; p = 0,002 70 % c. 40 %; p = 0,001
M5 (81,2)
t(9;11) : 32 (7) |s-gr.r-MLL: [t(9;11): t(9;11):
Von Neuhoff 454 LMA M4 (17) 42 % c. 48 % (cohorte); p = NS 51 % c 62 %. (cohorte); p = NS
etal., 2010 t(9;11) + AS : M5 (67) t(9;11) + AS: t(9;11) + AS:
13 (2,9) M7 (2) 31 % c. 48 % (cohorte); p = NS 30 % c. 62 % (cohorte); p = 0,042
. SSE10ans:62 % SG 10 ans: 68 %
Harrisonet | o0 ma 4774 |SEL:epi0,89 (1C99 : 0,39 - 2,04) RRI 0,70 (IC99 : 0,30 - 1,66)
al., 2010 M5 (77,5)% b= NS D= NS

Abréviations : AS : anomalie cytogénétique supplémentaire; diag. : diagnostic; M4: leucémie de type M4 selon la classification FAB (Franco
Américano Britannique); M5: leucémie de type M5 selon la classification FAB (Franco Américano Britannique); M7: leucémie de type M7 selon la
classification FAB (Franco Américano Britannique); IC99 : intervalle de confiance a 99 %; LMA : leucémie myéloide aigué; N : nombre de patients;
n.d. : donnée non disponible; NS : non significatif; r-MLL : réarrangement du géne MLL; RRI : rapport des risques instantanés (en anglais Hazard
ratio); SG : survie globale (en anglais overall survival); s-gr. : sous-groupe; SSE : survie sans événements (en anglais event-free survival)

* Les valeurs de SSE et de SG présentées sont a 5 ans sauf si indication contraire.

T Cette étude inclut 756 cas de LMA pédiatrique avec anomalie du chromosome 11923 ou avec réarrangement du géne MLL.

¥ La proportion de patients ayant une leucémie de type M5 et présentant la translocation t(9;11) a été calculée sur 40 patients dont le type FAB
était connu (31 sur 40, soit 77,5 %).

14

En résumé, les translocations impliquant le géne MLL sont historiquement associées a un
pronostic défavorable chez les patients pédiatriques atteints de LMA [Ney Garcia et al.,
2016; Meyer et al., 2013; Burmeister et al., 2012]. Toutefois, I'impact pronostique varie
selon le géne partenaire impliqué. Selon les études retenues pour la présente évaluation,
deux translocations ont été rapportées comme étant des indicateurs indépendants de
pronostic défavorable [t(6;11), t(10;11)] et trois n"ont montré aucun impact significatif sur le
pronostic des patients [t(11;19) ELL, t(11;19) ENL, t(11;17)]. Par ailleurs, I'impact
pronostique de la translocation t(1;11) pour les fusions impliquant les génes AF1P et AF1Q
est tres peu documenté et s’avére incertain. Finalement, I'impact pronostique de la
translocation t(9;11) ne semble pas faire consensus, bien qu’associée a la catégorie de
risque intermédiaire selon I'European LeukemiaNet (ELN) et le National Comprehensive
Cancer Network (NCCN). Deux études ont rapporté un impact pronostique favorable et trois
études n’ont rapporté aucun impact significatif pour cette translocation. Toutefois, il a été



démontré que le type leucémique M5 avait un impact significativement favorable chez les
patients présentant la t(9;11), mais que la présence d’anomalies cytogénétiques
supplémentaires altérait significativement le pronostic.

4.2.2 Translocations n’impliquant pas le géne MLL (KMT2A)

L'impact pronostique des trois translocations n’impliquant pas le gene MLL incluses dans le
panel proposé par le centre demandeur est présenté au tableau 4.

Translocation t(5;11) NUP98-NSD1

La t(5;11) est issue de la fusion des génes NUP98 et NSD1, tous deux situés dans la région
télomérique des chromosomes 11 et 5 respectivement [Ostronoff et al., 2014], ce qui en fait
une translocation dite cryptique® souvent présente chez les patients atteints de LMA &
caryotype normal [Hollink et al., 2011]. Deux études de cohorte portant sur I'impact
pronostique de cette translocation ont été retenues [Ostronoff et al., 2014; Hollink et al.,
2011]. La présence concomitante fréquente d’'une mutation du gene FLT3 (duplication
interne en tandem du géne FLT3 ou FLT3-ITD™) [Akiki et al., 2013] a été évaluée
relativement a sa contribution au pronostic de la translocation t(5;11) (tableau 4).

L’étude de Hollink et ses collaborateurs [2011] avait pour objectif de déterminer la
fréquence et I'impact pronostique de la translocation t(5;11) dans une cohorte de

313 patients pédiatriques atteints de LMA (tableau 4). Parmi ceux-ci, 12 (3,8 %) avaient la
t(5;11) dont 11 en cooccurrence avec la mutation FLT3-ITD. Les résultats ont révélé que les
patients qui présentaient a la fois la t(5;11) et la mutation FLT3-ITD, avaient une SSE et une
SG a 4 ans significativement plus faibles comparativement aux patients qui présentaient
uniquement la mutation du géne FLT3. Les auteurs ont conclu que la détection de routine
de la translocation t(5;11) sera essentielle afin de repérer et classer adéquatement ce
groupe de patients dont le pronostic est défavorable.

L’étude d’Ostronoff et ses collaborateurs [2014], bien que non strictement pédiatrique,
avait pour objectif d’évaluer la signification pronostique de la translocation t(5;11) dans un
contexte de mutation FLT3-ITD et ainsi déterminer si I'impact pronostique défavorable
rapporté dans la littérature était associé a la t(5;11) ou a la cooccurrence t(5;11) / FLT3-ITD
(tableau 4). Un total de 461 patients (agés de 0 a 30 ans) atteints de LMA ont été traités
selon un des 4 protocoles de LMA pédiatriques suivants : CCG-2941/2961, COG-AAMLO3P1
(patients dgés de 21 ans et moins) et COG-AAML0531 (patients agés de 30 ans et moins).
Parmi ceux-ci, 54 patients présentaient la translocation t(5;11) dont 32 avec la présence
concomitante de FLT3-ITD. Les résultats d’analyse multivariée ont montré que la présence
concomitante de FLT3-ITD et de la t(5;11) était un indicateur pronostique défavorable
indépendant comparativement a la seule présence de FLT3-ITD (tableau 4). Par contre, la
1(5;11) en absence de FLT3-ITD perd sa signification pronostique en terme de SSE et de SG a
3 ans. Les résultats ont également montré que la cooccurrence de ces deux anomalies
génétiques est associée a un risque tres élevé d’échec a la chimiothérapie d’induction. En
effet, une plus faible proportion de patients (27 %) ont atteint une rémission compléte
comparativement a ceux qui n’avaient pas la t(5;11) (69 %, p < 0,001). Ainsi, les auteurs

® Une translocation cryptique est une anomalie chromosomique non détectable par I'analyse classique du caryotype [De Rooij et al., 2013].
Des techniques moléculaires supplémentaires sont requises afin de détecter ce type d’anomalie [Ostronoff et al., 2014; Hollink et al., 2011].
1% La duplication interne en tandem du géne FLT3 (FLT3-ITD) est une des mutations somatiques les plus communes dans les cas de LMA,
présente chez 12 % des cas pédiatriques. Elle est associée a un pronostic défavorable (diminution de la survie et augmentation de la
fréquence de récidive) [Meshinchi et al., 2006].
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concluent qu’un protocole de traitement différent devrait étre considéré en premiere
intention pour ces patients étant donné leur faible réponse.

Translocation t(6;9) DEK-NUP214

La translocation t(6;9) DEK-NUP214 est présente chez moins de 2 % des cas de LMA
pédiatrique (tableau 4) et est fréquemment associée a la présence de la mutation FLT3-ITD.
Cette mutation est présente dans environ 10 % des cas de LMA pédiatrique et jusqu’a 70 %
des cas t(6;9) positifs [Slovak et al., 2006]. Une étude de cohorte prospective [Harrison et
al., 2010] et trois études rétrospectives [Sandahl et al., 2014; Tarlock et al., 2014; Slovak et
al., 2006] ont été retenues relativement a I'impact pronostique de la translocation t(6;9)
chez des patients pédiatriques atteints de LMA.

Dans I’étude prospective de Harrison et ses collaborateurs [2010] décrite précédemment,
un pronostic défavorable a été observé chez les 10 patients présentant la t(6;9). Ces
patients avaient une SSE a 10 ans significativement inférieure a celle des autres patients de
la cohorte. Par contre, ils n’étaient pas plus a risque que les autres patients de la cohorte en
termes de survie globale (SG a 10 ans de 50 %). Considérant les résultats obtenus, les
investigateurs de cette étude envisagent de modifier le traitement des patients qui ont la
translocation t(6;9).

L’étude rétrospective de Slovak et ses collaborateurs [Slovak et al., 2006] a permis
d’effectuer I'analyse des données de 4 groupes de recherche (SWOG, CALBG, ECOG, COG)
recueillies de 1987 a 2002 afin de pallier la rareté de cette translocation. Cette étude a ainsi
porté sur 2 236 patients pédiatriques dont 31 (1,4 %) avaient la t(6;9) avec ou sans anomalie
génétique supplémentaire. La proportion de patients en vie a 5 ans postdiagnostic était de
28 %, avec une survie globale médiane de 12,5 mois (IC95 % 8,2 a 19,5).

Une étude de cohorte rétrospective multicentrique a également permis d’associer un
pronostic défavorable a la translocation t(6;9) [Sandahl et al., 2014]. Cette étude portant sur
7 363 patients pédiatriques atteints de LMA avait pour objectif d’étudier les caractéristiques
cliniques des 54 patients qui présentaient la t(6;9) ainsi que les caractéristiques génétiques
et morphologiques tumorales. Une SSE et une SG a 5 ans de 28 % et 50 % respectivement
ont été observées. De plus, la présence de la mutation FLT3-ITD avait eu un impact négatif
mais non significatif sur ces deux parametres.

Des résultats similaires ont été obtenus dans |'étude rétrospective de Tarlock et ses
collaborateurs [2014] menée par le Children’s Oncology Group. Les résultats de 6 études
cliniques (1988-2010) incluant 3 790 patients pédiatriques dont 2 839 avec données
cytogénétiques completes ont été inclus dans cette analyse. La SG a 5 ans était
significativement inférieure a celle des patients qui n’avaient pas cette translocation

(39 % + 15 % et 57 % + 2 % respectivement, p = 0,03), et ce indépendamment de la présence
de la mutation FLT3-ITD. Les auteurs concluent que les patients présentant la t(6;9)
devraient étre considérés a risque élevé d’échec de traitement et pourraient tirer avantage
d’une greffe de cellules souches en premiéere rémission compléte.

Translocation t(10;11) PICALM-MLLT10

La translocation t(10;11) PICALM-MLLT10 est présente chez 0,3 % a 2 % de tous les cas de
LMA selon I'age [Borel et al., 2012]. Bien que plus fréquemment associée a la leucémie
lymphoide aigué a lymphocytes T (LLA-T), on la retrouve également dans les cas de leucémie
aigué peu différenciée (type FAB MO et M1) et de LMA [Borel et al., 2010; Savage et al.,
2010]. Ce type de leucémie est caractérisée par un phénotype mixte (multilignée) avec



expression aberrante des marqueurs de différenciation (marqueurs CD, de I'anglais cluster
of differentiation), une morphologie cellulaire immature, ainsi qu’une présentation clinique
mixte souvent accompagnée d’une masse médiastinale [Savage et al., 2010].

Les cas de leucémie aigué présentant le géne de fusion PICALM-MLLT10 sont principalement
rapportés dans des études de cas. Ces études n’ont pas été retenues en raison de leur faible
niveau de preuve et du manque d’informations pronostiques. Par ailleurs, deux études
portant sur un plus grand nombre de patients ont aussi été retenues [Borel et al., 2012;
Kumon et al., 1999].

L'étude cas-témoin de Borel et ses collaborateurs [2012] comportait 18 patients atteints de
LMA et présentant la translocation t(10;11) PICALM-MLLT10. Ces patients, en majorité de
type leucémique FAB MO, M1 ou M2, étaient agés de 15 ans a 77 ans (médiane 27,5 ans).
Cette étude avait pour objectif d’évaluer et de comparer les caractéristiques cliniques et le
pronostic de ces patients a ceux d’une cohorte témoin appariée selon I'age, constituée de
72 patients recrutés au cours de la méme période (tableau 4). La SSE et la SG a 2 ans était de
39 % et 36 % respectivement, mais non significative comparativement au groupe témoin
sans t(10;11).

L’étude de Kumon et ses collaborateurs [1999] portait sur I’évaluation du pronostic et des
caractéristiques cliniques de 11 patients présentant la translocation t(10;11)
PICALM-MLLT10. Parmi ces patients, 4 étaient 4gés de moins de 18 ans, 6 étaient atteints de
LMA, 4 de LLA et un de sarcome granulocytique. Le déces des patients est survenu apres
quelques mois a la suite de I'absence de réponse au traitement, d’'une rémission partielle ou
d’une récidive.
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Tableau4 Valeur pronostique de translocations n’impliquant pas le géne MLL dans les leucémies
myéloides aigués pédiatriques

. PREVALENCE
ETUDE N, DIAG. o SSE * SG *
N (%)
t(5;11)(g35;p15.5) NUP98-NSD1
t(5;11) : 1 (0,3) SSE 4 ans : SG4ans:
Hollink et al., 313 LMA FLT3-ITD : 41 (13,1) t(5;11) et FLT3-ITD t(5;11) et FLT3-ITD
2011 9% c. 46 % FLT3-ITD seul 20 % c. 56 % FLT3-ITD seul
t(5;11) et FLT3-ITD : 11 (3,5) |p < 0,001 p = 0,006
SSE3ans:t SG3ans:t
1(5;11) : t(5;11) :
t(5;11) : 22 (4,8) RRI 1,16 (IC95 : 0,42 - 3,22) RRI 0,34 (IC95 : 0,05 - 2,5)
p = NS c. DN¥ (multivarié) p = NS c. DNt (multivarié)
Ostronoff et 261 LMA FLT3-ITD : 162 (35,1) FLT3-ITD : FLT3-ITD :
al., 2014 RRI11,43 (1C95:1,07-1,91) RRI1,39 (IC95: 0,99 - 1,95)
t(5;11) et FLT3-ITD : 32 (6,9) |p =0,015 c. DNt (multivarié) p = 0,055 c. DNt (multivarié)
t(5;11) et FLT3-ITD : t(5;11) et FLT3-ITD :
RRI 2,34 (IC95 : 1,45 - 3,78) RRI 2,05 (IC95 : 1,19 - 3,53)
p < 0,001 c. DNt (multivarié) p = 0,01 c. DN# (multivarié)
t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214
Harrison et SSE10ans:10 % SG 10 ans : 50 % c. 59 %
al. 2010 633 LMA 10(1,6) RRI3,38 (1C99: 1,00 - 11,49) RRI1'1,49 (1C99:0,43 - 5,21)
v p = 0,01 c. sans t(6;9) p=NS
Slovak et al., t(6;9) : 27 (1,2) 28%
2006 2236 LMA 1(6;9) + AS : 4 (0,2) n.d. (IC95 : 12 - 44)
Sandahl et 28 % c. 37 % avec AS 50 % c. 55 % avec AS
ol, 2014 7363 LMA 54 (0,7) b= NS D NS
Tarlock et al., 32 % c. 45 % sans t(6;9) 39 % c. 57 % sans t(6;9)
5014 2839 LMA 48 (1,7) b NS 0= 0,03
t(10;11)(p13;q14-21) PICALM-MLLT10
SSE2 ans: SG2ans:
Borel et al., 18 LMA so 39%(1C95:13-65)c. 46 % 36 % (1C95:15-58)c. 47 %
2012 t(10;11) e (IC95 : 32 — 60) (1C95 : 35-58)
p=NS p=NS

Abréviations : AS : anomalie supplémentaire; diag. : diagnostic; DN: double négatif; IC95 : intervalle de confiance a 95 %,; 1C99 : intervalle de
confiance a 99 %; LMA : leucémie myéloide aigué; N : nombre de patients; n.d. : donnée non disponible; nég.: négatif; NS : non significatif; RRI :
rapport des risques instantanés (en anglais Hazard ratio); SG : survie globale (en anglais overall survival); s.o. : sans objet; SSE : survie sans
événements (en anglais event-free survival)

* Les valeurs de SSE et de SG présentées sont a 5 ans sauf si indication contraire.

T Les résultats d’analyse multivariée sont basés sur I'ensemble de la cohorte incluant des patients de plus de 18 ans ainsi que les patients adultes
de I’étude SO0106 du SWOG (agés de 18 ans a 60 ans). Parmi ces patients, 4 (2,5 %) avaient la t(5;11), 54 (34,0 %) avaient la mutation FLT3-ITD et

5 (3,1 %) avaient la t(5;11) et FLT3-ITD.
¥ Les doubles négatifs (DN) sont les cas sans t(5;11) et sans FLT3-ITD (N = 245).
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En résumé, un impact pronostique défavorable est associé aux translocations t(5;11)
NUP98-NSD1, t(6;9) DEK-NUP214 et t(10;11) PICALM-MLLT10. La présence de la mutation
FLT3-ITD est fréquente chez les patients qui ont la t(5;11) ou la t(6;9). Concernant la t(5;11),
le pronostic associé a sa cooccurrence avec la mutation FLT3-ITD est pire que celui associé a
la mutation FLT3-ITD seule. Selon une des deux études retenues [Ostronoff et al., 2014], cet
impact pronostique défavorable serait d{i a la cooccurrence des deux anomalies et non a la
t(5;11). Contrairement a la t(5;11), la mutation FLT3-ITD n’aurait pas d’impact significatif sur
le pronostic des patients présentant la t(6;9). Par ailleurs, I'impact pronostique défavorable
de la translocation t(10;11) PICALM-MLLT10 rapporté dans une étude de cohorte n’est
toutefois pas significativement différent comparativement au groupe témoin.

4.2.3 Translocations associées a la LMCA

La valeur pronostique des trois translocations du panel proposé associées a la LMCA est
présentée au tableau 5. Deux études de cohorte dont une rétrospective portant, entre
autres, sur la valeur pronostique des trois translocations du panel LMCA ont été retenues
[De Rooij et al., 2016; De Rooij et al., 2013]. De plus, deux études de cohorte portant sur
I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2 [Masetti et al., 2013; Gruber et al., 2012] et deux études portant
sur la translocation t(1;22) RMB15-MKL1 [Inaba et al., 2015; Schweitzer et al., 2015] ont
également été retenues.

Inversion du chromosome 16, inv(16) CBFA2T3-GLIS2

La valeur pronostique de I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2 a été étudiée par Gruber et ses
collaborateurs [2012] dans une cohorte de 48 patients pédiatriques atteints de LMCA sans
syndrome de Down. L'objectif de cette étude était de définir la gamme de mutations
associées a la LMCA et d’en évaluer les conséquences fonctionnelles et pronostiques. Les
données de survie étaient accessibles chez 40 de ces patients. Bien que ceux-ci aient été
traités dans divers établissements selon des protocoles variés, la présence de I'inv(16)
CBFA2T3-GLIS2 a permis de révéler que ces patients avaient une SG a 5 ans
significativement inférieure a celle des patients qui n’avaient pas I'inv(16) (28,1 % c. 41,9 %,
p = 0,05) constituant ainsi, selon les auteurs, un sous-type agressif de LMCA.

L'étude de Masetti et ses collaborateurs [2013] avait pour objectif de détecter les mutations
somatiques et les réarrangements génomiques chez 7 patients pédiatriques atteints de LMA
a caryotype normal (LMA-CN) et de valider les résultats obtenus dans une cohorte de

230 patients. Parmi les 20 patients qui présentaient I'inv(16), la moitié étaient de type FAB-
M7 et donc atteints de LMCA. Une influence défavorable de I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2 sur le
pronostic de ces patients a également été observée. La SSE a 5 ans de ces 20 patients

(27,4 % £ 10,5 %) était significativement inférieure a celle des 217 patients qui n’avaient pas
I'inv(16) (59,6 % + 3,6 %, p = 0,01). Une différence significative similaire en termes de SSE a
5 ans a aussi été observée en comparant les patients de type M7 avec ou sans inv(16) ou en
comparant les patients non-M7 avec ou sans inv(16). Par contre, aucune différence
significative n’a été observée pour la SSE entre les patients de type M7 et non-M7 en
présence de I'inv(16), suggérant que le type leucémique FAB n’avait pas d’influence sur le
pronostic. Les auteurs concluent que le gene de fusion CBFA2T3-GLIS2, associé a un
pronostic défavorable, serait caractéristique de la LMA-CN mais non restreint au sous-type
M7.
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L’étude de De Rooij et ses collaborateurs [2013] portait sur 105 patients pédiatriques
atteints de LMCA sans syndrome de Down. Elle avait pour objectif d’analyser la fréquence
ainsi que la pertinence pronostique de certaines anomalies génétiques dont I'inv(16)
CBFA2T3-GLIS2, la t(11;12) NUP98-KDM5A et la t(1;22) RMB15-MKL1. Les analyses de survie
ont été réalisées a partir d’'un sous-groupe de 73 patients représentatifs de 'ensemble de la
cohorte. Concernant I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2, présente chez 13 (12,4 %) patients, la SSE et
laSG a5 ans étaient de 19 % + 16 % et 35 % + 20 % respectivement, sans différence
significative comparativement aux patients qui ne présentaient pas cette anomalie. Les
auteurs concluent que ces résultats sont représentatifs de la LMCA pédiatrique puisqu’ils
sont comparables a ceux du groupe de recherche AML-BFM, et ce, malgré les diverses
provenances des échantillons en raison des difficultés de préléevement de la moelle osseuse.

L'objectif de I'’étude rétrospective de De Rooij et ses collaborateurs [2016] était d’évaluer si
les translocations t(11;12) NUP98-KDM5A, t(1;22) RMB15-MKL1, inv(16) CBFA2T3-GLIS2, les
réarrangements du gene MLL (R-MLL) et la monosomie 7 pouvaient étre utilisés pour la
stratification du risque. L’évaluation de la fréquence et de la valeur pronostique de ces
translocations a été réalisée chez 153 patients atteints de LMCA. La SSE et la SG a 4 ans des
24 patients qui avaient I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2 étaient de 33 % + 10 % et 38 % + 10 %,
respectivement. De plus, I'analyse multivariée combinant la t(11;12) NUP98-KDM5A,
I'inv(16), les R-MLL et la monosomie 7 a révélé que la présence de I'une ou 'autre de ces
anomalies constituait un indicateur pronostique défavorable indépendant pour la SSE (RRI
1,69;1Ca 95 % 1,04 - 2,76; p = 0,035) et la SG (RRI 2,33; 1Ca 95 % 1,36 - 3,99; p = 0,002)
comparativement a la t(1;22) RMB15-MKL1 ou a la LMCA sans ces anomalies. Les auteurs
concluent que ces anomalies, dont I'inv(16), peuvent étre considérées pour la stratification
du risque et I'individualisation du traitement des patients pédiatriques atteints de LMCA.

Translocation t(11;12) NUP98-KDM5A

Les deux études de De Rooij décrites précédemment [2016; 2013] ont également rapporté
un impact pronostique défavorable associé a la translocation t(11;12) NUP98-KDM5A
(tableau 5). Avec une SSE et une SG inférieures a 40 % et les résultats de |'analyse
multivariée, les auteurs suggérent que les patients pédiatriques atteints de LMCA qui
présentent la t(11;12) NUP98-KDMS5A, I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2, des R-MLL ou la
monosomie 7 soient considérés a risque élevé, tandis que ceux qui présentent la t(1;22)
RMB15-MKL1 soient considérés a risque standard [De Rooij et al., 2016].

Translocation t(1;22) RMB15-MKL1

Comparativement aux deux autres translocations associées a la LMCA, les deux études de
De Rooij décrites précédemment [2016; 2013] ont rapporté un pronostic plus favorable
pour la t(1;22) (tableau 5).

Les résultats de I’étude de De Rooij et ses collaborateurs [2013] ont révélé que les patients
qui avaient la t(1;22) bénéficiaient d’'une SSE et d’'une SG a 5 ans significativement plus
élevées qu’en absence de t(1;22). Parmi les 11 patients présentant la t(1;22) et dont
I'information était accessible, aucun n’a subi de récidive et deux déces sont survenus. Etant
donné le jeune age des patients, une analyse multivariée a été réalisée en incluant I'a4ge au
diagnostic et le compte leucocytaire comme covariables. Les auteurs n’ont pas été en
mesure de confirmer la t(1;22) comme étant un indicateur pronostique indépendant, pour
la SG ou la SSE, probablement en raison du faible nombre de patients. Ils concluent qu’a
I’exception des patients qui présentaient la translocation t(1;22), le pronostic des patients
atteints de LMCA sans syndrome de Down est généralement défavorable.



L’étude plus récente de De Rooij et ses collaborateurs [2016] a également montré que le
pronostic des patients qui avaient la t(1;22) était significativement plus favorable avec une
SGadansde70% + 11 % (p = 0,0036) comparativement a celui des patients qui avaient la
1(11;12) (36 % £ 13 %), I'inv(16) (38 % + 10 %) ou un R-MLL (33 % + 13 %). Une tendance
similaire (p = 0,06) a par ailleurs été observée pour la SSE a 4 ans. Les auteurs affirment que
cette différence pronostique serait liée a la grande proportion de patients, soit 31 sur les 52
(60 %) présentant I'une de ces 3 anomalies, qui avaient subi une récidive ou n’avaient pas
atteint de rémission compléte. Par ailleurs, parmi les 18 patients qui présentaient la t(1;22),
un est décédé précocement, 2 déces étaient liés au traitement et 2 déces étaient liés a la
progression de la leucémie.

L'étude rétrospective d’Inaba et ses collaborateurs [2015] avait pour but d’analyser les
caractéristiques cliniques et les parameétres de survie de 490 patients atteints de LMCA sans
syndrome de Down, dont 372 avec données cytogénétiques compleétes. Le pronostic
favorable associé a cette translocation rapporté dans une étude antérieure [De Rooij et al.,
2013] n’a pas été observé dans cette étude (tableau 5). Selon les auteurs, ces résultats
pourraient étre attribués au nombre élevé de déces précoces'! chez les patients qui avaient
lat(1;22) équilibréeu. Parmi les 246 déces survenus dans cette cohorte, 12 étaient des
déces précoces dont 5 avaient la translocation t(1;22). Les auteurs mentionnent que des
soins de soutien adéquats sont requis afin de prévenir les déces précoces [Creutzig et al.,
2004] spécialement pour les patients présentant la t(1;22) en raison de leur trés jeune age.
Aucune conclusion spécifique n’a par ailleurs été dégagée par les auteurs relativement a
cette translocation.

L’étude de Schweitzer et ses collaborateurs [2015] regroupait 97 patients atteints de LMCA
sans syndrome de Down (dont 78 avec données cytogénétiques) traités au cours de deux
études multicentriques consécutives : AML-BFM 98 (1998 - 2003, N = 37) et AML-BFM 04
(2004 - 2014, N = 60). Cette étude avait pour objectif de comparer les données de survie en
lien avec les protocoles de traitement et de définir la valeur pronostique de certains
sous-groupes cytogénétiques, en I'occurrence la translocation t(1;22). La SSE a 5 ans des

8 patients qui avaient la t(1;22) était significativement inférieure a celle des patients de la
cohorte qui en étaient dépourvus (38 % + 17 % c. 53 % + 6 %, p = 0,039). Bien que cet impact
n’ait pas été confirmé en analyse multivariée, les auteurs ont attribué ce résultat au faible
nombre de patients et a la proportion élevée d’absence de réponse ou de réponse partielle
au traitement d’induction (13,4 %). Selon les auteurs, le role de la t(1;22) en tant
gu’indicateur pronostique favorable est remis en question.

" Dans cette étude, un décés précoce est défini comme étant un décés survenant en-dedans de 30 jours suivant le diagnostic [Inaba et al.,

2 Une translocation chromosomique consiste en I'échange de matériel entre deux chromosomes non homologues aprés cassure sur chacun
des chromosomes impliqués. Si cet échange s’accompagne d’une perte de matériel génétique, il est déséquilibré, sinon la translocation est
dite équilibrée (Cochin virtuel, Faculté de médecine Paris Descartes. Les principales anomalies chromosomiques et leurs conséquences
cliniques [site Web], dispénible a : http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/cytogen/2-1.htm (consulté le 26 aoGt 2016)).
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Tableau 5 Valeur pronostique associée aux translocations t(11;12)(p15;p13) NUP98-KDM5A,
inv(16)(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2 et t(1;22)(p13;q33) RMB15-MKL1 chez les patients
pédiatriques atteints de LMCA

PREVALENCE

ETUDE N, DIAG. N (%) SSE * SG *
inv(16)(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2
Gruber et al., 28,1 % c. 41,9 % cas nég.
5012 48 LMCA 13 (27,1) n.d. b= 0,05

- 20 (8,4) 27,4 % c. 59,6 % cas nég.
Masetti et al. 237 LMA-CN dont 10 FAB- : n.d.
2013 p=0,01
M7
De Rooij et al., 19 % c. 34 % cas. nég. 35 % c. 42 % cas nég.
5013 105 LMCA 13 (12,4) NS b= NS
De Rooij et al., SSE 4 ans: SG4ans:
2016 153 LMCA 24(10) 33% 38 % c. 66 % cas nég.
t(11;12)(p15;p13) NUP98-KDMS5A
De Rooij et al., 22 % c. 36 % cas nég. 22%c.45%
2013 105 LMCA 11 (10,5) b= NS o= NS
De Rooij et al., SSE4 ans: SG4ans:
2016 153 LMCA 14(9) 36 % 36 % c. 66 % cas nég.
t(1;22)(p13;q13) RMB15-MKL1
73 % c. 27 % cas nég. 82 % c. 36 % cas nég.
De Rooij et al., p=0,039 (N=11) p=0,043 (N=11)
2013 105 LMCA 16(15,2) RRI1 0,40 (1C95:0,12-1,37) RRI1 0,31 (IC95:0,07 —1,36)
p = NS (multivarié) p = NS (multivarié)

De Rooij et al., SSE 4 ans: SG4ans:
2016 153 LMCA 18(12) 65 % 70 % c. 66 % cas nég.
Inaba et al., 372 LMCA 51(13,7) 54,5 % 58,2 %
2015 sans SD ! p = NS c. autres s-gr. p = NS c. autres s-gr.
Schweitzer et 78 LMCA 8(10,3) 38 % c. 53 % cas nég. 63 %

al., 2015

p =0,039

p = NS c. cas nég.

Abréviations : diag. : diagnostic; LMA-CN: leucémie myéloide aigué a caryotype normal; LMCA : leucémie mégacaryoblastique; N : nombre de
patients; n.d. : donnée non disponible; nég.: négatif; NS : non significatif; SD: syndrome de Down; SG : survie globale (en anglais overall survival);
s-gr. : sous-groupe; SSE : survie sans événements (en anglais event-free survival)

* Les valeurs de SSE et de SG présentées sont a 5 ans sauf si indication contraire.
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4.3

En résumé, un impact pronostique défavorable est associé a la translocation t(11;12)
NUP98-KDM5A et a I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2. Selon une étude récente, ces deux anomalies
génétiques constituent des indicateurs pronostiques défavorables indépendants et les
patients atteints de LMCA présentant ces anomalies devraient étre considérés dans la
catégorie de risque élevé. Par ailleurs, selon certaines études, les patients qui présentent la
translocation t(1;22) RMB15-MKL1 ont une meilleure SSE et SG comparativement a la
t(11;12) et a I'inv(16). Par contre, la t(1;22) n’a pas pu étre confirmée comme indicateur
pronostique indépendant, probablement en raison du nombre de patients. De plus, deux
études ont rapporté un impact pronostique moins favorable pour la t(1;22), bien que
supérieur a I'inv(16) et a la t(11;12), en mettant en cause le faible nombre de patients, la
proportion élevée de déces précoces et la pietre réponse au traitement.

Valeur thérapeutique

Outre les anomalies cytogénétiques et moléculaires, une réponse précoce au traitement
d’induction constitue un indicateur pronostique chez les patients atteints de LMA [De Rooij
et al., 2013; Creutzig et al., 2012]. La détection et la quantification de cellules positives pour
une translocation donnée durant ou apres le traitement peut servir a évaluer le niveau de
maladie résiduelle et ainsi guider les interventions thérapeutiques subséquentes chez les
patients en rémission clinique compléete bien qu’ils puissent étre a risque élevé de récidive
[Hourigan et Karp, 2013].

Valeur prédictive de réponse au traitement

Quelques études ont été retenues afin d’illustrer la valeur prédictive de réponse au
traitement associée a certaines translocations et de présenter la proportion des cas pour
lesquels une greffe de cellules souches hématopoiétiques a été effectuée.

Concernant les translocations impliquant le ggéne MLL, un taux global de rémission compléte
variant de 86 % a 91 % traduisant une excellente réponse au traitement a été rapporté dans
deux études de cohorte prospectives totalisant plus de 1 000 patients atteints de LMA
[Harrison et al., 2010; Von Neuhoff et al., 2010]. Cette perspective pronostique favorable
est toutefois assombrie par un taux de récidive pouvant varier de 4 % a 71 % selon le gene
partenaire impliqué dans la translocation (tableau 7). Par ailleurs, les résultats des études
illustrant la réponse au traitement moins favorable associée aux translocations t(5;11)
NUP98-NSD1, t(6;9) DEK-NUP214 ainsi qu’aux trois translocations caractéristiques de la
LMCA sont présentés au tableau 6.

Concernant la translocation t(5;11) NUP98-NSD1, une série de cas [Cerveira et al., 2003],
une étude de cohorte rétrospective [Akiki et al., 2013] et une étude de cohorte prospective
[Hollink et al., 2011] ont été retenues. L'étude de Cerveira et ses collaborateurs [2003] a
évalué la fréquence de la t(5;11) détectée par RT-PCR dans une série de 20 patients
consécutifs atteints de LMA. Parmi ceux-ci, une patiente dgée de 4 ans présentait la t(5;11).
Réfractaire au premier traitement d’induction, une rémission compléte a été documentée a
la suite de l'intensification de la chimiothérapie. Suivant deux greffes de cellules souches, le
déces est survenu 10 mois apreés le diagnostic.

L’étude d’Akiki et ses collaborateurs [2013] avait pour objectif de détecter la t(5;11) ainsi
que de déterminer le profil mutationnel des genes FLT3, NPM1 et CEBPA chez 54 patients
atteints de LMA. La réponse aux traitements de chimiothérapie des 4 patients qui avaient la
t(5;11) a été évaluée par RT-PCR en temps réel. Parmi ceux-ci, deux ont obtenu une
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rémission partielle et un, atteint de LMA secondaire au traitement d’un ostéosarcome, n’a
pas obtenu de réponse significative au traitement de la LMA. Ces 4 patients ont regu une
greffe de cellules souches, 2 étaient en vie a 39 mois et 52 mois aprés la greffe et 2 sont
décédés peu de temps apres la greffe. Les auteurs soulignent I'importance de rechercher
cette translocation par PCR quantitative chez des patients pédiatriques atteints de LMA sans
marqueurs génétiques favorables, et ce a des fins pronostiques et de suivi thérapeutique.

L’étude de Hollink et ses collaborateurs [2011] décrite précédemment a révélé que le taux
de rémission compléte des patients pédiatriques qui avaient la t(5;11) était de 100 %
(12/12). Toutefois, pour 10 des 12 patients (83,3 %), une récidive est survenue moins de

9 mois suivant la rémission, et ce, en dépit de I"administration de traitements intensifs. A la
suite de cette récidive, 6 patients ont recu une greffe de cellules souches et 2 sont
finalement décédés. De plus, la détection du transcrit NUP98-NSD1 a été effectuée par RT-
PCR chez 3 patients dont des échantillons de moelle osseuse prélevés au moment de la
rémission et de la récidive étaient disponibles. Des niveaux élevés de transcrits ont été
détectés dans les 3 échantillons correspondants a la rémission indiquant une présence
importante de maladie résiduelle associée a la résistance au traitement. Par ailleurs, les
niveaux de transcrit des échantillons prélevés a la récidive étaient similaires a ceux obtenus
lors du diagnostic, suggérant une stabilité clonale. Les auteurs affirment que de nouvelles
stratégies thérapeutiques sont requises pour les patients qui présentent la translocation
t(5;11).

En ce qui a trait a la translocation t(6;9) DEK-NUP214, deux des trois études décrites
précédemment ont rapporté un taux de rémission compléte inférieur a la t(5;11), variant de
67 % a 71 % [Tarlock et al., 2014; Slovak et al., 2006]. Par ailleurs, dans I’étude de Sandahl et
ses collaborateurs [2014] les patients qui avaient la t(6;9) ont atteint la rémission complete
dans une proportion de 92,6 %. Chez 18 de ces patients, la greffe de moelle osseuse s’est
avérée plus efficace que la chimiothérapie, permettant d’augmenter la SSE a 5 ans

(68% +12%c.18 % £7 %; p <0,01) et de diminuer I'incidence cumulative de récidive (ICR)
a5ans(13% +9%c. 81 % =8 %; p <0,01) de facon significative, sans toutefois affecter la
survie globale.

L’étude rétrospective de De Rooij et ses collaborateurs [2016], portant entre autres sur les
trois translocations caractéristiques de la LMCA (tableau 6), n’a pas permis de démontrer
I'avantage d’une greffe de moelle osseuse chez 63 patients pédiatriques atteints de LMCA.
Dans le groupe de patients présentant la t(11;12) NUP98-KDM5A, I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2,
un R-MLL ou la monosomie 7, 47 % ont recu une greffe de moelle osseuse. L'analyse
multivariée a montré que la greffe n’avait pas eu d’influence significative sur la SSE, la SG et
la survie sans récidive a 4 ans. Les auteurs affirment toutefois que bien que cette analyse
rétrospective n’ait pas permis de démontrer une influence favorable de la greffe de moelle
osseuse sur le pronostic, la greffe en premiéere rémission compléte est recommandée dans
plusieurs protocoles de traitement de la LMA pour les cas considérés a risque élevé.



Tableau 6 Valeur prédictive de réponse au traitement selon le type de translocation

NOMBRE DE
CAS
(%)

ETUDE

REPONSE AU TRAITEMENT
N (%)

GREFFE
N (%)

t(5;11)(g35;p15.5) NUP98-NSD1

Cerveiraetal.,

ére

Réfractaire en 17 induction

1% greffe => échec

2° greffe

1(5 Intensification chimio.
2003 ©) REM-C : 1 (100) Déces 10 rpois apreés diag.
(pneumonie)
. Réfractaires : 2 (50) 4 (100) (3 en 1¥® REM-C et 1 PR)
*

Akiki et al., 2013 474 REM-C courte durée ou REM-P |2 décés post-greffe
e R e
2011 ! 10 récidivent rapidement ’ ! g !

2 apres greffe

t(6;9)(p23;934) DEK-NUP214

Slovak et al.,

5006 31 (1,4)t REM-C: 22 (71) 7 (22,6)

Sandahl et al., , ) 32(59,3)

2014 >4(0,7) REM-C : 50 (92,6) (18 en 1°"° REM-C et 14 PR)
chimio. : 3/14 (21) SLT 10(208)

;grl'ZCk etal, 48(1,7)¢ |REM-C:67% (5 en 1 REM-C et 5 PR) dont 6 (60)
(p=0,04c. 79 % sans t(6;9)) SLT

t(11;12)(p15;p13) NUP98-KDMS5A

zDg 1'200” etal, 14 (9) n.d. 4(29 %)

inv(16)(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2

zDglFéoo'J etal, 24 (16) nd. 11 (46 %)

t(1;22)(p13;933) RMB15-MKL1

De Rooij et al., 18 (12) nd. 9 (50 %)

2016

Abréviations : chimio. : chimiothérapie; n.d. : donnée non disponible; PR : post-récidive; REM-C : rémission compléte; REM-P :
rémission partielle; SLT : survivant a long terme.

* Quatre cas porteurs de la t(5;11) incluant 3 LMA de novo et 1 LMA secondaire au traitement.

T Parmi ces 31 cas, 27 cas (87,1 %) présentaient la translocation seule et 4 cas (12,9 %) avaient une anomalie cytogénétique

supplémentaire.

¥ Ces 48 cas incluent 12 cas avec t(6;9) seule, 24 cas avec t(6;9) et FLT3-ITD et 12 cas avec t(6;9) avec ou sans anomalie

cytogénétique supplémentaire.
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Risque de récidive

Au cours des derniéres décennies, la survie des patients atteints de LMA a augmenté a pres
de 70 % en raison de I'amélioration des soins de soutien, de I'optimisation de la
stratification du risque et de I'intensification de la chimiothérapie [De Rooij et al., 2015].
Toutefois, chez les patients pédiatriques dont la leucémie est causée par un réarrangement
impliquant le géne MLL, la survie varie de 10 % a 40 % selon le gene partenaire [Marschalek,
2015]. En dépit des traitements intenses, environ 30 % des patients pédiatriques vont subir
une récidive et 5 % a 10 % vont décéder a la suite de complications de la maladie ou d’effets
secondaires des médicaments [De Rooij et al., 2015; Kaspers et al., 2013; Sander et al.,
2010].

Les tableaux 7, 8 et 9 présentent le risque de récidive associé a 13 des 14 translocations
évaluées dans le présent avis, soit les translocations impliquant le géne MLL, les
translocations n’impliquant pas le géne MLL et les translocations caractéristiques de la
LMCA, respectivement. L'incidence cumulative de récidive (ICR) associée a la majorité de ces
translocations est élevée, plus particulierement pour les trois translocations n’impliquant
pas le géne MLL (tableau 8) atteignant 83 % a 4 ans pour la t(5;11). Par ailleurs, pour les
translocations t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q) (tableau 7) et t(1;22) RMB15-MKL1

(tableau 9), on a rapporté une ICR de 4 % et de 6 % a 9 % respectivement.



Tableau 7 Risque de récidive associé aux translocations impliquant le géne MLL

ETUDE

PREVALENCE DE LA
TRANSLOCATION (%)

ICR A 5 ANS

t(1;11)(q21;923) KMT2A-MLLT11 (AF1Q)

4% c. 35 % (cohorte)

Balgobind et al., 2009 25(3,3) b < 0,001 c. autres s-gr.
t(9;11)(p22;923) KMT2A-MLLT3
. 29 % c. 35 % (cohorte)
Balgobind et al., 2009 328 (43,4)
p = NS C. autres s-gr.
" 42%t
Von Neuhoff et al., 2010 32(7) NS . cohorte
t(11;19)(g23;p13.1) KMT2A-ELL
. 42 % c. 35 % (cohorte)
Balgobind et al., 2009 34 (4,5)
p = NS C. autres s-gr.
t(11;19)(g23;p13.3) KMT2A-MLLT1 (ENL)
. 21 % c. 35 % (cohorte
Balgobind et al., 2009 25(3,3) ( )
p = NS C. autres s-gr.
t(10;11)(p12;923) KMT2A-MLLT10
. 52 % c. 35 % (cohorte)
Balgobind et al., 2009 98 (13)
p = NS C. autres s-gr.
Von Neuhoff et al., 2010 11(2,4) 1%
u v ’ p =0,019 c. cohorte
t(6;11)(q27;923) KMT2A-MLLT4
. 54 % c. 35 % (cohorte)
Balgobind et al., 2009 35 (4,6)
p = NS C. autres s-gr.
t(11;17)(g23;912-21) KMT2A-LASP1
. 41 % c. 35 % (cohorte)
Balgobind et al., 2009 12 (1,6)

p = NS C. autres s-gr.

Abréviations : ICR : incidence cumulative de récidive; NS : non significatif; s-gr. : sous-groupe.

* Ces 32 cas avaient la t(9;11) uniqguement, 13 autres cas (2,9 %) présentaient la translocation t(9;11) et une anomalie

cytogénétique supplémentaire.

* Incidence cumulative de récidive a 5 ans pour les cas présentant la t(9;11) uniquement. Pour les cas qui avaient la t(9;11) et
une anomalie cytogénétique supplémentaire, I'ICR a 5 ans était de 61 % (p = 0,028 c. cohorte).
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Tableau 8 Risque de récidive associé aux translocations n’impliquant pas le géne MLL

NOMBRE DE CAS RISQUE DE RECIDIVE

ETUDE (%) ICR (%) OU FREQUENCE N (%)

t(5;11)(g35;p15.5) NUP98-NSD1

Récidive : 10/12 (83,3 %) < 9 mois aprés REM-C
Hollink et al., 2011 12 (3,8) ICR 4 ans : 83 % c. 45 %; p < 0,001
SSR : RRI 2,55 (1,54 - 4,22); p < 0,001 (multivarié)

t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214

Récidive : 25 (46,3 %)

Sandahl et al., 2014 54(0,7) ICR5 ans : 60 % (N =50); p=NSc. t(6;9) avec AS

Tarlock et al., 2014 48 (1,7) * Récidive : 64 % c. 42 %; p = 0,04

t(10;11)(p13;q14-21) PICALM-MLLT10

Récidive : 5 (41,7 %) *

+
Borel et al., 2012 18 Déces : 12 (66,7 %)

Abréviations : AS : anomalie supplémentaire; ICR : incidence cumulative de récidive; N : nombre de patients; NS : non

significatif; REM-C : rémission complete; SSR : survie sans récidive

* Ces 48 cas incluent 12 cas avec t(6;9) seule, 24 cas avec t(6;9) et FLT3-ITD et 12 cas avec t(6;9) avec ou sans anomalie
cytogénétique supplémentaire.

1 Cette étude porte sur 18 cas de LMA présentant la translocation t(10;11) et non sur une cohorte de patients atteints de LMA
présentant diverses translocations. Parmi ces 18 cas, 8 cas (44,4 %) présentaient la translocation seule et 10 cas (55,5 %)
avaient une anomalie génétique additionnelle.

¥ Parmi les 12 patients qui ont atteint une rémission compléte, 5 (41,7 %) ont subi une récidive.

Tableau 9 Risque de récidive associé aux translocations présentes dans les cas de LMCA

NOMBRE DE
ETUDE CAS
(%)

RISQUE DE RECIDIVE
ICR (%) OU FREQUENCE N (%)

t(11;12)(p15;p13) NUP98-KDM5A

ICR5ans :56 % c. 54 % cas nég.

De Rooij et al., 2013 9(12,3) 0= NS
. ICR4ans:36%
De Rooij et al., 2016 14(9) p=0,03
inv(16)(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2
Masetti et al., 2013 20 (8,4) Récidive : 10 (50 %)
De Rooij et al., 2013 8 (11) ICR5ans:81/ic. 51 % cas nég.
p=NS
De Rooij et al., 2016 24 (16) ICR 4 ans : 42%

p=0,03

t(1;22)(p13;933) RMB15-MKL1

ICR5ans:9 % c. 62 % cas nég.

De Rooij et al., 2013 11(15,1) b = 0,004

ICR4ans:6%

De Rooij et al., 2016 18 (12) 0 =0,03

Abréviations : ICR : incidence cumulative de récidive; N : nombre de patients; nég.: négatif; NS : non significatif



4.4 Validité analytique

Quatre études utilisant la RT-PCR pour détecter certaines translocations ont été retenues
afin d’illustrer la valeur ajoutée de cette technique comparativement a I’analyse
cytogénétique classique, particulierement dans le cas des translocations cryptiques. Parmi
les études retenues, deux portaient sur la détection de certaines translocations impliquant
le géne MLL [Ko et al., 2015; Cho et al., 2012], une portait sur la détection de la
translocation t(5;11) NUP98-NSD1 [Hollink et al., 2011] et une sur la détection des
translocations associées a la LMCA [De Rooij et al., 2016] (tableau 10).

L’étude de Cho et ses collaborateurs [2012] avait pour objectif de comparer la détection de
translocations par RT-PCR et par analyse cytogénétique classique chez 121 patients atteints
de leucémie aigué (LMA : 77; LLA : 37; LAPM® : 7) incluant 32 enfants (4ge médian : 9 ans;

1 3 16 ans). La méthode RT-PCR en multiplex de la trousse commerciale HemaVision®
(BioRad Laboratories, USA) permettant la détection de 28 translocations a été simplifiée a
15 translocations jugées courantes et d’intérét pronostique. Parmi ces translocations, les

6 incluses dans le panel proposé par le centre demandeur (tableau 10) ont été détectées par
RT-PCR chez 9 (11,7 %) patients atteints de LMA. Une concordance de 90,8 % a été obtenue
entre les deux méthodes de détection pour les cas de LMA comparativement a 91,7 % pour
I’ensemble de la cohorte. Parmi les 76 patients atteints de LMA et dont les données
cytogénétiques avaient été obtenues, la RT-PCR a permis de détecter des translocations
cryptiques (KMT2A-MLLT3 : 2; KMT2A-MLLT4 : 1; PML-RARA : 1) parmi les 4 patients
originalement classés a caryotype normal. Par ailleurs, la RT-PCR n’a pas détecté la présence
de translocation pourtant révélée par I'analyse cytogénétique chez 3 patients atteints de
LMA (3,9 % de faux négatifs) dont un avec la translocation t(11;19) KMT2A-ELL incluse dans
le panel proposé par le centre demandeur. Les auteurs concluent que bien que la détection
des translocations cryptiques par RT-PCR permet d’obtenir des informations génétiques
supplémentaires, cette méthode ne peut pas remplacer totalement I'analyse cytogénétique
classique.

Une étude de cas a par ailleurs mis en évidence la présence de la translocation KMT2A-
MLLT10 par RT-PCR chez un patient agé de 17 ans [Ko et al., 2015]. Cette translocation,
détectée au moyen de la trousse HemaVision'® (RT-PCR multiplex), n’avait pas été détectée
par I'analyse cytogénétique classique ni par FISH. A la lumiére de ce résultat, les auteurs
soulignent I'utilité de la RT-PCR pour la détection de réarrangements cryptiques du gene
MLL non détectés par FISH.

La détection de la translocation t(5;11) NUP98-NSD1 par RT-PCR a été rapportée par Hollink
et ses collaborateurs [2011] dans une cohorte de 293 patients pédiatriques atteints de LMA
dont 62 avaient un caryotype normal. Cette translocation cryptique, détectée par RT-PCR
chez 13 (4,4 %) patients dont 10 avec caryotype normal, n’avait pas été détectée par
I’'analyse cytogénétique classique. Ces auteurs affirment également que I'utilisation de
techniques moléculaires supplémentaires dans le but de repérer les patients porteurs de
cette translocation au moment du diagnostic est justifiée.

De Rooij et ses collaborateurs [2016] ont rapporté la fréquence de détection des trois
translocations associées a la LMCA incluses dans le panel proposé par le centre demandeur
(NUP98-KDMS5A, CBFA2T3-GLIS2 et RBM15-MKL1). Au total, les RT-PCR spécifiques a ces

3 translocations ont été réalisées sur 153 patients de la cohorte. L’analyse cytogénétique,

B LAPM : leucémie aigué a phénotype mixte.
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rendue difficile en raison de la myélofibrose fréquemment associée a la LMCA, a pu étre
réalisée pour 119 cas (77,7 %). Le caryotype n’a pas permis de révéler les translocations
cryptiques CBFA2T3-GLIS2 et NUP98-KDM5A, pour 24 et 14 patients respectivement. Parmi
ces 38 patients, 10 n’avaient pas de résultats de caryotype (échantillon insuffisant) et les

28 autres n’avaient pas de translocation perceptible par I'analyse du caryotype. Par RT-PCR,
il a été possible de détecter ces translocations et de classer ces 38 patients dans la catégorie
de risque intermédiaire. Les auteurs recommandent la détection de ces translocations, en
combinaison avec I'analyse cytogénétique classique, chez les patients atteints de LMCA afin
d’améliorer la stratification du risque et de moduler I'intensité du traitement en fonction
des caractéristiques du clone leucémique en cause.

Tableau 10 Détection des translocations cryptiques par RT-PCR

FREQUENCE DE
DETECTION

FAUX NEGATIF

: TRANSLOCATIONS CONCORDANCE
ETUDE PATIENTS TS N (%) (%) RT(:;)CR
(1]
CYTOG. | RT-PCR
15 translocations dont 6
du panel du centre
demandeur :
KMT2A-MLLT4
gg;;t al. 77 KMT2A-MLLT3 Sﬁ (f“;'g ) 3; (flg’; | 69/76 (90,8)* 3/76 (3,9)*
KMT2A-MLLT10 N -
KMT2A-ELL
KMT2A-MLLT1(ENL)
DEK-NUP214
Koetal, 1 KMT2A-MLLT10 TND ) 5.0 5.0
2015 - -
Hollink et al.,
293 NUP98-NSD1 TND 13 (4,4) n.d. n.d.
2011
. NUP98-KDM5A
SIE F;%‘i'é et 153 CBFA2T3-GLIS2 NT_NlDlg 38 (24,8) t n.d. n.d.
v RBM15-MKL1 -

Abréviations : Cytog. : analyse cytogénétique; TD : translocation détectée; N : nombre de patients; TND : translocation non détectée; n.d. :
donnée non disponible; RT-PCR : transcription inverse et réaction en chaine par polymérase; s.o0.: sans objet.

* Le taux de concordance entre les analyses cytogénétiques et la RT-PCR ainsi que le pourcentage de faux négatifs prennent en compte les
. . . MC . . .
15 translocations recherchées par la trousse HemaVision ™ et non seulement les 6 translocations incluses dans le panel proposé par le

centre demandeur.

1 Par RT-PCR, les translocations cryptiques CBFA2T3-GLIS2 et NUP98-KDM5A ont été détectées chez 38 patients : CBFA2T3-GLIS2 (24) et
NUP98-KDMB5A (14).

4.5

Données fournies par le demandeur

Résultats de validation de la RT-PCR nichée pour les 14 translocations du panel proposé par

le centre demandeur

Les résultats de validation présentés a I'annexe B montrent les différents points de fusion
connus et publiés ou mis en évidence chez les patients'*. Chaque translocation a été validée

" |nformation transmise par Virginie Dormoy-Raclet, Ph.D. (CHU Sainte-Justine), communication électronique du 22 juin 2016.
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en présence d’un échantillon témoin normal (négatif), d’un échantillon témoin positif* et
dans certains cas d’un échantillon provenant d’un prélevement effectué chez un patient qui
avait la translocation a valider.

Aucune photo du gel de la réaction RT-PCR n’est disponible pour la translocation t(1;11)
KMT2A-EPS15 en raison de I'absence d’échantillon témoin positif pour analyser cette
translocation. Les amorces qui ont été utilisées sont celles publiées dans I'étude de
Pallisgaard et ses collaborateurs [1998].

Résultats d'analyse par RT-PCR nichée des translocations de 5 patients atteints de LMA

Pour chacun des 5 patients énumérés ci-dessous, sont présentés a I'annexe C les résultats
de la RT-PCR nichée de I'analyse cytogénétique (caryotype) et du séquencage du point de
fusion des génes impliqués dans la translocation détectée. Pour chacun de ces patients, le
caryotype n’a pas permis de déceler la translocation détectée par RT-PCR nichée.

= Patients 1 et2:t(11;12) NUP98-KDM5A
= Patient 3 :inv(16) CBFA2T3-GLIS2

» Patient 4:t(11;17) KMT2A-LASP1

= Patient 5:t(10;11) PICALM-MLLT10

Résultats d’analyse par RT-PCR nichée pour I'ensemble des patients évalués depuis 2013
La recherche de translocations a été effectuée chez les patients lors du diagnostic ou lors du
suivi d’'une translocation détectée au diagnostic (tableau 11). Selon le demandeur :
= Toutes les translocations associées aux leucémies mégacaryoblastiques
(translocations cryptiques) étaient négatives en cytogénétique, mais positives en
RT-PCR.
= Les translocations impliquant le gene MLL ont été détectées par RT-PCR dans tous
les cas ou le partenaire de fusion n’était pas identifié par FISH.
=  Aucun faux négatif n’a été obtenu par RT-PCR, toutes les translocations cryptiques
ont été détectées par RT-PCR.

> |’échantillon témoin positif est constitué d’une lignée cellulaire transfectée avec un plasmide exprimant I’ADNc de la translocation a valider.
'® |nformation transmise par Virginie Dormoy-Raclet, Ph.D. (CHU Sainte-Justine), communication électronique du 17 ao(t 2016.
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Tableau 11 Résultats d’analyse RT-PCR pour chaque translocation

FUSION , PATIENTS PATIENTS
PANEL | TRANSLOCATION e ANNEE NEGATIES DOSITIES
2013 3 7
KMT2A-MLLT11
t(1;11)(921;923) (AFQ) 2014 2 8
2015 4 3
_ ' KMT2A-EPS15 . . .
t(1;11)(p32;923) (AF1P) n.d. n.d. n.d.
(11;17)(q23;912-21) | KMT2A-LASP1 | 2015-2016 6 7
2015 3 2
_ t(11;19)(q23;p13.1) KMT2A-ELL
< 2016 2 0
N
S 3 2015 3 6
= £(11;19)(q23;p13.3) | (MT2A-MLLTL
= (ENL) 2016 3 0
S
2014 1 3
KMT2A-MLLT4
t(6;11)(927;923) (AFE) 2015 5 0
2016 1 0
i 2015 13 2
€8:11)(p22:023) KMT2A-MLLT3
(AF9) 2016 7 0
i 2015 9 5
{1011 (p12iq23) | KMT2A-MLLTIO
(AF10) 2016 3 6
t(5;11)(g35;p15.5) NUP98-NSD1 n.d. * n.d. * n.d. *
-
s 2015 4 0
= t(6;9)(p23;934) DEK-NUP214
s 2016 1 0
c
t(10;11)(p13;q14-21) | PICALM-MLLT10 | 2015-2016 9 2
2014 0 8
t(11;12)(p15;p13) | NUP98-KDMSA
2015 0 1
<
g t(1;22)(p13;913) RBM15-MKL1 2016 5 4
—
2015 5 3
inv(16)(p13.3;924.3) | CBFA2T3-GLIS2
2016 4 0

Abréviation : n.d. : donnée non disponible

Total :

(2]
~N

* Pour les translocations t(1;11) KMT2A-EPS15 (AF1P) et t(5;11) NUP98-NSD1, aucun cas
présentant ces translocations n’a été diagnostiqué jusqu’a maintenant.
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IMPACTS BUDGETAIRES

L'analyse d’impact budgétaire prend en considération les co(ts directs liés a I'introduction
au Répertoire de I'analyse permettant la détection de 14 translocations a pronostic
défavorable dans les leucémies myéloides aigués (LMA) pédiatriques. L’évaluation des colts
directs est présentée au tableau 12 et repose principalement sur I'algorithme présenté a la
figure 1 ainsi que sur les hypotheéses suivantes :

Selon le demandeur, il y aurait 15 a 20 nouveaux cas de LMA pédiatrique
annuellement au Québec.

Basé sur les données 2015-16 soumises par celui-ci (tableau 11), parmi ces
nouveaux cas 70 % seraient testés pour les translocations impliquant le gene MLL
(KMT2A), 13 % pour les translocations n’impliquant pas le gene MLL (non MLL) et
17 % pour les translocations associées a la LMCA.

Le pourcentage de cas positifs découlant de ces analyses serait de 34 % parmi les
patients testés pour les translocations MLL (KMT2A), 13 % parmi ceux testés pour
les translocations non MLL et 73 % parmi ceux testés pour les translocations
associées a la LMCA. Cela correspond respectivement a 5, 6 et 7 cas positifs pour
chacune des 3 prochaines années advenant I'ajout du test au Répertoire.

Selon le demandeur, ces patients positifs pour I'une des 14 translocations testés
doivent étre suivis 5 a 10 fois par année.

Les analyses prévues par le demandeur représentent 100 % des analyses prévues
pour le Québec.

Aucune analyse n’a été envoyée hors Québec en 2014-2015.

Les valeurs pondérées (VP) proposées par le demandeur sont de 143,68; 181,59 et
319,36 pour I'analyse respective de 1, 3 et 8 translocations.

Selon les experts consultés, aucun autre co(t n’est a considérer, outre ceux liés a
I'ajout potentiel de cette analyse au Répertoire puisque cette derniere ne modifie
pas significativement la prise en charge des patients pédiatriques atteints de LMA.
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Figure 1 Algorithme présentant les analyses effectuées pour la détection de
14 translocations a pronostic défavorable chez les patients atteints de leucémie
myéloide aigué pédiatrique ainsi que celles réalisées pour en assurer le suivi.

Nombre d’analyses annuellesprojetées pourles trois
prochaines années: 15 a 20 analyses

70% 13% 17%
N
MLL (KMT2A) non MLL LMCA
VP = 319,36 (VP = 181,59) (VP=181,59)
34% 13% 73%

Analyse 1 translocation
(x5 & x10 parannée)
VP =143,68

N

y

Analyse 1 translocation
(x5 & x10 parannée)
VP =143,68

Analyse 1 translocation

(x5 & x10 parannée)
VP =143,68

Tableau 12  Colits directs liés a I'introduction au Répertoire de I'analyse permettant la
détection de 14 translocations a pronostic défavorable dans les leucémies
myéloides aigués pédiatriques

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL

Nombre de cas LMA pédiatrique 15 18 20 53
Nombre d’analyses
MLL (KMT2A) 11 13 14 38
non MLL 2 2 3 7
LMCA 2 3 3 8
Colt en analyses 42398 5060S 55618 14 860S
L\luoi\rlrilbre de cas LMA pédiatrique positifs en 5 6 7 18
Nombre d’analyses de suivi 25350 30a60 35a70 902180
Coit en analyse de suivi 3592534 431083 50295 a 12931S%a

71845 86215 10058 $ 25863 $
Colts totaux si introduction de I’'analyse 783154 937054 1059054 | 2779153

11243S 13 681$ 15619 S 40543 S

En tenant compte de I'ensemble de ces considérations, il est estimé que les co(ts
directement liés a I'introduction de I'analyse permettant la détection de 14 translocations a
pronostic défavorable dans les leucémies myéloides aigués pédiatriques au Répertoire
pourraient varier de 27 791 S a 40 543 $ au total pour les trois premiéres années.




6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Environ 30 % des patients pédiatriques atteints de LMA vont subir une récidive, tandis que
5 % a 10 % des patients vont décéder a la suite de complications de la maladie ou des effets
secondaires du traitement. Ainsi, un traitement ciblé peut améliorer I'efficacité
antileucémique et minimiser la mortalité et la morbidité liées au traitement [De Rooij et al.,
2015].

De plus, chez les patients pédiatriques atteints d’une LMA, la détection de translocations
chromosomiques associées a un risque élevé de récidive ou a une mauvaise réponse aux
traitements permettrait d’éviter des souffrances inutiles découlant d’un traitement de
chimiothérapie parfois inefficace et de donner accés a une greffe de cellules souches en
premiére intention®’.

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Un groupe d’experts du comité LMA de I'International BFM Study Group [Creutzig et al.,
2012] recommande que |'évaluation de routine des patients atteints de LMA devrait inclure
minimalement les genes de fusion suivants : RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-PARA et
les réarrangements du géne MLL. La recherche de certains genes de fusion rares devrait
aussi étre réalisée afin de repérer les patients a risque défavorable. Parmi ces génes de
fusion, on mentionne entre autres t(6;9) DEK-NUP214, t(5;11) NUP98-NSD1, t(6;11)
MLL-MLLT4 et £(10;11) MLL-MLLT10 qui sont inclus dans le panel proposé par le centre
demandeur [Creutzig et al., 2012].

Les LMA avec t(6;9) DEK-NUP214, t(1;22) RBM15-MKL1 et t(9;11) KMT2A-MLLT3 sont des
entités reconnues dans la classification de 'OMS 2016 [Arber et al., 2016].

7 |nformations transmises par le demandeur (Dre Sonia Cellot, CHU Ste-Justine), communication téléphonique du 15 juillet 2016.
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8 SYNTHESE DE L’EVALUATION

La recherche de translocations a pronostic défavorable par RT-PCR chez les patients
pédiatriques atteints de LMA permettrait de préciser le diagnostic de LMA et d’effectuer la
stratification pronostique initiale des patients afin d’offrir un traitement adapté au risque de
récidive. Les 14 translocations proposées ne seront pas analysées de front, mais en sous-
groupe selon les résultats de cytologie, des analyses cytogénétiques préliminaires et le
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tableau clinique.

Valeur pronostique :

Parmi les 14 translocations visées par I'analyse proposée, 3 translocations sont des entités
reconnues par I’'OMS pour la LMA, soit : t(9;11), t(6;9) et t(1;22) (tableau 13).

Tableau 13 Résumé de I’état des connaissances sur les 14 translocations du panel proposé pour

les LMA pédiatriques

TRANSLOCATIONS IMPACT PRONOSTIQUE PARTICULARITES
1(6;11) KMT2A-MLLT4 Indicateurs indépendants de
' pronostic défavorable (analyse s.0.
t(10;11) KMT2A-MLLT10 multivariée)
t(11;19) KMT2A-MLLT1 (ENL) A ) )
£(11;19) KMT2A-ELL ucun impact pronostique s.0.
significatif
= | t(11;17) KMT2A-LASP1
S
Pas d
(;Sétuedceznsti:?ssti Ues - Impact favorable FAB-M5
t(9;11) KMT2A-MLLT3 * P , d . - Impact défavorable anomalies
favorables, 3 études sans impact Snétiques subplémentaires
significatif) & q PP '
t(1;11) KMT2A-EPS15 (AF1P) . . . .
Impact pronostique incertain Peu documenté
t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q)
. . Impact pronostique de la t(5;11) lié a
i t(5:11) NUP38-NSD1 Impact défavorable la présence concomitante de FLT3-ITD
-
E& t(6;9) DEK-NUP214 * Impact défavorable Presence concqmltante frequgnte
° FLT3-ITD, sans impact pronostique
2 } -
t(10;11) PICALM-MLLT10 Impact défavorable mais non Peu documenté
significatif
t(11;12) NUP98-KDMS5A Indicateurs indépendants de
s inv(16) CBFA2T3-GLIS2 pronf)sti'cldéfavorable (analyse s.0.
S multivariée)
- Non confirmé comme indicateur Pronostic plus favorable que la
. - *
t(1;22) RBM15-MKL1 pronostique indépendant t(11;12) et I'inv(16) CBFA2T3-GLIS2

Abréviations : LMCA : leucémie mégacaryoblastique aigué; s.o. : sans objet

* Entité LMA reconnue par I'OMS [Arber et al., 2016]




Valeur thérapeutigue :

Concernant les translocations impliquant le géne MLL, une excellente réponse au traitement
est généralement observée. Cette perspective pronostique favorable est toutefois
assombrie par un taux de récidive pouvant varier de 4 % a 71 % selon le géne partenaire
impligqué dans la translocation. Les translocations t(5;11) et t(6;9) sont associées a un bon
taux de rémission compléete, mais également a un taux élevé de récidive. Concernant les
trois translocations caractéristiques de la LMCA, une analyse rétrospective récente n’a pas
permis de démontrer une influence favorable de la greffe de moelle osseuse sur le
pronostic.

L'incidence cumulative de récidive associée a la majorité des 14 translocations du panel
proposé est élevée, plus particulierement pour les translocations t(5;11), t(6;9) et t(10;11)
PICALM-MLLT10. Par ailleurs, la t(1;22) RMB15-MKL1 et la t(1;11) KMT2A-MLLT11 (AF1Q)
ont été associées a une incidence cumulative de récidive inférieure a 10 %.

Validité analytique :

Les études retenues ont montré que la détection des translocations cryptiques par RT-PCR
permet d’obtenir des informations génétiques supplémentaires, particulierement lorsque
ces translocations n’ont pas été détectées par I'analyse cytogénétique. Toutefois, la RT-PCR
ne peut pas remplacer totalement I'analyse cytogénétique classique.

Les données de validation analytique fournies par le demandeur ont montré que la RT-PCR a
permis de détecter des translocations cryptiques non détectables par le caryotype.

Recommandations d’organisations en lien avec I'analyse proposée

Un groupe d’experts du comité LMA de I'International BFM Study Group recommande
I'analyse des réarrangements du gene MLL et, entre autres, la recherche des translocations
t(6;9) DEK-NUP214, t(5;11) NUP98-NSD1, t(6;11) MLL-MLLT4 et t(10;11) MLL-MLLT10.
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9 RECOMMANDATION DE L’INESSS

Détection de 14 translocations a pronostic défavorable dans les
leucémies myéloides aigués pediatriques.

La recommandation de I'INESSS
O introduction de I’analyse dans le Répertoire
X Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Maintien de I’analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v Les membres du comité reconnaissent la valeur du test et I'utilité clinique de
certaines translocations incluses dans I'analyse au regard des données cliniques
publiées et présentées en appui. Toutefois, I'utilité de certaines autres
translocations devrait étre davantage supportée par la littérature scientifique.

v Bien que la technique soit fiable et bien établie, la faible quantité de données
concernant la validation analytique d’un test développé par le laboratoire a été
soulevée par les experts du CSABM, et ce, méme si les membres reconnaissent la

rareté de la condition.
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ANNEXE A

Lignées cellulaires utilisées comme témoins internes lors de la
recherche des translocations.

Mégacaryoblastiques

MLL

t{1;11) X

1(10;11) MLL-MLLT10 X
t(11;19) ELL

Autres translocations

1{11;17) MLL-LASP1 X
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ANNEXE B

Résultats de validation de la RT-PCR nichée pour les 14 translocations
du panel proposé par le centre demandeur.

1. Translocations du panel MLL (8)

t(1;11)(a21;923) KMT2A/MLLT11

MLL3T51 —» PCR1 PCR2
MLL3ITI0D —
KMT2A e MLLT11 429 126
4 RT AF1q 804
<— AF1g6E0
<— AF1g580
MLL3TS1 —»
MLL3ITI0 —
KMT2A exon 7 | B MLLT11 <03 200
-+ RT AFiq 804
“— AF1gS60
4— AFig580
MLL3751 —
MLL3ITI0 —
KMT2A exon 7 | 8 | o MLLT11 637 534
<+ RT AFiqg 804
4— AF1qE6D
+— AF1g580

Date: 2016-01-05, RefSeq. KMT2A(MLL): NM_001197104.1, RefSeq. MLLT11(AF1Q): NM_006818.3

=
E
g
&

+
-
[ =4
&
]
o

Ctr+
H2O




t(1;11)(p32;923) KMT2A/ESP15

MLL3751 —
MLL3730 —#
KMT24 exon 7
MLL3751 —
MLL3730 —»

EPS15

< RT AF1p 445
+— AF1p2T3
«— AF1p255

KMTA 0

5 EPS15

MLL3TS —»
MLL3730 —»

< RT AF1p 445
<— AF1p273
<+— AF1p255

Ml exon 7

EENCCE T ey e e B

<+ RT AF1p 445
<— AF1p273
<+— AF1p255

MLL37S] —»
MLL3730 —b
KMT2A exon 7

CRNEMIRTN £ [ [y b oy it

4 RT AF1p 445
<— AF1p273
«4— AF1ip255

PCR1

266

340

472

386

Date: 2015-08-20, RefSeq. KMT2A(MLL): NM_001197104.1, RefSeq. ESP15(AF1P): NM_001981

PCR2

301

433

547
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t(6;11)(q27;923) KMT2A/MLLT4

MLL3T51 —» PCRL
MLL37T30 —»

PCR2
KMT2A T MLLT4 291 234
- RT AF& 355
“— AFG 279
“4— AFG 242
MLLITS] — PCR1 PCR2
MLL3730 —#
KMT2A P s MLLT4 s .
44— RT AF6 355
+— AFG 279
— AFG 242
Date: 2015-08-20, RefSeq. KMT2A(MLL): NM_001197104.1, RefSeq. MLLT4(AF6): NM_001040000.2
i
€ o
i 5 ¢
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t(9:11)(p22:q23) KMT2A-MLLT3

AF9

«—RT AFE: 1810

- RT AP 1538 4 aFo:1sa0

MLL3751 —»
MLL3730 —&
KMT2A | exon 7 IENEREE
A-AFD-1408
= AF0:1468
MixA Mixt911)
MLLex7/MLLT3ex5 1374 1302 1001 052
MLLex7/MLLT3ex5 668 596 206 247
MLLex7/MLLT3ex7? 593 521 220 171
MLLex7/MLLT3ex9 363 291 X X
MLLex?/MLLT3ex10 291 219 X X
MLLex8/MLLT3ex5 1448 1376 1047 1026
MLLex8/MLLT3ext 742 670 342 321
MLLex8/MLLT3ex7? 667 595 266 245
MLLex8/MLLT3exd 437 365 X X
MLLex8/MLLT3ex10 365 293 X X
MLLex3/MLLT3ex5 1580 1508 1207 1158
MLLexI/MLLT3exd 874 802 502 453
MLLex9/MLLT3ex? 799 727 426 377
MLLex9/MLLT3ex9 569 497 X X
MLLex9/MLLT3ex10 497 425 X X
MLLex10/MLLT3ex5 1694 1622 1321 1272
MLLex10/MLLT3ex6 988 916 616 bB7
MLLex10/MLLT3ex7? 913 a1 540 491
MLLex10/MLLT3ex9 683 611 X X
MLLex10/MLLT3ex10 611 539 X X

Date: 2016-01-05, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. MLLT3 (AF9): NM_004529.3

“4-AFg:1818

Ctr normal
H20

& 2
1(9:11)

Mix A

Mix t{9;11)

PCR1

1694

1311

Gtr normal
H20

@A

PCR2

1622

1272
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t(10:11)(p12;923) KMT2A-MLLT10

MLL3730—
MLLITS =3
KMT2A MLLT10
L[ eon7 [ 8
«RT AF10:1150 & FT AF10: 2362
- AF10:1108 +—AF10:2363
“-AF10:1074 «—AF10:2327
MLL3T20
MLL3TS 1=
MLLT10
KMTQﬁl exon T [ a
4 RT AF10:1150 4-RT AF10: 2382
- AF10:1108 #—AF10:2363
“-AF10:1074 «—AF10:2327
MLL3730 —
MLL3TE 1=

KMLLT1 0

4—RT AF10:1150 +-RT AF10: 2382

4 AF10:1109 -4—AF10:2383
“-AF10:1074 +—AF10:2327
MLL3T30 e
MLLITS i
KMT2A MLLT10
_| exon 7 | 8 | 9
«-RT AF10:1180 +—RTAF10: 2302
- AF10:1109 +—AF10:2383
MLLI720 “-AF10:1074 4—AF10:2327
MLL3TS 1
KMT2A MLLT10
_‘ exon 7 | 8 | 9
#4—RT AF10:1150 4+ RT AF10: 2382
4 AFI0-1108 =AF10:2263
- AF10:1074 <=AF10:2327
MLL3730 —»
MLLITS 19
- T N 33 0 B ) 20

#-RTAF10: 2302
4—-AF10:2383

“=AF10:2327

4—RT AF10:1150
“—AF10:1108
“—-AF10:1074

Fusions pédiatriques

PCR1
Mix B 419
Mix & 1674
Mix B 323
Mix A 1578
Mix B 345
Mix A 1600
Mix B 551
Mix A 1806
Mix B 455
Mix & 1710
Mix B 515
Mix & 1770

Date: 2016-01-05, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. MLLT10 (AF10): NM_004641.3

Ctr+
Ctr nermal

Patient +
H2O
Ctr+
Ctr+ dilué 1/10000

H2O
Ctr+ 100%
Ctredilué 1/1000
Ctr normal

Mix A

44

Mix B

Mix B

Patient +

H20

PCR2

364

1615

268

1519

290

496

1747

1651

460

1711



t(11:19) (q23:p13.1) KMT2A-ELL

MLL3751
MLL3730 —»
M‘ exon 7 | 9 [ 10 ELL
+— (ELL) 351
MLL3751 “— (ELL) 306 «—RT (ELL) 456
MLL3730 —»
KMT2A P—— l P ELL
< (ELL} 351
4— (ELL) 308 4— RT (ELL) 456
MLL3751
MLL3730 — L
S [ [ ] eos J—
< (ELL) 351
+— ([ELjaos <+ RT(ELL) 456
MLL3751
MLL3730 —»
il eron 7 [2] 3 [ Bona  [ELL

«— (ELL) 351
— (ELL) 306

<— RT (ELL) 456

PCR1

643

529

481

397

Date: 2016-01-05, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. ELL: NM_006532.3

PCR2

576

414

330
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t(11:19)(g23;p13.3) KMT2A-MLLT1 (ENL)

PCR1 PCR2
MLL3751
MLL3T30 —»
KMT2A | exon 7 IENERE MLLT1 507 232
«— [ENL) 1N

<— N30 4 RT(ENL)137

MLL3751
MLL3730 —»

KA oy [ [ o [EESGERMLT

«— (EML) 81N
4— ENL) 30 *+— RT(ENL)137

Date: 2016-01-05, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. MLLT1 (ENL): NM_005934.3

=
5
&

Ctr+
H2O




t(11:17)(q23:q12-21) KMT2A/LASP1

RT : random PCRL PCR2

MLL3TS1 —»
MLL3730 —»

WAL Gorr 5 [ [

#— LASP1ex5R

#— LASP1exdR-nd

Date: 2015-08-21, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. LASP1: NM_006148,3

Ctrnormal

Ctr+
H2O
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2. Translocations du panel LMA n’impliquant pas le géne MLL (3)

t(6:9)(p23:q34) DEK/NUP214

DEK1052 —p PCR1 PCR2
DEK1030 —»

DEK {7 o | o R P2

<+ RT CAN2946
<+— CAN2922
<— CAN2692

Date: 2014.02, RefSeq. DEK: NM_003472.3 | RefSeq. NUP214: NM_005085.3

Ctr+ dilué 140000

Ctr+dilué 111000
Ctr normal

5
8
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t(5:11)(q35;p15.5) NUP98/NSD1

NUP98-1712 —p PLR1
NUP98-1635 —»

«+— RT2 NSD1-4221
+— NSD1-4167
+— N3D1-4113

Date: 2014.02, RefSeq. NUP98: NM_016320.4 | RefSeq. NSD1: NM_022455 4

Ctr normal
H20

PCR2

303
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t(10:11)(p13:q14-21) PICALM-MLLT10

RT : random

HPICALM-1F—# PICALMex16fus-F —»

Lt R I IR I 0 2 0 o LA

“+— rt-MLLT10-1R

— MLLT10exS5fus-R

Date: 2015-12-02, RefSeq. PICALM : NM_007166, RefSeq. MLLT10 : NM_004641

Ctr normal
Patient
H2OD

it
5]

100



3. Translocations du panel leucémies mégacaryoblastiques (3)

t(11:12)(p15;p13) NUP98/KDM5A M7

RT-random
NUP3E-HKDMSA_F2
—

NUP3E_12F3

NUPSS[ o717 | Exon 12 | von 12 [EHETRIERREEl ARIDIA/KDMSA
-+ -+

JARIDAA_2BR1 NUF38-KDM5A_R3

NUP38-KDMEA_F2
-
NUP3E_12F2

—
NUP9S[ =077 | Eon 12 ERRETIEEE | ARID A/KDMSA
-+

‘_
JARIDIA_Z8R1 ) ypag kDMSA_R2

PCR1

B4

PCR1

730

PCR2

2498

PCR2

164

Date: 2015-10-21, RefSeq. NUP9&8: NM_0163204 RefSeq. JARID1A/KDMSA: NM_001042603.2

Ctr normal

Ctr+
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Inv(16) (p13.3:q24.3) CBFA2T3/GLIS2 M7

RT : random
P PCR1 PCR2
—» CBFA2T3ex10F-nd

—
CBFAZT3 exon 9 [Exon 10[Exon 11 GLIS2 760 547
—

GLIS2exbR-nd
‘_

GLIS2 2284

CBFAZT3exgF
—» CBFAZT3ex10F-nd

—+ 1161 949
CBFA2T3 e g |Exon 10[Exon 11 GLIS2

-+—
GLIS2ex5R-nd

CBFA2T3ex8F GLIS2_2264
=%  CBFAZT3ex10F-nd

356
CBFAZTS & ono [Eron 1
*_

GLIS2exSR-nd
e

CEFAZT3exEF GlIS2 2264
—  CEFAZT3exi0F-nd
CBFAZTS (s [Evon 19

o—
GLIS2ex5R-nd
-
GLIS2_2264

Date: 2015-08-21, RefSeq. CBFA2T3: NM_005187.5 RefSeq. GLIS2: NM_032575.2

w. i |

Ctr nomal



t(1:22)(p13:q13) RBM15/MKL1 M7

ET : random

RBM15ex1F-nd PCR1

REM15ex1F —p
REM15 Exon 1 MKL1 27
#+— MKL1extR-nd
4— MKL1axfR

REBM15ex1F-nd

RBM152x1F g

261

neve KL

*+— WKL fewiR-nd
#— MKL1exfR

Date: 2015-02-09, RefSeq. OTT=RBM15=NM_022768.4 MAL=MKL1=NM_020831.4

1
-
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-
g
T
=
&
D
=
5
B
o

Ctr+ 100%
Ctr+dilué 14000
Ctre dilué 1/10000
Ctr normal

PCR2

157
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ANNEXE C

Résultats d'analyse des translocations de 5 patients atteints de LMA.

Patients 1 et 2 : $(11;12) NUP98/KDM5A

t(11;12)(p15;p13) NUP98/KDM5A M7

RT-randorm
NUPMIDMEA T2 PCRI  PCRZ
NUPIE_12F.
NUPS8 JARID1A/KDMSA
864 298
—
JARIDIA_ZER N‘U_PN-KEHM
""'m‘mm;? PCA1  PCR2
hiUReE_1
NUP98 JARID1A/KDMSA

Fan 164

—
—
JARIDIA_ZERY NUFIE-HDMSA_RI

Date: 2015-10-21, RefSeq. NUPS8: NM_016320.4 RefSeq. JARID1A/KDMSA: NM_001042603.2

Patient 1
Patient 2

 Ctr normal

g CARYOTYPE
Patient 1 Patient 2
48 XYt(6;13)(p21;q14),+der(6)t( 46, XX, t(1;12)(p32;p1?2),
6:13),+21[25] t(11;16)(q11;924),
add(19)(p13?3),?add(21)(q11.2)[
cp4]/46, XY[46]
RT-PCR nichée h Translocation t(11;12) non

identifiée au caryotype
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150 Lal
QTERTOTATTOACEG

Patients 1 et 2 : £(11;12) NUP98/KDM5A, suite

170 12
AATCC BATATCAGACCOCO TAAD

150

Ad TAATTAA G A EEE

L |

Résultats de transcriptome patients 1 et 2

m 210
TRACABRATOOAAGAD

Sequencage patient 1

]
ALOCACT A A A

0
AT BAAAGDASS

240
OGOACTOTTOASAGAY

/~ ln ln iy ' H

Localisation Localisation Reads couvrant
Patient Géne A . Géne B N le point de
gene A géne B fusion

Patient 1 NUP98 chril KDMSA chri2 280

Patient 2 NUP98 chril KDMSA chri2 101
Patient Left flanking sequence Right flanking sequence
Patient1 ACTCTCCTCTCTTCCGGAATCCOGATGTCAGACCCTAAGAAGAAGGAAGAG GATGACAGCATGGAAGAGAAACCACTAAAAGTGAAAGGAAAGGACTCTTC
Patient 2 ACTCTCCTCTCTTCCGGAATCCGATGTCAGACCCTAAGAAGAAGGAAGAG GATGACAGCATGGAAGAGAAACCACTAAAAGTGAAAGGAAAGGACTCTTC

L Séquencage du point de fusion 2
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Patient 3 : INV16 CBFA2T3/GLIS2

Inv(16) (p13.3;q24.3) CBFA2T3/GLIS2 M7

CBFAZT3exoF
—+  CBFA2Tlex10F-nd

CBFA2T3 GLISZ2
o, —
GLISZex5R-nd
d_
GLISZ_2264

Date: 2015-08-21, RefSeq. CBFA2T3: NM_0D05187.5 RefSeq. GLIS2: NM_032575.2

CTR normal

. %
TR E | CARYOTYPE
Patient 3
’ 46,XY,t(1;16)(q21;p11.2).ish
RT-PCR nichée t(1;16)(ABL2-;ABL2+,CBFB+)[22]

Translocation INV16 non
identifiée au caryotype



Patient 3 : INV16 CBFA2T3/GLIS2, suite

Séquencage patient 3

0 =0 il kL 310 3an

33 340 30 Ea
SCTCCBAGG ACGE OO TG ACGGTCAT CAACCAGLAGOAGGACTOCAGCGA ACTTCOCAGCCACTGUCGCTAT TTGGATGGT GTCCCCAGC TCOTTCCAGTTCTT

L

A3 n

Reésultats de transcriptome patient 3

I — Reads couvrant
. . Localisation . Localisation X
Patient Géne A | Géne B A le point de
gene A gene B ,
fusion
Patient 3 CBFA2T3 chri6 GLIS2 chri6 83
Patient Left flanking sequence Right flanking sequence

Patient 3 CCTCCGAGGACGCCCTGACGGTCATCAACCAGCAGGAGGACTCCAGCGAG GACTTCCAGCCACTGCGCTATTITGGATGGTGTCCCCAGCTCCTTICCAGTT

L Sequencage du point de fusion

K
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diagnostic

Patient 4 : t(11;17) KMT2A/LASP1

t(11;17)(q23;q12-21) KMT2A/LASP1

MLL3TE1 —»

MLLITI0 —*

AT [ T W T [ € e

*— LASP1exSR
#— LASP1exdR-nd

Date: 2015-08-21, RefSeq. KMT2A (MLL): NM_001197104.1, RefSeq. LASP1: NM_006148,3

Patient 4

]
¥
oo

Chimio
L

Post-greffe
1

RT-PCR nichée

Ctr normal
H20

CARYOTYPE

Patient 4
nuc ish(MLLx2)(5'MLL sep
3'MLLx1)[40/200],(TP53, D17Z1)x2[200]

Translocation t(11;17) non
identifiée au caryotype



Patient 4 : t(11;17) KMT2A/LASP1, suite

Résultats de transcriptome patient 4

Patient Géne A Lucalllsatlun Gine B Luca‘llsatlun Reads cuuvrarlt le point
géne A géne B de fusion
Patient 4 MLL chril LASP1 chrl?7 122

Patient

Patient4 AGCAAAAAATTCCAGCAGATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTITAAG GTGCGLTACAAGGAGGAGTTITGAGAAGAACAAGGGCAAAGGTTTCAGCET

L Séquencage du point de fusion

Left flanking sequence

Right flanking sequence
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Patient 5 : £(10;11) PICALM/MLLT10

t(10;11)(p13;q14-21) PICALM-MLLT10

RT : random
rPICALM-1F— PICALMex16fus-F —»
PICALM MLLT10
4— rt-MLLT10-1R 4— MLLT10ex5fus-R

Date: 2015-12-02, RefSeq. PICALM : NM_D07166, RefSeq. MLLT10 : NM_004641

i
5

Patient 5

: CARYOTYPE

Patient 5

46,XX,del(10)(p?11.2p?15)[3]/46,XX,ins(
10;?)(p1?2;?)[2]1/46,XX[26].ish
ins(10;11)(p1?2;q13q2?3)(10pTELOO6+,
MLL+,D1052290+)

RT-PCR nichée

L Translocation t(10;11) non
identifiée au caryotype



Patient 5 : t(10;11) PICALM/MLLT10, suite

Résultats de transcriptome patient 5

Localisati iocalisati Reads couvrant
Patient Géne A ocal 1satlon| - GaneB oca‘ fsation . point de
gene A géne B .
fusion
Patient 5 PICALM chri1 MLLT10 chr10 39
Patient Left flanking sequence Right flanking sequence

Patient 5 ACTGGCAACCAAAGGTTGCACCAACAACCGCTTGGAATGCTGCAACAATG ACTTGCTACATTTGTGATGAACAAGGAAGAGAAAGCAAAGCAGCCACTGE

L Sequencage du point de fusion

[os]
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