
Apport du NGS
dans les hémopathies malignes :

Comment prescrire ?
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Apport du NGS et … prescriptions en routine  
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OMS 2022 – Hémopathies myéloïdes 

3Khoury et al. 2022
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NMP SMD 

Formes frontières  



OMS 2022 – Hémopathies lymphoïdes  

5Alaggio et al. 2022
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LLC et autres LMNH-B



NGS (Next Generation Sequencing) ou SHD (Séquençage Haut Débit)  
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NGS (Next Generation Sequencing) ou SHD (Séquençage Haut Débit) 
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« Dry Lab » « Wet Lab » 



2 3 41
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EXTRACTION 

ADN 

Process technique NGS « Wet Lab » 

PREPARATION 

LIBRAIRIES 

AMPLIFICATION 

CLONALE

SEQUENCAGE 
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EXTRACTION 

ADN 

Process technique NGS « Wet Lab » 

PREPARATION 

LIBRAIRIES 

AMPLIFICATION 
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Sang
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EXTRACTION 

ADN 

Process technique NGS « Wet Lab » 

PREPARATION 

LIBRAIRIES 

AMPLIFICATION 

CLONALE

SEQUENCAGE 

Kit Kappa Roche /  Kit Qiagen



2019 : Panel de gènes « myéloïdes » – capture – Sophia Genetics
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30 gènes rapportés dans les hémopathies myéloïdes
(NMP – LMMC – SMD – LAM)  
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2019 : Panel de gènes « myéloïdes » – capture – Sophia Genetics
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2019 : Panel de gènes « myéloïdes » – capture – Sophia Genetics
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Fin 2023

Nouveaux gènes dans les hémopathies myéloïdes 

+
NGS « Lymphoïde » 
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85 
gènes 
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EXTRACTION 

ADN 

Process technique NGS « Wet Lab » 

PREPARATION 
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AMPLIFICATION 

CLONALE

SEQUENCAGE 

2019

2023
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EXTRACTION 

ADN 

Process technique NGS « Wet Lab » 

PREPARATION 
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APPEL

DES BASES 

Process technique NGS « Dry Lab » 

ALIGNEMENT INTERPRETATION 

CLINIQUE 

DETECTION 

DES VARIANTS 

ET 

ANNOTATION 
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APPEL

DES BASES 

Process technique NGS « Dry Lab » 

ALIGNEMENT DETECTION 

DES VARIANTS 

ET 

ANNOTATION 

INTERPRETATION 

CLINIQUE 

Outil bioinformatique externalisé 
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Process technique NGS « Dry Lab » 
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Process technique NGS « Dry Lab » 

INTERPRETATION 

CLINIQUE 
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VAF (%)

Profondeur (x)
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Outils d’analyse :
 Bases de données
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Outils d’analyse :
 Bases de données

Li et al. JMD 2017 



Validation d’un résultat  

1. Hot spot mutationnel dans les hémopathies malignes 
● Valeur diagnostique ?
● Valeur pronostique ?
● Valeur théranostique 

2. Variant rapporté dans les hémopathies mais pas un hot spot 
● Bases de données ? 
● Bibliographie ? 

3. Variant non rapporté dans les hémopathies 
● Doit-on le rendre au clinicien ? 

4. CHIP ? Variant issu d’une hématopoïèse clonale 

de signification indéterminée
● Liée à l’âge 
● Etat « pré-leucémique » ? 

5.  Variant d’origine constitutionnelle ? 
● Valeur de VAF 50% / 100% 
● Vérification sur un autre tissu non hématopoïétique 

28Danlos et al. Rev Med Interne 2019

OMS
2022



Avantages du NGS

1. Exhaustivité d’analyse des gènes impliqués
● Panel de gènes

 Panel MYS = 30 gènes en 2019  Panel 85 gènes en 2023 
 Nombre de gènes selon les recommandations en progression croissante +++

2. Sensibilité de détection 
● Capture : sensibilité 2% (Sanger 10 à 15%) 

3. Rapidité d’analyse d’un grand nombre d’échantillons 
● Fonction de la flow cell utilisée 

 MiSeq : V2 ou V3  : 12 à 24  échantillons    subsampling à 36 échantillons 
 NovaSeq : 48 échantillons
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30Khoury et al. 2022

NMP SMD 

Formes frontières  
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NMP SMD 

Formes frontières  



Apport du NGS dans la MF
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Analyse du trio : JAK2 « full exon » / CALR / MPL 
ET d’un panel de gènes « myéloïdes » en 1 seule étape 
 caractérisation des TN  +++
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Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Am J Hematol. 2020
Coltro et al Blood. 2020 



Apport du NGS dans la MF
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Analyse du trio : JAK2 « full exon » / CALR / MPL 
ET d’un panel de gènes « myéloïdes » en 1 seule étape 
 caractérisation des TN  +++

Mutations à valeur pronostique 

/ risque de transformation en LA

SCORE MIPSS70+ ET GIPSS
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Tefferi et al Am J Hematol. 2020
Coltro et al Blood. 2020 



Apport du NGS dans la MF
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Analyse du trio : JAK2 « full exon » / CALR / MPL 
ET d’un panel de gènes « myéloïdes » en 1 seule étape 
 caractérisation des TN  +++

Mutations à valeur pronostique 

/ risque de transformation en LA

SCORE MIPSS70+ ET GIPSS
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Mutations de résistance aux anti-JAK2 

Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Am J Hematol. 2020
Coltro et al Blood. 2020 



Apport du NGS dans la MF

35Tefferi et al – AJH 2020

ASXL1
SRSF2
EZH2
IDH1
IDH2



Apport du NGS dans la MF

36Tefferi et al – AJH 2020



Apport du NGS dans la MF

37Tefferi et al – AJH 2021

ASXL1
SRSF2
EZH2
IDH1
IDH2



Apport du NGS dans la MF
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Et d’autres ? 
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TP53
U2AF1
CBL
NRAS
KRAS 

ASXL1 ? 

Luque Paz et al Blood. 2021



Apport du NGS dans la Thrombocytémie essentielle 
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Analyse du trio : JAK2 « full exon » / CALR / MPL en 1 seule étape
 Rapidité pour le diagnostic d’une NMP 
 CALR : Sensibilité du NGS ! 
 MPL : exhaustivité de l’exon 10 ! 

Exclure l’entité OMS : SMD/NMP-SF3B1 muté et Thrombocytose   

Autre mutation présente ?  = preuve de clonalité

D
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S

T
IC

Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Br J Haematol. 2020
Guglielmelli et al  - BCJ 2021
. 



Apport du NGS dans la Thrombocytémie essentielle 
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Analyse du trio : JAK2 « full exon » / CALR / MPL en 1 seule étape
 Rapidité pour le diagnostic d’une NMP 
 CALR : Sensibilité du NGS ! 
 MPL : exhaustivité de l’exon 10 ! 

Exclure l’entité OMS : SMD/NMP-SF3B1 muté et Thrombocytose     

Autre mutation présente ?  = preuve de clonalité

Mutations associées à JAK2/CALR/MPL  avec valeur pronostique ? 
- au diagnostic 
- au suivi

/ risque de thrombose ?

/ si évolution hématologique 

/ risque de transformation en MF / SMD / LA

D
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CARYOTYPE 

+
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Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Br J Haematol. 2020
Guglielmelli et al  - BCJ 2021
. 



Apport du NGS dans la maladie de Vaquez 
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Analyse JAK2 « full exon » 

Autre mutation présente ?  = preuve de clonalité
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Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Br J Haematol. 2020. 



Apport du NGS dans la maladie de Vaquez 
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Analyse JAK2 « full exon » 

Autre mutation présente ?  = preuve de clonalité

Mutations associées à JAK2 avec valeur pronostique ? 
- au diagnostic 
- au suivi

/ risque de thrombose ?

/ si évolution hématologique 
/ risque de transformation en MF / LA 

D
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CARYOTYPE 
Grinfeld et al  N Engl J Med. 2018
Tefferi et al Br J Haematol. 2020. 
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Et sur le plan pronostique pour la PV et la TE ? 

OMS 2022 :



OMS 2022 : Intérêt pronostique du NGS dans les NMP
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 Aide diagnostique +++ 
 Aide pronostique pour les MFP +++
 Données à préciser pour l’impact pronostique d’anomalies 
moléculaires dans les PV / TE autres que JAK2/CALR/MPL 

TET2 
ASXL1

DNMT3A

SRSF2
SF3B1
U2AF1
ZRSR2
EZH2
IDH1
IDH2
CBL

KRAS
NRAS
STAG2
TP53

OMS
2022
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ASXL1

Scores pronostiques MIPSS-PV et MIPSS-TE

utilité du NGS ! PV : 
uniquement SRSF2 ! 

TE :
4 gènes ! : SRSF2 – SF3B1 – U2AF1 – TP53 

Loscocco et al. 2021
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Scores pronostiques MIPSS-PV et MIPSS-TE

Loscocco et al. 2021



48Khoury et al. 2022

NMP SMD 

Formes frontières  



LMMC – OMS 2022

49

OMS
2022

LMMC-0

Caryotype + NGS !!!



Apport du NGS dans les LMMC 
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Panel gènes :

TET2 – SRSF2 = aide diagnostique  
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Paloma et al BJH 2019
Itzykson et al. Hemasphere 2018 (reco  EHA et ELN)

Elena et al. Blood 2016 



Apport du NGS dans les LMMC 
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Panel gènes :

TET2 – SRSF2 = aide diagnostique  
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Paloma et al BJH 2019
Itzykson et al. Hemasphere 2018 (reco  EHA et ELN)

Elena et al. Blood 2016 

Mutations à valeur pronostique 
/ risque de transformation en LA  allogreffe 

ASXL1 / NRAS / RUNX1 / SETBP1 (CPPS-mol)

NPM1 / FLT3  diagnostic à rediscuter (LMMC-2 / LAM-M4) 



Apport du NGS dans les LMMC 
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Panel gènes :

TET2 – SRSF2 = aide diagnostique  
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IDH1 / IDH2 / FLT3  rares !!! mais cibles thérapeutiques potentielles  

Paloma et al BJH 2019
Itzykson et al. Hemasphere 2018 (reco  EHA et ELN)

Elena et al. Blood 2016 

Mutations à valeur pronostique 
/ risque de transformation en LA  allogreffe 

ASXL1 / NRAS / RUNX1 / SETBP1 (CPPS-mol)

NPM1 / FLT3  diagnostic à rediscuter (LMMC-2 / LAM-M4) 
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https://qxmd.com/calculate/calculator_609/cmml-cpss-mol



54Khoury et al. 2022

NMP SMD 

Formes frontières  



LMC atypique BCR-ABL1 neg – OMS 2017 

55Swerdlow et al, WHO 2017



LMC atypique BCR-ABL1 neg – OMS 2017 

56Swerdlow et al, WHO 2017

SMD/NMP avec neutrophilie – OMS 2022 
OMS
2022



Apport du NGS dans les SMD/NMP avec neutrophilie

Crias et al, IJMS 2020 57
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SETBP1 ETNK1SRSF2
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CSF3R JAK2 MPLCALR

PROFIL MOLECULAIRE 
HETEROGENE 

 Pas 1 mutation pathognomonique 
mais SETBP1 et ETNK1 

semblent être de « bons candidats »  

Et surtout si SETBP1 muté  : pronostic péjoratif  -



58Khoury et al. 2022

NMP SMD 

Formes frontières  



SMD/NMP avec SC et thrombocytose 

59Swerdlow et al, WHO 2017



SMD/NMP avec SC et thrombocytose 

60Swerdlow et al, WHO 2017

SMD/NMP avec mutation SF3B1 et thrombocytose – OMS 2022
(si SF3B1 wt et SC > 15% la même dénomination antérieure est possible) 

OMS
2022



DIAGNOSTIC PRONOSTIC 

PCR NGS ciblé  NGS ciblé  ? 

JAK2
CALR
MPL SMD/NMP avec mutation 

SF3B1 et thrombocytose 

SMD/NMP avec neutrophilie

Leucémie chronique à neutrophiles



62Khoury et al. 2022

NMP SMD 

Formes frontières  



SMD

63

Classification
OMS 2017

SF3B1
« évoqué »

?

Swerdlow et al, WHO 2017



SMD et OMS 2022
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Classification
OMS 2022

SF3B1
TP53

?



SMD et OMS 2022

65

OMS
2022

même si présence 
d’une mutation SF3B1 ou TP53 !

-
+

MDS/AML
VAF ? 



Les scores actuellement utilisés dans les SMD … 

Greenberg et al, Blood 1997
Greeberg et al, Blood 2012

66

IPSS - 1997



Les scores actuellement utilisés dans les SMD … 

Greenberg et al, Blood 1997
Greeberg et al, Blood 2012
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IPSS - 1997 IPSS-R - 2012



…pour choisir un traitement adapté !

68
Garcia-Manero et al, AJH 2020



Apport du NGS dans les SMD 
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Panel  29 gènes :

 SF3B1 = SMD – SC

 Clonalité moléculaire = aide diagnostique +++
Si cytologie médullaire non contributive / caryotype normal (40/50%) !  D
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Garcia-Manero et al, AJH 2020



Apport du NGS dans les SMD 
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Panel  29 gènes :

 SF3B1 = SMD – SC

 Clonalité moléculaire = aide diagnostique +++
Si cytologie médullaire non contributive / caryotype normal (40/50%) !  D
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CARYOTYPE 

Mutations à valeur pronostique 
 Favorable : SF3B1 (SC ?)

 Défavorable : TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1, CBL, 
DNMT3A, IDH1/2  … / risque de transformation en LAM

 Score moléculaire ?

Garcia-Manero et al, AJH 2020



Apport du NGS dans les SMD 
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Panel  29 gènes :

 SF3B1 = SMD – SC

 Clonalité moléculaire = aide diagnostique +++
Si cytologie médullaire non contributive / caryotype normal (40/50%) !  D
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Résistance au lénalidomide pour les Sd 5q- : TP53
Cibles thérapeutiques potentielles : IDH1 / IDH2 / FLT3  rares 
Hypométhylants : TET2 + / ASXL1 –

Mutations à valeur pronostique 
 Favorable : SF3B1 (SC ?)

 Défavorable : TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1, CBL, 
DNMT3A, IDH1/2  … / risque de transformation en LAM

 Score moléculaire ?

Garcia-Manero et al, AJH 2020



Score moléculaire dans les SMD 



SMD et score IPSS-M

2957 patients
Score IPSS-M :
- Hb
- Plaquettes 
- % de blastes 
- IPSS-R cytogénétique  

Bernard et al, ASH Abstract 2021

16 gènes principaux
TP53, MLL, FLT3, SF3B1, NPM1, NRAS, ETV6, 
IDH2, CBL, EZH2, U2AF1, SRSF2, DNMT3A, 
ASXL1, KRAS
15 gènes « secondaires »
BCOR, BCORL1, CEBPA, ETNK1, GATA2, GNB1, 
IDH1, NF1, PHF6, PPMD1, PRPF8, PTPN11, 
SETBP1, STAG2, WT1



SMD et score IPSS-M

Comparaison IPSS-R et IPSS-M : 

46% des patients changent de groupe pronostique
en intégrant les données moléculaires :

 74% basculent en risque plus élevé
 26% basculent en risque moins élevé

 6% des faibles risques basculent en haut risque ! 

2957 patients
Score IPSS-M :
- Hb
- Plaquettes 
- % de blastes 
- IPSS-R cytogénétique  

Bernard et al, ASH Abstract 2021

16 gènes principaux
TP53, MLL, FLT3, SF3B1, NPM1, NRAS, ETV6, 
IDH2, CBL, EZH2, U2AF1, SRSF2, DNMT3A, 
ASXL1, KRAS
15 gènes « secondaires »
BCOR, BCORL1, CEBPA, ETNK1, GATA2, GNB1, 
IDH1, NF1, PHF6, PPMD1, PRPF8, PTPN11, 
SETBP1, STAG2, WT1
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https://mds-risk-model.com/

Bernard et al, 2022
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LLC et autres LMNH-B



NGS et LMNH 

77Sujobert et al 2019

DIAGNOSTIQUE 

PRONOSTIQUE

THERANOSTIQUE

AIDE   



NGS et LMNH 

78Mansouri et al 2022

DIAGNOSTIQUE 

PRONOSTIQUE

THERANOSTIQUE

AIDE   



Apport du NGS dans la LLC
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DEFAVORABLE
PAS DE 
VALEUR

PRONOSTIQUE

MYD88

NOTCH1 (10%)
SF3B1

TP53
XPO1
NFKBIE

POT1
BIRC3
EGR2
ATM
RPS15 

TP53 / NOTCH1 / XPO1 
TP53 /SF3B1

Caryotype
NOTCH1          +12

XPO1          del(11q)
BIRC3         del(11q)
MYD88         del(13q)IGVH

Score pronostique : CLL-IPI 

TP53  BTKi (Ibru/Acala) R BTK / PLCG2

R Venetoclax : BCL2 / MCL1 / BAX / BRAF 

Mansouri et al 2022
Hallek et al. 2021

Brieghel et a. 2020



80Recommandations FILO 2023



Apport du NGS dans la maladie de Waldenström
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DEFAVORABLE

TP53
CXCR4

R BTKi (Ibrutinib) CXCR4 / BTK / PLCG2
MYD88 S  Rituximab

D
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T
IC MYD88 (90%)

CXRC4 (40%)
ARID1A
CD79B
NOTCH2

Mansouri et al 2022
Heiman et al.2020



Evaluation de la HAS des actes inscrits au RIHN 

(Référentiel des actes Innovants Hors Nomenclature)

● A l’exception du BCR-ABL (08/04/21 – B460), aucun acte de biologie moléculaire 
somatique n’est inscrit à la NABM

● Pourtant ces actes sont DIAGNOSTIQUE / PRONOSTIQUE / THERANOSTIQUE 
● En pratique : utilisation du RIHN ou HN pour la cotation de ces actes  

82

Prise en charge des NGS



Evaluation de la HAS des actes inscrits au RIHN

(Référentiel des actes Innovants Hors Nomenclature)

● A l’exception du BCR-ABL (08/04/21 - B460), aucun acte de biologie moléculaire 
somatique n’est inscrit à la NABM

● Pourtant ces actes sont DIAGNOSTIQUE / PRONOSTIQUE / THERANOSTIQUE 
● En pratique : utilisation du RIHN ou HN pour la cotation de ces actes : 
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Selon indications fixées par l'INCa et la DGOS882,90 € Forfait  séquençage haut débit (NGS) < 20 kbN452

Selon indications fixées par l'INCa et la DGOS1 503,90 € Forfait séquençage haut débit (NGS) > 20 kb et < 100 kbN453

Selon indications fixées par l'INCa et la DGOS2 205,90 € 
Forfait séquençage haut débit (NGS) > 100 kb et < 500 

kb
N454

Autres mutations à impact diagnostique et/ou 
théranostique des syndromes myéloprolifératifs (forfait 2 à 

5): CALR exon 9, MPL W515 , JAK2 exon 12, CSFR3 
exons 14 à 17, SETBP1 exon 4. Par cible 

124,20 € Forfait mutationnel syndromes myéloprolifératifsN455

Prise en charge des NGS



Prise en charge des NGS
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Communications scientifiques 
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Etude alternant en LP 

Analyse par NGS de données moléculaires à visée pronostique dans la TE et la PV 

Étude d’une cohorte de 89 patients
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Benoit.Quilichini@biomnis.eurofinseu.com


