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1 Introduction 

1.1 Leucémies aiguës myéloïdes 

1.1.1 Définition 

Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) forment un groupe de maladies hématologiques, 
phénotypiquement et génétiquement hétérogènes, caractérisées par une accumulation 
anormale de cellules myéloïdes 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 Épidémiologie 

Les LAM représentent 90% de toutes les leucémies aiguës chez les adultes (1), avec un 
nombre estimé de 3428 nouveaux cas en 2018 d’après le Réseau des registres du cancer 
(FRANCIM). L'incidence annuelle est d'environ 4,3 pour 100 000 et augmente avec l'âge 
(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'âge médian au 
moment du diagnostic est d'environ 68 ans (2). Chez l’adulte, la survie globale à 5 ans des 
patients atteints de LAM est de 24%, ce qui la positionne au 5ème rang des cancers aux 
pronostics les plus défavorables (1). Chez l’enfant, elle est d’environ 70 % (3). Les hommes 
sont 1,2 à 1,6 fois plus susceptibles que les femmes de développer une LAM au cours de leur 
vie (4,5). 

1.1.3 Étiologie 

Dans la plupart des cas de LAM, aucune étiologie ne peut être identifiée.  

1.1.3.1 Facteurs environnementaux 

Seuls quatre facteurs environnementaux ont fait l’objet d’études de cohorte et sont donc des 
agents causaux établis : l'exposition chronique à de fortes doses de benzène (6–10), 
l'exposition à 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 très bas (RR 2.04 [1.05 ; 3.97]), d’autres études sont donc nécessaires afin 
de pouvoir conclure à une causalité (21). 
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L’obésité constitue un facteur environnemental endogène augmentant de façon 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 particulièrement notable pour la leucémie aiguë 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 à des niveaux de preuves inférieurs à ceux cités 
précédemment et parfois controversés (25). 

1.1.3.2 Maladies prédisposantes 

Plusieurs maladies peuvent être prédisposantes au développement des LAM :  

- Maladies héréditaires :  anémie de Fanconi (26) (défauts de réparation de l'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 à de nouvelles 
mutations pourrait expliquer cette progression clonale. Cependant,  l’impact potentiel 
des différents chimiothérapies et/ou radiothérapies ne doit pas être écarté. 

1.2 Présentation clinique 

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

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

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

Une hyperleucocytose est observée chez environ 5 à 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 à une augmentation de la viscosité du 
sang et favorise la formation de thrombi aboutissant à une baisse de la perfusion tissulaire 
au niveau du système 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 aiguë promyélocytaire. De ce fait, l’évaluation de la 
numération plaquettaire, du temps de prothrombine, du temps de céphaline activée et du 
fibrinogène doit faire partie du bilan biologique au diagnostic. 

1.3 Présentation biologique 

1.3.1 Hémogramme 

A l’instar du tableau clinique, il existe une grande variabilité au niveau des anomalies de 
l‘hémogramme qui peuvent être retrouvées au diagnostic. 

La plupart des patients atteints de LAM présentent une anémie, le plus souvent 
normochrome normocytaire et arégénérative liée à l’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 paramètre le plus variable d’un patient à l’autre, pouvant aller 
d’une leucopénie franche (< 1G/L) sans blastes circulants, jusqu’à l’hyperleucocytose 
majeure (100-500G/L) essentiellement blastique. La plupart des patients sont 
neutropéniques et des anomalies morphologiques (hyposegmentation, hypogranulation …) 
peuvent être observées dans les neutrophiles résiduels.  

1.3.2 Myélogramme 

Dans les années 1970, le système de classification franco-américano-britannique (FAB) a 
établi que le diagnostic de LA pouvait être posé dès lors que plus de 30% de blastes étaient 
présents dans la MO. Une distinction faite selon des critères 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 à 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 myéloïdes constituent 20 % 
ou plus des cellules de la moelle osseuse (35). Pour les LA à composante monocytaire, les 
monoblastes et promonocytes sont inclus dans ce pourcentage.  
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• LAM 0 : Leucémie aiguë 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 aiguë myéloblastique sans maturation 

• LAM1 : Leucémie aiguë myéloblastique peu différenciée 

Les blastes sont >90% avec une chromatine fine (1 à 3 nucléoles), ont des noyaux ronds 
avec des quantités modérées de cytoplasme (N/C = 0,8 - 0,9) qui peut être légèrement 
granulé et qui peut contenir des bâtonnets d’Auer. Il y a peu de signes de maturation 
myéloïde, avec < 10% de cellules au-delà 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 à mains" mais cette particularité peut être 
également retrouvée dans certaines leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL). 
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Figure 2 : Leucémie aiguë myéloblastique peu différenciée 

• LAM2 : Leucémie aiguë myéloblastique avec maturation 

La blastose est comprise entre 30 et 90%. La lignée myéloïde poursuit sa maturation avec la 
présence de promyélocytes, de myélocytes et souvent d'éléments myéloïdes 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 aiguë myéloblastique avec maturation 

• LAM3 : Leucémie aiguë promyélocytaire 

La LAP est l'un des sous-types les plus caractéristiques de LAM concernant les 
caractéristiques morphologiques, cliniques et cytogénétiques. Chez la plupart des patients, 
les blastes ressemblent à 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 bâtonnets 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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• LAM4 : Leucémie aigue myélomonocytaire 

La leucémie aiguë myélo-monocytaire se caractérise morphologiquement par un mélange 
d'éléments myéloïdes ≥ 20% et monocytaires (promonocyte/monocyte) ≥ 20% avec une 
monocytose sanguine > 5G/L. 

 

Figure 6 : Leucémie aiguë myélomonocytaire 

Une forme variante de la leucémie aiguë myélomonocytaire existe, se caractérisant par la 
présence d'un contingent d'éosinophiles médullaires dysplasiques à 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)). 



 35 

 

Figure 7 : Leucémie aiguë myélomonocytaire avec éosinophiles dysplasiques 

• LAM5 : Leucémie aiguë monoblastique 

Deux variantes de la leucémie aiguë monoblastique ont été décrites ; dans les deux cas, > 
80% des blastes sont de lignée monocytaire. Dans la LAM5a, les blastes monocytaires ont 
des noyaux ronds et de petites quantités de cytoplasme fortement basophile sans preuve de 
différenciation morphologique. Dans la LAM5b, la différenciation est plus nette : au moins 
20 % des blastes ont l’aspect de promonocytes à noyaux repliés et à cytoplasme abondant, 
légèrement granulé, sans bâtonnets d'Auer. La peroxydase est légèrement 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 aiguë monoblastique 

• LAM6 : Erythroleucémie 

L'érythroleucémie est une variante de LAM dans laquelle les anomalies morphologiques de 
l'érythropoïèse sont les plus importantes. Des modifications dysplasiques marquées sur les 
trois lignées hématopoïétiques sont observées. Parallèlement à l'augmentation des blastes 
d'apparence myéloïde, on observe la persistance d'anomalies morphologiques dans la série 
érythroïde avec mégaloblastose profonde, multinucléarité, caryorrhexie, augmentation du 
nombre de mitoses et sidéroblastes annelés. 

 

Figure 9 : Erythroleucémie 
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• LAM7 : Leucémie aiguë mégacaryoblastique 

Les anomalies morphologiques de la mégacaryopoïèse, généralement caractérisées par la 
présence de micromégacaryocytes, sont particulièrement importantes chez les patients 
atteints de LAM7. La majorité des blastes observés est d’origine mégacaryocytaire. La 
myéloperoxydase est négative et le diagnostic s’effectue par immunophénotypage. 

 

Figure 10 : Leucémie aiguë mégacaryoblastique 

1.3.3 Cytométrie en flux 

L'immunophénotypage par cytométrie de flux est réalisé à l'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 l'expression d’antigènes membranaires, 
cytoplasmiques et nucléaires (faisceau side fluorescence light SFL). 

Dans le cas des leucémies aigües myéloïdes, elle permet (i) d’identifier la lignée cellulaire en 
cause (indispensable au diagnostic de LAM0 et plus rarement à celui de la LAM7), (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, à 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 empêchant l’interprétation 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 à 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 être 
utilisée sur des noyaux en interphase ainsi qu’en métaphase. Elle peut être 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 l’éventuelle présence de 
mutations génétiques acquises (38–40). La biologie moléculaire, en mettant en évidence ces 
altérations permet de prédire l’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 à elles seules environ 
40 à 50% des LAM totales. La biologie moléculaire a permis pour ces patients autrefois 
considérés comme un groupe homogène au pronostic équivalent (41), de les stratifier en 
fonction de la présence ou non de certaines mutations aux conséquences cliniques hétérogènes 
(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 séquençage de nouvelle génération (NGS) ou séquençage à haut débit a tout 
particulièrement révolutionné ce domaine en permettant un séquençage rapide et 
relativement peu coûteux de l’ADN et de l’ARN. Cela a entraîné une généralisation de son 
utilisation résultant en une augmentation conséquente du volume de données générées par 
les nouvelles technologies de séquençage. Des compétences de bio-informatique sont 
aujourd’hui primordiales pour assurer le traitement, le stockage et l’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 à la leucémogenèse 
avec un impact évident sur le pronostic (38). Ce sous-ensemble de mutations génétiques 
récurrentes qui ont été impliquées dans la leucémogenèse 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 leucémogenèse, on parle de "passenger mutations". Celles-ci n'ont pas 
d'impact direct sur l'évolution de la maladie (43). L’hypothèse est qu’une ou plusieurs 
mutations driver déclenchent le processus de leucémogènèse, tandis que d'autres agissent de 
manière coopérative, accélérant ou encourageant le processus leucémogène et, dans certains 
cas, contribuant à la résistance à la chimiothérapie et/ou au risque de rechute. Diverses 
formes de coopération (NPM1/FLT3-ITD) ainsi que l'exclusivité mutuelle (RUNX1-
RUNX1T1/CBFB-MYH11) entre différents gènes 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 
gène FLT3 (FLT3-ITD), bien identifiée dans le processus de leucémogénèse, considérée 
comme une mutation driver et possédant donc un rôle clef dans la stratification pronostique 
ainsi qu’en théranostique.  
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1.4 Classification OMS 

La première version de cette classification a été créée en 2001 (45) reprenant de nombreux 
critères 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 façon récurrente dans les LAM (Tableau 1). Une approche 
pluridisciplinaire est donc nécessaire afin de collecter l’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-NUP214 
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 RUNX1 muté 

LAM avec dysplasie multilignée (10-15%) : dysmyélopoïèse ou antécédent de SMD ou 
anomalie cytogénétique de type SMD 
LAM secondaires à une chimiothérapie (10-15%) 

Autres (40-50%) : classées selon la classification FAB 
Sarcome granulocytaire 
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1.5 Classification de l’European LeukemiaNet 

La classification de l’European Leukemia Net (ELN) a été publiée initialement en 2010 et a 
été mise à jour en 2017 (38). Cette classification, qui a été largement adoptée, intègre 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 FLT3-ITD faible1 
 Mutations bi-alléliques de CEBPA 
Intermédiaire NPM1 muté et FLT3-ITD élevé 
 NPM1 sauvage sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITD faible1 (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-NUP214 
 t(v;11q23.3); KMT2A réarrangé 

 t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
 inv(3)(q2l.3q26.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1) 
 −5 ou del(5q); −7; −17/abn(17p) 

 Caryotype complexe ou caryotype monosomal 
 NPM1 sauvage et FLT3-ITD élevé2 
 RUNX1 muté 
 ASXL1 muté 
 TP53 muté 

1 ratio allélique < 0.5 
2 ratio allélique ≥	0.5	

 
L’intégration de ces marqueurs pronostiques est particulièrement importante afin de 
stratifier les patients atteints de LAM pour lesquels les issues cliniques sont hétérogènes. 
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 FLT3 (FLT3-ITD) 

Les duplications internes en tandem dans le gène FLT3 constituent un marqueur biologique 
de choix. En effet, outre leur intérêt pronostique, elles jouent un rôle théranostique puisque 
leur présence justifie l'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 à 30% des cas). 

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

1.6.1 Le récepteur FLT3 

Le gène FLT3, 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). FLT3 est physiologiquement exprimé par les progéniteurs 
de la lignée myéloïde et de la lignée lymphoïde B ainsi que par les blastes (51,52). Il y joue 
un rôle clef dans la myélopoïèse, la lymphopoïèse mais également dans la régulation du 
système 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 hélicoïdaux extracellulaires, un domaine 
transmembranaire et un domaine cytoplasmique (54). Le gène codant pour cette protéine 
est situé sur le chromosome 19q13. Le ligand peut également être 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 
hématopoïétiques (57,58). En effet, à lui seul il ne peut induire la prolifération cellulaire des 
progéniteurs hématopoïétiques : 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 à l’ATP. Cette dimérisation provoque une 
autophosphorylation et une activation de l'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 FLT3 : les mutations situées sur le domaine 
tyrosine kinase (FLT3-TKD) et les duplications dans le JMD et ou TKD1 (JMD/TKD1 ; 
FLT3-ITD). 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 FLT3-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 FLT3-ITD touchant le TKD1 confèrent quant à elle une activation constitutive 
du récepteur (63). 

   

Figure 11 : Structure et activation du récepteur FLT3

EC : Extracellular domain 
TM : Transmembrane domain 
JMD : Juxtamembrane domain 

TKD1/ TKD2 : Tyrosine kinase domain 
KID : Kinase insert domain 

1.6.2 Mécanismes moléculaires 

Les mutations FLT3-ITD ont été mises en évidence pour la première fois en 1996 (64). Les 
ITDs se traduisent par des duplications de taille allant de 3 à 400 paires de bases sans 
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1.6.3 Pronostic 

Au diagnostic, les patients porteurs de FLT3-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'allèle muté par la 
quantité d'allèle sauvage, a été mise en évidence dans plusieurs études (69,70). Un AR élevé 
serait associé à 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, l’ELN a fixé une valeur seuil de l’AR à 0.5, permettant ainsi de 
former 2 groupes distincts : AR faible < 0.5 et AR élevé ≥ 0.5. D'autres paramètres liés à 
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 suggèrent que la présence de la mutation FLT3-ITD peut être associée à 
un pronostic péjoratif, non seulement au moment du diagnostic mais aussi lors de la première 
rechute. Les patients présentant des mutations FLT3-ITD à la première rechute ont une 
probabilité réduite d'obtenir une seconde rémission complète (RC) et une survie globale 
diminuée (76–78). 

FLT3-ITD est également utilisée comme outil de stratification : les patients dont l'AR est 
élevé doivent si possible bénéficier d'une greffe de cellules souches hématopoïétiques 
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 à cette dernière 
(80,81). Toutefois, plusieurs études ont démontré que le pronostic était défavorable dans les 
LAM mutées NPM1 avec FLT3-ITD à faible AR lorsque l'allo-HSCT n'était pas réalisée en 
première rémission complète (82,83).  

La fréquence élevée et l'impact pronostic négatif de la mutation FLT3-ITD en font un 
candidat idéal pour une thérapie ciblée. Plusieurs inhibiteurs ont été développés et 
commercialisés ou font encore actuellement l'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 maîtriser la maladie et de rétablir une hématopoïèse normale. La phase de 
consolidation post-rémission est également nécessaire. En effet, les patients qui ne reçoivent 
pas de thérapie post-rémission peuvent rechuter dans les 6 à 9 mois (84). Le choix de la 
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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 à base de 
sorafénib pourrait devenir un nouveau paradigme thérapeutique dans la LAM mutée FLT3-
ITD (87). Après des décennies de stagnation thérapeutique, l’arrivée de ces molécules a fait 
entrer les LAM dans une ère de thérapie moléculaire ciblée pour un vaste sous-ensemble de 
patients.  

Les mécanismes d’action des ITKs diffèrent en fonction de leur type. Les ITKs de type I se 
lient au récepteur FLT3 dans la conformation active et sont actifs contre les mutations ITDs 
et TKDs. Les ITKs de type II se lient au récepteur FLT3 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 empêchent l'activité des mutations ITDs mais ne ciblent pas les mutations 
TKD (47) (Tableau 3). 

Le spectre d’action varie selon la génération de l’ITKs. La première 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 deuxième génération serait 
plus spécifique du récepteur FLT3 (Tableau 3). 

Tableau 3 : Inhibiteurs FLT3 commercialisés et/ou en développement 

1ère Génération 2ème Génération 
Type 1 

midostaurine giltéritinib 
sunitinib crénolanib 
lestaurtinib  

Type 2 
sorafénib quizartinib 

Non connu 

tandutinib  

Bien que les ITKs aient amélioré les résultats historiquement médiocres du traitement des 
LAM mutées FLT3, la réponse clinique à un inhibiteur de FLT3 peut être de courte durée 
dans les cas de rechute ou de réponse réfractaire. En général, la résistance aux FLT3i peut 
être classée soit comme une résistance primaire du clone, soit comme le développement d'une 
résistance secondaire suite à une première réponse (88). La résistance primaire est 
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principalement due à des mutations de FLT3 rendant la protéine insensible aux ITKs 
spécifiques, ou à 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 à 
l'ATP, (ii) augmentation du FLT3L, (iii) activation de voies alternatives telles que les 
mutations du gène NRAS (89).  

Les thérapies ciblant le récepteur FLT3 ne sont pas les seules à démontrer leur efficacité 
chez les patients porteurs de FLT3-ITD : les anti-CD33, dont fait partie le MYLOTARG®, 
montrent des résultats probants et peuvent être indiqués chez les patients FLT3-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 où est libérée la calichéamicine. Elle 
exerce son effet cytotoxique en se liant au petit sillon de l’ADN et induit une cassure double 
brin. Ces dommages à l'ADN provoquent un arrêt du cycle cellulaire et l’induction de 
l'apoptose (91–93). 

Chez les individus sains, le CD33 se trouve essentiellement sur les précurseurs myéloïdes 
mais est absent de la surface des cellules souches hématopoïétiques (94). On le retrouve 
également sur les blastes myéloïdes 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 1er septembre 2017 l'utilisation de GO en association 
pour les LAM à CD33 positif nouvellement diagnostiquées chez les adultes et pour les LAM 
à CD33 positif en rechute ou réfractaires chez les patients âgés 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 évènement chez les patients adultes atteints de LAM présentant 
des mutations FLT3-ITD (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 reçu en 2018 une AMM pour le traitement des patients adultes 
atteints de LAM de novo, ayant une cytogénétique favorable ou intermédiaire ou une 
mutation FLT3-ITD, en association durant la phase de d’induction.  

Plusieurs mécanismes de résistance contre la GO sont décrits dans la littérature : (i) l'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 l’hyperméthylation des îlots CpG augmenterait 
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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 FLT3-ITD puis (ii) de participer à la mise au point d’un 
algorithme appelé FiLT3r permettant de détecter et de quantifier les mutations FLT3-ITD 
(iii) tout en évaluant celui-ci en s’assurant qu’il soit bien compatible avec la technique de 
séquençage haut-débit avec enrichissement par capture ainsi qu’avec le panel de gènes utilisé 
en routine au laboratoire analysé conjointement à FLT3-ITD. 
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2 Matériels et méthodes 

2.1 Échantillons 

Afin d’éviter un phénomène 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 l’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 paramètres de FiLT3r 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), âgés de 18 à 59 ans. 
La base testée comprend 114 échantillons FLT3-ITD+ (81 échantillons de moelle osseuse 
et 21 de sang périphérique) ainsi que 71 échantillons FLT3-ITD- (57 échantillons de moelle 
osseuse et 14 de sang périphérique). Le statut des échantillons vis à vis de la mutation 
FLT3-ITD a été déterminé à l’aide de l’analyse par fragments. 
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2.1.2 Jeu de données "test": ALFA-0701, ALFA-0702 et ALFA 
1200 

Les algorithmes ont été évalués à l’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 
Recrutement 

Population cible n 
théorique 

n 
réel 

ALFA-0701 2008-2010 Patients atteints de LAM de novo 
(LAP exclus), âgés de 50 à 70 ans. 

271 196 

ALFA-0702 2009-2013 Patients atteints de LAM de novo 
(LAP exclus), âgés de 18 à 59 ans. 

713 349 

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

509 443 

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 FLT3-ITD-. Le statut des échantillons vis-à-vis de la mutation FLT3-ITD a 
été déterminé à l’aide de l’analyse par fragments. 

2.2 Extraction d’ADN 

Dans un premier temps les cellules mononuclées ont été isolées du prélèvement par 
technique FICOLL. Elle permet, après centrifugation, de séparer les cellules mononuclées 
plus légères, des cellules plus denses. Les cellules mononuclées sont réparties en culot sec de 
5 à 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 l'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 µL contenant 
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2.4.1 Préparation de la librairie 

Pour l’ensemble des échantillons, la préparation de la librairie est réalisée à l’aide de 
l’enrichissement par capture. En premier lieu, l’ADN est fragmenté de façon aléatoire par 
une fragmentase. Les produits de fragmentation sont purifiés à l’aide de billes magnétiques, 
afin de ne conserver que les fragments d’au moins 150 paires de bases. Les amorces (SP1, 
SP2) nécessaires au séquençage sont alors liées aux fragments d’ADN par PCR. Puis, les 
régions d’intérêt sont capturées à l’aide de sondes complémentaires liées à 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’intérêts 
l’échantillon et de lier l’index permettant l’identification de l’échantillon (index 5, index 7), 
ainsi que les adaptateurs permettant l’hybridation a la Flow Cell (P5, P7). Enfin, le produit 
d’amplification des différents échantillons est dosé, normalisé et poolé avec l’ensemble des 
échantillons du run (Figure 16). 
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La librairie provenant du jeu de données "d’entrainement" a été élaborée à l’aide du kit 
SureSelect-QXT AGILENT® conformément aux recommandations du fabricant. 

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

Préalablement dénaturées, les librairies ont été chargées dans une cassette de séquençage 
ILLUMINA®, contenant les réactifs nécessaires à la suite du protocole. Le séquençage a été 
réalisé à l’aide 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 à une couche d'adaptateurs 
oligonucléotididiques (P5 et P7) immobilisés à la surface de la Flow Cell. Ensuite, durant 
l’étape d’élongation, ces ADN monobrins sont copiés à partir des adaptateurs jouant le rôle 
d’amorce. Enfin, les brins d’ADN originaux sont dénaturés, tandis que les brins néoformés 
restent immobilisés sur la Flow Cell (Figure 17 A).  

Les brins néoformés s'hybrident aux adaptateurs adjacents, formant ainsi des ponts qui 
permettent l’élongation des brins à 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 
séquençage (Figure 17 C).  

A la fin de l’amplification clonale, la Flow Cell contient plusieurs centaines de millions de 
clusters avec ~1 000 molécules d’ADN sens par cluster et est prête à être séquencée (Figure 
17 D). 
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Figure 17 : Clusterisation de la Flow Cell 
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2.4.3 Séquençage  

Chaque cycle de séquençage comprend (i) l’incorporation 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 ddNTPs 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 première étape correspond au séquençage sens du brin (R1). Elle débute par l’hybridation 
d’une amorce complémentaire au SP1 permettant l’initiation du séquençage. Dans un second 
temps, s’il existe une complémentarité au brin, un ddNTP est incorporé. Après 
l'incorporation, les ddNTP non incorporés restants sont ôtés par lavage. Une prise d’image 
est ensuite effectuée pour déterminer l'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 l’intégralité du brin sens est séquencé, le brin néoformé 
ayant servi pour le séquençage est dénaturé (Figure 18 A). 

Dans un second temps, l’index i7 est séquencé à l’aide d’une amorce complémentaire à SP2 
suivant le même 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 l’index i7 séquencés, l’étape de préparation du paired-end peut être 
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 C). 

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

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

Les images des différents cycles générées par la caméra haute résolution sont stockées dans 
des fichiers .bcl (Binary Base Call) contenant l’ensemble des échantillons du run. 
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Figure 18 : Séquençage paired-end 
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2.4.4 Traitement bio-informatique 

 

Figure 19 : Vue d'ensemble du pipeline 

2.4.4.1 Prétraitement des données 

L’ensemble des processus est chainé à l’aide d’un gestionnaire de pipelines Nextflow. 

Les fichiers BCL du Run sont démultiplexés à l’aide d’un fichier tabulé comprenant les index 
(i5 et i7) propres à l’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 à un read. La première ligne, qui commence par le symbole @, correspond à 
l’identifiant du read (Figure 20 A). La deuxième 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 troisième ligne commence par le symbole + et contient généralement 
ce seul caractère (Figure 20 C). La quatrième ligne comprend les scores de qualité 
correspondant à chaque base (stockés en tant que caractères ASCII) (Figure 20 D). L’outil 
fastp utilise ce score de qualité pour effectuer un nettoyage des reads associés à un score 
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insuffisant et permet également de rogner les index (i5 i7) ayant servi au démultiplexage 
étant désormais superflus. 

 

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 (hg19 UCSC) et 
donnant en sortie un fichier binary alignment/map (BAM). Le format BAM comprend une 
section d'en-tête (dont les lignes commencent par le caractère @) 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 requête 

FLAG bitwise FLAG contenant les informations concernant l’alignement 
RNAME NOM de la séquence de référence 

POS POSition 5' de l'alignement 
MAPQ Qualité MAPping 
CIGAR Compact Idiosyncratic Gapped Alignment Record 

Chaîne de caractères CIGAR décrivant l’alignement 
RNEXT Nom du Read apparié 

PNEXT Position du Read apparié 
TLEN Longueur de séquence alignée 

SEQ SEQuence 
QUAL Qualités de base ASCII selon l'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 à l’aide l’outils bamtofastq (provenant de la suite d’outils 
bedtools), le BAM étant de toute façon réalisé car nécessaire à l’appel de variants classiques. 

@NB551082:300:H25N2BGXB:1:11101:2207:11446/1

CTTATCTCCTCTGGGTTTTCCACAGGCCCGTCTGCCTGTAAAATGGATGG
+
AAAAAEEEEEEEEAEA/EEE<EE/EEEEEAEEEEEEEE<EEEEEEEEEEE
@NB551082:300:H25N2BGXB:1:11104:26264:9751/1
CCTGTTAGGGATAGGTGGAGGGATGAAGTCCTTAAAACTAAATTGTTCCT

+
AAA6AEEEE/EEEEAEAEEEEEEEEEEAEEAEEEEEEEEEEEAEAEEEEE

A

A

B

B

C

C

D

D
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L’extraction est effectuée sur les reads couvrant la région FLT3 (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 
l’alignement 

Versions Variants détectés  Année de 
publication  

pindel OUI v0.2.5b9 Indels et SV 2009 
GID NON Ø1 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 Ø1 ITDs 2020 
FLT3_ITD_ext OUI Ø1 ITDs 2020 
FiLT3r NON Ø1 Indels 2021 

1Ø : Pas de version 

2.4.4.2.1 Algorithmes basés sur l’alignement 

2.4.4.2.1.1 pindel 

pindel comprend une stratégie split-read afin de détecter des variants structuraux (SV) ainsi 
que les ITDs. 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 succès et divise l'extrémité 
non alignée en deux parties, afin d’aligner ce qui peut être aligné (Figure 21). Enfin, si la 
partie restante non alignée sur la position théorique (en jaune sur la Figure 21) s’aligne à 
une position en amont ou en aval il s’agit alors d’une duplication.  

 
Figure 21 : Stratégie split-read par pindel 
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à partir du décalage de distance entre les alignements primaire et secondaire. Selon la taille 
de l’ITD, deux situations peuvent être observées. Dans la première situation,  la taille de 
l’ITD est inférieure à la longueur du read et ScanITD reconstruit les ITDs en modifiant le 
CIGAR par l'ajout de la position de départ de la lecture chimérique. Il ajoutera (n)I dans 
la chaîne CIGAR redéfinie, où (n) est la taille de l'ITD et "I" indique une insertion (Figure 
23 B). Dans la deuxième situation, la taille de l’ITD est supérieure à la longueur du read et 
l’algorithme ajoutera une nouvelle balise SV dans les reads chimériques (créés à partir des 
reads soft-clipped) au lieu de modifier leurs chaînes CIGAR. Le format de la balise SV est 
de type (TDUP, POS, SIZE), où TDUP indique qu'il s'agit d'un événement ITD, et la 
position et la taille de l’ITD sont déduites comme illustré dans la (Figure 23 B). 

La deuxième étape consiste à calculer la fréquence allélique (VAF) en recherchant l’ITD 
dans les reads chimériques. La VAF est calculée par AO/DP, où AO (alternate allele 
observation count, nombre d'observations d'allèles alternatifs) est le nombre de lectures 
soutenant l’ITD 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 à partir des alignements primaire et secondaire (soft-clipped) 

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

2.4.4.2.1.4 getITD 

getITD prend en entrée les FASTQ. 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 gène FLT3 pour identifier les insertions, puis détermine si les 
insertions sont des ITDs. L’ ensemble des ITDs est filtré selon deux critères : VAF <0.006% 
et <2 reads mutés. 

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

2.4.4.2.1.5 FLT3_ITD_ext 

FLT3_ITD_ext est basé sur deux principes, l’utilisation du soft-clipping et la clusterisation 
à l’aide de sumaclust. Les différentes étapes sont décrites ci-dessous (Figure 24) 
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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 à l’aide des reads paired puis 
l'AR est estimé. 

FLT3_ITD_ext a été utilisé conformément aux recommandations provenant du git de 
l’équipe l’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 
l'utilisateur, appelée séquence cible qui correspond à la référence et contient la région 
d'intérêt. 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 parallèle, un tableau de comptage des k-mers est préparé, indiquant l'occurrence de 
chaque k-mer des reads de l’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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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 déplaçant le long du graphe orienté et en suivant les nouveaux 
k-mers qui se chevauchent (non visibles dans la séquence cible), interrogés à 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 l’équipe l’ayant mis au point (125). 
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suite naturelle (commençant après le début de la première et avant sa fin). La détection ne 
porte plus sur les séquences nucléotidiques mais sur les suites naturelles. Les différentes 
étapes de fonctionnement de FiLT3r sont décrites ci-dessous (Figure 27). 
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Figure 27 : Vue d'ensemble de FiLT3r 

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. 

Étape A : création d’un index permettant la transformation de chaque séquence (Seq i) en 
transformé (Trans i) et sélection des transformés à l’aide d’un seuil (t) de correspondance 

A C C T A G T A G T T ARéférence

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11Indice

0 1 2 3;6 N N N 1 2 3;6 4N

1 N N N N 6 7 8 N N N0

Trans 1

Trans 2

Étape A : transformation et sélection

Étape B : correction des mutations

0 1 2 3;6 N N N 1 2 3;6 4N

1 3 5 6 87 N N N0 2 4

Trans 1

Trans 2

Étape C : nettoyage des données

0 1 2 3 N N N 1 2 3 4 Trans 1

1 3 5 6 870 2 4 Trans 2

Étape D : détection des points d’arrêts

0 1 2 3 N N N 1 2 3 4 Trans 1

Étape E : quantification

ACCT CCTA CTAG TAGT AGTA GTAG AGTT GTTA

0 1 2 3;6 4 5 7 8
Index

Ratio = M / (Total – M) M : nombre de séquences ITD+
Total : nombre de séquences ITD+/ITD-

N 2 3;6 7 N N N N N N NN Trans 3

A C C T A G T A G T T A Ref

Seq 2C C T A T T A G T T A GA C T

Seq 3G C T A G T T C T G G GA G T

A C C T A G T C C T A G T A Seq 1A
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à la référence (30 % dans notre cas). Le Trans 3 grisé possède 25% d’homologie avec les 
k-mers de la référence et a donc été éliminé après la sélection. 

Étape B : Cette étape a pour but d’éliminer les N non utiles à la détection des points 
d’arrêt. Le postulat repose sur le fait que si les N sont inclus dans une suite naturelle et 
que leur nombre correspond à la longueur k (0 1 N N N N 6 7 8), il s’agit d’une 
substitution. Ainsi, les N du transformé sont remplacés par la suite naturelle manquante 
sans altérer la séquence. 

Étape C : Cette étape consiste à rendre les transformés facilement analysables : 

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

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

Étape D : Les transformés sont parcourus, lorsque des N sont détectés un test est effectué 
traduisant un point d’arrêt caractéristique d’une ITD si "borne gauche" + "nombre de N" 
+ 1 ≥ "borne droite". 
Un point d’arrêt est observé pour le Trans 1 3+3+1 ≥ 1. 

Étape E : Quantification de l’AR à l’aide des séquences porteuses du point d’arrêt détecté 
précédemment pour déterminer l’allèle muté (M). L’allèle sauvage sera estimé en 
soustrayant le total au muté. 

2.4.5 Évaluation  

L'analyse comparative des algorithmes a porté principalement sur quatre éléments. (i) La 
détection : comparaison de la capacité à distinguer correctement les ITDs dont les principaux 
indicateurs de mesure sont la sensibilité (Se), la spécificité (Sp), la valeur prédictive positive 
(VPP), et le score F1. (ii) La quantification : comparaison de la capacité à quantifier 
correctement l’AR par rapport à la méthode de référence évaluée à l’aide du coefficient de 
corrélation linéaire et des AR dits aberrants (écart de plus d’un log). (iii) Pouvoir 
discriminant : comparaison de la capacité à distinguer les patients en regard du seuil de 0.5 
d’AR défini par l’ELN. 
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3.2.2.2 Quantification 

La quantification fait référence à l’estimation de l’AR de FLT3-ITD avec l’algorithme testé 
par rapport à celle de l’analyse de fragments. L’AR quantifié par pindel, FLT3_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 l'AR estimé à l'aide de la 
méthode de référence excède 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 FiLT3r est également sous-
estimée par l’ensemble des algorithmes.  

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

r ∆ 1log 

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 

∆ 1log correspond au nombre de patients pour lesquels on observe un écart d’un log entre 
les deux techniques 
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4 Discussion 

Avec le développement du séquençage haut débit, un certain nombre d'outils bio-
informatiques ont été mis au point pour détecter FLT3-ITD, permettant de surmonter 
efficacement les limites de l’analyse par fragments (112,113,121,127–129). Dans l'ensemble, 
des progrès significatifs ont été réalisés dans la détection et la quantification de FLT3-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 FLT3-ITD doivent être effectuées par une technique aux performances 
analytiques parfaitement maîtrisées. 

À 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 très 
restreint de données de séquençage réelles (114–116,121). 

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

pindel fut l’un des premiers algorithmes utilisés pour la détection de FLT3-ITD (112). Bien 
que ses résultats soient acceptables (F1 = 0.99 et r = 0.86), il totalise 6 ITDs non retrouvées 
rendant son utilisation limitée en routine. Cinq de ces ITDs étaient caractérisées par une 
taille supérieure à 2 écarts-type de la moyenne. La dernière correspondait à une duplication 
hors modèle, cette catégorie comprenant les duplications portant des indels, et les 
duplications dispersées. pindel ne sous-estime que très légèrement l’AR avec une pente de 
régression linéaire estimée à 0.95. Ces résultats sont cohérents avec ce qui est rapporté dans 
la littérature, à savoir une sous-estimation quasi systématique de l’AR (127,128) et quelques 
faux négatifs (114,115,121). 

Dans l’article traitant de l’utilisation de ITDseek (114), Chun Hang Au et al. ont 
principalement effectué des tests sur des données simulées (longueur de l’ITD : 1–201 pb ; 
VAF 50 % ; read théorique 2 × 275 bp), ne prenant ainsi pas en compte les duplications 
hors modèle.  ITDSeek a été également testé sur une cohorte de 50 patients dont 11 étaient 
mutés FLT3-ITD. Cet ensemble n’est donc pas entièrement représentatif du large éventail 
d’ITDs que l’on peut rencontrer et pourrait expliquer ses résultats (F1 = 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 auprès 
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 à ce qui 
a été réalisé dans notre étude, ITDSeek a été testé sur des données de séquençage obtenues 
après 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 même principe que ITDseek avec quelques améliorations permettant 
ainsi l'obtention de meilleurs résultats que son homologue (F1 = 0.97 et r = 0.65). Les 13 
ITDs non retrouvées ont toutes une longueur inférieure à 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 à 50pb (Figure 28, Figure 32), il 
n’est donc pas un outil de choix dans la détection et la quantification de FLT3-ITD. 

GID totalise 26 ITDs non retrouvées, il n’est donc pas compatible avec une utilisation en 
routine. Sept d’entre elles correspondent à des duplications hors modèles, les 19 restantes ne 
possédaient pas de similitude pouvant expliquer leur non détection. De façon similaire à 
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 ITDs courtes (< 
51 pb), plus aisées à détecter car incluses intégralement dans le read.   

getITD obtient un coefficient de corrélation satisfaisant (r = 0.74), mais il ne semble pas 
adapté à notre pratique pour plusieurs raisons. Il totalise 18 faux négatifs ; 10 s’expliquant 
par son incapacité à détecter des duplications inférieures à 6pb ou d’une taille supérieure à 
la longueur du read moins 6bp (144bp avec la technique TWIST®) (131) ; les 8 ITDs 
restantes ne possèdent pas de similitude entre elles pouvant expliquer l’absence de détection. 
getITD a été conçu pour la quantification MRD (minimal residual disease) par séquençage 
ciblé uniquement sur le gène FLT3 et par conséquent une très grande profondeur de 
séquençage d’environ 2 millions de séquences est nécessaire (116). Dans notre étude, FLT3 
est séquencé avec un panel de gènes, ce qui entraîne per se une diminution de la profondeur 
avec en moyenne 2000X sur les exons 14-15 de FLT3. 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 FLT3-ITD (F1 
= 0.95 et r = 0.65). Les ITDs non retrouvées ne présentent pas de similitude pouvant 
expliquer l’absence de détection par km. L’ensemble des 15 faux positifs ont été également 
retrouvés par FLT3_ITD_ext et FiLT3r mais à des ratios inférieurs à 2%. Ce manque de 
spécificité est dû à un problème de quantification de l’allèle sauvage, le comptage de l’allèle 
muté étant proche de FLT3_ITD_ext et FiLT3r pout ces ITDs. 

En avril 2021, Yuan et al. (121) ont réalisé une étude comparative des différents outils 
disponibles pour détecter et quantifier FLT3-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 très satisfaisants compatibles avec la détection de 
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FLT3-ITD en routine (F1 = 0.99 et r = 0.86). Deux parmi ces 3 faux négatifs correspondent 
à des duplications hors modèle, les ITDs étant associées à des délétions. FLT3_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 à l'estimation d'une taille erronée 
par rapport à l’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 FLT3-ITD. En comparaison à l’ensemble des algorithmes testés, FiLT3r 
obtient les meilleurs résultats (F1 = 1 et r = 0.87). Ces résultats supérieurs ne sont pas dûs 
à un effet d’over-fitting, l’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 
apparaît donc comme l’algorithme de choix pour la détection de FLT3-ITD en routine et 
pourrait à terme remplacer la méthode par analyse de fragments et ainsi pallier à ses limites. 

Le manque de résolution de l’analyse de fragments (précision à 1pb) peut induire des erreurs 
au niveau de l'estimation de la taille de l’ITD. Dans le jeu de données test, l’ensemble des 
algorithmes de détection à l’exception de FLT3-ITD-ext ont identifié deux patients 
présentant des ITDs non multiples de 3 (173 et 175 pb). Ces 2 ITDs avaient été détectées à 
une taille de 174 pb (multiple de 3). Cette discordance pourrait s’expliquer par 
l’approximation de la longueur des ITDs avec l’analyse de fragments. Un séquençage Sanger 
sur ADN a donc été effectué confirmant leur taille non multiple de trois. Pourtant un 
décalage du cadre de lecture entraine généralement la synthèse d’une protéine non 
fonctionnelle. Ceci n’a pas encore été rapporté dans la littérature concernant FLT3-ITD, qui 
est constamment associée à un gain de fonction. Néanmoins, après une analyse approfondie, 
ces duplications se situent dans l’intron séparant l’exon 14 et l’exon 15 et pourraient avoir 
un effet sur l’épissage. Afin de prédire cet effet, l’algorithme Neural Network Splice 
(NNSplice (132,133)) a été utilisé. Son principe repose sur une fenêtre glissante parcourant 
la séquence afin de détecter les sites donneur et accepteur d'épissage. L’algorithme prédit 
pour les 2 patients que l’ITD crée un site donneur et un site accepteur et forme ainsi un 
potentiel exon additionnel de 81 pb entre l’exon 14 et 15 (gain de fonction potentiel). A 
l’instar de nombreux outils de bio-informatique, NNSplice fournit seulement une prédiction. 
Une confirmation par séquençage sanger sur ARN permettrait de prouver cette hypothèse. 
Toutefois cet exon de taille 81 bp est concordant avec une ITD 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 l’ITD. Récemment, certains auteurs ont pourtant rapporté que ces deux 
paramètres 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 FLT3-ITD 
mutées. Les auteurs ont catégorisé les ITDs en classe "typique" ou "atypique" en fonction de 
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leur composition nucléotidique. La séquence d'une ITD typique correspond à une duplication 
parfaite de l'originale, tandis qu'une ITD atypique correspond à une séquence différente 
(duplication hors modèle). Leur analyse révèle que la réponse au traitement par FLT3i est 
corrélée avec la classification. Chez les patients traités par FLT3i être porteur d’une ITD 
typique réduisait le risque de 66,3 % par rapport à aux porteur d’ITD atypique(HR 0,337 ; 
CI 0,165-0,689), ce qui suggère que les patients typiques avaient une meilleure survie globale. 
Néanmoins l’étude présentait plusieurs biais (i) l’effectif réduit de la cohorte (n = 68) ; (ii) 
l'absence d’étude in vivo concernant la conséquence fonctionnelle d’une ITD atypique ; (iii) 
l'AR et le site d’insertion n'étaient pas pris en compte dans leur modèle multivarié. Aux 
dates d’inclusion des différentes cohortes utilisées dans notre travail (2008-2019), trop peu 
de patients étaient sous FLT3i ce qui ne nous a pas permis pas d’inférer sur cette théorie.  

En avril 2021, Rücker et al. ont démontré l'impact pronostique et prédictif du site d'insertion 
de l’ITD chez 452 patients mutés FLT3-ITD randomisés dans le cadre de l'essai RATIFY 
(NCT00651261). Les patients étaient répartis dans 3 catégories selon la position des sites 
d'insertion de leurs ITDs : le groupe JMD si les sites étaient uniquement situés dans le 
domaine du gène codant pour la partie juxtamembranaire du récepteur, le groupe TKD1 si 
les sites étaient uniquement situés dans le domaine du gène codant pour le domaine tyrosine 
kinase du récepteur, et le groupe JMD/TKD1 si les sites étaient situés dans ces deux 
domaines. La survie globale différait significativement, avec une probabilité de survie globale 
à 4 ans estimée à 0,44, 0,50 et 0,30 pour JMD, JMD/TKD1 et TKD1, respectivement. Ces 
résultats confirment l'hétérogénéité moléculaire de FLT3-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’intérêt pronostique de ces deux paramètres, leur utilisation conjointe pourrait 
permettre d’évaluer l’hétérogénéité clonale de FLT3-ITD. En effet, un pic en analyse de 
fragments pourrait correspondre en réalité à des clones différents. Dans notre travail, nous 
avons fait le choix d’agréger les ITDs de même longueur afin d’avoir un AR le plus 
représentatif de l’analyse de fragments. Mais il pourrait être intéressant de suivre ces clones 
individuellement afin d’apprécier l’évolution clonale. K. Schranz, et al. ont mis en évidence 
que les patients présentant une hétérogénéité clonale de FLT3-ITD avaient une survie 
globale et une survie sans rechute significativement diminuées (128). 

L’utilisation de FiLT3r pour la détection de FLT3-ITD par NGS rendrait possible le 
multiplexage avec d’autres gènes impliquées dans les LAM. En raison des implications 
pronostiques et thérapeutiques de certaines altérations génétiques, il est impératif de 
procéder, au moment du diagnostic, à une analyse moléculaire complète 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 à la 
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midostaurine en étudiant 54 couples diagnostiques rechutes/réfractaires dans le cadre de 
l’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 à l'hypothèse selon laquelle les 
mutations de résistance chez les patients réfractaires sont déjà présentes au moment du 
diagnostic, alors que chez les patients en rechute, l'échec du traitement est dû à la sélection 
et à la croissance des clones résistants et à l'acquisition de nouveaux clones (135). Cet article 
souligne l’importance d’un screening large dès 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 séquençage rapide pour la recherche de l’ensemble des 
mutations impliquées dans les LAM, la caractérisation de FLT3-ITD (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 
l’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 à 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 même seuil que pour l’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 l’objet d’un travail futur dont le propos serait 
de déterminer la pertinence de traiter les patients présentant une duplication FLT3-ITD à 
très faible ratio. L’hypothèse principale serait qu’il existe un risque accru de rechute chez 
ces patients non traités par FLT3i, imputable à la persistance du clone minoritaire FLT3-
ITD muté sous traitement par chimiothérapie conventionnelle.  

La détection de FLT3-ITD par FiLT3r pourrait également ouvrir la voie à la MRD. Les 
taux de réponse initiale à une chimiothérapie intensive sont assez élevés chez les patients 
atteints de LAM à FLT3-ITD (136). Néanmoins, de nombreux patients finissent par rechuter 
même après la greffe (79). La disponibilité d'un test sensible et spécifique permettant 
d'évaluer la MRD pour FLT3-ITD, à 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 après une 
chimiothérapie intensive ou une transplantation (87,137,138). Le traitement d'entretien par 
inhibiteurs n’est pas encore clairement positionné dans la LAM FLT3-ITD positive après 
une allo-HSCT (137). En outre, la capacité à déterminer de manière sensible et précise la 
charge d'allèles FLT3 mutés pourrait être utilisée afin de mieux caractériser les réponses aux 
inhibiteurs de FLT3 et participer à définir des recommandations. Toutefois, un travail 
important reste à effectuer concernant la détermination de la limite de détection et de 
quantification dans le contexte de MRD.  
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Nous avons procédé à un examen complet des principes, des fonctionnalités et des limites 
des algorithmes existants pour détecter FLT3-ITD par NGS. Dans ce travail nous avons 
mis au point l'algorithme FiLT3r sur un jeu de données d'entrainement. Nous l’avons 
comparé ainsi que l’ensemble des algorithmes disponibles à la méthode de référence 
(analyse de fragments), sur plusieurs cohortes de patients indépendantes. L’utilisation de 
FiLT3r représente une approche prometteuse pour la détection sensible, robuste et 
informative des mutations FLT3-ITD par NGS. 
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Manuscrit soumis au journal Bioinformatics le 20/09/2021. 

 

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐





 93 

 

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

k



 94 

 

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐



 95 

 

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐





 97 

 

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐

✐



 98 

  



 99 

6 Références 
1.  Shallis RM, Wang R, Davidoff A, Ma X, Zeidan AM. Epidemiology of acute 
myeloid leukemia: Recent progress and enduring challenges. Blood Reviews. 1 juill 
2019;36:70-87.  

2.  Song X, Peng Y, Wang X, Chen Y, Jin L, Yang T, et al. Incidence, Survival, and 
Risk Factors for Adults with Acute Myeloid Leukemia Not Otherwise Specified and Acute 
Myeloid Leukemia with Recurrent Genetic Abnormalities: Analysis of the Surveillance, 
Epidemiology, and End Results (SEER) Database, 2001-2013. Acta Haematol. 
2018;139(2):115-27.  

3.  Marceau-Renaut A, Duployez N, Ducourneau B, Labopin M, Petit A, Rousseau A, 
et al. Molecular Profiling Defines Distinct Prognostic Subgroups in Childhood AML: A 
Report From the French ELAM02 Study Group. HemaSphere. févr 2018;2(1):e31.  

4.  Ostgård LSG, Nørgaard JM, Severinsen MT, Sengeløv H, Friis L, Jensen MK, et al. 
Data quality in the Danish National Acute Leukemia Registry: a hematological data 
resource. Clin Epidemiol. 2013;5:335-44.  

5.  Smith A, Howell D, Patmore R, Jack A, Roman E. Incidence of haematological 
malignancy by sub-type: a report from the Haematological Malignancy Research Network. 
Br J Cancer. 22 nov 2011;105(11):1684-92.  

6.  Linet MS, Gilbert ES, Vermeulen R, Dores GM, Yin S-N, Portengen L, et al. 
Benzene Exposure Response and Risk of Myeloid Neoplasms in Chinese Workers: A 
Multicenter Case-Cohort Study. J Natl Cancer Inst. 01 2019;111(5):465-74.  

7.  Stenehjem JS, Kjærheim K, Bråtveit M, Samuelsen SO, Barone-Adesi F, Rothman 
N, et al. Benzene exposure and risk of lymphohaematopoietic cancers in 25 000 offshore oil 
industry workers. Br J Cancer. 28 avr 2015;112(9):1603-12.  

8.  Rinsky RA, Smith AB, Hornung R, Filloon TG, Young RJ, Okun AH, et al. 
Benzene and leukemia. An epidemiologic risk assessment. N Engl J Med. 23 avr 
1987;316(17):1044-50.  

9.  Johnson GT, Harbison SC, McCluskey JD, Harbison RD. Characterization of 
cancer risk from airborne benzene exposure. Regul Toxicol Pharmacol. déc 
2009;55(3):361-6.  

10.  Pyatt D. Benzene and hematopoietic malignancies. Clin Occup Environ Med. août 
2004;4(3):529-55, vii.  



 100 

11.  Tsushima H, Iwanaga M, Miyazaki Y. Late effect of atomic bomb radiation on 
myeloid disorders: leukemia and myelodysplastic syndromes. Int J Hematol. mars 
2012;95(3):232-8.  

12.  Preston DL, Kusumi S, Tomonaga M, Izumi S, Ron E, Kuramoto A, et al. Cancer 
incidence in atomic bomb survivors. Part III. Leukemia, lymphoma and multiple myeloma, 
1950-1987. Radiat Res. févr 1994;137(2 Suppl):S68-97.  

13.  Kuznetsova IS, Labutina EV, Hunter N. Radiation Risks of Leukemia, Lymphoma 
and Multiple Myeloma Incidence in the Mayak Cohort: 1948-2004. PLoS One. 
2016;11(9):e0162710.  

14.  Ugai T, Matsuo K, Sawada N, Iwasaki M, Yamaji T, Shimazu T, et al. Smoking 
and subsequent risk of leukemia in Japan: The Japan Public Health Center-based 
Prospective Study. J Epidemiol. juill 2017;27(7):305-10.  

15.  Lichtman MA. Cigarette smoking, cytogenetic abnormalities, and acute 
myelogenous leukemia. Leukemia. juin 2007;21(6):1137-40.  

16.  Rund D, Ben-Yehuda D. Therapy-related leukemia and myelodysplasia: evolving 
concepts of pathogenesis and treatment. Hematology. juin 2004;9(3):179-87.  

17.  Graubert T. Therapy-related MDS: Models and Genetics. Biol Blood Marrow 
Transplant. janv 2010;16(1 Suppl):S45-7.  

18.  Yeasmin S, Nakayama K, Ishibashi M, Oride A, Katagiri A, Purwana IN, et al. 
Therapy-related myelodysplasia and acute myeloid leukemia following paclitaxel- and 
carboplatin-based chemotherapy in an ovarian cancer patient: a case report and literature 
review. Int J Gynecol Cancer. déc 2008;18(6):1371-6.  

19.  Brown CA, Youlden DR, Aitken JF, Moore AS. Therapy-related acute myeloid 
leukemia following treatment for cancer in childhood: A population-based registry study. 
Pediatr Blood Cancer. 2018;65(12):e27410.  

20.  Goncalves I, Burbury K, Michael M, Iravani A, Ravi Kumar AS, Akhurst T, et al. 
Characteristics and outcomes of therapy-related myeloid neoplasms after peptide receptor 
radionuclide/chemoradionuclide therapy (PRRT/PRCRT) for metastatic neuroendocrine 
neoplasia: a single-institution series. Eur J Nucl Med Mol Imaging. août 
2019;46(9):1902-10.  

21.  Andreotti G, Koutros S, Hofmann JN, Sandler DP, Lubin JH, Lynch CF, et al. 
Glyphosate Use and Cancer Incidence in the Agricultural Health Study. J Natl Cancer 
Inst. 01 2018;110(5):509-16.  



 101 

22.  Lichtman MA. Obesity and the risk for a hematological malignancy: leukemia, 
lymphoma, or myeloma. Oncologist. 2010;15(10):1083-101.  

23.  Lazarov D, Waldron HA, Pejin D. Acute myeloid leukaemia and exposure to 
organic solvents--a case-control study. Eur J Epidemiol. mars 2000;16(3):295-301.  

24.  Poynter JN, Richardson M, Roesler M, Blair CK, Hirsch B, Nguyen P, et al. 
Chemical exposures and risk of acute myeloid leukemia and myelodysplastic syndromes in 
a population-based study. Int J Cancer. 1 janv 2017;140(1):23-33.  

25.  Albin M, Björk J, Welinder H, Tinnerberg H, Mauritzson N, Johansson B, et al. 
Acute myeloid leukemia and clonal chromosome aberrations in relation to past exposure to 
organic solvents. Scand J Work Environ Health. déc 2000;26(6):482-91.  

26.  Soulier J. Fanconi anemia. Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 
2011;2011:492-7.  

27.  Alter BP, Giri N, Savage SA, Rosenberg PS. Cancer in dyskeratosis congenita. 
Blood. 25 juin 2009;113(26):6549-57.  

28.  Montalban-Bravo G, Garcia-Manero G. Myelodysplastic syndromes: 2018 update on 
diagnosis, risk-stratification and management. Am J Hematol. 2018;93(1):129-47.  

29.  Rampal R, Ahn J, Abdel-Wahab O, Nahas M, Wang K, Lipson D, et al. Genomic 
and functional analysis of leukemic transformation of myeloproliferative neoplasms. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 16 déc 2014;111(50):E5401-5410.  

30.  DeBoer R, Garrahy I, Rettew A, Libera R. Transformation of CMML to AML 
presenting with acute kidney injury. J Community Hosp Intern Med Perspect. 2 août 
2020;10(4):353-7.  

31.  Mathew RA, Bennett JM, Liu JJ, Komrokji RS, Lancet JE, Naghashpour M, et al. 
Cutaneous manifestations in CMML: Indication of disease acceleration or transformation 
to AML and review of the literature. Leukemia Research. 1 janv 2012;36(1):72-80.  

32.  Röllig C, Ehninger G. How I treat hyperleukocytosis in acute myeloid leukemia. 
Blood. 21 mai 2015;125(21):3246-52.  

33.  Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, et al. 
Proposals for the classification of the acute leukaemias. French-American-British (FAB) 
co-operative group. Br J Haematol. août 1976;33(4):451-8.  

34.  Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, et al. 
Proposed revised criteria for the classification of acute myeloid leukemia. A report of the 
French-American-British Cooperative Group. Ann Intern Med. oct 1985;103(4):620-5.  



 102 

35.  Hong M, He G. 2016 Revision to the WHO Classification of Acute Myeloid 
Leukemia. J Transl Int Med. 30 juin 2017;5(2):69-71.  

36.  Arber DA, Stein AS, Carter NH, Ikle D, Forman SJ, Slovak ML. Prognostic impact 
of acute myeloid leukemia classification. Importance of detection of recurring cytogenetic 
abnormalities and multilineage dysplasia on survival. Am J Clin Pathol. mai 
2003;119(5):672-80.  

37.  Reikvam H, Hatfield KJ, Kittang AO, Hovland R, Bruserud Ø. Acute myeloid 
leukemia with the t(8;21) translocation: clinical consequences and biological implications. J 
Biomed Biotechnol. 2011;2011:104631.  

38.  Döhner H, Estey E, Grimwade D, Amadori S, Appelbaum FR, Büchner T, et al. 
Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an 
international expert panel. Blood. 26 2017;129(4):424-47.  

39.  Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 
2016 revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and 
acute leukemia. Blood. 19 2016;127(20):2391-405.  

40.  Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz MJ, Porwit A, et al. 
The 2008 revision of the World Health Organization (WHO) classification of myeloid 
neoplasms and acute leukemia: rationale and important changes. Blood. 30 juill 
2009;114(5):937-51.  

41.  Martelli MP, Sportoletti P, Tiacci E, Martelli MF, Falini B. Mutational landscape 
of AML with normal cytogenetics: biological and clinical implications. Blood Rev. janv 
2013;27(1):13-22.  

42.  Cancer Genome Atlas Research Network, Ley TJ, Miller C, Ding L, Raphael BJ, 
Mungall AJ, et al. Genomic and epigenomic landscapes of adult de novo acute myeloid 
leukemia. N Engl J Med. 30 2013;368(22):2059-74.  

43.  Welch JS, Ley TJ, Link DC, Miller CA, Larson DE, Koboldt DC, et al. The origin 
and evolution of mutations in Acute Myeloid Leukemia. Cell. 20 juill 2012;150(2):264-78.  

44.  Metzeler KH, Group  on behalf of the AS, Herold T, Group  on behalf of the AS, 
Rothenberg-Thurley M, Group  on behalf of the AS, et al. Spectrum and prognostic 
relevance of driver gene mutations in acute myeloid leukemia. Blood. 4 août 
2016;128(5):686-98.  

45.  Vardiman JW, Harris NL, Brunning RD. The World Health Organization (WHO) 
classification of the myeloid neoplasms. Blood. 1 oct 2002;100(7):2292-302.  



 103 

46.  Stone RM, Mandrekar SJ, Sanford BL, Laumann K, Geyer S, Bloomfield CD, et al. 
Midostaurin plus Chemotherapy for Acute Myeloid Leukemia with a FLT3 Mutation. New 
England Journal of Medicine. 3 août 2017;377(5):454-64.  

47.  Daver N, Schlenk RF, Russell NH, Levis MJ. Targeting FLT3 mutations in AML: 
review of current knowledge and evidence. Leukemia. 2019;33(2):299-312.  

48.  Cao T, Jiang N, Liao H, Shuai X, Su J, Zheng Q. The FLT3-ITD mutation and the 
expression of its downstream signaling intermediates STAT5 and Pim-1 are positively 
correlated with CXCR4 expression in patients with acute myeloid leukemia. Scientific 
Reports. 21 août 2019;9(1):12209.  

49.  Pratz KW, Levis MJ. Bench to Bedside Targeting of FLT3 in Acute Leukemia. 
Curr Drug Targets. juill 2010;11(7):781-9.  

50.  Kazi JU, Rönnstrand L. FMS-like Tyrosine Kinase 3/FLT3: From Basic Science to 
Clinical Implications. Physiol Rev. 1 juill 2019;99(3):1433-66.  

51.  Wu M, Li C, Zhu X. FLT3 inhibitors in acute myeloid leukemia. J Hematol Oncol. 
04 2018;11(1):133.  

52.  Rosnet O, Bühring HJ, Marchetto S, Rappold I, Lavagna C, Sainty D, et al. 
Human FLT3/FLK2 receptor tyrosine kinase is expressed at the surface of normal and 
malignant hematopoietic cells. Leukemia. févr 1996;10(2):238-48.  

53.  Karsunky H, Merad M, Cozzio A, Weissman IL, Manz MG. Flt3 Ligand Regulates 
Dendritic Cell Development from Flt3+ Lymphoid and Myeloid-committed Progenitors to 
Flt3+ Dendritic Cells In Vivo. J Exp Med. 21 juill 2003;198(2):305-13.  

54.  Lyman SD, Jacobsen SEW. c-kit Ligand and Flt3 Ligand: Stem/Progenitor Cell 
Factors With Overlapping Yet Distinct Activities. Blood. 15 févr 1998;91(4):1101-34.  

55.  Horiuchi K, Morioka H, Takaishi H, Akiyama H, Blobel CP, Toyama Y. 
Ectodomain shedding of FLT3 ligand is mediated by TACE. J Immunol. 15 juin 
2009;182(12):7408-14.  

56.  Lyman SD. Biology of flt3 ligand and receptor. Int J Hematol. août 
1995;62(2):63-73.  

57.  Solanilla A, Grosset C, Lemercier C, Dupouy M, Mahon FX, Schweitzer K, et al. 
Expression of Flt3-ligand by the endothelial cell. Leukemia. janv 2000;14(1):153-62.  

58.  Knapper S. FLT3 inhibition in acute myeloid leukaemia. Br J Haematol. sept 
2007;138(6):687-99.  



 104 

59.  Rusten LS, Lyman SD, Veiby OP, Jacobsen SE. The FLT3 ligand is a direct and 
potent stimulator of the growth of primitive and committed human CD34+ bone marrow 
progenitor cells in vitro. Blood. 15 févr 1996;87(4):1317-25.  

60.  Gilliland DG, Griffin JD. The roles of FLT3 in hematopoiesis and leukemia. Blood. 
1 sept 2002;100(5):1532-42.  

61.  Hubbard SR. Theme and variations: juxtamembrane regulation of receptor protein 
kinases. Mol Cell. sept 2001;8(3):481-2.  

62.  Griffith J, Black J, Faerman C, Swenson L, Wynn M, Lu F, et al. The structural 
basis for autoinhibition of FLT3 by the juxtamembrane domain. Mol Cell. 30 janv 
2004;13(2):169-78.  

63.  Breitenbuecher F, Schnittger S, Grundler R, Markova B, Carius B, Brecht A, et al. 
Identification of a novel type of ITD mutations located in nonjuxtamembrane domains of 
the FLT3 tyrosine kinase receptor. Blood. 23 avr 2009;113(17):4074-7.  

64.  Nakao M, Yokota S, Iwai T, Kaneko H, Horiike S, Kashima K, et al. Internal 
tandem duplication of the flt3 gene found in acute myeloid leukemia. Leukemia. déc 
1996;10(12):1911-8.  

65.  Borrow J, Dyer SA, Akiki S, Griffiths MJ. Terminal deoxynucleotidyl transferase 
promotes acute myeloid leukemia by priming FLT3-ITD replication slippage. Blood. 19 
déc 2019;134(25):2281-90.  

66.  Kelly LM, Liu Q, Kutok JL, Williams IR, Boulton CL, Gilliland DG. FLT3 
internal tandem duplication mutations associated with human acute myeloid leukemias 
induce myeloproliferative disease in a murine bone marrow transplant model. Blood. 1 
janv 2002;99(1):310-8.  

67.  Gale RE, Party  on behalf of the MRCALW, Green C, Party  on behalf of the 
MRCALW, Allen C, Party  on behalf of the MRCALW, et al. The impact of FLT3 
internal tandem duplication mutant level, number, size, and interaction with NPM1 
mutations in a large cohort of young adult patients with acute myeloid leukemia. Blood. 1 
mars 2008;111(5):2776-84.  

68.  Kottaridis PD, Gale RE, Frew ME, Harrison G, Langabeer SE, Belton AA, et al. 
The presence of a FLT3 internal tandem duplication in patients with acute myeloid 
leukemia (AML) adds important prognostic information to cytogenetic risk group and 
response to the first cycle of chemotherapy: analysis of 854 patients from the United 
Kingdom Medical Research Council AML 10 and 12 trials. Blood. 15 sept 
2001;98(6):1752-9.  



 105 

69.  Thiede C, Steudel C, Mohr B, Schaich M, Schäkel U, Platzbecker U, et al. Analysis 
of FLT3-activating mutations in 979 patients with acute myelogenous leukemia: 
association with FAB subtypes and identification of subgroups with poor prognosis. Blood. 
15 juin 2002;99(12):4326-35.  

70.  Schlenk RF, Group  for the G-AAS, Kayser S, Group  for the G-AAS, Bullinger L, 
Group  for the G-AAS, et al. Differential impact of allelic ratio and insertion site in FLT3-
ITD–positive AML with respect to allogeneic transplantation. Blood. 27 nov 
2014;124(23):3441-9.  

71.  Stirewalt DL, Kopecky KJ, Meshinchi S, Engel JH, Pogosova-Agadjanyan EL, 
Linsley J, et al. Size of FLT3 internal tandem duplication has prognostic significance in 
patients with acute myeloid leukemia. Blood. 1 mai 2006;107(9):3724-6.  

72.  Kayser S, Schlenk RF, Londono MC, Breitenbuecher F, Wittke K, Du J, et al. 
Insertion of FLT3 internal tandem duplication in the tyrosine kinase domain-1 is 
associated with resistance to chemotherapy and inferior outcome. Blood. 17 sept 
2009;114(12):2386-92.  

73.  Schwartz GW, Manning B, Zhou Y, Velu P, Bigdeli A, Astles R, et al. Classes of 
ITD Predict Outcomes in AML Patients Treated with FLT3 Inhibitors. Clin Cancer Res. 
15 janv 2019;25(2):573-83.  

74.  Gallipoli P, Huntly BJP. Prognostic Models Turn the Heat(IT)up on FLT3ITD -
Mutated AML. Clin Cancer Res. 15 janv 2019;25(2):460-2.  

75.  Ponziani V, Gianfaldoni G, Mannelli F, Leoni F, Ciolli S, Guglielmelli P, et al. The 
size of duplication does not add to the prognostic significance of FLT3 internal tandem 
duplication in acute myeloid leukemia patients. Leukemia. nov 2006;20(11):2074-6.  

76.  Warren M, Luthra R, Yin CC, Ravandi F, Cortes JE, Kantarjian HM, et al. 
Clinical impact of change of FLT3 mutation status in acute myeloid leukemia patients. 
Mod Pathol. oct 2012;25(10):1405-12.  

77.  Schlenk RF, Frech P, Weber D, Brossart P, Horst H-A, Kraemer D, et al. Impact 
of pretreatment characteristics and salvage strategy on outcome in patients with relapsed 
acute myeloid leukemia. Leukemia. mai 2017;31(5):1217-20.  

78.  Wattad M, Weber D, Döhner K, Krauter J, Gaidzik VI, Paschka P, et al. Impact 
of salvage regimens on response and overall survival in acute myeloid leukemia with 
induction failure. Leukemia. 2017;31(6):1306-13.  

79.  Hunter BD, Chen Y-B. Current Approaches to Transplantation for FLT3-ITD 
AML. Curr Hematol Malig Rep. févr 2020;15(1):1-8.  



 106 

80.  Pratcorona M, Brunet S, Nomdedéu J, Ribera JM, Tormo M, Duarte R, et al. 
Favorable outcome of patients with acute myeloid leukemia harboring a low-allelic burden 
FLT3-ITD mutation and concomitant NPM1 mutation: relevance to post-remission 
therapy. Blood. 4 avr 2013;121(14):2734-8.  

81.  Ho AD, Schetelig J, Bochtler T, Schaich M, Schäfer-Eckart K, Hänel M, et al. 
Allogeneic Stem Cell Transplantation Improves Survival in Patients with Acute Myeloid 
Leukemia Characterized by a High Allelic Ratio of Mutant FLT3-ITD. Biol Blood Marrow 
Transplant. mars 2016;22(3):462-9.  

82.  Sakaguchi M, Yamaguchi H, Najima Y, Usuki K, Ueki T, Oh I, et al. Prognostic 
impact of low allelic ratio FLT3-ITD and NPM1 mutation in acute myeloid leukemia. 
Blood Adv. 19 oct 2018;2(20):2744-54.  

83.  Straube J, Ling VY, Hill GR, Lane SW. The impact of age, NPM1mut, and 
FLT3ITD allelic ratio in patients with acute myeloid leukemia. Blood. 8 mars 
2018;131(10):1148-53.  

84.  Dombret H, Gardin C. An update of current treatments for adult acute myeloid 
leukemia. Blood. 7 janv 2016;127(1):53-61.  

85.  Perl AE, Martinelli G, Cortes JE, Neubauer A, Berman E, Paolini S, et al. 
Gilteritinib or Chemotherapy for Relapsed or Refractory FLT3-Mutated AML. N Engl J 
Med. 31 2019;381(18):1728-40.  

86.  Dhillon S. Gilteritinib: First Global Approval. Drugs. févr 2019;79(3):331-9.  

87.  Xuan L, Wang Y, Huang F, Fan Z, Xu Y, Sun J, et al. Sorafenib maintenance in 
patients with FLT3-ITD acute myeloid leukaemia undergoing allogeneic haematopoietic 
stem-cell transplantation: an open-label, multicentre, randomised phase 3 trial. The Lancet 
Oncology. 1 sept 2020;21(9):1201-12.  

88.  Kindler T, Lipka DB, Fischer T. FLT3 as a therapeutic target in AML: still 
challenging after all these years. Blood. 9 déc 2010;116(24):5089-102.  

89.  Scholl S, Fleischmann M, Schnetzke U, Heidel FH. Molecular Mechanisms of 
Resistance to FLT3 Inhibitors in Acute Myeloid Leukemia: Ongoing Challenges and 
Future Treatments. Cells. 17 nov 2020;9(11):2493.  

90.  Tarlock K, Alonzo TA, Gerbing RB, Raimondi SC, Hirsch BA, Sung L, et al. 
Gemtuzumab Ozogamicin Reduces Relapse Risk in FLT3/ITD Acute Myeloid Leukemia: 
A Report from the Children’s Oncology Group. Clin Cancer Res. 15 avr 2016;22(8):1951-7.  

91.  Godwin CD, Gale RP, Walter RB. Gemtuzumab ozogamicin in acute myeloid 
leukemia. Leukemia. sept 2017;31(9):1855-68.  



 107 

92.  Fenwarth L, Fournier E, Cheok M, Boyer T, Gonzales F, Castaigne S, et al. 
Biomarkers of Gemtuzumab Ozogamicin Response for Acute Myeloid Leukemia 
Treatment. Int J Mol Sci. 6 août 2020;21(16):E5626.  

93.  Gottardi M, Simonetti G, Sperotto A, Nappi D, Ghelli Luserna di Rorà A, Padella 
A, et al. Therapeutic Targeting of Acute Myeloid Leukemia by Gemtuzumab Ozogamicin. 
Cancers (Basel). 11 sept 2021;13(18):4566.  

94.  Walter RB, Appelbaum FR, Estey EH, Bernstein ID. Acute myeloid leukemia stem 
cells and CD33-targeted immunotherapy. Blood. 28 juin 2012;119(26):6198-208.  

95.  Griffin JD, Linch D, Sabbath K, Larcom P, Schlossman SF. A monoclonal antibody 
reactive with normal and leukemic human myeloid progenitor cells. Leuk Res. 
1984;8(4):521-34.  

96.  Dinndorf PA, Andrews RG, Benjamin D, Ridgway D, Wolff L, Bernstein ID. 
Expression of normal myeloid-associated antigens by acute leukemia cells. Blood. avr 
1986;67(4):1048-53.  

97.  Burnett AK, Russell NH, Hills RK, Kell J, Freeman S, Kjeldsen L, et al. Addition 
of gemtuzumab ozogamicin to induction chemotherapy improves survival in older patients 
with acute myeloid leukemia. J Clin Oncol. 10 nov 2012;30(32):3924-31.  

98.  Burnett AK, Hills RK, Milligan D, Kjeldsen L, Kell J, Russell NH, et al. 
Identification of patients with acute myeloblastic leukemia who benefit from the addition 
of gemtuzumab ozogamicin: results of the MRC AML15 trial. J Clin Oncol. 1 févr 
2011;29(4):369-77.  

99.  Fournier E, Duployez N, Ducourneau B, Raffoux E, Turlure P, Caillot D, et al. 
Mutational profile and benefit of gemtuzumab ozogamicin in acute myeloid leukemia. 
Blood. 20 févr 2020;135(8):542-6.  

100.  Castaigne S, Pautas C, Terré C, Raffoux E, Bordessoule D, Bastie J-N, et al. Effect 
of gemtuzumab ozogamicin on survival of adult patients with de-novo acute myeloid 
leukaemia (ALFA-0701): a randomised, open-label, phase 3 study. Lancet. 21 avr 
2012;379(9825):1508-16.  

101.  Renneville A, Abdelali RB, Chevret S, Nibourel O, Cheok M, Pautas C, et al. 
Clinical impact of gene mutations and lesions detected by SNP-array karyotyping in acute 
myeloid leukemia patients in the context of gemtuzumab ozogamicin treatment: results of 
the ALFA-0701 trial. Oncotarget. 28 févr 2014;5(4):916-32.  



 108 

102.  Ehninger A, Kramer M, Röllig C, Thiede C, Bornhäuser M, von Bonin M, et al. 
Distribution and levels of cell surface expression of CD33 and CD123 in acute myeloid 
leukemia. Blood Cancer J. juin 2014;4(6):e218.  

103.  Linenberger ML, Hong T, Flowers D, Sievers EL, Gooley TA, Bennett JM, et al. 
Multidrug-resistance phenotype and clinical responses to gemtuzumab ozogamicin. Blood. 
15 août 2001;98(4):988-94.  

104.  Walter RB, Raden BW, Hong TC, Flowers DA, Bernstein ID, Linenberger ML. 
Multidrug resistance protein attenuates gemtuzumab ozogamicin–induced cytotoxicity in 
acute myeloid leukemia cells. Blood. 15 août 2003;102(4):1466-73.  

105.  Middeldorf I, Galm O, Osieka R, Jost E, Herman JG, Wilop S. Sequence of 
administration and methylation of SOCS3 may govern response to gemtuzumab 
ozogamicin in combination with conventional chemotherapy in patients with refractory or 
relapsed acute myelogenous leukemia (AML). Am J Hematol. juill 2010;85(7):477-81.  

106.  Lamba JK, Pounds S, Cao X, Downing JR, Campana D, Ribeiro RC, et al. Coding 
polymorphisms in CD33 and response to gemtuzumab ozogamicin in pediatric patients 
with AML: a pilot study. Leukemia. févr 2009;23(2):402-4.  

107.  Murphy KM, Levis M, Hafez MJ, Geiger T, Cooper LC, Smith BD, et al. Detection 
of FLT3 Internal Tandem Duplication and D835 Mutations by a Multiplex Polymerase 
Chain Reaction and Capillary Electrophoresis Assay. J Mol Diagn. mai 2003;5(2):96-102.  

108.  Lyu M, Liao H, Shuai X, Jin Y, Su J, Zheng Q. The prognosis predictive value of 
FMS-like tyrosine kinase 3-internal tandem duplications mutant allelic ratio (FLT3-ITD 
MR) in patients with acute myeloid leukemia detected by GeneScan. Gene. 5 févr 
2020;726:144195.  

109.  Sakaguchi M, Nakajima N, Yamaguchi H, Najima Y, Shono K, Marumo A, et al. 
The sensitivity of the FLT3-ITD detection method is an important consideration when 
diagnosing acute myeloid leukemia. Leuk Res Rep. 2020;13:100198.  

110.  Kim Y, Lee GD, Park J, Yoon J-H, Kim H-J, Min W-S, et al. Quantitative 
fragment analysis of FLT3-ITD efficiently identifying poor prognostic group with high 
mutant allele burden or long ITD length. Blood Cancer J. août 2015;5(8):e336.  

111.  Engen C, Hellesøy M, Grob T, Al Hinai A, Brendehaug A, Wergeland L, et al. 
FLT3-ITD mutations in acute myeloid leukaemia - molecular characteristics, distribution 
and numerical variation. Mol Oncol. sept 2021;15(9):2300-17.  

112.  Spencer DH, Abel HJ, Lockwood CM, Payton JE, Szankasi P, Kelley TW, et al. 
Detection of FLT3 Internal Tandem Duplication in Targeted, Short-Read-Length, Next-



 109 

Generation Sequencing Data. The Journal of Molecular Diagnostics. 1 janv 
2013;15(1):81-93.  

113.  Bibault J-E, Figeac M, Hélevaut N, Rodriguez C, Quief S, Sebda S, et al. Next-
generation sequencing of FLT3 internal tandem duplications for minimal residual disease 
monitoring in acute myeloid leukemia. Oncotarget. 2 juin 2015;6(26):22812-21.  

114.  Au CH, Wa A, Ho DN, Chan TL, Ma ESK. Clinical evaluation of panel testing by 
next-generation sequencing (NGS) for gene mutations in myeloid neoplasms. Diagn Pathol. 
22 janv 2016;11(1):11.  

115.  Wang T-Y, Yang R. ScanITD: Detecting internal tandem duplication with robust 
variant allele frequency estimation. Gigascience. 1 août 2020;9(8):giaa089.  

116.  Blätte TJ, Schmalbrock LK, Skambraks S, Lux S, Cocciardi S, Dolnik A, et al. 
getITD for FLT3 -ITD-based MRD monitoring in AML. Leukemia. oct 
2019;33(10):2535-9.  

117.  Tsai HK, Brackett DG, Szeto D, Frazier R, MacLeay A, Davineni P, et al. 
Targeted Informatics for Optimal Detection, Characterization, and Quantification of FLT3 
Internal Tandem Duplications Across Multiple Next-Generation Sequencing Platforms. 
The Journal of Molecular Diagnostics. 1 sept 2020;22(9):1162-78.  

118.  Audemard EO, Gendron P, Feghaly A, Lavallée V-P, Hébert J, Sauvageau G, et al. 
Targeted variant detection using unaligned RNA-Seq reads. Life Sci Alliance. août 
2019;2(4):e201900336.  

119.  Chiba K, Shiraishi Y, Nagata Y, Yoshida K, Imoto S, Ogawa S, et al. Genomon 
ITDetector: a tool for somatic internal tandem duplication detection from cancer genome 
sequencing data. Bioinformatics. 1 janv 2015;31(1):116-8.  

120.  Rustagi N, Hampton OA, Li J, Xi L, Gibbs RA, Plon SE, et al. ITD assembler: an 
algorithm for internal tandem duplication discovery from short-read sequencing data. 
BMC Bioinformatics. déc 2016;17(1):1-8.  

121.  Yuan D, He X, Han X, Yang C, Liu F, Zhang S, et al. Comprehensive review and 
evaluation of computational methods for identifying FLT3-internal tandem duplication in 
acute myeloid leukaemia. Brief Bioinform. 13 avr 2021;bbab099.  

122.  Pindel () [Internet]. [cité 27 sept 2021]. Disponible sur: 
https://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/user-manual.html 

123.  Au T. tommyau/itdseek [Internet]. 2019 [cité 8 déc 2020]. Disponible sur: 
https://github.com/tommyau/itdseek 



 110 

124.  ht50. FLT3_ITD_ext [Internet]. 2021 [cité 10 août 2021]. Disponible sur: 
https://github.com/ht50/FLT3_ITD_ext 

125.  iric-soft/km [Internet]. iric-soft; 2020 [cité 29 sept 2020]. Disponible sur: 
https://github.com/iric-soft/km 

126.  Genomon-ITDetector/testout at master · ken0-1n/Genomon-ITDetector [Internet]. 
GitHub. [cité 10 août 2021]. Disponible sur: https://github.com/ken0-1n/Genomon-
ITDetector 

127.  Kim B, Kim S, Lee S-T, Min YH, Choi JR. FLT3 Internal Tandem Duplication in 
Patients With Acute Myeloid Leukemia Is Readily Detectable in a Single Next-Generation 
Sequencing Assay Using the Pindel Algorithm. Ann Lab Med. mai 2019;39(3):327-9.  

128.  Schranz K, Hubmann M, Harin E, Vosberg S, Herold T, Metzeler KH, et al. Clonal 
heterogeneity of FLT3 -ITD detected by high-throughput amplicon sequencing correlates 
with adverse prognosis in acute myeloid leukemia. Oncotarget. 10 juill 
2018;9(53):30128-45.  

129.  Thol F, Kölking B, Damm F, Reinhardt K, Klusmann J-H, Reinhardt D, et al. 
Next-generation sequencing for minimal residual disease monitoring in acute myeloid 
leukemia patients with FLT3-ITD or NPM1 mutations. Genes Chromosomes Cancer. juill 
2012;51(7):689-95.  

130.  Nair R, Salinas-Illarena A, Baldauf H-M. New strategies to treat AML: novel 
insights into AML survival pathways and combination therapies. Leukemia. févr 
2021;35(2):299-311.  

131.  Blätte TJ. tjblaette/getitd [Internet]. 2020 [cité 29 sept 2020]. Disponible sur: 
https://github.com/tjblaette/getitd 

132.  Reese MG, Eeckman FH, Kulp D, Haussler D. Improved splice site detection in 
Genie. J Comput Biol. 1997;4(3):311-23.  

133.  Jian X, Boerwinkle E, Liu X. In silico prediction of splice-altering single nucleotide 
variants in the human genome. Nucleic Acids Research. 16 déc 2014;42(22):13534-44.  

134.  Rücker FG, Du L, Luck TJ, Benner A, Krzykalla J, Gathmann I, et al. Molecular 
landscape and prognostic impact of FLT3-ITD insertion site in acute myeloid leukemia: 
RATIFY study results. Leukemia. 28 juill 2021;1-10.  

135.  Schmalbrock LK, Dolnik A, Cocciardi S, Sträng E, Theis F, Jahn N, et al. Clonal 
evolution of acute myeloid leukemia with FLT3-ITD mutation under treatment with 
midostaurin. Blood. 3 juin 2021;137(22):3093-104.  



 111 

136.  Tao S, Wang C, Chen Y, Deng Y, Song L, Shi Y, et al. Prognosis and outcome of 
patients with acute myeloid leukemia based on FLT3-ITD mutation with or without 
additional abnormal cytogenetics. Oncol Lett. déc 2019;18(6):6766-74.  

137.  Ragon BK. FLT3-ITDos and FLT3-ITDon’ts: navigating maintenance therapy in 
FLT3-ITD-positive acute myeloid leukemia following stem cell transplantation. Bone 
Marrow Transplant. août 2021;56(8):1774-6.  

138.  Bazarbachi A, Bug G, Baron F, Brissot E, Ciceri F, Dalle IA, et al. Clinical 
practice recommendation on hematopoietic stem cell transplantation for acute myeloid 
leukemia patients with FLT3-internal tandem duplication: a position statement from the 
Acute Leukemia Working Party of the European Society for Blood and Marrow 
Transplantation. Haematologica. juin 2020;105(6):1507-16.  

 

  



 112 

Université de Lille  

FACULTE DE PHARMACIE DE LILLE 

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE 

Année Universitaire 2020/2021. 

Nom : Boudry 
Prénom : Augustin 
Titre de la thèse : Développement d’un nouvel algorithme pour la détection et la 
quantification des duplications en tandem de FLT3 dans les leucémies aigues 
myéloïdes 
Mots-clés : Leucémies aiguës myéloïdes ; FLT3-ITD ; NGS ; Marqueurs moléculaires ; 
Bio-informatique ;  
 

Résumé : Les duplications en tandem dans le gène FLT3 (FLT3-ITD) sont retrouvées 
dans 20 à 30 % des leucémies aiguës myéloïdes. FLT3-ITD constitue un marqueur 
pronostique et une cible thérapeutique et est donc systématiquement recherchée et 
quantifiée à l'aide de l’analyse de fragments, conformément aux recommandations de 
l'European Leukemia Net. Bien que robuste, cette technique présente plusieurs limites : 
limite de détection élevée (1-3%), approximation de la taille de l'ITD, elle ne fournit pas la 
séquence nucléotidique de l’ITD ni son site d'insertion, multiplexage non réalisable. La 
détection de ces ITDs par séquençage de nouvelle génération (NGS) pourrait, à terme, 
remplacer cette technique et corriger l’ensemble de ses limites. FLT3-ITD, de par son 
hétérogénéité en termes de taille et de site d’insertion, est difficile à mettre en évidence 
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rapport à la technique de référence, avec un score F1 de 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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