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Liste des abréviations
ADN : acide désoxyribonucléique

AMM : autorisation de mise sur le marché
AR : allelic ratio

ARN : acide ribonucléique

AUC : area under the curve

bel : binary base call

BWA : Burrows-Wheeler Aligner

CBF : core biding factor

CD : cluster de différenciation

CIVD : coagulation intravasculaire disséminée
ddNTP : didésoxynucléotide

ELN : European Leukemia Net

FAB : franco-américano-britannique

FISH : fluorescent in situ hybridization
FLK-2 : fetal liver kinase-2

FLTS : FMS-like Tyrosine Kinase 3
FLT3-1TD : FLTS3-internal tandem duplication
FLTS3TKD : FLTS3-tyrosine kinase domain
FLT3i : inhibiteur de FLT3

FLT3L : FLT3 ligand

GATK : genome analysis toolkit

GO : gemtuzumab ozogamicine

LAL : leucémie aigué lymphoblastique
LAM : leucémie aigué myéloide

LAM-CN : LAM a caryotype normal

LAP : leucémie aigué promyélocytaire
LMMC : leucémie myélomonocytaire chronique
NGS : séquencage de nouvelle génération
PCR : polymerase chain reaction

RC : rémission complete

Se : sensibilité

SMD : syndrome my¢élodysplasique

SMP : syndrome myéloprolifératif

Sp : spécificité
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TdT : terminal deoxynucleotidyl transferase
VAF : variant allele frequency

VPP : valeur prédictive positive
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1 Introduction

1.1 Leucémies aigués myéloides

1.1.1 Définition

Les leucémies aigués myéloides (LAM) forment un groupe de maladies hématologiques,
phénotypiquement et génétiquement hétérogenes, caractérisées par une accumulation
anormale de cellules myéloides blastiques au niveau de la moelle osseuse, du sang
périphérique et parfois dans d’autres tissus. Ainsi, l'infiltration de ces blastes dans la moelle

s'accompagne, presque invariablement d’une insuffisance médullaire.

1.1.2 Epidémiologie

Les LAM représentent 90% de toutes les leucémies aigués chez les adultes (1), avec un
nombre estimé de 3428 nouveaux cas en 2018 d’apres le Réseau des registres du cancer
(FRANCIM). L'incidence annuelle est d'environ 4,3 pour 100 000 et augmente avec 1'dge
(2), avec un risque environ 10 fois plus élevé pour les sujets de plus de 65 ans (20,1 cas pour
100 000) que pour ceux de moins de 65 ans (2 cas pour 100 000) (1). L'age médian au
moment du diagnostic est d'environ 68 ans (2). Chez I’adulte, la survie globale a 5 ans des
patients atteints de LAM est de 24%, ce qui la positionne au 5" rang des cancers aux
pronostics les plus défavorables (1). Chez Uenfant, elle est d’environ 70 % (3). Les hommes
sont 1,2 a 1,6 fois plus susceptibles que les femmes de développer une LAM au cours de leur
vie (4,5).

1.1.3 Etiologie
Dans la plupart des cas de LAM, aucune étiologie ne peut étre identifiée.

1.1.3.1 Facteurs environnementaux

Seuls quatre facteurs environnementaux ont fait I’objet d’études de cohorte et sont donc des
agents causaux établis : 1l'exposition chronique a de fortes doses de benzeéne (6-10),
l'exposition a de fortes doses de rayonnements (11-13), le tabagisme chronique (14,15), et
certains antinéoplasiques (agents alkylants et inhibiteurs de topoisomérases II) (16-20).

Récemment, une étude de cohorte incrimine l'exposition longue au glyphosate avec un
niveau de preuve tres bas (RR 2.04 [1.05 ; 3.97]), d’autres études sont donc nécessaires afin
de pouvoir conclure a une causalité (21).
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L’obésité constitue un facteur environnemental endogene augmentant de facon significative
le risque de développer une LAM. En effet, des études de cohorte et des méta-analyses
mettent en évidence un risque accru chez les hommes et les femmes ayant un indice de masse
corporelle élevé et ceci est particulierement notable pour la leucémie aigué promyélocytaire
(LAP) (22).

Des études cas-témoins ont parfois mis en évidence une relation entre les LAM et les solvants
organiques (23) et les pesticides (24) mais a des niveaux de preuves inférieurs a ceux cités
précédemment et parfois controversés (25).

1.1.3.2 Maladies prédisposantes
Plusieurs maladies peuvent étre prédisposantes au développement des LAM :

- Maladies héréditaires : anémie de Fanconi (26) (défauts de réparation de 1'ADN),
dyskératose congénitale (27) (téloméropathies), thrombopénies constitutionnelles
avec mutations de RUNX1.

- Syndrome de Down (trisomie 21 constitutionnelle).

- Acutisation d’autres hémopathies : syndrome myélodysplasique (SMD) (28),
syndrome  myéloprolifératif ~ (SMP)  (29), leucémie  myélomonocytaire
chronique (LMMC) (30,31). L’instabilité génomique qui conduit & de nouvelles
mutations pourrait expliquer cette progression clonale. Cependant, 1'impact potentiel
des différents chimiothérapies et/ou radiothérapies ne doit pas étre écarté.

1.2 Présentation clinique

Le tableau clinique est peu spécifique de la maladie et tres variable allant de formes pauci a
hypersymptomatiques.

Des signes non spécifiques peuvent étre présents comme une altération de 1’état général, une
anorexie, une perte de poids, des suées et une hyperthermie.

Une insuffisance médullaire est quasi systématiquement retrouvée avec (i) des symptomes
d’anémie : paleur, fatigue, palpitations et/ou dyspnée a l'effort (ii) des symptomes de
thrombopénie : ecchymoses, pétéchies, épistaxis et des saignements prolongés apres une
blessure mineure (iii) des infections en cas d’agranulocytose.

Une hyperleucocytose est observée chez environ 5 a 20% des patients (32) et peut induire
dans de rares cas une hépatomégalie et/ou splénomégalie. Une leucostase peut survenir en
cas d’hyperleucocytose > 100 G/L, ce qui conduit a une augmentation de la viscosité du
sang et favorise la formation de thrombi aboutissant a une baisse de la perfusion tissulaire

au niveau du systeme nerveux central, des poumons et d’autres organes.
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Certains patients peuvent présenter une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), en
particulier ceux atteints de leucémie aigué promyélocytaire. De ce fait, I’évaluation de la
numération plaquettaire, du temps de prothrombine, du temps de céphaline activée et du
fibrinogene doit faire partie du bilan biologique au diagnostic.

1.3 Présentation biologique

1.3.1 Hémogramme

A Tinstar du tableau clinique, il existe une grande variabilité au niveau des anomalies de
I'hémogramme qui peuvent étre retrouvées au diagnostic.

La plupart des patients atteints de LAM présentent une anémie, le plus souvent

normochrome normocytaire et arégénérative liée a I'insuffisance médullaire.

Une thrombopénie est présente dans la majorité des situations, parfois majeure (< 10 G/L).
Elle s’explique par une insuffisance de production et parfois par une consommation excessive
(CIVD).

Le statut leucocytaire est le parametre le plus variable d’un patient a I'autre, pouvant aller
d’une leucopénie franche (< 1G/L) sans blastes circulants, jusqu’a I’hyperleucocytose
majeure (100-500G/L) essentiellement blastique. La plupart des patients sont
neutropéniques et des anomalies morphologiques (hyposegmentation, hypogranulation ...)
peuvent étre observées dans les neutrophiles résiduels.

1.3.2 Myélogramme

Dans les années 1970, le systeme de classification franco-américano-britannique (FAB) a
établi que le diagnostic de LA pouvait étre posé deés lors que plus de 30% de blastes étaient
présents dans la MO. Une distinction faite selon des criteres morphologiques et
cytochimiques ainsi que selon le degré de différenciation des blastes et le type de lignée
engagée a permis d’établir huit sous-types de LAM (M0 a M7) (33).

Cette classification a été modifiée afin d'améliorer la concordance entre les différents
observateurs et d'intégrer les nouvelles découvertes des études immunologiques et
cytogénétiques (34).

Actuellement, le diagnostic de LAM est posé lorsque les blastes myéloides constituent 20 %
ou plus des cellules de la moelle osseuse (35). Pour les LA a composante monocytaire, les
monoblastes et promonocytes sont inclus dans ce pourcentage.
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e LAM 0 : Leucémie aigué myéloblastique sans maturation

Les blastes sont sans granulation, sans corps d’Auer et la cytochimie de la myéloperoxydase
est négative. Le diagnostic de certitude pour ce sous-type ne peut se faire que par
immunophénotypage.

Figure 1 : Leucémie aigué myéloblastique sans maturation
e LAMI : Leucémie aigué myéloblastique peu différenciée

Les blastes sont >90% avec une chromatine fine (1 a 3 nucléoles), ont des noyaux ronds
avec des quantités modérées de cytoplasme (N/C = 0,8 - 0,9) qui peut étre légérement
granulé et qui peut contenir des batonnets d’Auer. Il y a peu de signes de maturation
myéloide, avec < 10% de cellules au-dela du stade du promyélocyte. La peroxydase est
positive, focale dans plus de 3 % des blastes. Il arrive dans certaines LAM sous-type FAB 1
que les blastes prennent la forme de "miroir & mains" mais cette particularité peut étre
également retrouvée dans certaines leucémies aigués lymphoblastiques (LAL).
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Figure 2 : Leucémie aigué myéloblastique peu différenciéce
e LAM2 : Leucémie aigué myéloblastique avec maturation

La blastose est comprise entre 30 et 90%. La lignée myéloide poursuit sa maturation avec la
présence de promyélocytes, de myélocytes et souvent d'éléments myéloides plus matures >
10%. La lignée monocytaire représente <20% des cellules. Les blastes présentent des
granulations franches et/ou des corps d’Auer. Environ 20% des patients atteints de LAM
M2 FAB présentent une translocation caractéristique entre les chromosomes 8 et 21
t(8;21)(q22;q22)(36,37) se traduisant par la présence de corps d’Auer fins en boussole

piquant le noyau.
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Figure 3 : Leucémie aigué myéloblastique avec maturation
e LAMS3 : Leucémie aigué promyélocytaire

La LAP est 1'un des sous-types les plus caractéristiques de LAM concernant les
caractéristiques morphologiques, cliniques et cytogénétiques. Chez la plupart des patients,
les blastes ressemblent a des promyélocytes fortement granulés. Les noyaux sont ronds ou
bilobés, avec des nucléoles évidents, et le cytoplasme est rempli de multiples granules
azurophiles, de grande taille. On observe généralement des batonnets d' Auer superposés dits
en 'fagot'. La majorité des patients atteints de LAP présentent une translocation
caractéristique impliquant les chromosomes 15 et 17 t(15;17)(q24;q21).
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Figure 4 : Leucémie aigué promyélocytaire

Il existe une forme variante minoritaire dans laquelle les blastes paraissent hypogranuleux
(variante microgranulaire) et sont souvent des cellules & noyau bilobé ou lobulé dit en « ailes
de papillon ». Contrairement a la présentation leucopénique typique de la LAP, les patients
atteints de la variante microgranulaire ont tendance a présenter une hyperleucocytose.
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Figure 5 : Leucémie aigué promyélocytaire forme variante
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e LAM4 : Leucémie aigue myélomonocytaire

La leucémie aigué myélo-monocytaire se caractérise morphologiquement par un mélange
d'éléments myéloides = 20% et monocytaires (promonocyte/monocyte) = 20% avec une

monocytose sanguine > 5G/L.

Figure 6 : Leucémie aigué myélomonocytaire

Une forme variante de la leucémie aigué myélomonocytaire existe, se caractérisant par la
présence d'un contingent d'éosinophiles médullaires dysplasiques a différents stades de
maturation (LAM4Eo). Ces cellules contiennent généralement de gros granules basophiles
en plus des granules éosinophiles typiques. Pour la grande majorité des patients atteints de
cette forme, on retrouve au caryotype une anomalie du chromosome 16 (inv(16)(p13q22) ou
t(16;16)(p13;q22)).
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Figure 7 : Leucémie aigué myélomonocytaire avec éosinophiles dysplasiques
e LAMS5 : Leucémie aigué monoblastique

Deux variantes de la leucémie aigué monoblastique ont été décrites ; dans les deux cas, >
80% des blastes sont de lignée monocytaire. Dans la LAMb5a, les blastes monocytaires ont
des noyaux ronds et de petites quantités de cytoplasme fortement basophile sans preuve de
différenciation morphologique. Dans la LAMbDb, la différenciation est plus nette : au moins
20 % des blastes ont I'aspect de promonocytes & noyaux repliés et a cytoplasme abondant,
légerement granulé, sans batonnets d'Auer. La peroxydase est légerement positive et
dispersée. Le Naphtol-ASD-acétate (NASDA) est positive et inhibée en présence de fluorure
de sodium (NaF).
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Figure 8 : Leucémie aigué monoblastique
e LAMG6 : Erythroleucémie

L'érythroleucémie est une variante de LAM dans laquelle les anomalies morphologiques de
I'érythropoiese sont les plus importantes. Des modifications dysplasiques marquées sur les
trois lignées hématopoiétiques sont observées. Parallelement a l'augmentation des blastes
d'apparence myéloide, on observe la persistance d'anomalies morphologiques dans la série
érythroide avec mégaloblastose profonde, multinucléarité, caryorrhexie, augmentation du
nombre de mitoses et sidéroblastes annelés.
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Figure 9 : Erythroleucémie
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e LAMTY : Leucémie aigué mégacaryoblastique

Les anomalies morphologiques de la mégacaryopoiese, généralement caractérisées par la
présence de micromégacaryocytes, sont particulierement importantes chez les patients
atteints de LAMY. La majorité des blastes observés est d’origine mégacaryocytaire. La

myéloperoxydase est négative et le diagnostic s’effectue par immunophénotypage.
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Figure 10 : Leucémie aigué mégacaryoblastique

1.3.3 Cytométrie en flux

L'immunophénotypage par cytométrie de flux est réalisé a 1'aide d'instruments multicanaux
qui permettent d'évaluer simultanément la taille de la cellule (faisceau forward scatter FSC),
le contenu de la cellule (faisceau side scatter SCC) et 1'expression d’antigenes membranaires,
cytoplasmiques et nucléaires (faisceau side fluorescence light SFL).

Dans le cas des leucémies aigiies myéloides, elle permet (i) d’identifier la lignée cellulaire en
cause (indispensable au diagnostic de LAMO et plus rarement a celui de la LAMTY), (ii)
d’identifier le stade de maturation des blastes, (iii) d’effectuer un suivi en maladie résiduelle,
(iv) d’identifier les rares leucémies de phénotype mixte ou ambigu.

1.3.4 Cytogénétique

L'analyse cytogénétique permet, a l'aide d'une coloration au Giemsa, de constituer le

caryotype et d’étudier les bandes chromosomiques de cellules en métaphase. Il peut fournir

des preuves de clonalité et ainsi confirmer qu'une maladie est néoplasique lorsque d'autres
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preuves sont absentes. Elle permet en outre, dans certains cas, de catégoriser la maladie
concernée et de fournir des informations sur le pronostic. Néanmoins, le caryotype présente
plusieurs limites (i) impossibilité de détection des remaniements complexes et cryptiques,
(ii) métaphases de mauvaise qualité empéchant linterprétation du caryotype, (iii)
impossibilité de mettre en évidence des anomalies spécifiques.

La technique FISH (fluorescent in situ hybridization) permet de rattraper ce manque de
spécificité en utilisant des sondes oligonucléotidiques marquées qui se lient a des séquences
précises d’ADN. Il peut s'agir de sondes spécifiques d’un locus, de sondes centromériques,
de sondes télomériques et de peintures de chromosomes entiers. Cette technique peut étre
utilisée sur des noyaux en interphase ainsi qu’en métaphase. Elle peut étre utilisée pour
détecter les gains et les pertes de matériel génétique ainsi que les translocations.

1.3.5 Biologie moléculaire

Il est également possible de caractériser les LAM en recherchant 1’éventuelle présence de
mutations génétiques acquises (38-40). La biologie moléculaire, en mettant en évidence ces
altérations permet de prédire I’évolution de la maladie (stratification pronostique) et
d'orienter la stratégie thérapeutique et/ou d’identifier une cible thérapeutique (impact
théranostique).

Bien que ces mutations puissent se retrouver dans n'importe quel groupe cytogénétique, leur
découverte a eu l'impact le plus important sur le groupe des patients atteints de LAM
cytogénétiquement normales (LAM-CN). Les LAM-CN représentent a elles seules environ
40 a 50% des LAM totales. La biologie moléculaire a permis pour ces patients autrefois
considérés comme un groupe homogene au pronostic équivalent (41), de les stratifier en
fonction de la présence ou non de certaines mutations aux conséquences cliniques hétérogenes

(38).

Actuellement, la biologie moléculaire prend part intégrante dans le diagnostic et le suivi des
LAM, avec une grande diversité de techniques disponibles et ne cessant pas d’évoluer.

Le séquencgage de nouvelle génération (NGS) ou séquengage a haut débit a tout
particulierement révolutionné ce domaine en permettant un séquencage rapide et
relativement peu cotiteux de FADN et de ’ARN. Cela a entrainé une généralisation de son
utilisation résultant en une augmentation conséquente du volume de données générées par
les nouvelles technologies de séquencage. Des compétences de bio-informatique sont
aujourd’hui primordiales pour assurer le traitement, le stockage et 'analyse de ces données.
Le NGS a permis la découverte de nouvelles mutations récurrentes au niveau moléculaire et
a ainsi permis une meilleure compréhension de la génomique complexe des LAM.
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Cependant, seul un petit sous-ensemble de celles-ci s'est avéré contribuer a la leucémogenese
avec un impact évident sur le pronostic (38). Ce sous-ensemble de mutations génétiques
récurrentes qui ont été impliquées dans la leucémogenése est connu sous le nom de "driver
mutations'(42). Pour celles qui sont retrouvées dans les LAM mais n’étant pas directement
impliquées dans la leucémogenese, on parle de "passenger mutations"'. Celles-ci n'ont pas
d'impact direct sur 1'évolution de la maladie (43). L’hypothése est quune ou plusieurs
mutations driver déclenchent le processus de leucémogenese, tandis que d'autres agissent de
maniere coopérative, accélérant ou encourageant le processus leucémogene et, dans certains
cas, contribuant a la résistance a la chimiothérapie et/ou au risque de rechute. Diverses
formes de coopération (NPM1/FLTSITD) ainsi que l'exclusivité mutuelle (RUNX1I-
RUNX1T1/CBFB-MYHI11) entre différents genes ont également été découvertes (44).

Ces marqueurs moléculaires désormais bien connus sont intégrés en routine dans le suivi et
le diagnostic biologiques des LAM. C’est notamment le cas de la duplication en tandem du
géne FLT3 (FLTS3-ITD), bien identifiée dans le processus de leucémogénese, considérée
comme une mutation driver et possédant donc un role clef dans la stratification pronostique
ainsi qu’en théranostique.
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1.4 Classification OMS

La premiere version de cette classification a été créée en 2001 (45) reprenant de nombreux
criteres de la classification FAB et en y intégrant les données de cytogénétique. Elle a été
révisée en 2008 (40) et en 2016 (35) pour y intégrer progressivement les anomalies détectées
en biologie moléculaire de fagon récurrente dans les LAM (Tableau 1). Une approche
pluridisciplinaire est donc nécessaire afin de collecter ’ensemble de ces données cytologiques,
cytogénétiques et moléculaires et d’ainsi classer précisément les LAM.

Tableau 1 : LAM classification OMS 2016.

LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes (30%)
LAM avec t(8;21)(q22;q22.1);RUNX1-RUNX1T1
LAM avec inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
LAM avec PML-RARA
LAM avec t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
LAM avec t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP21/,
LAM avec inv(3)(q21.3q26.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM
LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
LAM avec NPM1 muté
LAM avec mutations CEBPA bi-alléliques
Entités provisoires :
- LAM avec BCR-ABL1
- LAM avec RUNXI muté
LAM avec dysplasie multilignée (10-15%) : dysmyélopoiese ou antécédent de SMD ou

anomalie cytogénétique de type SMD
LAM secondaires a une chimiothérapie (10-15%)
Autres (40-50%) : classées selon la classification FAB

Sarcome granulocytaire
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1.5 Classification de ’European LeukemiaNet

La classification de I’European Leukemia Net (ELN) a été publiée initialement en 2010 et a

été mise a jour en 2017 (38). Cette classification, qui a été largement adoptée, integre des

données cytogénétiques et moléculaires pour définir 3 catégories de pronostic : favorable,

intermédiaire et défavorable (Tableau 2).

Tableau 2 : Classification ELN 2017.

Catégories Anomalies génétiques
Favorable t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
NPM1 muté sans FLT3-ITD ou avec FLTS-ITD faible!
Mutations bi-alléliques de CEBPA
Intermédiaire NPM1 muté et FLT3-ITD élevé
NPM1 sauvage sans FLTSITD ou avec FLTS3ITD faible! (sans
anomalie génétique défavorable)
t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
Anomalies cytogénétiques non classées comme favorables ou
défavorables
Défavorable t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP21

t(v;11q23.3); KMT2A réarrangé

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3426.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVII)

—5 ou del(5q); —7; —17/abn(17p)

Caryotype complexe ou caryotype monosomal

NPM1 sauvage et FLTSITD élevé?

RUNX1 muté

ASXL1 muté

TP53 muté

' ratio allélique < 0.5

% ratio allélique > 0.5

L’intégration de ces marqueurs pronostiques est particulierement importante afin de

stratifier les patients atteints de LAM pour lesquels les issues cliniques sont hétérogenes.

Cette classification permet d'établir des diagnostics qui définissent plus clairement les

groupes de maladies, avec une évolution et une réponse différente aux traitements.
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1.6 Duplications en tandem de FL7T3 (FLT3ITD)

Les duplications internes en tandem dans le gene FLTS3 constituent un marqueur biologique
de choix. En effet, outre leur intérét pronostique, elles jouent un role théranostique puisque
leur présence justifie 1'introduction d'un traitement par inhibiteur de FLT3 (FLT3i) (46).
Elles figurent parmi les mutations les plus fréquemment retrouvées dans les LAM (47-49)
(20 & 30% des cas).

Ainsi, elles doivent étre recherchées et quantifiées systématiquement en cas de suspicion de
LAM.

1.6.1 Le récepteur FLT3

Le gene FLTS, également connu sous le nom de FLK-2 (fetal liver kinase-2) et STK-1
(human stem cell kinase-1) est situé sur le chromosome 13q12 et code pour un récepteur
tyrosine kinase de classe III (50). FL T3 est physiologiquement exprimé par les progéniteurs
de la lignée myéloide et de la lignée lymphoide B ainsi que par les blastes (51,52). Il y joue
un role clef dans la myélopoiese, la lymphopoiese mais également dans la régulation du
systeme immunitaire (53). Son activation est dépendante du ligand FLT3 (FLT3L).

FLT3L est une protéine transmembranaire de type 1, qui contient un peptide de signalisation
amino-terminale, quatre domaines hélicoidaux  extracellulaires, un  domaine
transmembranaire et un domaine cytoplasmique (54). Le géne codant pour cette protéine
est situé sur le chromosome 19q13. Le ligand peut également étre libéré sous forme de
protéine homodimérique soluble (55). La forme soluble et la forme transmembranaire sont
toutes deux capables d'activer le récepteur FLT3 (56). Il est exprimé essentiellement par les
cellules endothéliales mais aussi par de nombreux types de cellules et stimule les cellules
hématopoiétiques (57,58). En effet, a lui seul il ne peut induire la prolifération cellulaire des
progéniteurs hématopoiétiques : il agit en synergie avec d’autres facteurs de croissance (59).
Il se lie spécifiquement au récepteur FLT3 et entraine son activation.

Le récepteur FLT3 est monomérique et se compose des domaines suivants : domaine
extracellulaire de liaison au ligand, domaine transmembranaire, domaine juxtamembranaire
(JMD) et domaine tyrosine kinase (TKD). Dans un état non muté, le récepteur FLT3 se
dimérise en se liant au ligand FLT3, entrainant un changement conformationnel découvrant
les sites TKD pouvant ainsi se lier a I'ATP. Cette dimérisation provoque une
autophosphorylation et une activation de 1'activité tyrosine kinase, ce qui active les voies de
signalisation en aval. Les voies de signalisation impliquées sont RAS/MAP kinase, la PI3
kinase/AKT et JAK/STAT. Elles permettent la prolifération, la différentiation ainsi que la
survie cellulaire (49,60) (Figure 11).
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Il existe deux grands types de mutations FLTS3 : les mutations situées sur le domaine
tyrosine kinase (FLT3-TKD) et les duplications dans le JMD et ou TKD1 (JMD/TKD1 ;
FLTS31ITD). Elles déclenchent toutes deux l'activité de la kinase FLT3. Ces deux types de
mutation sont responsables d’une prolifération et d’une survie cellulaire augmentées mais
seule FLTS-ITD en touchant le JMD/TKD1 a un impact clinique clairement établi (47). En
effet, le JMD du FLT3, comme de nombreux autres récepteurs, exerce une influence
régulatrice négative sur l'activité tyrosine kinase (61,62) (Figure 11). Des mutations dans ce
domaine juxtamembranaire peuvent perturber ses fonctions régulatrices négatives. Les
mutations FLTS3-ITD touchant le TKD1 conférent quant a elle une activation constitutive
du récepteur (63).

MD__TKDI _KID| _TKD2

Membrane cellulaire

>

P
[P/

P
P
s> CPRSTAT AT

prolifération + différentiation + survie

Figure 11 : Structure et activation du récepteur FLTS

EC : Eztracellular domain TKD1/ TKD2 : Tyrosine kinase domain
TM : Transmembrane domain KID : Kinase insert domain
JMD : Juztamembrane domain

1.6.2 Meécanismes moléculaires

Les mutations FLT3-ITD ont été mises en évidence pour la premiere fois en 1996 (64). Les
ITDs se traduisent par des duplications de taille allant de 3 a 400 paires de bases sans
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décalage du cadre de lecture dans le JMD/TKD1 et perturbent son activité (49). Leur site
d’insertion se situe sur l'exon 14 et/ou 15 (transcrit NM_004119.2). Le mécanisme
moléculaire qui sous-tend leur formation reste mal connu. Récemment J. Borrow et al., en

étudiant les séquences au niveau du point de cassure de la duplication incriminent I'enzyme
lymphoide TdT dans l'amorcage des FLT3-ITD (65).

L’ITD de ce mutant FLTS produit un récepteur tyrosine kinase activé de maniere
constitutive, subissant une autophosphorylation en l'absence de ligand, ce qui entraine
l'activation de voies de signalisation en aval, responsable du syndrome myéloprolifératif (66)
(Figure 12). En effet, les mutations FLTS-ITD ne suffisent pas a elles seules & provoquer
une LAM. En pratique, chez le modele murin, seul I’état myéloprolifératif causé par
I'induction d’une mutation FLTS3-ITD a pu étre mis évidence (66). Ainsi, le mécanisme
exact par lequel la perte de répression et l'activation constitutive des domaines tyrosine
kinase FLT3 aboutissent finalement a la leucémogenese reste mal compris.

|
MD muté

TKDI KID

Independance au ligand
=» Autophosphorylation

W 4

prolifération + différentiation + survie

Figure 12 : Structure et activation du récepteur FLTS muté [TD
EC : Extracellular domain TKD1/TKD2 : Tyrosine kinase domain

TM : Transmembrane domain KID : Kinase insert domain

JM : Juztamembrane domain
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1.6.3 Pronostic

Au diagnostic, les patients porteurs de FLTS3-ITD présentent un taux de leucocytes dans le
sang périphérique et une quantité de blastes dans la moelle osseuse significativement plus
élevés que les patients qui n’en sont pas porteurs (67). De plus, ils présentent un risque de
rechute plus élevé, une survie sans événement et une survie globale diminuées (68).
L’importance du ratio allélique (AR), évalué en divisant la quantité d'allele muté par la
quantité d'allele sauvage, a été mise en évidence dans plusieurs études (69,70). Un AR élevé
serait associé a une diminution de la survie globale et de la survie sans rechute. Il est
important de noter que pour ces publications les patients n’ont pas été mis sous inhibiteurs
de FLT3. Actuellement, 'ELN a fixé une valeur seuil de I’AR a 0.5, permettant ainsi de
former 2 groupes distincts : AR faible < 0.5 et AR élevé > 0.5. D'autres parametres liés a
cette duplication pourraient avoir une signification pronostique comme sa taille (71), son
site d'insertion (72) ainsi que sa structure (73,74). L’impact de la taille est toujours discuté
(67,75).

Plusieurs études suggerent que la présence de la mutation FLTS-ITD peut étre associée a
un pronostic péjoratif, non seulement au moment du diagnostic mais aussi lors de la premiere
rechute. Les patients présentant des mutations FLTS3-ITD a la premiere rechute ont une
probabilité réduite d'obtenir une seconde rémission complete (RC) et une survie globale
diminuée (76-78).

FLT3-ITD est également utilisée comme outil de stratification : les patients dont 1'AR est
élevé doivent si possible bénéficier d'une greffe de cellules souches hématopoiétiques
allogénique (allo-HSCT) (38,70,79). Seule la présence conjointe de la mutation NPM1 chez
les patients présentant un faible AR FLT3-ITD permet de moduler le recours a cette derniere
(80,81). Toutefois, plusieurs études ont démontré que le pronostic était défavorable dans les
LAM mutées NPM1 avec FLTS-ITD a faible AR lorsque 1'allo-HSCT n'était pas réalisée en
premiéere rémission complete (82,83).

La fréquence élevée et l'impact pronostic négatif de la mutation FLTS-ITD en font un
candidat idéal pour une thérapie ciblée. Plusieurs inhibiteurs ont été développés et
commercialisés ou font encore actuellement 1'objet d'essais cliniques.

1.6.4 Inhibiteurs de tyrosine kinase

Le traitement général des LAM s’effectue toujours en deux temps : phase d’induction et
phase de consolidation. L'objectif de la chimiothérapie d'induction est d'obtenir une
rémission afin de maitriser la maladie et de rétablir une hématopoiese normale. La phase de
consolidation post-rémission est également nécessaire. En effet, les patients qui ne regoivent
pas de thérapie post-rémission peuvent rechuter dans les 6 & 9 mois (84). Le choix de la

45



thérapie de consolidation dépend de la stratification du risque du patient (38). Les thérapies
ciblées comme les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs) sont venues compléter ce schéma
classique du traitement des LAM. L’utilisation de la midostaurine en association avec les
thérapies usuelles a été approuvée en 2017 pour le traitement des LAM FLT3 mutées
nouvellement diagnostiquées, durant les phases d’induction et de consolidation (46). En
2018, le giltéritinib a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour les LAM
en rechute ou réfractaires avec FLT3 muté (85,86). Des données récentes issues d'essais
randomisés ont apporté la preuve que le traitement d'entretien ciblé post-HSCT a base de
sorafénib pourrait devenir un nouveau paradigme thérapeutique dans la LAM mutée FL T5-
ITD (87). Apres des décennies de stagnation thérapeutique, l'arrivée de ces molécules a fait
entrer les LAM dans une ére de thérapie moléculaire ciblée pour un vaste sous-ensemble de
patients.

Les mécanismes d’action des I'TKs different en fonction de leur type. Les ITKs de type I se
lient au récepteur FL'T3 dans la conformation active et sont actifs contre les mutations I'TDs
et TKDs. Les ITKs de type II se lient au récepteur FL'T3 dans la conformation inactive au
niveau d'une région adjacente au TKD. En raison de cette affinité de liaison, les inhibiteurs

FLT3 de type II empéchent 1'activité des mutations I'TDs mais ne ciblent pas les mutations
TKD (47) (Tableau 3).

Le spectre d’action varie selon la génération de I'I'TKs. La premiere génération serait assez
peu spécifique et pourrait toucher d’autres récepteurs comme KIT, VEGFR et PDGFR ou
des protéines de signalisation comme JAK2, NRAS et RAF. La deuxieme génération serait
plus spécifique du récepteur FLT3 (Tableau 3).

Tableaw 3 : Inhibiteurs FLT3 commercialisés et/ou en développement

1¢¢ Génération ‘ 2tme (Génération
Type 1
midostaurine giltéritinib
sunitinib crénolanib
lestaurtinib
Type 2
sorafénib quizartinib

Non connu

tandutinib

Bien que les I'TKs aient amélioré les résultats historiquement médiocres du traitement des
LAM mutées FLT3, la réponse clinique a un inhibiteur de FL'T3 peut étre de courte durée
dans les cas de rechute ou de réponse réfractaire. En général, la résistance aux FLT3i peut
étre classée soit comme une résistance primaire du clone, soit comme le développement d'une

résistance secondaire suite a une premiere réponse (88). La résistance primaire est
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principalement due a des mutations de FLTS3 rendant la protéine insensible aux ITKs
spécifiques, ou a l'activation de voies de survie alternatives. De nombreuses causes peuvent
induire une résistance secondaire : (i) mutations de résistance au niveau du site de liaison a
I'ATP, (ii) augmentation du FLT3L, (iii) activation de voies alternatives telles que les
mutations du gene NRAS (89).

Les thérapies ciblant le récepteur FL'T3 ne sont pas les seules a démontrer leur efficacité
chez les patients porteurs de FLTS3-ITD : les anti-CD33, dont fait partie le MYLOTARG®,
montrent des résultats probants et peuvent étre indiqués chez les patients FLTS3-ITD (90).

1.6.5 Gemtuzumab ozogamicine

Le gemtuzumab ozogamicine (GO) est un conjugué anticorps anti-CD33-calichéamicine
sélectif. Une fois lié au cluster de différenciation 33 (CD33), le complexe CD33/GO
s’internalise puis il est acheminé vers des lysosomes ou est libérée la calichéamicine. Elle
exerce son effet cytotoxique en se liant au petit sillon de ’ADN et induit une cassure double
brin. Ces dommages a I'ADN provoquent un arrét du cycle cellulaire et I'induction de
'apoptose (91-93).

Chez les individus sains, le CD33 se trouve essentiellement sur les précurseurs myéloides
mais est absent de la surface des cellules souches hématopoiétiques (94). On le retrouve
également sur les blastes myéloides dans 85-90% des cas de LAM (95,96). Des essais de
phase III ont montré que l'utilisation du GO en association avec les thérapies usuelles
augmente la survie globale (97-99) ainsi que la survie sans événement (100) pour les LAM
CD33+. La FDA a donc approuvé le ler septembre 2017 1'utilisation de GO en association
pour les LAM a CD33 positif nouvellement diagnostiquées chez les adultes et pour les LAM
a CD33 positif en rechute ou réfractaires chez les patients dgés de 2 ans et plus.

L'ajout de GO a démontré également une amélioration de la survie globale, de la survie sans
rechute et de la survie sans évenement chez les patients adultes atteints de LAM présentant
des mutations FLTSITD (100,101). Cette efficacité pourrait s’expliquer par la surexpression
du CD33 chez les patients présentant des duplications internes en tandem de FLT3 (102).
En France, la GO a donc regu en 2018 une AMM pour le traitement des patients adultes
atteints de LAM de novo, ayant une cytogénétique favorable ou intermédiaire ou une
mutation FLTSITD, en association durant la phase de d’induction.

Plusieurs mécanismes de résistance contre la GO sont décrits dans la littérature : (i) 'ATP-
Binding Cassette Subfamily B Member 1 (ABCB1) et la Multidrug Resistance-Associated
Protein 1 (MRP1) peuvent provoquer un efflux de la calichéamicine libre hors de la cellule
compromettant l'efficacité de la GO (103,104) (ii) le statut de méthylation de la Suppressor
Of Cytokine Signaling 3 (SOCS3), puisque '’hyperméthylation des ilots CpG augmenterait
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la survie globale chez les patients sous GO (105) (iii) la modification de 1’épitope du CD33
pouvant altérér la liaison avec la GO (106).

1.6.6 Détection et quantification

D’apres les recommandations de ’ELN émises en 2017, ’analyse de fragments est la méthode
de référence pour détecter et quantifier FLTSITD (38). Elle comprend une étape
d’amplification par PCR (polymerase chain reaction), suivie d’une étape de séparation des
amplicons par électrophorese capillaire (107,108). Un ou plusieurs pics sont obtenus en
fonction de la présence ou non de(s) duplication(s). La taille de I'ITD est estimée en
soustrayant la taille du fragment sauvage a celle du fragment muté. L’AR sera quant a lui
évalué en divisant ’aire sous la courbe (AUC) du fragment muté par 'AUC du fragment
sauvage (Figure 13).
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Figure 13 : Vue d'ensemble de l’analyse de fragments

Cette technique bien que robuste présente plusieurs inconvénients : (i) une limite de
détection élevée (AR 1-3% (109,110)) pouvant entrainer une interprétation délicate en cas
d’AR faible (ii) un manque de résolution pour déterminer la taille de I'I'TD (précision & 1pb)
(iii) elle ne fournit pas la séquence nucléotidique de I'I'TD ni son site d'insertion (iv) cette
technique n’est pas multiplexable.

Le NGS pourrait, a terme, remplacer cette technique et présenterait de nombreux

avantages. La détection des I'TDs ne se ferait plus par U'interprétation de pic(s) mais par le
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dénombrement de reads, permettant ainsi une estimation plus sensible et plus objective. La
séquence nucléotidique exacte de la duplication serait déterminée, ce qui limiterait les
approximations concernant sa longueur. L’avantage majeur en effectuant du NGS serait la
possibilité de rechercher simultanément plusieurs mutations d’intérét. Malheureusement, de
par son hétérogénéité en termes de taille et de site d’insertion (111), FLT3-ITD est difficile
a mettre en évidence avec les outils d’alignement classiques. Pour mettre en évidence les
mutations, il est nécessaire d’aligner I’ensemble des reads sur un génome de référence. Selon
la longueur de I'I'TD, I'alignement des reads peut se faire de trois facons (i) soit I'ITD est
courte et lors de l'alignement des reads elle sera détectée comme une insertion (ii) soit elle
est de longueur moyenne, I’alignement s’effectuera alors sur I'I'TD ou sur la portion restante
du read et la duplication ne sera pas détectée (iii) soit elle est de grande taille et dépasse la

longueur du read et elle sera alors alignée sur le génome sans étre détectée (Figure 14).

Reférence

1
1
1
1
|

\
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] ) -7 \
FLT3-ITD e — — |
=>» Insertions =»Non détectée =>»Non détectée

Figure 14 : Problématique d'alignement de FLTS-ITD

1.7 Objectifs

Actuellement, les processus de séquencage de nouvelle génération pour le dépistage des
FLT3-ITD sont bien documentés. Cependant, la plupart sont incapables de détecter et
d'annoter toutes les ITDs testées (112,113). En effet, les ITDs sont hétérogenes en termes
de taille et/ou de site d'insertion et sont issues de la duplication parfaite ou presque parfaite
de la séquence de type sauvage, soulevant des problemes pour le traitement et 1'analyse de
l'information en NGS (112). Plusieurs algorithmes ont été créés afin de détecter et de
quantifier cette anomalie. Outre la détection de FLTS-ITD, la détermination de I'AR avec

précision est indispensable.
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Le but de ce travail était (i) d’étudier et de comparer les algorithmes existants pour la
détection et la quantification de FLTS-ITD puis (ii) de participer a la mise au point d’un
algorithme appelé FiL'T3r permettant de détecter et de quantifier les mutations FLTS3-ITD
(iii) tout en évaluant celui-ci en s’assurant qu'’il soit bien compatible avec la technique de
séquencage haut-débit avec enrichissement par capture ainsi qu’avec le panel de genes utilisé
en routine au laboratoire analysé conjointement a FLTS-ITD.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Echantillons

Afin d’éviter un phénomene de sur-ajustement de FiLT3r par rapport aux autres algorithmes
testés, un jeu de données "d’entrainement' et un jeu de données "test' ont été formés.
L’optimisation du paramétrage de FiLT3r sera effectuée sur le jeu de
données "d’entrainement" puis ’ensemble des algorithmes sera comparé sur un jeu de
données indépendant, le jeu de données "test".

2.1.1 Jeu de données "d’entrainement" : BIG1

L’optimisation des différents parametres de FiL'T3r a été effectuée sur un jeu de données
extrait de la cohorte BIG1. Cette cohorte, toujours en cours actuellement, inclut des
patients atteint de LAM de novo ou secondaire (CBF et LAP exclus), agés de 18 a 59 ans.
La base testée comprend 114 échantillons FLTS-ITD+ (81 échantillons de moelle osseuse
et 21 de sang périphérique) ainsi que 71 échantillons FLTS3ITD- (57 échantillons de moelle
osseuse et 14 de sang périphérique). Le statut des échantillons vis a vis de la mutation

FLT3-1TD a été déterminé a l'aide de 'analyse par fragments.

51



2.1.2 Jeu de données "test": ALFA-0701, ALFA-0702 et ALFA
1200

Les algorithmes ont été évalués a I'aide d’un jeu de données rassemblant plusieurs cohortes :
ALFA-0701, ALFA-0702, ALFA-1200 (Tableau 4).

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des cohortes utilisées pour le jeu de données "test”

Acronyme | Période de Population cible n n
Recrutement théorique | réel

ALFA-0701 | 2008-2010 Patients atteints de LAM de novo | 271 196
(LAP exclus), agés de 50 a 70 ans.

ALFA-0702 | 2009-2013 Patients atteints de LAM de novo | 713 349
(LAP exclus), agés de 18 a 59 ans.

ALFA 1200 | 2012-2016 Patients atteints de LAM de novo | 509 443
(LAP exclus), agés de 60 ans et plus.

n théorique : correspond au nombre de patients publiés pour la cohorte.

n réel : correspond au nombre de patients pour lesquels des échantillons étaient encore

disponibles.

Au total le jeu de données test comprend 222 échantillons FLT3-ITD+ ainsi que 766
échantillons FLTS-ITD-. Le statut des échantillons vis-a-vis de la mutation FLTS-ITD a
été déterminé a 'aide de I'analyse par fragments.

2.2 Extraction d’ADN

Dans un premier temps les cellules mononuclées ont été isolées du prélevement par
technique FICOLL. Elle permet, apres centrifugation, de séparer les cellules mononuclées
plus légeres, des cellules plus denses. Les cellules mononuclées sont réparties en culot sec de
5 a 10 millions de cellules.

L’ADN de ces cellules a été ensuite extrait sur colonnes. Cette extraction s’effectue sur
l’automate Hamilton NIMBUS® en utilisant le kit Nucléospin 8 Blood® pour le sang et le kit
Nucléospin 8 Tissus® pour la moelle conformément aux recommandations du fabricant.

2.3 Analyse de fragments

FLT3 a été amplifié par PCR avec des amorces dont 1'une est marquée par fluorescence
(amorces sens marquées par fluorescence : 5'FAM GCA-ATT-TAG-GTA-TGA-AAG-
CCA-GC _3' ; amorce antisens : 5' CTT-TCA-GCA-TTT-TGA-CGG-CAA-CC_3')
flanquant les exons 14 et 15. La PCR a été réalisée dans un volume final de 25 plL contenant
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de I'ADN génomique (25 ng/pL) avec le kit HotstarTaq® (QIAGEN). Les conditions
d'amplification étaient les suivantes : dénaturation a 95° C pendant 15 min, suivie de 30
cycles de 94°C pendant 30 sec, 56°C pendant 30 secondes, et 72°C pendant 45 secondes,
avec une étape finale a 72°C pendant 10 min. Les produits PCR ont été dilués au 1:3 et
séparés par électrophorese capillaire avec 1'analyseur d'ADN ThermoFisher® 3130x1. Les
données ont été analysées a l'aide du logiciel ABI GeneMapper® version 4.1 avec une
validation biologique en aval.

2.4 NGS

Le protocole utilisé en routine pour réaliser les NGS des patients au diagnostic a été appliqué
aux échantillons . Il s’agit d'un séquencgage en paired-end, couvrant un panel de genes
impliqué dans les hémopathies my¢éloides. Ce panel évolue en fonction des données de la
littérature, et comprend actuellement 67 genes (ANKRD26, ASXL1, ASXL2, ATRX, BCOR,
BCORL1, BRAF, CALR, CBL, CEBPA, COG1, CRLF2, CSF3R, CUXI1, DDXJI,
DNMTSA, ETNK1, ETV6, EZH2, FLTS, GATAIL, GATA2, GNAS, GNB1, HRAS, IDH1,
IDH2, IKZF1, IL2RG, ILTR, JAK1, JAK2, JAKS3, KDMG6A, KIT, KRAS, MPL, NF1, NFE2,
NPM1, NRAS, PAX5, PHF6, PPMi1D, PTPN11, RAD21, RIT1, RUNXI, SAMDY,
SAMDIL, SETBP1, SF3B1, SH2B3, SMC1A, SMC3, SRP72, SRSF2, STAG2, STATS,
STAT5B, TERC, TERT, TET2, TP53, U2AF1, WT1 et ZRSR2.). Le NGS comprend 4
grandes étapes (i) étape de préparation de librairie (ii) étape d’amplification clonale (iii)
étape de séquengage (iv) et I'étape de traitement bio-informatique (Figure 15).

Préparation Amplification , Traitement
Séquengage

de la librairie clonale bio-informatique

Figure 15 : Vue d’ensemble du NGS
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2.4.1 Préparation de la librairie

Pour l'ensemble des échantillons, la préparation de la librairie est réalisée a l'aide de
I’enrichissement par capture. En premier lieu, ’ADN est fragmenté de fagon aléatoire par
une fragmentase. Les produits de fragmentation sont purifiés a ’aide de billes magnétiques,
afin de ne conserver que les fragments d’au moins 150 paires de bases. Les amorces (SP1,
SP2) nécessaires au séquencage sont alors liées aux fragments d’ADN par PCR. Puis, les
régions d’intérét sont capturées a l'aide de sondes complémentaires liées a des billes de
streptavidine ; cette étape est suivie d’un lavage permettant de retirer les régions non
capturées. Le produit de capture est amplifié par PCR afin d’enrichir en régions d’intéréts
I’échantillon et de lier 'index permettant 1’identification de I’échantillon (index 5, index 7),
ainsi que les adaptateurs permettant I’hybridation a la Flow Cell (P5, P7). Enfin, le produit
d’amplification des différents échantillons est dosé, normalisé et poolé avec ’ensemble des
échantillons du run (Figure 16).
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Figure 16 : Préparation de la librairie par capture

95



La librairie provenant du jeu de données "d’entrainement" a été élaborée a l'aide du kit
SureSelect-QXT AGILENT® conformément aux recommandations du fabricant.

La librairie provenant du jeu de données 'test' a été élaborée a l'aide du kit Twist
BIOSCIENCE® conformément aux recommandations du fabricant.

Préalablement dénaturées, les librairies ont été chargées dans une cassette de séquencage
ILLUMINA®, contenant les réactifs nécessaires a la suite du protocole. Le séquencage a été
réalisé¢ a laide du séquenceur MiSeq® pour le jeu de données "d’entrainement', et du
séquenceur NovaSeq® pour le jeu de données "test".

2.4.2 Amplification clonale par clusterisation de la Flow Cell

Des centaines de millions d’ADN monobrins sont hybridés a une couche d'adaptateurs
oligonucléotididiques (P5 et P7) immobilisés a la surface de la Flow Cell. Ensuite, durant
I’étape d’élongation, ces ADN monobrins sont copiés a partir des adaptateurs jouant le role
d’amorce. Enfin, les brins d’ADN originaux sont dénaturés, tandis que les brins néoformés

restent immobilisés sur la Flow Cell (Figure 17 A4).

Les brins néoformés s'hybrident aux adaptateurs adjacents, formant ainsi des ponts qui
permettent 1’élongation des brins a partir des adaptateurs (bridges d’amplification). Les
ponts d'ADN double brins sont ensuite dénaturés pour former deux brins d'ADN monobrins.
Ces étapes d’hybridation, élongation, dénaturation sont répétées pour créer des millions de

groupes de copies nommés clusters (Figure 17 B).

Les brins antisens sont ensuite éliminés par clivage de P5. Les extrémités 3' des adaptateurs
P5 ont été préalablement bloquées pour éviter toute interférence avec la réaction de
séquencage (Figure 17 O).

A la fin de 'amplification clonale, la Flow Cell contient plusieurs centaines de millions de
clusters avec ~1 000 molécules d’ADN sens par cluster et est préte a étre séquencée (Figure
17 D).

o6



>
|

Elongation
——

3’] 3‘]
5 5

0 1

Denaturatlon

Hybrldatlon

EIongatlon

| |||| | ||| |||| || n cycles | | | | Denaturatlon

LLLLLIJJ__I_._L.._I__L

Clivage
& blocage
des P5

<IN

LILILLTT

. I I Flow Cell

P5
i5
SPI

Séquence

SP2
i7
P7

Figure 17 : Clusterisation de la Flow Cell
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2.4.3 Séquencage

Chaque cycle de séquengage comprend (i) lincorporation d'un type de nucléotide
terminateur réversible (didésoxynucléotide ddNTP) A, T, C ou G marqué par un fluorophore
caractéristique du nucléotide (ii) un lavage des ddN'TPs non incorporés (iii) la prise d’image
de la fluorescence par une caméra haute résolution (iv) le clivage de la partie
terminatrice/fluorophore (v) un lavage de cette partie.

La premiére étape correspond au séquengage sens du brin (R1). Elle débute par I’hybridation
d’une amorce complémentaire au SP1 permettant 'initiation du séquencgage. Dans un second
temps, s’il existe une complémentarité au brin, un ddNTP est incorporé. Apres
l'incorporation, les ddN'TP non incorporés restants sont 6tés par lavage. Une prise d’image
est ensuite effectuée pour déterminer 1'identité du nucléotide incorporé. L’étape de clivage
permet par la suite de casser la liaison entre le nucléotide et son groupe
terminateur/fluorophore, ce dernier est alors éliminé par une étape de lavage avant de
recommencer le cycle n fois. Lorsque 'intégralité du brin sens est séquencé, le brin néoformé

ayant servi pour le séquengage est dénaturé (Figure 18 A).

Dans un second temps, l'index i7 est séquencé a ’aide d’'une amorce complémentaire a SP2
suivant le méme cycle que pour le brin sens. Le brin néo formé est dénaturé et le 3’OH du
P5 est débloqué (Figure 18 B).

Une fois le brin sens et I'index i7 séquencés, 'étape de préparation du paired-end peut étre
initiée. Cette étape comprend une succession d’hybridations, d’élongations et de
dénaturations afin de former le brin antisens. Le brin sens est éliminé par clivage de P7. Les

extrémités 3' des adaptateurs P7 sont bloquées (Figure 18 O).

L’index i5 est séquencé a l’aide d’une amorce complémentaire a SP1, précédant une étape
de dénaturation (Figure 18 D).

En dernier lieu, le brin antisens est séquencé (R2) (Figure 18 £).

Les images des différents cycles générées par la caméra haute résolution sont stockées dans
des fichiers .bcl (Binary Base Call) contenant 1’ensemble des échantillons du run.
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2.4.4 Traitement bio-informatique

( Prétraitement des données ]
| Images du séquenceur | bcl2fastq Reads bruts fastp Reads nettoyés |
| BCL i FASTQ i FASTQ |
| BWA |
l Reads filtrés _bamtofastq Reads alignés |
\ FASTQ ) BAM )
N - - Y Y (1 ——
— N — N
N— N—
getTD ¢ Pindel ¢
SN SN
— N — N
N— N—
km ¢ ITDSeek |
SN SN
< <
N— N—
FLT3_ITD_ext [* ScanlTD [
SN—— SN——
— N — N
N— N—
FiLT3r « GID ¢
N~ N~

Figure 19 : Vue d'ensemble du pipeline
2.4.4.1 Prétraitement des données
L’ensemble des processus est chainé a 1'aide d’un gestionnaire de pipelines Nextflow.

Les fichiers BCL du Run sont démultiplexés a ’aide d’un fichier tabulé comprenant les index
(i5 et i7) propres a ’échantillon. L’outil bcl2fastq prend en entrée ces fichiers et crée un
fichier FASTQ par échantillon.

Chaque fichier FASTQ est composé d’enregistrements qui sont en blocs de quatre lignes
correspondant a un read. La premiere ligne, qui commence par le symbole @, correspond a
I'identifiant du read (Figure 20 A). La deuxiéme ligne contient la séquence composée des
nucléotides G, A, T, C, la présence d’un nucléotide non déterminé étant signalée par la lettre
N (Figure 20 B). La troisiéme ligne commence par le symbole + et contient généralement
ce seul caractere (Figure 20 C). La quatrieme ligne comprend les scores de qualité
correspondant a chaque base (stockés en tant que caracteres ASCII) (Figure 20 D). L’outil
fastp utilise ce score de qualité pour effectuer un nettoyage des reads associés a un score
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insuffisant et permet également de rogner les index (i5 i7) ayant servi au démultiplexage
étant désormais superflus.

@NB551082:300:H25N2BGXB:1:11101:2207:11446/11 A |
CTTATCTCCTCTGGGTTTTCCACAGGCCCGTCTGCCTGTAAAATGGATGG| B |

+| C | L—-
AAAAAEEEEEEEEAEA/EEE<EE/EEEEEAEEEEEEEE<EEE'EEEFEEEE I
@NB551082:300:H25N2BGXB:1:11104:26264:975 |/| __J
CCTGTTAGGGATAGGTGGAGGGATGAAGTCCTTAAAACTAAATTGTTCCT :_B }
+| C | -

AAA6AEEEE/EEEEAEAEEEEEEEEEEAEEAEEEEEEEEEEEAEAEEEEEI D |
(Mgl

Figure 20 : Exemple de deux reads extraits d'un FASTQ

L’étape d’alignement utilise la suite d’outils GATK (Genome Analysis Toolkit) reposant sur
le principe de l'algorithme de Burrows-Wheeler Aligner (BWA), prenant en entrée des
fichiers FASTQ et un génome de référence indexé au format FASTA (hgl9 UCSC) et
donnant en sortie un fichier binary alignment/map (BAM). Le format BAM comprend une
section d'en-téte (dont les lignes commencent par le caractére @) et une section
d'alignement. Cette section d’alignement est délimitée par des tabulations composées le plus
souvent de 11 champs (Tableau 5).

Tableau 5 : Section d'alignement BAM

QNAME NOM de la séquence requéte

FLAG bitwise FLAG contenant les informations concernant 1’alignement

RNAME NOM de la séquence de référence

POS POSition 5' de 1'alignement

MAPQ Qualité MAPping

CIGAR Compact Idiosyncratic Gapped Alignment Record
Chaine de caracteres CIGAR décrivant I'alignement

RNEXT Nom du Read apparié

PNEXT Position du Read apparié

TLEN Longueur de séquence alignée

SEQ SEQuence

QUAL Qualités de base ASCII selon 1'échelle Phred QUALity

En raison de la taille conséquente du panel, une étape de pré-filtrage est effectuée pour les
algorithmes ne nécessitant pas d’alignement afin de diminuer le temps d’exécution. Les
FASTQs sont extraits des BAMs a l'aide l'outils bamtofastq (provenant de la suite d’outils
bedtools), le BAM étant de toute fagon réalisé car nécessaire a 'appel de variants classiques.
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L’extraction est effectuée sur les reads couvrant la région FLTS3 (chr13:28577411-28674713)

ainsi que les reads non alignés.

De nombreux algorithmes ont été testés parmi lesquels : pindel (112), ITDseek (114), Scan-
ITD (115), getITD (116), FLT3 ITD_ext (117), km (118), Genomon ITDetector (GID)
(119), ITD-Assembler (120) ainsi que l'algorithme FiLT3r développé au laboratoire en
partenariat avec le CNRS. L’algorithme ITD-Assembler (120) a été exclu parce qu'il ne
fonctionnait pas dans notre environnement de calcul. Cette difficulté d’installation a été
également rapportée par d’autres équipes (115,121).

2.4.4.2 Algorithmes testés
Tableau 6 : Résumé des différents algorithmes testés

Outils Basé sur Versions Variants détectés  Année de

I’alignement publication
pindel OUI v0.2.5h9 Indels et SV 2009
GID NON 0! ITDs 2014
ITDSeek OUI v1.2 ITDs 2016
getITD OUI v1.5.10 ITDs 2019
km NON v2.0.1 SNP, indels et fusions 2019
ScanITD OUI 0! ITDs 2020
FLTS ITD ext OUI 0! ITDs 2020
FiLTSr NON 0! Indels 2021

1) : Pas de version
2.4.4.2.1 Algorithmes basés sur 'alignement
2.4.4.2.1.1 pindel

pindel comprend une stratégie split-read afin de détecter des variants structuraux (SV) ainsi
que les I'TDs. Il aligne d'abord toutes les lectures sur le génome de référence, puis sélectionne
les paires de reads dont une seule extrémité a été alignée avec succes et divise 1'extrémité
non alignée en deux parties, afin d’aligner ce qui peut étre aligné (Figure 21). Enfin, si la
partie restante non alignée sur la position théorique (en jaune sur la Figure 21) s’aligne a
une position en amont ou en aval il s’agit alors d’une duplication.

— - —

Reference

Sample

—},_ + —_—
Figure 21 : Stratégie split-read par pindel
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Les parametres d’usage ont été employés conformément aux recommandations provenant

du manuel utilisateur de I’équipe 'ayant mis au point (122).
2.4.4.2.1.2 ITDseek

ITDseek prend en entrée les alignements SAM/BAM et crée une sortie VCF contenant
uniquement les mutations ITDs. Son principe repose sur l'alignement secondaire des
nucléotides "soft-clipped" (lettre "S" dans le code CIGAR) déterminés par BWA MEM. Les
nucléotides soft-clipped sont définis comme les parties 5” ou 3’ des reads qui ne s'alignent
pas sur la séquence de référence durant 1'alignement a la suite d’un point de cassure (Figure
22). Le réalignement des nucléotides soft-clipped est un moyen d'identifier les éventuelles
duplications. La longueur de I'I'TD est extrapolée par la distance entre le point soft-clipped
et le début du réalignement (114).

Références . |A|C|C|T|A|G|T|A|G|T|T|A|...
A|C|C|T|IA|G|T|C|C|T|A|G
Reads
alignés C|IT|IA|G|T|C|C|T|A|G|T
. |A|C|C|T|IA|G|T|C|C|T

T

Point de cassure

Figure 22 : Reads soft-clippés

La séquence de référence est indiquée en bleu.
Les nucléotides en blanc correspondent a des nucléotides correctement alignés.

Les nucléotides en rose correspondent a des nucléotides soft-clipped.

Les parametres d’utilisation ont été utilisés conformément aux recommandations provenant

du git de ’équipe 'ayant mis au point (123).
2.4.4.2.1.3 ScanlTD

A Tinstar d’ITDseek, ScanlTD utilise 'alignement secondaire et nécessite donc 'utilisation
de BWA MEM pour l'alignement. Afin de détecter les I'TDs, ScanITD analyse le fichier
BAM en suivant deux étapes.

Dans la premiere étape, ScanITD reconstruit les ITDs en recombinant les lectures
chimériques par les procédures suivantes : (i) identification des reads soft-clipped a I’aide du
CIGAR (ii) clusterisation des alignements primaires et secondaires ('alignement secondaire
correspond a l'alignement des nucléotides soft-clipped (Figure 23 B) alignés sur le méme
chromosome et le méme brin (iii) estimation de la position génomique et de la taille de I'ITD
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a partir du décalage de distance entre les alignements primaire et secondaire. Selon la taille
de 'ITD, deux situations peuvent étre observées. Dans la premiere situation, la taille de
I'ITD est inférieure a la longueur du read et ScanlTD reconstruit les I'TDs en modifiant le
CIGAR par 1'ajout de la position de départ de la lecture chimérique. Il ajoutera (n)l dans
la chaine CIGAR redéfinie, ot (n) est la taille de I'I'TD et "I" indique une insertion (Figure
23 B). Dans la deuxieme situation, la taille de 'I'TD est supérieure a la longueur du read et
I’algorithme ajoutera une nouvelle balise SV dans les reads chimériques (créés a partir des
reads soft-clipped) au lieu de modifier leurs chaines CIGAR. Le format de la balise SV est
de type (TDUP, POS, SIZE), ou TDUP indique qu'il s'agit d'un événement ITD, et la
position et la taille de 'ITD sont déduites comme illustré dans la (Figure 23 B).

La deuxieme étape consiste a calculer la fréquence allélique (VAF) en recherchant I'I'TD
dans les reads chimériques. La VAF est calculée par AO/DP, ou AO (alternate allele
observation count, nombre d'observations d'alleles alternatifs) est le nombre de lectures
soutenant 'I'TD et DP (depth) la profondeur totale de lecture.
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Figure 23 : Vue d'ensemble de ScanITD (115)
A) Vue d'ensemble schématique de ScanITD
B) Les ITDs sont récupérées a partir des alignements primaire et secondaire (soft-clipped)

C) Réalignement local des lectures fractionnées pour calculer le nombre réel de lectures
porteuses de I'ITD (appelé AO)
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ScanITD a été utilisé conformément aux recommandations provenant du git de 1'équipe
I'ayant mis au point (123).

2.4.4.2.1.4 getITD

getITD prend en entrée les FAST(Q. Son principe repose sur un alignement de Needlemann-
Wunsch. getITD sélectionne les reads de haute qualité (base quality score > 30) alignés sur
le génome de référence du gene FLTS pour identifier les insertions, puis détermine si les
insertions sont des ITDs. L’ ensemble des ITDs est filtré selon deux critéres : VAF <0.006%
et <2 reads mutés.

getITD a été utilisé conformément aux recommandations provenant d’échanges épistolaires
avec I’équipe 'ayant mis au point.

244215 FLT3 ITD_ ext

FLT3 ITD extest basé sur deux principes, 'utilisation du soft-clipping et la clusterisation
a l'aide de sumaclust. Les différentes étapes sont décrites ci-dessous (Figure 24)
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1. INPUT: MUTANT READ FROM UNKNOWN ITD

Duplicated region D
Nontemplated insert N

Near exact ITD

Mutant read R crossing MJ(s) Two MJs at ends of N
2. LOCAL REALIGNMENT TO FLT3 TARGET GENOME (1500 bp)

Local alignment of read R [ A Aligned (A) + soft clipped (S)
Local alignment of soft clip S Aligned (A") + soft clipped (S")

..................... FLT3 (1500 bp)

Bt 1 A ] Extend 5' using alignment of read
-------------- »  Extend 3' using alignment of soft clip
FLT3(1500 bp)
Y Merge

4. CLUSTER EXTENDED READS INTO ITD CANDIDATES (by edit distance)
5. ALIGNMENT-BASED ANNOTATION AND REDUCTION OF CANDIDATES (see next figure)

6. EVALUATION OF CANDIDATES (by depth and breath of coverage)
Align paired reads to an ITD candidate genome, keep alignments crossing MJ(s), and collapse UMIs

Figure 24 : Vue d'ensemble de FLTS _ITD_ext (117)

1 : En entrée un fichier BAM ou FASTQ contenant des reads (R ; zone encadrée gris
clair) chevauchants la jonction mutante (MJ) d'une ITD avec un segment dupliqué (D ;

zone encadrée bleu clair) et une insertion (N ; zone encadrée rouge).

2 : Ces reads sont alignés (alignement local) sur le locus cible FLT3 : le point d’ancrage
(A ; zone encadrée en gris clair), la partie soft-clipped (S ; zone encadrée en gris foncé)
ainsi que la partie MJ [S° (zone encadrée en noir) ; A’ (zone encadrée en gris)].

3 : A partir des alignements (A ; A’) une extension en 5’ et 8’ respectivement est

effectuée in silico.

4 : Des clusters sont formés a partir de ces séquences étendues en formant ainsi des ITDs
candidates.
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5 : Agrégation des ITDs candidates et annotation basée sur l'alignement

6 : L'étendue et la profondeur de la couverture sont évaluées a l’'aide des reads paired puis
I'AR est estimé.

FLT3 ITD ext a été utilisé conformément aux recommandations provenant du git de
I’équipe 'ayant mis au point (124).

2.4.4.2.2 Algorithmes sans alignement
2.4.4.2.2.1 km

L’algorithme km effectue une analyse approfondie d'une seule séquence définie par
I'utilisateur, appelée séquence cible qui correspond a la référence et contient la région
d'intérét. Cette séquence cible est décomposée en k-mers (sous-séquences de longueur k) qui
se chevauchent de k-1, k étant suffisamment grand pour produire un graphe orienté.

En parallele, un tableau de comptage des k-mers est préparé, indiquant 1'occurrence de
chaque k-mer des reads de 1’échantillon.

Les mutations sont mises en évidence par l'apparition d'un chemin alternatif reliant les k-
mers de départ et d'arrivée (Figure 25).
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A

User's
target sequence ATGACCGGCCCAGCAGTCTCTGCCTCGCCAAGCGGCTCATGTTGGAGACGTCAGTATAGTGGACT
ATGACCGGCCCAGCAGTCTCTGCCTCGCCAA
TGACCGGCCCAGCAGTCTCTGCCTCGCCAAG
o GACCGGGCCAGCAGTG_‘_I‘Q_TGGCTOGCCAAGG
decomposition | e LT
CGGCTCATGTTGGAGACGTCAGTATAGTGGA
GGCTCATGTTGGAGACGTCAGTATAGTGGAC
GCTCATGTTGGAGACGTCAGTATAGTGGACT
linear graph
B
Search for new path

using sample’s k-mers

c

variant sequence

k-mer graph

Reference target sequenc
Figure 25 : Vue d'ensemble de km (118)

(A) La séquence de référence est segmentée en k-mers pour créer un graphe orienté, qui
représente l'espace de recherche délimité par les k-mers de début et de fin (hachurés).

(B) Une variante sera représentée par un nouveau chemin entre les deux extrémités. Ce
chemin est découvert en se déplacant le long du graphe orienté et en suivant les nouveaux
k-mers qui se chevauchent (non visibles dans la séquence cible), interrogés a partir du

tableau de comptage d'un échantillon.

(C) Représentation schématique d'un graphe pour une ITD, les chemins indiquant la

séquence variante et la séquence cible sont représentés

L’algorithme km a été utilisé conformément aux recommandations provenant de la

publication princeps de I’équipe I'ayant mis au point (125).
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2.4.4.2.2.2 Genomon ITDetector

Genomon ITDetector (GID) se base sur une stratégie d’assemblage et sur l'utilisation des
reads soft-clipped. GID collecte les reads soft-clipped d'une longueur de plus de 20pb. Ces
reads sont réalignés sur le génome de référence humain afin d'identifier les paires de
breakpoints des ITDs (ITD-BPP), (dont les séquences soft-clipped correspondant aux
breakpoints gauche et droit s'alignant sur la position des autres breakpoints). Les reads

porteurs des ITD-BPPs sont assemblés pour générer une séquence consensus (Figure 26).

reference genome presumed duplicated nucleotides (PDN)
soft-clipped
soft-clipped
N < - - - - - - - - = - == === = === ===~ S B s ;
A A | A A

I

permissible range ! I permissible range

. | . .
left breakpoint : : right breakpoint
'I ITD-BPPs : -

| Assembly
e o o o o - -

left breakpoint right breakpoint

presumed duplicated

right outside nucleotides
nucleotides i

left outside nucleotides

reference genome

assembled contig sequence
observed inserted nucleotide

Figure 26 : Vue d'ensemble de Genomon ITDetector

L’algorithme GID a été utilisé conformément aux recommandations de 1’équipe 'ayant mis
au point (126).

2.4.4.2.2.3 FiLT3r

FiLT3r se base également sur la notion de k-mers. Il a pour principe de simplifier la lecture
des séquences nucléotidiques : au lieu de les analyser paire de bases par paire de bases,
I’algorithme analyse k-mer par k-mer consécutifs, de facon a avoir une vision plus globale.
Chaque read est alors associé a une suite d’index correspondant aux indices des k-mers
retrouvés dans la référence (ou un "N’ en cas de non-correspondance). Ainsi, une duplication
en tandem se caractérise par une suite naturelle (correspondant a la succession des k-mers

dans la séquence originelle), séparée par une coupure (nommée point d’arrét) d’une seconde
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suite naturelle (commencgant apres le début de la premieére et avant sa fin). La détection ne
porte plus sur les séquences nucléotidiques mais sur les suites naturelles. Les différentes
étapes de fonctionnement de FiL TS3r sont décrites ci-dessous (Figure 27).
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Etape A : transformation et sélection

Référence | A|C|C| T|A|G|T|A|G|TI|T|A
Indice 0 I 2| 3|4 |5|6|7 |89 ]|10]I1IIl
ACCT | CCTA | CTAG | TAGT | AGTA | GTAG | AGTT | GTTA nd
ndex
0 | 2 3;6 4 5 7 8
N|O | 2 |3;6] N|N|N| I 2 |3;6]| 4 | Trans |
0 | N|N|N|N|G®6 7 8 | N|N|N| Trans 2
N|[N| 2 |[36] 7| N|N|[N|N|N|N]|N]/| Tans3
Etape B : correction des mutations
N| O | 2 |36 N|N|N | 2 |3;6| 4 |Trans |
0 | 2 3 4 5 6 7 8 | N| N| N |Trans 2
Etape C : nettoyage des données
0 I 2 | 3| N|IN|N|II 2 | 3| 4 |Trans |
0 | 2 |3 14|56 ]| 7] 8 |Trans?2
Etape D : détection des points d’arréts
0 | 2 E! N|N|N | 2 3 4 |[Trans |
Etape E : quantification
Ratio = M/ (Total —M) | M :nombre de séquences ITD+
Total : nombre de séquences ITD+/ITD-
Figure 27 : Vue d'ensemble de Fil,TSr
On pose : k = 4 la longueur du k-mer, Ref la référence, Seq 1 séquence nucléotidique

porteuse d’une duplication, Seq 2 séquence nucléotidique porteuse d’une mutation et Seq 3

séquence non retrouvée dans la référence.

Etape A : création d’un index permettant la transformation de chaque séquence (Seq i) en
transformé (Trans i) et sélection des transformés a l'aide d’un seuwil (t) de correspondance
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a la référence (30 % dans notre cas). Le Trans 3 grisé posséde 25% d’homologie avec les

k-mers de la référence et a donc été éliminé apreés la sélection.

Etape B : Cette étape a pour but d’éliminer les N non utiles d la détection des points
d’arrét. Le postulat repose sur le fait que si les N sont inclus dans une suite naturelle et
que leur nombre correspond a la longueur k (0 1 N N NN 67 8), il s’agit d’une
substitution. Ainsi, les N du transformé sont remplacés par la suite naturelle manquante

sans altérer la séquence.
Etape C : Cette étape consiste a rendre les transformés facilement analysables :

- En supprimant les N en 5’ et en 3" non utiles a la détection des points d’arrét
(Trans RC 2)

- En sélectionnant l'indice du k-mer le plus adapté lorsqu’il correspond a plusieurs
indices (l'indice retenu posséde la distance la plus courte avec l'indice
précédent).(Trans 1)

Etape D : Les transformés sont parcourus, lorsque des N sont détectés un test est effectué
traduisant un point d’arrét caractéristique d’une ITD si "borne gauche" + "nombre de N'
+ 1 = "borne droite’.

Un point d’arrét est observé pour le Trans 1 3+3+1 > 1.

Etape E : Quantification de UAR a Uaide des séquences porteuses du point d’arrét détecté
précédemment pour déterminer l'alléle muté (M). L’alléle sauvage sera estimé en

soustrayant le total au muté.

2.4.5 Evaluation

L'analyse comparative des algorithmes a porté principalement sur quatre éléments. (i) La
détection : comparaison de la capacité a distinguer correctement les I'TDs dont les principaux
indicateurs de mesure sont la sensibilité (Se), la spécificité (Sp), la valeur prédictive positive
(VPP), et le score Fi. (ii) La quantification : comparaison de la capacité a quantifier
correctement I’AR par rapport a la méthode de référence évaluée a ’aide du coefficient de
corrélation linéaire et des AR dits aberrants (écart de plus d'un log). (iii) Pouvoir
discriminant : comparaison de la capacité a distinguer les patients en regard du seuil de 0.5
d’AR défini par I’'ELN.
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3 Résultats

3.1 Jeu de données "d’entrainement"

3.1.1 Caractéristiques des I'TDs

3.1.1.1 Tailles
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Figure 28 : Distribution des différentes tailles d'I'TDs obtenues par analyse de fragments

formant le jeu de données d'entrainement

La droite en pointillé correspond a la médiane et la droite pleine correspond da la moyenne.
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3.1.1.2 Ratio allélique
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Figure 29 : Distribution des AR obtenus par analyse de fragments formant le jeu de données
d'entrainement

La droite en pointillé correspond da la médiane et la droite pleine correspond da la moyenne.

3.1.2 Optimisation du paramétrage

L’optimisation du paramétrage de I'algorithme a été effectuée en modifiant les variables : k
la longueur du k-mer et t le seuil de sélection. Ainsi, 98 couples k/t ont été formés a partir
des longueurs de k-mer (7 a 20) et des seuils (0.1 & 0.7). Cette optimisation a été évaluée a
I’aide des indicateurs clés : la sensibilité et la spécificité.
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La sensibilité est équivalente pour la majeure partie des couples de parametres k/threshold.
On observe une légere diminution de cette derniere pour des k-mers de longueur k 15-20 a
un threshold de 0.7 (Figure 30).

k=7 k=8
1.0{0—o—e—0—0—0—0| [6—0—0—0—0—0—9
0.8
0.6 4

1.0 1 6—eo—o—eo—o—0—0| [6—o—o—0—0—0—0

0.8 1.0 1
0.6 1 g

k=11 k=12
1.04{o0—o0—0—0—0—0—0| lo—e—eo—o—eo—0—o
0.8
0.6 1

k=13 k=14
1.0 o—eo—eo—o—o—o—0| o—o0—0—0—0—0——0

$ 0.8+ 0.8-

0.6 1

k=15 k=16
1.04{o0—0—0—0—0——0—0| | 0—0—0—0—0—0—0
0.8 1
0.6 -
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0.6 1

0.2 04 06 02 04 06 02 0.4 0.6
threshold threshold

Figure 30 : Sensibilité en fonction de la longueur du kmer (k) et du seuil (threshold)

L’algorithme ayant une limite de quantification plus basse que la méthode de référence, la
spécificité est difficile a évaluer pour I’ensemble des couples. Les faux positifs sont donc
comptabilisés uniquement s’ils sont retrouvés a un AR supérieur a la limite de quantification
de la méthode de référence (2%).

La spécificité reste constante peu importe le seuil et augmente avec la longueur du k-mer

jusqu'a atteindre un plateau pour une longueur a 12 (Figure 31).
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Figure 31 : Spécificité en fonction de la longueur du kmer (k) et du seuil (threshold)

En se basant sur les résultats de sensibilité et de spécificité, le couple k = 12 / t = 0.3 a été
choisi pour la comparaison des algorithmes sur le jeu de données "test". La longueur k = 12
a été choisie car elle correspond a la longueur la plus courte ayant la spécificité la plus élevée.
L’utilisation d’une longueur courte d’un k-mer permet notamment de mieux couvrir les
extrémités des reads, d’étre moins impacté par les substitutions et par conséquent plus
sensible. Le seuil de 0.3 a été choisi pour filtrer au maximum les reads durant I'étape de
transformation et de sélection, permettant ainsi un temps d’exécution plus court.
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3.2 Jeu de données "test"

3.2.1 Caractéristiques des I'TDs

3.2.1.1 Tailles
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Figure 32 : Distribution des différentes tailles d'ITDs obtenues par analyse de fragments
formant le jeu de données test

La droite en pointillé correspond a la médiane et la droite pleine correspond da la moyenne.
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3.2.1.2 Ratio allélique
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Figure 33 : Distribution des AR obtenus par analyse de fragments formant le jeu de données
test

La droite en pointillé correspond da la médiane et la droite pleine correspond da la moyenne.
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3.2.2 Evaluations

3.2.2.1 Détection

Les résultats émanant des différents algorithmes ont été comparés a ceux provenant de
I’analyse de fragments. Toute duplication détectée par un algorithme, quel que soit son ratio
et également identifiée par la méthode de référence a été considérée comme un vrai positif.
Toute duplication détectée par un algorithme avec un AR supérieur a 2% et qui n'a pas été

identifiée par la méthode de référence a été considérée comme un faux positif.

Les indicateurs clés utilisés comprenaient la sensibilité (Se), se référant a la proportion d’ITD
positives détectées par I'outil parmi les I'TDs déterminées par I'analyse de fragments ; la
spécificité (Sp), se référant a la proportion d'ITDs négatives détectées par 1'outil parmi les
échantillons jugés négatifs par 'analyse de fragments ; la valeur prédictive positive (VPP),
qui se réfere a la proportion d'ITDs correctement détectées au regard de l'analyse de
fragments parmi 'ensemble des ITDs détectées par 'outil ; et le score Fy, défini comme la

moyenne harmonique de la Se et de la VPP.

Les performances de pindel, FLT3 ITD_ext et FiLT3r ont été nettement supérieures a
la sensibilité la plus élevée (Se = 1) ; comparable aux sensibilités des outils pindel et
FLT3 _ITD ext (0.98 et 0.99 respectivement). L’ensemble des algorithmes & 'exception de

//////

Globalement, si l'on considere les indicateurs d'évaluation de la détection, pindel,
FLT3 _ITD_extet FiL T3r ont obtenu de meilleurs résultats (Tableau 7)

Tableaw 7 : Tableau agrégé des résultats de l'ensemble des algorithmes testés sur le jeu de

données test

VP FN VN FP Se Sp VPP F,
pindel 251 6 766 0 0.98 1 1 0.99
ITDSeck 182 75 6% 80 0.7l 0.9  0.69 0.7
ScanITD 244 13 765 1 0.9 1 1 0.97
getITD 238 19 766 0 093 1 1 0.96
FLTS ITD ext 254 3 766 0 0.99 1 1 0.99
km 243 14 753 13 096 098  0.95  0.95
GID 231 26 760 6 090 099 097  0.93
FiLT3r 257 0 766 0 1 1 1 1

_ VP _ _VN _ _ VP 9. VPP-Se
Se = VP+FN Sp = vvirp VPP = v 11 =2 Vppise
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3.2.2.2 Quantification

La quantification fait référence a I’estimation de ’AR de FLT3-ITD avec I'algorithme testé
par rapport a celle de 'analyse de fragments. L’AR quantifié par pindel, FLTS ITD ext et
FiLT3r présentait une forte corrélation avec l'estimation de l'analyse de fragments,
contrairement aux autres algorithmes (Tableau 8, Figure 34).

Les AR sont considérés comme aberrants lorsque leur écart avec I'AR estimé a 1'aide de la
méthode de référence excede un log. A nouveau, pindel, FLT3 ITD ext et FiLT3r ont
obtenu les meilleurs résultats, présentant respectivement 3, 2 et 1 AR aberrants. Il faut
également noter que la seule ITD largement sous-estimée par FiLLT3r est également sous-
estimée par 'ensemble des algorithmes.

Tableau 8 : Tableau agrégé de la quantification par les différents algorithmes

r A llog
pindel 0.86 3
ITDSeek 0.36 82
ScanITD 0.65 53
getITD 0.74 10
FLT3 ITD ext 0.86 2
km 0.65 34
GID 0.73 13
FiLT3r 0.87 1

r correspond au coefficient de corrélation de Pearson des AR log-transformés entre
l’analyse de fragments et l’algorithme testé

A4 1log correspond au nombre de patients pour lesquels on observe un écart d’un log entre
les deux techniques
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Figure 34 : AR log-transformé des duplications détectées par l’ensemble des algorithmes par

rapport a l'analyse de fragments
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La ligne droite grise correspond a y = x et idéalement les points devraient étre alignés le
long de cette ligne. La zone grise correspond a un écart de moins d'un log par rapport a la

ligne y = x, les points verts correspondent aux I1TDs dépassant cet écart.
3.2.2.3 Pouvoir discriminant

Le pouvoir discriminant correspond a la proportion de patients pour lesquels il existe une
adéquation entre la méthode de référence et I'algorithme au regard du seuil de 0.5 d’AR
défini par I'ELN (38). Toutes les ITDs détectées par un algorithme sont ramenées a 1’échelle
du patient, et en cas d’ITDs multiples la somme des AR est utilisée. Un patient est considéré
comme bien classé lorsque les AR calculés avec la méthode de référence ainsi qu’avec
I’algorithme testé sont < 0.5 ou = 0.5. L’incertitude de mesure pour I'analyse de fragments
ainsi que pour la technique TWIST® a été prise en compte (Upa = 0.17 et Upwisr = 0.11).

pindel, FLT3 ITD ext et FiLT3r possédaient le meilleur pouvoir discriminant
respectivement de 95%, 93% et 96% (Figure 35).

.
0 25 50 75 100

proportion de patients (%)

. Incorrectement classés . Correctement classés

Figure 35 : Pouwvoir discriminant des différents algorithmes par rapport a la méthode de
référence (seuil de 'ELN < 0.5)
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4 Discussion

Avec le développement du séquencage haut débit, un certain nombre d'outils bio-
informatiques ont été mis au point pour détecter FLTS3-ITD, permettant de surmonter
efficacement les limites de ’analyse par fragments (112,113,121,127-129). Dans 1'ensemble,
des progres significatifs ont été réalisés dans la détection et la quantification de FLTS3-ITD
par NGS (121). En raison de leur impact majeur sur le pronostic (68-70,76,78) ainsi que sur
la prise en charge thérapeutique du patient (39,46,85,87,87,90,91,93,130), la détection et la
quantification de FLTSITD doivent étre effectuées par une technique aux performances
analytiques parfaitement maitrisées.

A notre connaissance, aucune comparaison et évaluation systématique de ces algorithmes
n'a encore été rapportée sur une large cohorte de patients. En effet, la plupart des articles
portant sur le développement de ces outils utilisent des données simulées et un nombre tres
restreint de données de séquencage réelles (114-116,121).

Ce travail a donc permis une étude comparative des différents algorithmes disponibles
actuellement sur des données réelles.

pindel fut 'un des premiers algorithmes utilisés pour la détection de FLTS3-ITD (112). Bien
que ses résultats soient acceptables (F; = 0.99 et r = 0.86), il totalise 6 I'TDs non retrouvées
rendant son utilisation limitée en routine. Cinq de ces I'TDs étaient caractérisées par une
taille supérieure a 2 écarts-type de la moyenne. La derniere correspondait a une duplication
hors modele, cette catégorie comprenant les duplications portant des indels, et les
duplications dispersées. pindel ne sous-estime que tres légerement ’AR avec une pente de
régression linéaire estimée a 0.95. Ces résultats sont cohérents avec ce qui est rapporté dans
la littérature, a savoir une sous-estimation quasi systématique de ’AR (127,128) et quelques
faux négatifs (114,115,121).

Dans larticle traitant de l'utilisation de [TDseek (114), Chun Hang Au et al. ont
principalement effectué des tests sur des données simulées (longueur de I'I'TD : 1-201 pb ;
VAF 50 % ; read théorique 2 x 275 bp), ne prenant ainsi pas en compte les duplications
hors modele. ITDSeek a été également testé sur une cohorte de 50 patients dont 11 étaient
mutés FLTSITD. Cet ensemble n’est donc pas entierement représentatif du large éventail
d'ITDs que l'on peut rencontrer et pourrait expliquer ses résultats (F; = 0.7, r = 0.36) sur
nos données. L’absence de similitude entre les faux négatifs (position génomique, longueur,
séquence, AR) et le manque d'informations complémentaires malgré les sollicitations aupres
des auteurs ne nous ont pas permis d’approfondir les résultats. Les données de la littérature
font également part de résultats similaires pour ITDSeek (115,121). Contrairement a ce qui
a été réalisé dans notre étude, ITDSeek a été testé sur des données de séquencgage obtenues
apres enrichissement par PCR. Cette variation de technique pourrait également expliquer
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ces résultats. Il s’agit d’'une des principales limites de notre travail, puisqu’aucun test n’a
été effectué sur des données issues d'un enrichissement par PCR.

ScanITD repose sur le méme principe que ITDseek avec quelques améliorations permettant
ainsi 1'obtention de meilleurs résultats que son homologue (F; = 0.97 et r = 0.65). Les 13
ITDs non retrouvées ont toutes une longueur inférieure a 50pb. Ces résultats concordent
bien avec la publication princeps de ScanITD (115), qui est décrit comme plus performant
dans la détection des duplications de moyenne et de grande taille (50-300 pb). En sachant
que plus de la moitié des ITDs ont une taille inférieure a 50pb (Figure 28, Figure 32), il
n’est donc pas un outil de choix dans la détection et la quantification de FLTS-1TD.

GID totalise 26 I'TDs non retrouvées, il n’est donc pas compatible avec une utilisation en
routine. Sept d’entre elles correspondent a des duplications hors modeles, les 19 restantes ne
possédaient pas de similitude pouvant expliquer leur non détection. De fagon similaire a
ITDSeek, ces résultats peuvent s’expliquer car il a été principalement évalué sur des données
simulées ainsi que sur 20 patients issus de la cohorte TCGA possédant des I'TDs courtes (<
51 pb), plus aisées a détecter car incluses intégralement dans le read.

getITD obtient un coefficient de corrélation satisfaisant (r = 0.74), mais il ne semble pas
adapté a notre pratique pour plusieurs raisons. Il totalise 18 faux négatifs ; 10 s’expliquant
par son incapacité a détecter des duplications inférieures a 6pb ou d’une taille supérieure a
la longueur du read moins 6bp (144bp avec la technique TWIST®) (131) ; les 8 ITDs
restantes ne possedent pas de similitude entre elles pouvant expliquer I’absence de détection.
getITD a été congu pour la quantification MRD (minimal residual disease) par séquencage
ciblé uniquement sur le gene FLTS et par conséquent une trés grande profondeur de
séquengage d’environ 2 millions de séquences est nécessaire (116). Dans notre étude, FLT3
est séquencé avec un panel de geénes, ce qui entraine per se une diminution de la profondeur
avec en moyenne 2000X sur les exons 14-15 de FLTS. La variation de technique
d’amplification ainsi que la profondeur faible pourraient altérer le fonctionnement optimal
de getITD.

Les résultats de km (118) ne sont pas satisfaisants concernant la détection de FLTS-ITD (F,
= 0.95 et r = 0.65). Les ITDs non retrouvées ne présentent pas de similitude pouvant
expliquer I’absence de détection par km. L’ensemble des 15 faux positifs ont été également
retrouvés par FLT3 ITD ext et FiLT3r mais & des ratios inférieurs a 2%. Ce manque de
spécificité est dii a un probleme de quantification de 'allele sauvage, le comptage de 1’allele
muté étant proche de FLT3 ITD extet FilL T3r pout ces I'TDs.

En avril 2021, Yuan et al. (121) ont réalisé une étude comparative des différents outils
disponibles pour détecter et quantifier FLTS3-ITD par NGS. Dans cet article, les auteurs ont
qualifié FLT3 _ITD_ext (117) comme le meilleur outil disponible actuellement. Dans notre
travail, il obtient également des résultats tres satisfaisants compatibles avec la détection de
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FLT3-ITD en routine (F; = 0.99 et r = 0.86). Deux parmi ces 3 faux négatifs correspondent
a des duplications hors modele, les I'TDs étant associées a des délétions. FLTS ITD_ ext ne
prend pas en compte les délétions, ce qui constitue sa principale limitation. Dans le script,
un filtre est appliqué pour toute taille < 0 pb, conduisant a l'estimation d'une taille erronée
par rapport a 'analyse de fragments, en compilant la délétion et la duplication.

Ce travail a permis la mise au point de FiLT3r un nouvel algorithme pour la détection et
la quantification de FLTS-ITD. En comparaison a I’ensemble des algorithmes testés, FiL T3r
obtient les meilleurs résultats (F; = 1 et r = 0.87). Ces résultats supérieurs ne sont pas diis
a un effet d’over-fitting, I’utilisation d’un jeu de données indépendant pour le développement
et pour le paramétrage ayant permis de supprimer cet effet. Il obtient également le meilleur
pouvoir discriminant avec 96% (Figure 35) des patients correctement classés. FiLT3r
apparait donc comme l’algorithme de choix pour la détection de FLTSITD en routine et
pourrait a terme remplacer la méthode par analyse de fragments et ainsi pallier a ses limites.

Le manque de résolution de 'analyse de fragments (précision a 1pb) peut induire des erreurs
au niveau de l'estimation de la taille de I'I'TD. Dans le jeu de données test, I’ensemble des
algorithmes de détection a l'exception de FLTS-ITD-ext ont identifié deux patients
présentant des ITDs non multiples de 3 (173 et 175 pb). Ces 2 ITDs avaient été détectées a
une taille de 174 pb (multiple de 3). Cette discordance pourrait s’expliquer par
I’approximation de la longueur des ITDs avec ’analyse de fragments. Un séquencage Sanger
sur ADN a donc été effectué confirmant leur taille non multiple de trois. Pourtant un
décalage du cadre de lecture entraine généralement la synthese d'une protéine non
fonctionnelle. Ceci n’a pas encore été rapporté dans la littérature concernant FLTS-ITD, qui
est constamment associée a un gain de fonction. Néanmoins, apres une analyse approfondie,
ces duplications se situent dans l'intron séparant I’exon 14 et ’exon 15 et pourraient avoir
un effet sur 'épissage. Afin de prédire cet effet, I'algorithme Neural Network Splice
(NNSplice (132,133)) a été utilisé. Son principe repose sur une fenétre glissante parcourant
la séquence afin de détecter les sites donneur et accepteur d'épissage. L’algorithme prédit
pour les 2 patients que I'ITD crée un site donneur et un site accepteur et forme ainsi un
potentiel exon additionnel de 81 pb entre 'exon 14 et 15 (gain de fonction potentiel). A
I’instar de nombreux outils de bio-informatique, NNSplice fournit seulement une prédiction.
Une confirmation par séquencage sanger sur ARN permettrait de prouver cette hypothese.
Toutefois cet exon de taille 81 bp est concordant avec une I'TD respectant le cadre de lecture.

L’analyse de fragments ne permet pas de déterminer la position exacte du site d’insertion ni
la séquence de I'I'TD. Récemment, certains auteurs ont pourtant rapporté que ces deux

parametres pourraient avoir un impact majeur sur le pronostic du patient.

Schwartz et al. ont travaillé sur les caractéristiques structurelles des séquences d’ITDs et
leur impact sur la réponse au traitement chez les patients atteints de LAM FLTS3-ITD
mutées. Les auteurs ont catégorisé les I'TDs en classe "typique" ou "atypique" en fonction de

87



leur composition nucléotidique. La séquence d'une I'TD typique correspond a une duplication
parfaite de l'originale, tandis qu'une ITD atypique correspond a une séquence différente
(duplication hors modele). Leur analyse révele que la réponse au traitement par FLT3i est
corrélée avec la classification. Chez les patients traités par FLT3i étre porteur d'une I'TD
typique réduisait le risque de 66,3 % par rapport & aux porteur d’ITD atypique(HR 0,337 ;
CI 0,165-0,689), ce qui suggere que les patients typiques avaient une meilleure survie globale.
Néanmoins ’étude présentait plusieurs biais (i) leffectif réduit de la cohorte (n = 68) ; (ii)
'absence d’étude in vivo concernant la conséquence fonctionnelle d’une I'TD atypique ; (iii)
I'AR et le site d’insertion n'étaient pas pris en compte dans leur modele multivarié. Aux
dates d’inclusion des différentes cohortes utilisées dans notre travail (2008-2019), trop peu
de patients étaient sous FL'T3i ce qui ne nous a pas permis pas d’inférer sur cette théorie.

En avril 2021, Riicker et al. ont démontré I'impact pronostique et prédictif du site d'insertion
de I'I'TD chez 452 patients mutés FLTS-ITD randomisés dans le cadre de 1'essai RATIFY
(NCT00651261). Les patients étaient répartis dans 3 catégories selon la position des sites
d'insertion de leurs I'TDs : le groupe JMD si les sites étaient uniquement situés dans le
domaine du gene codant pour la partie juxtamembranaire du récepteur, le groupe TKD1 si
les sites étaient uniquement situés dans le domaine du gene codant pour le domaine tyrosine
kinase du récepteur, et le groupe JMD/TKDI1 si les sites étaient situés dans ces deux
domaines. La survie globale différait significativement, avec une probabilité de survie globale
a 4 ans estimée a 0,44, 0,50 et 0,30 pour JMD, JMD/TKD1 et TKDI, respectivement. Ces
résultats confirment 1'hétérogénéité moléculaire de FLTS-ITD et l'impact pronostic négatif
lorsqu’elles concernent uniquement le domaine TKD1 dans la LAM (134). Cette découverte
pourrait faire également l’objet d'études concernant le site d’insertion pour les futurs
patients du BIG afin de corroborer les résultats de la cohorte RATIFY.

Outre l'intérét pronostique de ces deux parametres, leur utilisation conjointe pourrait
permettre d’évaluer 1’hétérogénéité clonale de FLTS-ITD. En effet, un pic en analyse de
fragments pourrait correspondre en réalité a des clones différents. Dans notre travail, nous
avons fait le choix d’agréger les I'TDs de méme longueur afin d’avoir un AR le plus
représentatif de 'analyse de fragments. Mais il pourrait étre intéressant de suivre ces clones
individuellement afin d’apprécier I’évolution clonale. K. Schranz, et al. ont mis en évidence
que les patients présentant une hétérogénéité clonale de FLTS-ITD avaient une survie
globale et une survie sans rechute significativement diminuées (128).

L’utilisation de FiLT3r pour la détection de FLTSITD par NGS rendrait possible le
multiplexage avec d’autres genes impliquées dans les LAM. En raison des implications
pronostiques et thérapeutiques de certaines altérations génétiques, il est impératif de
procéder, au moment du diagnostic, a une analyse moléculaire complete des mutations ayant
un impact pronostique et thérapeutique. Outre la caractérisation initiale de la maladie, le
multiplexage pourrait également inclure une exploration des mutations de résistance aux
FLT3i. En effet, Schmalbrock et al. ont exploré les mécanismes de résistance a la
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midostaurine en étudiant 54 couples diagnostiques rechutes/réfractaires dans le cadre de
I’essai RATIFY. Les auteurs ont mis en évidence chez les patients réfractaires, un nombre
plus élevé de mutations persistantes et ont acquis moins de nouvelles mutations par rapport
aux patients en rechute. Cette observation est conforme a 1'hypothese selon laquelle les
mutations de résistance chez les patients réfractaires sont déja présentes au moment du
diagnostic, alors que chez les patients en rechute, 1'échec du traitement est dii a la sélection
et a la croissance des clones résistants et a 1'acquisition de nouveaux clones (135). Cet article
souligne I'importance d’un screening large des le diagnostic et sa répétition chez les patients
réfractaire et en rechute afin d’évaluer le changement du paysage mutationnel. Ainsi, la
disponibilité d'une plateforme de séquencage rapide pour la recherche de I'ensemble des
mutations impliquées dans les LAM, la caractérisation de FLTSITD (séquence et site
d’insertion) et la recherche d’éventuelles mutations de résistance aux FLT3i présenterait un
avantage significatif dans la prise en charge du patient.

L’analyse de fragments a une limite de détection élevée, les données de la littérature
I'estimant entre 1 et 3% (109,110). Lorsque le ratio est faible, (AR < 3%) il est parfois
difficile de distinguer les pics "vrais" des artefacts. L’analyse des données NGS a l'aide de
FiLT3r est basée sur le dénombrement de reads, et non sur l'interprétation de pics,
permettant ainsi une détection plus basse et plus précise. Dans notre travail, nous avons
appliqué le méme seuil que pour 'analyse de fragments. Cependant, FiLT3r était capable
de détecter des ITDs < 1% chez des patients considérés comme négatifs par la méthode de
référence. Cette problématique pourrait faire I'objet d’un travail futur dont le propos serait
de déterminer la pertinence de traiter les patients présentant une duplication FLTS-ITD a
tres faible ratio. L’hypothese principale serait qu’il existe un risque accru de rechute chez
ces patients non traités par FL'T3i, imputable a la persistance du clone minoritaire FLTS3-
ITD muté sous traitement par chimiothérapie conventionnelle.

La détection de FLTSITD par FiLT3r pourrait également ouvrir la voie a la MRD. Les
taux de réponse initiale a une chimiothérapie intensive sont assez élevés chez les patients
atteints de LAM a FLTS3-ITD (136). Néanmoins, de nombreux patients finissent par rechuter
méme apres la greffe (79). La disponibilité d'un test sensible et spécifique permettant
d'évaluer la MRD pour FLTSITD, a utiliser chez les patients en rémission clinique,
présenterait un avantage significatif pour les cliniciens. Ce test pourrait guider les
transplantations et le traitement d'entretien par inhibiteurs de FLT3 apres une
chimiothérapie intensive ou une transplantation (87,137,138). Le traitement d'entretien par
inhibiteurs n’est pas encore clairement positionné dans la LAM FLTSITD positive apres
une allo-HSCT (137). En outre, la capacité a déterminer de maniere sensible et précise la
charge d'alleles FLT3 mutés pourrait étre utilisée afin de mieux caractériser les réponses aux
inhibiteurs de FLTS et participer a définir des recommandations. Toutefois, un travail
important reste a effectuer concernant la détermination de la limite de détection et de
quantification dans le contexte de MRD.
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Nous avons procédé a un examen complet des principes, des fonctionnalités et des limites
des algorithmes existants pour détecter FLTS-ITD par NGS. Dans ce travail nous avons
mis au point l'algorithme FiLT3r sur un jeu de données d'entrainement. Nous 1’avons
comparé ainsi que l’ensemble des algorithmes disponibles a la méthode de référence
(analyse de fragments), sur plusieurs cohortes de patients indépendantes. L’utilisation de
FiL'T3r représente une approche prometteuse pour la détection sensible, robuste et
informative des mutations FLTS3-ITD par NGS.
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Abstract

Internal tandem duplications in the FLT3 gene, termed
FLT3-ITDs, are useful molecular markers in acute
myeloid leukemia for patient risk stratification and follow-
up. FLT3-ITDs are increasingly screened through high-
throughput sequencing raising the need for robust and
efficient algorithms.

We developed a new alignment-free algorithm that aimed
to identify and quantify FLT3-ITDs in high-throughput
sequencing data. The algorithm focuses on the k-mers
from the reads that also belong to the exons 14-15 of
the FLT3-ITD gene. We show that those k-mers bring
enough information to accurately identify the FLT3-ITD
length and to quantify those duplications.

The algorithm is implemented in a free software
called FiLT3r. We compare FiLT3r with state-of-the-
art alternatives to the fragment analysis gold standard.
We show on a reproducible benchmark from a cohort of
185 patients sequenced on lllumina that FiLT3r is more
precise (no false positive nor false negative) and is both
quicker and more memory-efficient.

Introduction

Monitoring the disease progression in blood cancers requires
the identification of pathology-specific molecular markers. In
acute myeloid leukemia (AML), one of the markers used is

© The Author 2021. Published by Oxford University Press. All rights

an internal tandem duplication in the FLT3 gene (FLT3-
ITD), which occurs in 20-30% of cases (Cao et al. (2019);
Pratz and Levis (2010); Small (2006); Thiede et al. (2002)).
FLT3-ITD are in-frame duplications of highly variable size,
ranging from 3 to more than 400 nucleotides, mostly located
within the receptor’s autoinhibitory juxatamembrane domain.
This mutation represents a strong prognostic biomarker since
patients with FLT3-ITD are at higher risk of relapse and
have decreased event-free and overall survival (Kottaridis et al.
(2001)). The importance of allelic ratio (AR), as assessed by
the ratio between the mutated allele and the wild-type allele,
has been demonstrated in several studies (Schlenk et al. (2014);
Thiede et al. (2002)). Besides its prognostic value, FLTS-ITD
has also a major therapeutic impact as its presence may lead to
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT)
(Dohner et al. (2017); Hunter and Chen (2020); Schlenk et
al. (2014)). FLTS-ITD is also a therapeutic target with the
emergence of FLT3 inhibitors in the induction and consolidation
therapy (Daver et al. (2019); Stone et al. (2017)) and more
recently as maintenance therapy (Xuan et al. (2020)).

Historically, according to FEuropean LeukemiaNet (ELN)
guidelines, the identification and quantification of FLT3-ITD
was performed with fragment analysis (Dohner et al. (2017)).
DNA fragments were fluorescently labeled, then separated by
capillary electrophoresis (Lyu et al. (2020); Murphy et al.
(2003)). One or more peaks were obtained depending on the
presence or absence of ITD(s). The size of the ITD was
determined by subtracting the size of the wild type fragment
from that of the mutated fragment, using a scale. The AR
was evaluated by dividing the area under the curve of the
mutated fragment’s peak by that of the wild-type fragment’s
peak. Although robust, this technique has several limitations:
(i) the lower limit of quantification of the AR is high, generally

served. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com1
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at least 1% (Kim et al. (2015); Sakaguchi et al. (2020)), (i)
the ds mination of the size of the ITD using the scale is
approximate, (iii) the exact position of insertion and complete
sequence of the ITD are not available (Schranz et al. (2018),
Riicker et al. (2021)) and (iv) sample multiplexing cannot
be performed. Development of high-throughput sequencing

enabled the detection of several markers of interest in a single
sequencing run and has the potential to overcome several of
those limitations. Initially the data produced were analysed
using pindel, a general-purpose algorithm that detects and
quantifies indels and structural variants (Ye et al. (2009)).
Although using a general-purpose software can be appealing,
it may be under-optimised to address the specific problem of
identifying and quantifying FLT3-ITD. Thus many methods
were specifically developed to detect FLTS-ITD in high-
throughput sequencing data (Yuan et al. (2021)). Yuan and
colleagues distinguished the assembly-based methods from the
alignment-based ones, and demonstrated better accuracy of
alignment-based methods.

However alignment-free methods have gained importance in
bioinformatics (Zielezinski et al. (2017)) as they usually have
the advantage of using only a fraction of the resources required
by alignment methods while providing similar results. km is an
example of an alignment-free strategy for FLT3-ITD detection
(Audemard et al. (2019)). It is based on Jellyfish (Marcais and
Kingsford (2011)), a k-mer counting algorithm, to efficiently
count k-mers in the reads. Then km first builds a linear k-
mer graph of the reference seugence and traverses it using their
count table. Any divergent path that can be identified with the
count table is a potential duplication. We introduce another
alignment-free approach based on k-mers, but contrarily to km
our approach doesn’t require to count the k-mers from the reads.
This allows it to be quicker. For the detection of duplications we
were inspired by the methodology used in the work of Philippe
et al. (2013) by analysing the occurrences of the k-mers in the
reads.

Methods

We introduce our heuristic aimed at finding duplications
compared to a reference sequence though it can more generally
detect insertions and deletions. In what follows what is
described for duplication also holds for indels without loss of
generality.

To determine if a read contains a duplication we first need to
consider all k-mers from the read and identify their positions
in the reference sequence. The main principle consists of
identifying any read in which k-mer positions on the reference
sequence would suddenly go back. Such an event would
correspond to a duplication with respect to the reference
sequence. To further explain this principle, here is a concrete
example of its application. Let 7" be the reference sequence
and R a read. Figure 1 illustrates an example where AGAT is
duplicated in R. When querying at which positions the k-mers of
R occur in T, the positions of the k-mers gradually increase from
1 to 3 and then go back to 2 at the start of the duplication. This
phenomenon is the signature of a duplication. We will use this
observation to detect duplications in an efficient way. As will
be shown later, this information is also sufficient to determine
the length of the duplication.
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0123456

T ACAGATC

01234567839
R CAGATAGATC
Read

123--234--

Positions of the k-mers
of RinT (k = 3)

Fig. 1. Identifying duplications from a reference sequence 7' in a read R with
k-mers (k = 3). The bottom line represents the positions of the k-mers from R in
T For instance the first element (1) corresponds to the k-mer CAG which appears
in position 1 in T'. The dashes (—) correspond to k-mers from R that do not occur
in T (eg. ATA or TAG).

The FiLT3r algorithm

Our algorithm can be summarised in three main steps:

1. Indexing k-mers of the reference sequence with their original
positions.

2. Traversing all the reads: keep the ones with enough k-mers
from the reference sequence and determine the position of
the read’s k-mers in the reference sequence.

3. Detect a duplication event in reads using the k-mers
positions in the reference sequence.

The indexing step is trivial as the reference sequence (basically
exons 14 to 15 in the FLTS gene) is very short. With short
values of k, there may exists several occurrences of the same
k-mer in the reference sequence (see A in figure 2). Thus, all
positions are stored to prevent loss of information. Ambiguities
in the positions will be resolved afterwards.

The second step only consists of reading the reads one by one
and then querying the index (a hash table) with the k-mers
of each read (see C in figure 2). The main difficulty comes
from the third step. Figure 1 introduces a simplified version of
the problem but other cases may arise that should be handled
correctly to prevent false negatives or false positives as will be
shown later.

Duplications are only searched in reads whose number of k-mers
from the reference sequence is above a given threshold to prevent
spending time on reads not coming from the gene of interest. For
each of these reads we will now focus on the k-mers occurrences
in the reference sequence. We call trace of R in T, denoted by
tp, the list of k-mers positions in T from a read R. Then tp|i]
is a list of positions where the k-mer R[i...i + k — 1] occurs in
T (see traces of kept reads in figure 2 for examples). This list
can obviously be empty whenever the k-mer doesn’t occur in
T. We call a break (as in Philippe et al. (2013)) the maximal
span of positions where t5[i] is empty (denoted by t,[i] = ()).
Thus, a break is identified by its starting position and its ending
position. For a read R if we have a break (j,,j,), then pg[j] = (),
for each j, < j < j,, and either j; = 0 or tgz[j, — 1] # (), and
either j, = |R| — 1 or tg[j, + 1] # ().

‘Whenever a duplication occurs in a read R, this will create a
break in the trace. Note that the converse is not true: many
other events can also create breaks. Actually, any difference
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Fig. 2. How FiLT3r processes the reads. (A) The k-mers of the reference sequence are indexed in a hash table and a Bloom filter. The keys of the hash table are k-mers

and the values are a list of positions where the key occurs in the reference sequence. (B) The reads matching a sufficient number of k-mers with the reference are kept

(C) The k-mer positions in the reference are considered. (D) Substitutions are removed. (E) Duplications, and more generally indels, are called only using the positions

of the k-mers.

between the read and the reference sequence will lead to a
break. Also, in some rare cases the duplication will not create
a break. However the probability of this phenomenon decreases
exponentially with k.

Using the trace of the reads we start by identifying all the breaks
in a trace and by determining if the positions before and after
the break are compatible with a duplication. Thus, ¢

suming
for now that ¢p[j, — 1] and tz[j, + 1] both correspond to a single
position in the reference sequence, we check whether ¢p[j; — 1]+
g—1> tglj, +1], where g is the size of the break. In such a case,
a duplication has been detected (see E in figure 2).

The length of the duplication can be deduced from the k-
mer positions. Let (j,j,) be a break corresponding to a
duplication. tg[j, — 1] + k — 1 is the last nucleotide position
before the duplication while 5 [j, + 1] is the first nucleotide in
the duplication. Thus the length of the duplication is tg[j; —
1]+ k—1—tgljy +1]+1 =tg[j; — 1] —tg[j, + 1] + k. For instance,
in figure 1, the break is (3,4) and the length of the duplication
is 3 —2+ 3 = 4. However the formula does not hold whenever
short insertions occur at the breakpoint or when there is an
overlap between the start of the duplication and what follows
it in the reference sequence. All those cases can actually be
casily dealt with. Each inserted nucleotide will lead to a break
length increased by one. Conversely each overlap will lead to a
decreased gap length. We note that when no such insertion or
. Hence we deduce that more

overlap occurs, we have j, —j, =
generally the duplication size is tp[j, — 1] — tpljs + 1] + jo — 7).
The formula also holds when substitutions occur at d < k
nucleotides from the breakpoint. In this case, this will make the
break longer by d nucleotides, but this will obviously decrease
trljy — 1] by d or increase tg[j, + 1] by d (depending where the
substitution occurs). Thus the computed duplication size won’t
change compared to the situation where no such substitution
occurs. Thus our heuristic is robust to such events.

We are finally able to identify duplications within a read in linear
time. In order to limit the false positives, we introduce several
strategies to mitigate this risk.

Mitigating false positives

False positive detection of duplication can be encountered
because k-mers are short sequences that can occur by chance
because of sequencing errors, or other events. We must not
detect a duplication whenever a (few) short k-mers occur in
the wrong place.

Disambiguating positions

In the read trace, some k-mers may occur at several locations in
the reference sequence. Of course only one (at most) is correct,
thus only one is kept. Assuming we want to disambiguate t5|i]
(ie. |tgli]| > 1), we follow those rules:

First, if £p[i — 1] is non-ambiguous and (i — 1]+ 1 appears
in tg[i], then we retain this value.

Otherwise, among the possible positions in t[i] we choose
the one which minimises the distances (ie. the asolute values
of the subtractions) with the neighbouring positions in ¢y
(both the original one and the one currently cleaned). The
neighbouring positions considered are all the ones that don’t
imply crossing a break, or a break can be crossed only if
position i is just before or just after a break.

Eliminating substitutions

Substitutions are the most frequent mutations and sequencing
errors (at least for Illumina sequencers, see Lachnemann et al.
(2016)). Therefore many breaks will be due to substitutions.
To limit the number of breaks to consider, and to have traces
with more valid positions, we remove substitutions by correcting

them (either mutations or sequencing erro: This also allows

to detect duplications in spite of proximate substitutions and it
will improve the estimation of the quantification.

The correction is carried out as follows: let a break (j;,J,),
we extract the k-mer starting at position j;. Since this k-mer
doesn’t exist in T', as position j; is the first one of a break, we
try the three other nucleotides at position k—1 in this k-mer. If
one of the corrected k-mer occurs at a position p such that p—1
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oceurs in tg[j; — 1], then we correct the k-mer this way and we
move on to the next k-mer. In case the correction did not work,
the k-mers in the break are not corrected.

Enlarging k-mers

Before reporting a duplication event, we make sure this event is
robust by checking that & consecutive positions in the trace are
consistent. Thus if we have a candidate break (j;, j,), we report
this as an event if and only if tg[j, — 1 —i] +i = tg[j, — 1], for
1 < i <4, and conversely iff tp[jy + 1+ i —i = tg[j, + 1], for
1<i<é.

Estimating duplication abundance

Identifying a duplication is not sufficient as its abundance is
also a prognosis factor. Rather than a raw abundance, a relative
abundance (expressed as a VAF (Variant Allele Frequency) or
a MT/WT ratio (ratio between the number of duplications
and the number of wildtypes observations)) is much more
meaningful.

To do so, we use the disambiguated traces and we count
the coverage at each position of the reference sequence. This
corresponds to the total coverage. More formally when ¢ i] = j,
we increment the coverage at position j in the reference sequence.
‘We deduce the wildtype coverage by removing all the coverages
from the duplications that have been detected.

However with our approach we cannot detect duplications that
would occur at the start or at the end of a read. As explained
previously, for a duplication to be detected we need to have
& positions in the trace before and after the break. For a
duplication creating a break of size b, we will need to have
t = 26+b+k—1 nucleotides in the read. That means that we will
not be able to detect duplications occurring in the first t —1 or
the last ¢ — 1 nucleotides of the reads. Thus when quantifying a
duplication, the quantification will be under-estimated because
#;1) of the duplications could not be counted, where R is the
size of the reads. The counts are thus corrected to take this
observation into account, and by assuming that any indel has
a uniform probability of occurrence within the read. Let ¢ be
the raw quantification, ie. the number of reads in which the
duplication was identified, the corrected quantification is ¢’ =
q(1+25H). The VAF or MT/WT ratios are then computed
using the corrected counts and the wildtype coverage at the
position of the duplication.

Optimising data processing

As specified previously we only search duplications in reads
having enough k-mers coming from the reference sequence.
However in most cases most of the reads would not come from
the region of interest. Thus the most time consuming step in
our algorithm is to determine whether the read is coming from
that region. To lower this time consumption we use a heuristic:
k-mers from the region of interest are stored in a Bloom filter
(Bloom (1970)).

The first step is therefore to query the Bloom filter to determine
how many k-mers come from the region of interest in the read.
If this value is above a threshold then the read goes to the
following stages of the algorithm, otherwise it is discarded. By
default this threshold is set at 30 %.
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Bloom filters do not yield any false negative, therefore we
have the guarantee that this heuristic will not prevent us from
identifying a read that actually comes from the region of interest.
As the region of interest, namely exons 14 to 15 from the FLTS
gene, is quite short the Bloom filter can be very small and will
likely be stored in the CPU cache, which will allow very quick
accesses.

Implementation and benchmarking

FiLT3r is implemented in C++ using the GATB
library (Drezen et al. (2014)) and is freely distributed
(https://gitlab.univ-lille.fr/filt3r/filt3r).

‘We will compare FiLT3r with state-of-the-art approaches. We
made a preliminary assessment on our cohort with several
software (see Supp Table 1). However with the later publication
of Yuan et al. (2021) we prefered referring to their independent
assessment and chose for this paper the best tool they
assessed: FLT3-1TD-ext (Tsai et al. (2020)). We also added km
(Audemard et al. (2019)) as it was not evaluated in Yuan et al’s
benchmark and showed good performances in our preliminary
assessment. km is an alignment-free approach already presented
in the introduction. We also add that km is not focused on FLT3
and can more genrally detect variations in raw reads. FLT3-ITD-
ext relies on a general-purpose aligner (BWA-MEM, Li (2013))
to align reads to the reference sequence (the FLTS3 genomic
sequence of exons 14-15).

FiLT3r was launched with a k-mer size of 12, km with a k-mer
size of 31 (as advised by km authors) and with a threshold
for duplication detections of .01 (thresholds .1 and .001 were
attempted but the best results were achieved with a threshold
of 0.01), Jellyfish parameters were identical to the ones used
in km publication (-C -L 2 -Q+ -s 1000000). FLT3-ITD-ext
was launched with default parameters. The experiments can be
reproduced with a Snakefile available on the Git repository of
the software.

All the experiments were performed on a server with 24 Intel®
Xeon® CPU E5-2420 and 193GB of RAM. The data was stored
on a NAS connected to the server through NFS. The programs
were run on a single thread. User times and peak memory
consumptions were measured.

Benchmarking data

‘We assessed the three software on high-throughput sequencing
data of 185 patients aged from 18 to 60 years old, diagnosed
with de novo or secondary AML at the hematology laboratory of
the University Hospital of Lille. This population was composed
of 114 FLT3-ITD positive patients and 71 FLT3-ITD negative
patients, according to the gold-standard fragment analysis
(Boissel et al. (2002)). The local ethics committee approved
the study and all patients signed an informed consent at
diagnosis (CHRU de Lille, Tumorothéque du C2RC, approval
nos. CSTMT289).

Exons 14-15 of FLT3 were sequenced in all patients using
the following methodology: library was prepared by capture
method targeting 62 genes with SureSelect-QXT (AGILENT®)
according to the manufacturer’s protocol. Samples were
sequenced with NextSeq Illumina® ($2x$121bp). The region
of interest was sequenced with a mean depth of 2116x (range:
421.32 — 4538.84). The base calling was performed with
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(a)
FiLT3r Km FLT3-ITD-ext
True pos. 145 123 144
False neg. 0 22 1
False pos. 12 5 8
(b)
FiLT3r Km FLT3-ITD-ext
True pos. 147 125 144
False neg. 0 22 3
False pos. 0 0 0
Precision 1 1 1
Recall 1 0.85 0.98
F1 1 0.92 0.99

Table 1. (a) Raw results of the three software assessed on the samples of
185 patients. Any result from a software is considered as a false positive
as long as its quantification is at least 1% and it is not detected by
the reference method. (b) Corrected results, after taking into account
two Sanger sequencing to verify the two FLT3-ITDs detected by two
software, and by considering as false positive only FLT3-ITDs detected
above 1% by a software in negative samples.

bcl2fastq2 (v:2.20.0) and fastq were trimmed with fastp
(v:0.20.0). The number of paired-end reads per sample ranged
from 1.8 million to 35 million (median: 4.8 million). The
sequences were deposited on SRA (see supplementary file 3).

Results

The software results are compared to what was identified
with the gold-standard method (DNA fragment analysis). Any
duplication found by a software, at whatever abundance, and
identified with the reference method is considered as a true
positive. Any duplication found by a software with a ratio
mutated/wild type (MT/WT) above .01 and that was not
identified by the reference method is for now considered as a
false positive. After analysing the results in details, we will
change this definition of false positivity as it is too stringent.

The raw results are shown in table 1 (a). FiLT3r and FLT3-
ITD-ext show similar performances. FiLT3r was slightly better
in terms of true positives, but at the apparent cost of more
false positives. This higher number of false positives is mainly
due to the fact that we did not apply any filter to FiLT3r's
results, to prevent any kind of over-fitting. In the details,
3 false positives are due to short single nucleotide deletions
that could easily be filtered out; 2 others are detected by
both FiLT3r and km and were further confirmed by Sanger
sequencing making them false negatives of the reference method
and FLT3-ITD-ext (see supplementary figures 3 and 4); 4
others are also seen either by km or FLT3-ITD-ext; and finally
the last 3 appear to be duplications specific to FiLT3r (see
supplementary file 2). Interestingly two of them are detected
in SRR15006540 and their cumulative lengths (16 and 56)
correspond to the length of a duplication that was detected by
the conventional method (72). We thus believe that those two
duplications are not false positives and are a consequence of our
more fine-grained method that is able to distinguish multiple
duplications. In supplementary figure 1 we show a dotplot of a

read from SRR15006540 against our reference sequence where
two duplications appear.

We also argue that the events identified as false positives are
not real false positives. Apart from one of the two Sanger-
confirmed duplications, all the other false positives (for all the
software) occur in positive samples where other duplications
were detected at higher ratios, apart from the two duplications
in SRR15006540 detailed previously. With the conventional
method there was no reason to dig into rarer duplications when
more abundant ones existed. This is not the case anymore with
high-throughput sequencing. Thus we consider that our initial
definition of false positive is not well suited and we instead
switch to the following, more strict definition: a false positive
corresponds to any duplication detected at the threshold of .01
in a negative sample (apart from the sample SRR15006372,
initially considered as negative, where the duplication was
later confirmed by Sanger sequencing). No software detected
a duplication above that threshold among the 71 negative
samples. Hence the most important metric in this context is the
false negativity. We show a corrected version of the results in
table 1 (b) where false positivity is thus at 0 and where the two
Sanger-confirmed sequences are moved from the false positives
to the true positives for FiLT3r and km (and added to the false
negatives for FLT3-ITD-ext). On those 185 samples, FiLT3r
displays perfect results as it did not report any false positive
nor false negative result.

Figure 3 shows the quantification computed by the three
software for the duplications found. Their quantifications are
compared to the one found by the reference method. With
FiLT3r and FLT3-ITD-ext the quantification is closer to the
fragment analysis quantification (respectively r = .93 and
r = .88 for the log-transformed quantifications), compared
to km (r = .75). It should also be noted that one of the
quantification FiLT3r underestimates corresponds to the 72nt
duplication we previously detailed (which FiLT3r also detects
as two duplications of 46nt and 26nt). Interestingly, the other
duplication FiLT3r largely underestimates (in SRR15006376) is
also underestimated by a factor of 10 by FLT3-ITD-Ext and
was not detected by km.

Regarding time and space consumption, FiLT3r shows the best
performances (see Figures 4 and 5). We also show the time and
memory usage for counting k-mers, with Jellyfish, which is a
required step for km.

In Figure 4 we see that km at thresholds 0.01 is blazingly fast
as it systematically took less than 10 seconds to detect the
duplications. However this doesn’t include Jellyfish time, which
must be launched on each sample. While Jellyfish is a very
efficient k-mer counter it was 2-3 orders of magnitude slower
than km itself. FiLT3r’s median user time (65 s) is 6 times
quicker than Jellyfish’s and 9 times quicker than FLT3-ITD-
Ext’s. In some cases FLT3-ITD-Ext can be very time consuming,
taking several hours while FiLT3r never took more than 10
minutes. The progression margin for FiLT3r is quite low as
gunzip on the same files took about a third of the time took
by FiLT3r (see supplementary figure 2).

For FiLT3r it appears that using a Bloom filter dramatically
speeds up the software. We launched FiLT3r by deactivating the
usage of the Bloom filter and FiLT3r was an order of magnitude
longer in that case (see supplementary figure 3).
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6 Frugal alignment-free identification of FLT3-internal tandem duplications with FiLT3r

FiLT3r

km FLT3-ITD-ext
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Fig. 3. Quantification of duplications found with FiLT3r, km (threshold .01) and FLT3-ITD-ext compared with the fragment analysis method. The gray straight line
corresponds to y =  and ideally the dots should be aligned along that line. The gray area is centered around that line and its width is of one log. The hotter the color
of the dots, the higher the quantification error. Only 8 results are not within this gray area for FiLT3r, 27 for km and 16 for FLT3-ITD-ext.

Distribution of time consumption on 185 samples
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Fig. 4. Time consumption of FiLT3r, km and FLT3-ITD-Ext on the 185 samples
analysed. KM-JF is the time taken by Jellyfish (preliminary step required for km),
km (0.01) is the time taken by km with the corresponding threshold.

Distribution of memory consumption on 185 samples
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Fig. 5. Memory consumption of FiLT3r, km and FLT3-ITD-Ext on the 185
samples analysed. KM-JF is the memory taken by Jellyfish (preliminary step
required for km), km (0.01) is the memory taken by km with the corresponding
threshold.

Memory consumption is very limited in FiLT3r as we store a
Bloom filter and a hash table of the reference sequence. We also
store reads that match the reference sequence in main memory,
but there are generally just a few thousands of them. FLT3-
ITD-Ext median memory consumption is close to FiLT3r’s as
it is twice as space consuming. However in some cases the
space consumption can reach several GB while FiLT3r used at
most 300 MB. Jellyfish memory usage was systematically above
that highest memory usage recorded for FiLT3r. We could still
improve FiLlT3r memory usage by storing on the disk the reads
matching the reference sequence. This would however lead to a
time penalty.

Conclusions

‘We introduced FiLT3r, a time and memory efficient algorithm
implemented in an open-source C++ software, which shows
very good detection and quantification performances compared
to state-of-the-art software. FiLT3r demonstrated no false
negatives, which was not the case of the other software. Even
the reference fragment analysis method, exhibited two false
negatives as shown by further Sanger sequencing of the sampl
Similarly to the other software, FiLT3r did not detect any
duplication in the negative samples. FiLT3r performances are
better than that of FLT3-1TD-ext, the best software identified
so far, which is alignment-based. This illustrates that alignment-

free algorithms can be more efficient than alignment-based
algorithms while using a fraction of the resources they need.
Beyond the FLT3-ITD analysis, FiLT3r can also be used to
detect duplications in any gene as soon as the reference sequence
is known.
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Résumé : Les duplications en tandem dans le géne FLT3 (FLT3-ITD) sont retrouvées
dans 20 a 30 % des leucémies aigués myeéloides. FLT3-ITD constitue un marqueur
pronostique et une cible thérapeutique et est donc systématiquement recherchée et
quantifiée a l'aide de I'analyse de fragments, conformément aux recommandations de
I'European Leukemia Net. Bien que robuste, cette technique présente plusieurs limites :
limite de détection élevée (1-3%), approximation de la taille de I'l'TD, elle ne fournit pas la
séquence nucléotidique de I'I'TD ni son site d'insertion, multiplexage non réalisable. La
détection de ces ITDs par séquengage de nouvelle génération (NGS) pourrait, a terme,
remplacer cette technique et corriger 'ensemble de ses limites. FLT3-ITD, de par son
hétérogenéité en termes de taille et de site d’insertion, est difficile a mettre en évidence
par NGS avec les outils bio-informatiques classiques.

Ce travail a pour but de développer un algorithme de détection et de quantification pour
FLT3-ITD, nommé FiLT3r, et de le comparer avec les algorithmes existants a la méthode
de référence.

Il s’agissait d’une étude rétrospective multicentrique randomisée sur plusieurs cohortes :
une d’entrainement (BIG-1), et trois de validation (ALFA-0701, ALFA-0702, ALFA-1200)
incluant au total 1173 patients. Les différents algorithmes ont été testés et compareés a la
meéthode de référence en utilisant les échantillons analysés par NGS.

Toutes les ITD détectées par I'analyse de fragments des 1173 patients ont été confirmées
par FiLT3r, y compris chez les patients présentant plusieurs ITDs. Les ratios calculés avec
notre algorithme ont démontré une corrélation avec la méthode de référence estimée a
0,87, correspondant au coefficient de corrélation le plus élevé de tous les algorithmes
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rapport a la technique de référence, avec un score F1de 1 (intervalle : 0,7 - 1) et aucun
faux positif.

L’algorithme FiLT3r représente une approche prometteuse pour la détection sensible,
robuste et informative des mutations FLT3-ITD par NGS.
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