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Neutropénie chez I'enfant aux
urgences : que faire ?

Marlene Pasquet
Hématologie pédiatrique
CHU Toulouse, France



Se détendre ...
Bravo!

Tu sais étre calme et attentif
comme Une grenouille

Niveau 1

Les vraies urgences sont rares..



Lina, 18 mois

* 1¢"¢ enfant d’'un couple non consanguin, IAC
* Origines géographiques multiples papa, Pologne, Israel, Italie, Suisse...
* Terme, PN 2900g, T 47cm, allaitement maternel

* 1°" venue aux urgences le 20 décembre 2017 pour vomissements :
diagnostic de virose digestive

* 1 PNAet1 OMA ...puis



Lina 18 mois

e 24 déc 2018, consulte aux urgences pour fievre et neutropénie.
Examen clinique en faveur d’'une virose respiratoire.
* Biologie faite en ville avant la consultation retrouvant 70 PNN..

e Controle NFS:
 Hb 9,7 g/dl, VGM 82u;

* GB 6630/mm3 avec 300 PNN, 300 eosino, 0 baso, 5600 lymphos et 900
monocytes

* Plaquettes a 346 G/L



Lina, 18 mois

* Quelle est votre attitude ?
e Retour a domicile sous ATB per os et contrdle bilan sanguin dans 48h
* Hospitalisation pour ATB IV large spectre
Mise sous facteur de croissance granulocytaire (GCSF)
Myélogramme avant toute thérapeutique par GCSF
Myélogramme devant anémie, monocytose et neutropénie

Allo hémato d’astreinte
DON'T
PANiC 2




Lina, 18 mois

* Quelle est votre attitude ?
e Retour a domicile sous ATB per os et contrdle bilan sanguin dans 48h
* Hospitalisation pour ATB IV large spectre
Mise sous facteur de croissance granulocytaire (GCSF)
Myélogramme avant toute thérapeutique par GCSF
Myélogramme devant anémie, monocytose et neutropénie
Allo hémato d’astreinte




Lina 18 mois

* Hospitalisation en hématologie sous ATV IV large spectre (Tazocilline)

* Controble fait a H24 : PNN = 600, Hb= 10,4, examen clinique rassurant,
apyrexie.
* Sortie autorisée

* Sous ATB PO Augmentin et Oroken.
* NFS x1/semaine : PNN entre 200 et 500, sauf le 11 janvier..

e Reconsulte aux urgences le 11 janvier 2019 pour fievre les jours

précédents le bilan et inquiétude parentale
* Al'entrée, apyrétique, examen en faveur d’une rhinite

* Biologie : PNN =0, Hb 9,4, Pq 354 000




Lina, 18 mois

* Que faites vous :
* Rehospitalisation pour ATB IV large spectre

* Pas de panique : c’est a cause de 'Augmentin (agranulocytose) donc vous
dites aux parents que cela va rentrer dans l'ordre

* Vous remettez un ATB PO de type macrolide et retour a domicile .. owicue, 399
 Appel astreinte hémato ettt
* Mise sous GCSF quotidien

* Mise sou Bactrim prophylactique

ELlE




Lina, 18 mois

* Que faites vous :
* Rehospitalisation pour ATB IV large spectre

* Pas de panique : c’est a cause de 'Augmentin (agranulocytose) donc vous
dites aux parents que cela va rentrer dans l'ordre

* Vous remettez un ATB PO de type macrolide et retour a domicile /... omicu, e
* Appel astreinte hémato L Nt AR s
* Mise sous GCSF quotidien

* Mise sou Bactrim prophylactique




Lina, 18 mois

e Quel diagnostic pouvez vous évoquer a ce stade ?

Neutropénie ethnique
Neutropénie congénitale
Neutropénie auto-immune
Neutropénie allo-immune
Neutropénie post infectieuse



Lina, 18 mois

e Quel diagnostic pouvez vous évoquer a ce stade ?

Neutropénie ethnique
Neutropénie congénitale
Neutropénie auto-immune
Neutropénie allo-immune
Neutropénie post infectieuse



Lina, 18 mois

» Consultation spécialisée le 5/02/2019
* Amamnese : pas d’infection grave
* Pas de cycle sur les NFS hebdomadaires
* Bonne réponse au GCSF
* Bilan immunitaire normal
* Autoanc anti PNN positifs (antiCD16)

DIAGNOSTIC RETENU ?

NEUTROPENIE AUTO-IMMUNE : THERAPEUTIQUE ?

STOP GCSF et POURSUITE BACTRIM



Hugo, 5 mois

e Antécédents
* Naissance 38SA, PN=2,920 kg, Apgar 6/10 - 3 bronchiolites entre 2 et 5 mois

e 1¢re hospitalisation a Albi:
* Abces sous-axillaire gauche a stthonco%ue + impétigo cuisse, siege
et dos : Drainage chirurgical et AUGMENTIN
* PNN: 487 /mm3 puis 1461/ mm3

e 2¢me hogpitalisation a Albi 15 jours plus tard
* pneumopathie droite
* GB 9290/ mm3 et PNN 93/ mm3, Hb 10,5 g/dI, plaquettes normales
* Traitement par CLAFORAN + AMIKLIN et transfert a Toulouse




Hugo, 5 mois

Quelles sont les indications d’un bilan étiologique devant une
neutropénie isolée de l'enfant?

A) Neutropénie sévere (<500/ mm?3)

B) Neutropénie persistant plus de 1 mois

C) Neutropénie persistant plus de 3 mois

D) Neutropénie associée a des infections séveres
E) Neutropénie a 1200 chez un nourrisson



Hugo, 5 mois

* Quelles sont les indications d’un bilan étiologique d’une
neutropénie isolée de I'enfant?

A) Neutropénie sévere (<500/ mm?3)
B) Neutropénie persistant plus de 1 mois
C) Neutropénie persistant plus de 3 mois

D) Neutropénie associée a des infections bactériennes séveres
E) Neutropénie a 1200 chez un nourrisson



Hugo, 5 mois
 Quel est le bilan étiologique a réaliser en 1°™ intention ?

A) NFS hebdomadaire

B) NFS mensuelle

C) Myélogramme

D) Dosage pondéral des immunoglobulines

E) Typage des sous populations lymphocytaires

G) Recherche d’anticorps anti-PNN sériques

H) Panel génétique des genes des neutropénies constitutionnelles



Hugo, 5 mois

 Quel est le bilan étiologique a réaliser en 1°™ intention en cas de
Neutropénie de I'enfant?

A) NFS hebdomadaire

B) NFS mensuelle

C) Myélogramme

D) Dosage pondéral des immunoglobulines

E) Typage des sous populations lymphocytaires

G) Recherche d’anticorps anti-PNN sériques

H) Panel génétique des genes des neutropénies constitutionnelles



Hugo, 5 mois

* NFS hebdomadaire: neutropénie < 1000/ mm?3 persistante,
absence de cycle

* Anticorps anti-PNN : négatifs

* Dosage pondéral des Ig: normal

e Dosage des sous-populations lymphocytaires: normal
* Pas de sérologies vaccinales car non vacciné

Myélogramme : blocage de maturation

de la lignée granuleuse neutrophile au , . o
’ ) Neutropénie constitutionnelle
stade promyélocytaire



Eva, 14 ans

* ATCDs :
* F: maladie de Basedow mere, goujerot grand mere, arriere gd pere LAM
 P:Terme 35 SA, PN 3,3kg, vaccins a jour

* 2016 : Asthénie, suspicion MNI
* Examen clinique général normal

* bilan biologique : Hb 13,3 g/dl, Plaquettes 140 G/L, GB 4540 avec 1000
PNN et 2000 lymphocytes. TSH normale, Séro EBV négative.



Eva, 14 ans

* Vous étes le médecin traitant, quelles est votre attitude ?

* 'examen clinique étant rassurant, vous ne faites rien de plus

* Vous recherchez une origine ethnique spécifique

* Vous demandez un controle de la numération a 48h

* Vous demandez un controle de la numération dans 10 a 15 jours
* Vous 'adressez a un hématologue d’emblée



Eva, 14 ans

* Vous étes le médecin traitant, quelles est votre attitude ?

* 'examen clinique étant rassurant, vous ne faites rien de plus

* Vous recherchez une origine ethnique spécifique

* Vous demandez un contréle de la numération a 48h

* Vous demandez un controle de la numération dans 10 a 15 jours
* Vous 'adressez a un hématologue d’emblée



Eva, 14 ans

* Les différents controles montrent des PNN entre 700 et 1300 et
plaquettes entre 110 et 160 G/L, Eva va trés bien. Vous |'adressez a
un hématologue .

* 'examen est superposable, le bilan retrouve : Hb 12, 4, VGM 98, PA
171 000, 900 PNN, 3500 Lymphocytes et 50 monocytes.



Eva, 14 ans

Faites vous un myélogramme ?

Oul !

Indication du myélogramme ?




Eva, 14 ans

* Verrues génitales a I'interrogatoire plus poussé

* Myélogramme : myélodysplasie avec signes cytologiques modérés
avec anomalies caryotypiques défavorables (monosomie 7)

* Mutation constitutionnelle d’un facteur de transcription, facteur
prédisposant aux leucémies, transmis par le pere (Pq 120 G/L et
neutropénie fluctuante, pas de suivi)

* Sceur avec la méme pathologie ..
* Indication a une greffe de moelle chez les 2 soeurs



Définitions

* Neutropénie :
* <1,5 x10"9 PNN
* Profonde <0,5
e Sévere si infection associée

* Intermittente, permanente, cyclique

* Chronique >3 mois

e Centrale vs périphérique
e diminution du compartiment de stockage médullaire des neutrophiles,
objectivée par une diminution des stades tardifs de maturation sur le
myélogramme



Eléments de confusion

 Variations selon lI'age
* Limite inférieure nourrisson 1.0 x1079/L
* Limite inférieure enfant <10 ans 1.5 x1079/L

* Neutropénie ethnique bénigne

* 20-25% Africains
* 20% des enfants noirs ont des neutrophiles
<1.0 x1079/L

* Médicamenteuses
* Anti épileptiques, antibiotiques,
antipsychotiques, anti inflammatoires

* Infections virales et bactériennes
* Histoire clinique importante
* Sepsis

Situation fréquente 4% des enfants et
12% des enfants d’origine africaine
Origine congénitale 1/1000
neutropénie chronique

L Peu de cas a explorer J




Clinique infectieuse

* Sites les plus fréquents : cutanéo-muqueux, ORL et pulmonaires

» Manifestations stomatologiques (gingivite, parodontopathie
chronique, aphtes) sont quasi-constantes en cas de neutropénie
centrale profonde.

* Germes rencontrés : bactéries, essentiellement des BGN et des
staphylocoques.

* Infections fungiques sont exceptionnelles dans les neutropénies,
hormis en contexte de chimiothérapie.

* Manifestations extra-hématologiques fréquentes (neutropénies
constitutionnelles)

Bou Mitri, perf ped, 2020



Neutropénie néonatale allo-immune

* Incidence mal connue

e Souvent profonde

» Diagnostic a partir des prélevements des parents

* Myélogramme inutile

e Résolution spontanée a 6 mois

* Traitement ? G-CSF et antibiotiques ? Rarement signes infectieux profonds

* Diagnostics différentiels
* Neutropénie du prématuré (HTA gravidique)
* Neutropénie post virale (CMV..)
* SCID : interét du phénotypage B, T, NK, naifs/mémoires




Neutropénie auto-immune

Cause la plus commune de neutropénie chronique de I'enfant

* Fréquence sous estimée >1/100 000 enfant/an

Age médian au diagnostic : 8 a 12 mois

Peu d’infections

+/- monocytose, éosinophilie,

Diagnostic : Anc anti neutrophiles , répéter I'examen pour sensibilité
Myélogramme inutile souvent

Rémission spontanée avant 5 ans

Traitement : rien ou antibiotique prophylactique (BACTRIM, AZITHRO), G-CSF

. iAut]Ees appellations : neutropénies bénignes chroniques, ou idiopathiques de
‘enfance




Découverte d'une
neutropénie

Urgence

Infections bactériennes évolutives

(cellulite/ pneumopathie / fievre mal tolérée, ...)
Atteinte simultanée et nette de
plusieurs lignées sanguines

Apprécier l'urgence

Pas d'urgence
Aucune infection bactérienne
évolutive

ET Neutropénie isolée
ou altération mineure des autres lignées

www.neutropenie.fr -.Ff

Neutropénies
chroniques

Points clés de I'interrogatoire et I'examen clinique
Infections bactériennes séveres: oui /non

Atteintes stomatologiques : oui /non

Pathologies associées qq soit I'organe: oui /non
Consanguinité : oui /non

Anomalies sanguines isolées : oui /non

L

Hémopathies malignes exclues
Infections prises en charge

Reprendre la démarche
diagnostique

Nouveau-Né Etiologies spécifiques
Sepsis

HTA maternelle

Foetopathies

Alloimmunisation Mat . Feetale

Rare Déficit Immunitaire

Exceptionnel Neutropénies congénitales

Démarche initiale

Interrogatoire ATCD familiaux et personnel/ consanguinité // Thérapeutiques regues

Examen clinique: Examen général noter la gravité des infections passées éventuelles, I'état bucco dentaire et la présence

de toutes pathologies chroniques associées
Examen indispensable: Hémogramme complet

Examens sanguins utiles: bilan immunitaire: Dosage Ig G A M et Phénotype Lymphocytaire CD3 CD4 CD8
CD19 NK Autoanticorps anti polynucléaires: délai de réponse 2 mois

Si jeune adulte: bilan auto immun «large »

Aprés avis hémato: myélogramme Cytogénétique moelle
Aprés avis Centre de référence: Bilan génétique www.neutropenie.fr

Neutropénie transitoire

Surveillance et suivi

| Post virale ?

"neutropénie ethnique«
En régle modérée > 0.5G/L et
j Non symptomatique

Chronicité : Plus de 3 mois
Et Neutropénie profonde (< 0.5 G/l) mais aussi fluctuante
et/ou sévere avec conséquence clinique

o

Neutropénie auto immune

Transitoire

Nourrisson entre 3 mois et 18 mois

Origine géographique Afrique
(mais pas uniquement)

Neutropénie ‘idiopathique’
Typiquement Jeune femme
Enquéte étiologique négative

Neutropénie mono génique

Prés de 30 maladies génétiques
Souvent la neutropénie est associée a
d'autres pathologies




Neutropénie congénitale sévere (SCN)

000*3 ) 3»

Hematopoietic Myeloblast Promyelocyte
stem cell

| Rolf Kostmann

* Arrét de la maturation myéloide au stade promyélocytaire (inconstant)
* Groupe tres hétérogene, atteinte extra-hématopoiétiques orientant

* PNN dans le sang périphérique souvent<0,5x10"9/L

* Infections bactériennes séveres

* Transmission AD, récessives et sporadiques

* Prévalence variable selon génotypes et la géographie 0,5 a 8/million

* G-CSF permet de limiter de risque infectieux

* Prédisposition aux hémopathies malignes (MDS/LAM)




Neutropénie congénitale sévere (SCN)

* Diagnostic d’exclusion :
* Histoire (transmission AD) et examen clinique
* Myélogramme, cytogénétique
* Sous populations lymphocytaires, IGG IGA IGM (éliminer un déficit
immunitaire)
* Anticorps anti-neutrophiles négatifs
 Elastase fécale
* Investigations génétiques panel NGS (C. Bellanné Chantelot, La Pitié)




Neutropénie congénitale sévere (SCN)-traitement

* Supportive care
* Acces rapide avis médical — plan si fievre (interét suivi centre de compétence)

* G-CSF
* cDNA cloné en 1989
* >90% des SCN vont répondre doses parfois fortes 1-60ug/kg

* Diminue la fievre, raccourci la neutropénie, la durée d’hospitalisation, les infections
séveres

e ATB (seuls si cas modérés?)
* PenicillineV
» Co-trimoxazole schéma francais 30mg/kg/j ou anglais (faibles doses quotidiennes)
» Azithromycine 3 jours on/ 11 off (UK)




Neutropénie congénitale sévere (SCN)-traitement
Soins dentaires

Rien de mieux que les neutrophiles pour les ulceres buccaux !
Parodontopathie chronique (aphtes buccaux récidivants, gingivites aigués, édentation)
Antibiotiques — si un réle, il reste faible

Bains de bouche :

* Chlorhexidine : problemes de gout et décoloration dentaire si répétés

Dentiste expérimenté ++ suivi pluriannuel



Hetérogeneité genetique

CLBP Hétérozygote
TCIRG1 0.6%

Jagunal 1
NDUFS2 § mitochond...
Clericuzio / C160RF57 S yntochor 12% 0.7% Cg( g.,? 2 CLPB Homozygote
12% ’ 6% 0,3%
. - CXCR4; 4;0,8% . 3
Wolcott-Rallison / EIF2AK3 CSFaR SRP54 F"g";’gjse WAS; 8;1,5% ey CSF3R; 3; 0,6% N
Barth Tafazzin 3% 0.6% 3.0% e P14;4;0,8% SRPS4; 3; 0,6 other mutations; 8; 1,5%
! Tetazz CARD11 TAZ;6;1,1% /
o 2% up+
GATA2_ | 00%  SRPGS G6PT; 32; 6,1% i ELANE ;139; 26,6%
12,9% 0,1%
HPS type 2 APSB1D CN unclassified; 123;.
WHIM / CXCR4 0,1% 23,5%
1,7% ccDe3g
0,1%
EFL1
Glycogénose Ib 05% Kostmann syndrome
9
44% SMARCD2
01%
HAX1 En cours de publications
0,6% 2,1%
Cohen / VPS13B
34% HAXI; 65; 12,4%
WASP - .11 -
03% Digenic; 5; 1,05% G6PC3; 13; 2,1% 205 108 0% N=523
' ) JAGN1;4; 0,8%
Pas de Mutation / NGS fait
9,6%
G6PC3
2,1%
Pas de mutation / approche seq.
Généti tudié 9
Shwachman-Diamond / SDS ELA'\:Ef netiqus nﬂon eudee
16,9% 4,4%
18,2%
. d ;. . /
Registre des Neutropeénies, 2020 Registre Européen, octobre 2019

861 neutropénies congénitales dont 662 genes identifiés
242 neutropénies idiopathiques




/

Interrogatoire et Examen

~

o

SITUATION (1) (2) e
| Clinique (3)
Hémogramme : neutropénie < 1500/mm?3 isolée : g
Et Hémodynamique
Fiévre avec température corporelle >38.5° C Conscience
_ Et ) Examen buccal Ex. cutané
Aucune prise de cytostatique dont région péri anale
o Douleur abdominale, Colite
: Les mesures « d’isolement », masque... . K Examen général
E n’ont pas d’intérét dans la prise .
: charge des neutropénies. Hygiéne usuelle.

Aucune altération de ’lhémodynamique
Pas d’infection bactérienne identifiée —
Par exemple rhinopharyngite simple
ou laryngite ou syndrome grippal ...

Bilan selon diagnostic et niveau de J

connaissance de la famille vis-a-vis du risque infectieux

v v v

Hémodynamique non altérée
Mais signe d’une infection
focale (Pneumopathie, cellulite...)
ou

Altération hémodynamique
ou
trouble conscience (4)

Neutropénie congénitale (5)
connue ou tableau complexe
avec d’emblée
présence d’une
ou plusieurs comorbidités

Pas de diagnostic étiologique
Découverte de la neutropénie
lors de I’épisode infectieux
Aucun antécédent infectieux
Aucune co morbidité associée

(6)

Neutropénie
auto immune
Connue (7)

Altération nette de I’état général (4)

¥

!

Soins intensifs

'

Hospitalisation

sauf

4 N

Bilan NFS CRP Hémoculture ECBU et
Examens spécialisés selon signe

Antibiothérapie polyvalente
probabiliste : ceftazidime
ou pipéracilline

aminoside et Vancomycine infectieux

Bilan : NFS CRP ou PCT

si pathologie bien définie
et suivi organisé

et famille capable
d’évaluer le risque

Bilan non
obligatoire
Hospitalisation
non obligatoire .
Antibiothérapie
per os a discuter
Surveillance
ambulatoire

[ Bilan NFS CRP ou PCT ]

d’appel
Antibiothérapie polyvalente
Probabiliste : ceftazidime

sans attendre bilan
GCSF 5 ug/kg/ jour

\

ou pipéracilline
/ aminoside
\GCSF si neutropénie congénitalej

CRP ou PCT franchement
élevée

Hospitalisation
Antibiothérapie IV

CRP ou PCT normale
ou modérément Antibiothérapie

augmentée : per os si neutro < 500
Attention a sélection
Pseudomonas
aeruginosa.

Pas d’amoxiciline

en monothérapie

Hospitalisation
non obligatoire .

Surveillance ambulatoire.
Antibiotique per os ou GCSF
Si atteinte stomatologique




Conclusions- les de la
neutropénie chez I'enfant aux Urgences

Les neutropénies (neutrophiles < 1500/mm3) sont chez I'enfant.

Lors de la découverte d'une neutropénie, il faut identifier des , avant tout un
état infectieux septique ou une neutropénie associée a une anémie ou une thrombocytopénie.

S'il n'y a pas d'urgence, il faut se donner une

Au-dela de 3 r { de neutropénie, celle-ci est chronique. Les causes les plus fréquentes
de neutropénie chronique sont la

La de la neutropénie n’est pas parralléle a sa
La prise en charge est adaptée a la de la neutropénie, elle-méme tres liée a sa cause.



Pour aller plus loin..

- EHA virtual congres 2020, educational | Tow and Phil Ancliff

- Donadieu et al. BJH, 2015. Congenital neutropenia in the era of genomics: classification,
diagnosis, and natural history

- Julia Skokowa et al. Severe congenital neutropenia, Nature review, 2017

| Mise au point pratique P
0000000 06 06 (

Neutropénie en dehors d'un

contexte de chimiothérapie : bilan et

prise en charge-recommandations https://doi.org/10.1016/j.perped.2020.03.006
dU cen tre de ré férence © 2020 Publié par Elsevier Masson SAS au nom de Société Francaise de Pédiatrie (SFP).


https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/?sort=date&term=Skokowa+J&cauthor_id=28593997
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Les genes des neutropénies constitutionnelles affectent différents compartiments
cellulaires

cell membrane AX1
mitochondrion

cytoplasm
nucleus

GFIl1

endoplasmatic
reticulum ELANE

lysosome VPy

ribosome SBDS

Golgi
appargtus JAGN1

Common or distinct pathomechanisms of neutropenia?
v Erasmus MC

Adapté d’l Tow, EHA, 2020




Meécanismes physiopathologiques a l'origine de |'arrét de maturation
granulocytaire mal connus

Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte  Band Form  Mature Neutrophil ® EX. IVI utati O n S E LA N E/ HAX 1

e Accumulation d’une protéine
mutante mal repliée avec une
localisation modifée

 Activation UPR (unfolded protein
response) et stress reticulum
endoplasmique dans les cellules
hématopoietiques qui induit une

[ i i majoration de 'apoptose et une

% ot sppaaet (V9545 différenciation granulocytaire
Adapted from M. Bartels and I. Touw, NTH 2020 d éfe Ct u e u Se

5. Nucleus/transcriptie (GFI1)



Le risque leucémique est lui aussi hétérogene

0.5 ]

0.4 ]

Cum. Incidence

0.1 ]

0.0 -

0.3 ]

0.2 ]

T

Incidence of AML/MDS in CN patients

AML/MDS p(Gray)= 0.67

0

10 20 30 years

— No ELANE/HAX1 mut. 0.21, SE=0.06 (N=118, 15 events)

ELANE mut. 0.28, SE=0.07 (N=118, 17 events)
HAX1 mut. 0.25, SE=0.09 (N=48, 7 events)
SBDS mut. 0.24, SE=0.13 (N=72, 6 events)

Secondary Leukemias

by Genotype (Europe 10/2019)

Diagnosis Total patient number (n) MDS/Leukemia (n/%)
Congenital Neutropenia 429 (without SDS) 48 (11.19 %)
*ELANE-CN pos. 139 17 (12.23%)
*HAX1-CN pos. 65 8(12.31%)
*WAS pos. 22 (incl. 14 non-registered) 2(9.09%)
*G6PT pos (GSD1b) 32 1(3.13%)
-JAGN1 4 1(25.00%)
*Other (G6PC3, TAZ, CXCR4, CSF3R etc.) 44 0

* unclassified 123 & 16 (13.01%)
SDS 108 10 (9.26%)
Cyclic Neutropenia 108 3 (2.65%)

K Welte, EHA, données EBMT




Neutropénie congenitale sévere —comprendre
le risque leucémique

* Les genes impliqués dans les neutropénies congénitales ne sont pas
des oncogenes

* Le défaut myéloide a l'origine de la neutropénie est responsable de
différents mécanismes de compensation hématologiques et, a terme
induit I'acquisition d’évenements moléculaires additionnels, pouvant
conduire a une hémopathie

* Le G-CSF a lui seul ne étre considéré comme leucémogene
* Effet dose francais (15 ug/kg)..



Mutations in the Gene for the G-CSF Receptor in SCN Patients with
Disease Progression to Acute myeloid Leukemia (AML)

Wild 2384 CAG CCC CAA TCC CAG TCT GGC ACC AGC GAT CAG GTC CTT TAT GGG CAG CTG CTG
idtypé 716 GIn Pro GIn Ser GIn Ser Gly Thr Ser Asp Gin Val Leu Tyr Gly Gin Leu Leu

2384 CAG CCC TCC CAG TCT GGC ACC AGC GAT CAG GTC CTT TAT GGG CAG CTG CTG
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Meécanisme d’action Wild-type G-CSFR Truncated G-CSFR
des mutations
activatrices de
CSF3R dans le
neutropénies « UTICCOTIIN JIBIITIn .

congeénitales

G-CSF G-CSF G-CSF

- ==Y729-P SOCS3 —
Internalization motif [ [} J 0
| Ubiquitination | Unchecked JAK/STAT, PI3K/Akt,
RAS/MAPK signalling
Acquisition of CSF3R mutations not correlated with G-CSF dose
B ns. Y ¥
1 . . .
i : : Internallzalutlon * Elevated H,0, production
S Lysosoma through sustained NOX2
8 5 d.egradatlor_u . activation
° i *  Signal termination

HHHRE
CSFIR mutation negative  CSF5R mutation positive
n=s4 n=40

FIGURE 2 | (A) Comparison of CSFIR mut
genetically unclassified CN patients. No s

Skokova, 2017



Model of leukaemogenesis in severe congenital
neutropenia

HSC with Germii e
germline ermline mutations
mutation causing severe )
congenital neutropenia
‘—( Somatic CSF3R mutations)
~

~

Risk of leukaemogenesis

* Genetic instability Hypersensitivity

* Genotoxic stress HSC with to G-CSF

* Increased ROS levels germ\?ilne and clonal

* Hyperactivated and somatic proliferation
STATSA and NAMPT mutations

* Deregulated Acquisition of additional
expression of key mutations in leukaemia-
transcription associated genes (for
factors ————{ example, RUNX1) and

karyotype aberrations

Leukaemic

cell Leukaemic

¢ evolution

Nature Reviews | Disease Primers
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Prendre en charge la risque leucémique

EBMT data: Improved outcomes for BMT

FIOREDDA et al BLOOD, 15 OCTOBER 2015 * VOLUME 126, NUMBER 16
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Figure 1. OS curves. (A) OS. (B) OS by age. (C) OS by calendar period. (D) OS by donor type. The curves in panels C and D are shown for the maximal follow-up and were
not statistcaly analyzed past the point of - 5 pabents. Mismatched ncludes both related and unvelated donors



La difficile surveillance du risque leucémique

Ultra-Sensitive CSF3R Deep
Sequencing in Patients With Severe

* Moelle annuelle avec caryotype et NGS Congenital Neutropenia
 Role de la transplantation Ingeborg Stefet", Sabine Mellon Helnoke®, Comela Zatdler’, Jue Skokowa™ and
Karl Welte ™

e Haut risque ++ surtout si donneur géno

* Basrisque:
* attendre transformation, bons résultats méme si b
* Pas de traitement curatif par chimio seule

* Depuis 2005, les patients recevant plus de 15 mcg/kg ont été transplantés

* 144 patients registre francais 6 002001 comr
ARTICLE
™

* 6 transformations avant
o A \ HSCT may lower leukemia risk in ELANE neutropenia: a before-after
ucune a preS study from the French Severe Congenital Neutropenia Registry
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Traltements

CRISPR/Cas9-mediated ELANE knockout

enables neutrophilic maturation of primary

hematopoietic stem and progenitor cells and Haematologica 2020
induced pluripotent stem cells of severe Volume 105(3):598-609
congenital neutropenia patients
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Quelgques autres neutropéenies congenitales

* Syndrome de WHIM
* myélokathexie (=rétention médullaire des neutrophiles)
* lymphopénie + hypogammaglobulinémie
* infections HPV, mycobactéries

* Syndrome de Barth
* Transmission liée a I’X, mutation taffazin
* Neutropénie (GCSF++) et cardiomyopathie
e Pas de risque leucémique

* Syndrome de Shwachman-Diamond
e Autosomique récessif
* Insuffisance pancréatique exocrine + retard de croissance + anomalies du squelette
* Neutropénie souvent modérée
* Risque de LAM/MDS




Back to ...Hugo

 Evolution
* Mauvaise tolérance du G-CSF (selon maman..): stop a 9 mois
A 10 mois : neutropénie fébrile sur impétiginisation d’une lésion cutanée (PNN 100/mm3)
« A 11 mois: récidive d’impétigo, reprise du G-CSF a 5 y/kg/j
* A1 an septicémie a Bacillus céreus (PNN 300/mm3), G-CSF a 10 y/kg/j
Diminution progressive du G-CSF, OMA a 13 mois

=> poursuite G-CSF a dose minimale efficace + Cotrimoxazole => équilibre des
PNN>500/mm?3

e Poursuite bilan étiologique:

e Caryotype: normal
* Panel génétique des genes des neutropénies constitutionnelles: normaux

e 2018 : insuffisance pancréatique externe



PHAGOCYTES, GRANULOCYTES, AND MYELOPOIESIS

Mutations in the SRP54 gene cause severe congenital
neutropenia as well as Shwachman-Diamond-
like syndrome
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23 patients
5% des neutropenies congénitales
15% des neutropenies congénitales avec blocage de maturation
Phénotypes :
neutropénie isolée
Pseudo- Schwachman
etard de développement
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Severe congenital neutropenia with

* Promyelocytic maturation arrest
® Poor response to G-CSF

Autophagy

P53-dependent
Apoptosis of
granulocytic cells

Blocage promyelocytaire et dysgranulopoiese des
précurseurs




Somatic mutations and clonal hematopoiesis in
congenital neutropenia
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Gene Disease Somatic mutation
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