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1 Introduction

Les leucémies aigués de I'adulte constituent un groupe hétérogéne d’hémopathies issues de
la transformation oncogénique des progéniteurs hématopoiétiques. Le dialogue clinico-
biologique est essentiel au diagnostic. Ce dernier fait appel a plusieurs disciplines de la
biologie médicale, en combinant des examens cytologiques, cytogénétiques,
immunophénotypiques et moléculaires. Les progrés des sciences et des techniques ont
permis I'essor de la cytogénétique avec la mise en évidence d’anomalies chromosomiques
récurrentes. Ces derniéres, a l'aide de modeéles cellulaires et animaux ont permis
I’'amélioration des connaissances de la leucémogénése. Rapidement, certaines anomalies
cytogénétiques ont été associées a une réponse thérapeutique différente. Elles ont
contribué a I'élaboration d’essais cliniques en incluant et stratifiant les patients en fonction
de leurs données biologiques et de leur survie. C'est la base de la création d’une
classification internationale fondée sur des criteres morphologiques, génétiques et
pronostiques : la classification OMS (organisation mondiale de la santé). De la méme
maniere, la prise en charge des leucémies aigués s’est homogénéisée par le biais de
protocoles standardisés. Désormais, le décryptage génétique et épigénétique des leucémies
aigués ont mis en exergue des marqueurs moléculaires piliers de la cancérogénése. Ces
marqueurs sont soit sensibles a des thérapies ciblées laissant entrevoir des avancées
diagnostiques et thérapeutiques, soit des éléments reflétant une progression particuliére de
la maladie, identifiant un sous-groupe de maladie particulier.

Ce travail, s’articule autour d’un cas clinique de leucémie aigué myéloide (LAM) diagnostiqué
et suivi au centre hospitalo-universitaire de Nancy. L’atypie cytogénétique et moléculaire de
ce cas a été l'occasion de mettre a profit les différentes technologies disponibles au
laboratoire de génétique du CHU afin de rechercher et d’identifier le gene partenaire dans
une translocation impliquant le gene RUNX1.

Tout d’abord, un état des connaissances actuelles concernant les leucémies aigues
myéloides de I'adulte est nécessaire. Un focus sur le gene RUNX1 décrivant son rdle et son
implication majeure dans la leucémogénese des LAM argumente notre intérét pour ce cas.
Ensuite, les techniques cytogénétiques et moléculaires seront abordées conformément a la
réflexion et a la démarche de diagnostic génétique. Apres I'exposition des résultats obtenus,
une mise au point des connaissances sur les longs ARNs non codant qui « révolutionnent »
les mécanismes connus de la cancérogénése sera faite. Enfin, une discussion poursuivra le
raisonnement scientifique.
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& Notions générales

2.1 Leucémies aigués myéloides

2.1.1 Définition

Leukédmie est un mot allemand dérivé de leukos qui signifie en grec « blanc » et de
aima qui se traduit par « sang ». Ce terme fut introduit pour la premiére fois dans le
vocabulaire médical en 1847 dans l'article de Rudolf Virchow (1). Ce nom traduit par
« leukémie » puis « leucémie » en France en 1856, donna l'appellation ainsi consacrée a
cette nouvelle maladie (2). Cette affection, déja signalée depuis plusieurs années (1844-
1845) parallelement décrite en Allemagne par Rudolf Virchow et en Angleterre par John
Hughes Bennett, se définissait comme un syndrome mortel associant hépato-splénomégalie
et adénopathies avec un exces de globules blancs dans le sang lui donnant un aspect
grisatre. Ainsi, R. Virchow, J. Bennett et le physicien-microscopiste frangais A. Donné furent
les premiers a présenter la leucémie comme une pathologie indépendante de
I'inflammation. Plus tard, en 1868, E. Neumann établi le lien entre la moelle osseuse et la
formation des cellules sanguines (hématopoiese), définissant la leucémie comme une
maladie de la moelle osseuse (1).

Aujourd’hui les leucémies aiglies sont des maladies dites malignes et clonales touchant les
progéniteurs hématopoiétiques. Cet ensemble d’hémopathies se caractérise par I'inhibition
de la différenciation des progéniteurs des cellules sanguines appelées communément
« blastes ». Les cellules bloquées a des stades différents de maturation s’accumulent et
diffusent dans le sang. La production de cellules hématopoiétiques efficientes est réduite
puis a terme devient inexistante. On distingue deux grands types de leucémies en fonction
de I'origine du précurseur hématopoiétique atteint :

- la leucémie aigué myéloide qui entraine une expansion clonale (toutes les cellules
filles conservent les mémes caractéristiques) d’un précurseur granuleux myéloide, les
« myéloblastes »

- laleucémie aigué lymphoide avec atteinte de la lignée lymphoide et prolifération de
« lymphoblastes ».

2.1.2 Epidémiologie

Les LAM sont des affections rares si on se référe a la définition du groupe RAREcare
(<6/100000/an) (3). Elles représentent 1% des cancers en France et 80% des leucémies
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aigués de I'adulte (4). Le nombre de nouveaux cas en France en 2012 est estimé a 2791.
Cette incidence est superposable a celle observée en Europe (5). Le taux d’incidence
standardisé sur la population mondiale est de 2,6 pour 100000 chez I'homme et de 2,3 pour
100000 chez la femme, soit un rapport homme/femme de 1,1 (6).

Les LAM sont des pathologies du sujet agé avec un age médian de survenue de 71 ans. En
effet, si 'incidence est relativement basse chez les sujets de moins de 40 ans, elle augmente
considérablement chez les plus de 60 ans (figure 2-1). L'incidence atteint 30/100000 chez
I"'hnomme et 19/100000 chez la femme chez les plus de 85 ans.
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Figure 2-1 Incidence par age en 2012-Leucémies aigués myéloides (6)

Les LAM sont des pathologies qui progressent. On observe un doublement du nombre de cas
entre 1980 et 2012 soit de 533 a 1381 nouveaux cas chez ’lhomme et de 571 a 1410 pour les
femmes. Sur cette période le taux moyen d’évolution de I'incidence est : chez 'homme de
+1,5% avec une inversion de tendance a -1% sur la période de 2005 a 2012, chez la femme
de +1,4% et un ralentissement récent a +1,1%.

Ces hémopathies restent de mauvais pronostic avec une survie relative a 5 ans qui ne
dépasse pas 20% (figure 2-2) (7).
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Figure 2-2 Survie relative estimée en 2000-2002 chez les patients avec une LAM, LAM sans anomalies cytogénétiques
récurrentes, leucémie aigué promyélocytaire (LAM3) et LAM avec dysplasie multilignée (7)

2.1.3 Etiologies

Dans la plupart des cas les LAM n’ont pas de cause ou de facteur déclenchant connu et la
maladie survient chez des personnes en apparence jusque-la en bonne santé. Ce sont les

leucémies « de novo ». Néanmoins, il arrive que les LAM soient associées a un contexte
étiologique (tableau 2-1).

Tableau 2-1 Facteurs de risques associés aux leucémies aigués myéloides (8)

Genetic disorders Down syndrome
Klinefelter syndrome
Patau syndrome
Ataxia telangiectasia
Shwachman syndrome
Kostman syndrome
Neurofibromatosis
Fanconi anemia
Li-Fraumeni syndrome

Physical and chemical exposures Benzene
Drugs such as pipobroman
Pesticides
Cigarette smoking
Embalming fluids
Herbicides

Radiation exposure Nontherapeutic, therapeutic
radiation
Chemotherapy Alkylating agents

Topoisomerase-II inhibitors
Anthracyclines
Taxanes

2.1.3.1 Prédispositions génétiques

Certains facteurs de prédisposition génétiques sont reconnus. Des pathologies héréditaires
sont associées a un risque accru de leucémie aiglie (8-10).

2.1.3.1.1 Le syndrome de Down

Le syndrome de Down ou trisomie 21 constitutionnelle est caractérisé cliniqguement par une
dysmorphie faciale accompagnée d’anomalies congénitales comme le retard mental, les
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malformations cardiaques ou des déficits immunitaires. Il a été observé que les enfants
atteints avaient un risque multiplié par 10-20 voire 100 de développer une leucémie aigué
myéloide (11-13). La LAM du syndrome de Down apparait avant I'age de 5 ans et est
souvent précédée d’'un syndrome myéloprolifératif transitoire. L'une des caractéristiques de
ces leucémies est la présence récurrente de mutation somatique du gene GATAIL, géne
fortement impliqué dans la différenciation érythro-mégacaryocytaire. Il est a noter
également que des mutations germinales de GATA1 en dehors du syndrome de Down
génerent une dysfonction plaquettaire, une thrombopénie et une anémie de transmission
lige a I'X.

2.1.3.1.2 La Familial platelet disorder/AML (FDP/AML)

C’est une maladie autosomique dominante rare causée par une mutation germinale du géne
RUNX1 (14). Ce désordre héréditaire est associé a une prédisposition aux hémopathies dont
les LAM (15). Vingt a soixante pourcent des patients développent vers leur troisieme
décennie un syndrome myélodysplasique ou une leucémie aigué (16). A ce jour, environ une
trentaine de familles atteintes ont été rapportées (17). La clinique est marquée par des
hémorragies cutanéo-muqueuses. Biologiquement, les patients présentent une
dysmégacaryopoiese, une thrombopénie et une dysfonction plaquettaire. La plupart des
mutations sont situées dans le domaine tres conservé Runt ou RHD (runt homology domain)
du géne RUNX1 bien que des mutations aient été retrouvées dans la région C terminale.
L’haplo-insuffisance est a I'origine de la prédisposition leucémique (18).

2.1.3.1.3 Maladie de Fanconi

De méme, d’autres désordres génétiques affectant les mécanismes de réparation de I’ADN
sont associés a certains cas de LAM pédiatriques. Par exemple, la maladie de Fanconi, de
transmission autosomique récessive (sauf pour FANCB dont la transmission est liée a I’X) est
caractérisée par une instabilité chromosomique avec une hypersensibilité spécifique aux
agents pontant de I’ADN. Malgré une grande variabilité phénotypique ['atteinte
hématologique prédomine et le risque pour un enfant malade de développer une leucémie
aigué myéloide est environ 500 fois supérieur a celui de la population générale (19).

Par ailleurs, d’autres maladies héréditaires sont associées a un risque de développer une
LAM comme le syndrome de Klinefelter, le syndrome de Li Fraumeni (20) et la
neurofibromatose (8,10).
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2.1.3.2 Facteurs environnementaux

L’hétérogénéité des LAM laisse supposer des mécanismes causals différents. Il y aurait donc
un lien fonctionnel entre les anomalies moléculaires ou mutations et le facteur étiologique
(8,21). La leucémogénese est un processus multi étapes qui dépend, entre autres, de la
susceptibilité du progéniteur hématopoiétique face aux agents inducteurs. Ainsi, certains
facteurs de risques environnementaux sont reconnus.

2.1.3.2.1 Exposition aux radiations ionisantes

L’association entre les radiations ionisantes et la leucémie fut reconnue dées le début du
20éme siecle. D’apres Nakanishi et al (22), on observe chez les survivants d’attaque par
bombe atomique un haut risque de LAM. De méme, la LAM apparait aussi plus fréquente en
industrie nucléaire (23). Encore, le personnel des compagnies aériennes par l'intensité des
hauts trajets aériens semble avoir une incidence plus élevée de LAM que la population
naviguant moins de 5000 heures (24).

2.1.3.2.2 Exposition au benzéne

C'est le deuxieme facteur de risque le plus documenté (25). La cigarette est la source
d’exposition au benzene la plus commune. Khane et al (26) trouve une association entre
LAM et tabac. Le risque est de 1,2 a 2,3 fois plus élevé chez les fumeurs, surtout lorsque le
tabagisme est supérieur a 10 ans. Il a été observé in vitro une association significative entre
Iésions génétiques et leucémies induites chez les travailleurs exposés au benzene (27). Les
plastiques, résines, peintures et gaz d’échappement automobiles sont aussi de potentiels
exposants professionnels. Une récente étude chinoise (28) a cherché a identifier les
altérations génétiques impliquées dans la pathogénese de la leucémie chez des travailleurs
exposés au benzéne ne présentant pas de signe clinique de leucémie. Cette équipe a mis en
évidence par hybridation génomique comparative (CGH-array) des variations du nombre de
copies (copy-number variations, CNVs) sur plusieurs chromosomes. L’analyse fonctionnelle
des genes des chromosomes altérés montre une surexpression de BSG et NOTCH1 chez les
personnes exposées. Ces genes sont impliqués dans le développement leucémique. Cette
modification d’expression génique est proposée comme potentiel bio-marqueur pour
évaluer le risque de leucémie apres exposition au benzéne.

2.1.3.2.3 Exposition aux radiations électromagnétiques

L’étude de Minder et al (29) met en évidence un lien de cause a effet entre exposition
intense aux basses fréquences électromagnétiques et leucémie. Plus tard, la méme équipe
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suisse poursuit I’étude sur une cohorte de 20 141 employés des chemins de fer suisse entre
1972 et 2002 (30). Un risque relatif de 4.74 (IC a 95% : 1.04 a 21.60) de leucémie chez les
conducteurs de train est observé. Comparé aux directeurs de gare, les conducteurs de train
ont un risque relatif de 1.43 (IC a 95% : 0.74 a 2.77) de mortalité par leucémie. L'étude
démontre donc une association dose dépendante entre leucémie et exposition aux ondes
électromagnétiques basses fréquences.

2.1.3.2.4 Exposition aux pesticides

De nombreuses études ont été menées pour évaluer I'effet toxique des différentes classes
de pesticides (25,31). Certaines ont rapportées une augmentation significative du risque
d’hémopathie chez les agriculteurs exposés aux herbicides, pesticides contenant de I’arsenic,
atrazine, lindane, dichloro diphényle trichloro-éthane (DDT) et méme les pesticides
organophosphorés (32—-34).

2.1.3.2.5 Virus et agents infectieux

Il a été prouvé sur des modeles animaux que certains rétrovirus pouvaient causer des
néoplasies, notamment des leucémies. Mais, a ce jour, aucun lien clair de causalité n’a été
identifié entre rétrovirus et LAM (8). Néanmoins, le Parvovirus B19 pourrait jouer un réle
dans la pathogénie de la LAM (35). Des études ont recherché I'existence d’un risque associé
a l'activité de différents groupes travaillant a la ferme ou dans la production alimentaire
(25). Une augmentation significative du risque a été démontrée chez les éleveurs de bétails
et dans les professions reliées a la production de viande animale (36,37).

2.1.3.2.6 Exposition au formaldéhyde

Il y a une association dose dépendante entre I'exposition au formaldéhyde et la mortalité
par LAM chez les embaumeurs (38). Il a aussi été montré que la toxicité in vitro au
formaldéhyde est identique aux lésions génétiques retrouvées dans la lignée myéloide chez
les travailleurs exposés a ce fixateur (39).

2.1.3.2.7 Surpoids et obésité

La méta-analyse de S.Larsson et A.Wolk (40) met en évidence I'exces de poids comme
potentiel facteur de risque de leucémie. L’analyse de 'ensemble des résultats comparée aux
personnes ayant un BMI <25 kg/m” indique que le surpoids (BMI : 25-30 kg/m?) et I'obésité
(BMI > 30 kg/m?) ont un risque relatif de leucémie de 1.14 (IC 3 95% : 1.03-1.25) et 1.39 (IC a
95% : 1.25-1.54). En revanche, le mécanisme biologique reliant obésité et leucémie reste
imprécis. Les taux élevés d’insuline et de IGF-1 associés pourraient promouvoir la
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tumorogénése. La dysfonction immunitaire et I'inflammation chronique dues au surpoids
sont aussi des hypotheses a explorer.

2.1.3.2.8 Exposition in utero

Une revue épidémiologique récente des LAM de I'enfant (41) a démontré un effet notable
de I'age maternel, du poids de naissance, des fausses couches antérieures, de 'ordre de
naissance, de I'exposition maternel aux pesticides et de la consommation maternel d’alcool
pendant la grossesse. Mais la difficulté de mesurer les diverses expositions maternelles rend
les études peu puissantes.

2.1.3.3 Evolution de syndrome myélodysplasique/ syndrome myéloprolifératif

Les LAM peuvent compliquer I'évolution d’autres hémopathies comme les syndromes
myélodysplasiques et myéloprolifératifs par acutisation. La leucémie myéloide chronique
(LMC) est un syndrome myéloprolifératif caractérisé par la prolifération de la lignée
granuleuse. Cette hémopathie est associée a une anomalie cytogénétique spécifique, la
translocation t(9;22)(q34;911) donnant le chromosome Philadelphie (Phl). Au niveau
moléculaire cette translocation entraine la fusion du gene ABL1 du chromosome 9 et du
geéne BCR sur le chromosome 22. Ainsi, I'extrémité 5’ de BCR se juxtapose a la portion 3’ de
ABL sur un chromosome 22 plus court, créant le transcrit de fusion BCR-ABL1 (figure 2-3).
L’activité tyrosine kinase de ABL se retrouve activée constitutivement. L’acquisition du
transcrit BCR-ABL1 dans une cellules souche pluripotente est considérée comme I'étape
initiale donnant un avantage prolifératif (42).

BCR-ABL oncogene
t(9;22)(q34;q11)
(22q
=

BCR-ABL mRNA transcripts
i ——) 01 1| HE 0 (Y |
R S——— Y WA 11 W AR S S

BCR-ABL oncoprotein

p210 W )

DD P-S/T Rho—GEF IS
(SH2-binding) $‘$ ':)Z\

Figure 2-3 Translocation t(9;22) et ses produits (42)

L’oncogene BCR-ABL sur le chromosome Philadelphie et son réciproque ABL-BCR sur le chromosome dérivé 9q+ (42) Dans
la LMC classique, BCR-ABL est transcrit en ARN messager avec les jonctions e13a2 ou el4a2, lesquelles sont traduites en
protéine p210 BCR-ABL. Cette oncoprotéine hybride contient des domaines fonctionnels en N-terminalde BCR:
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dimérisation (DD), SRC-homologie 2 (SH2) et le Rho GTP-GDP facteur d’échange (GEF) et la portion C-terminale de ABL. La
tyrosine 177 (Y177) dans la portion BCR du géne de fusion et la tyrosine 412 (Y412) dans ABL sont importantes pour
I’amarrage des protéines et pour I'auto-phosphorylation. P-S/T : phosphosérine et phosphothréonine

Classiquement, la LMC évolue en 3 phases : chronique, accélérée et blastique dans un délai
de 3 a 8 ans (figure 2-4). L'agressivité et la cinétique de la phase chronique varie entre les
patients (42). Le passage en phase blastique se manifeste cliniquement par des sueurs
nocturnes, une perte de poids, des douleurs osseuses, une anémie et un syndrome
infectieux. Au niveau biologique, il y a une augmentation du nombre de blastes, le plus
souvent >30% en périphérique ou dans la moelle (>20% selon I'OMS 2008) avec un
syndrome tumoral extra médullaire. Les blastes sont de morphologie similaire aux blastes
des leucémies aigués. Dans 60-80% ils sont de différenciation myéloide et 20 a 30% sont
lymphoides (43). Les mécanismes de progression vers la phase blastique sont mal connus.
Cependant, plusieurs hypothéses physiopathologiques sont reconnues (43,44):

- l'augmentation de I'expression de BCR-ABL1, plus élevée en phase blastique qu’en
phase accélérée

- I'arrét de la différenciation via la répression du gene CEBPa

- l'instabilité génomique et défaut de réparation de 'ADN dus au stress oxydatif
chronique induit par BCR-ABL1

- l'acquisition d’anomalies chromosomiques, consécutive a I’hypothése précédente.
Les plus fréquentes sont la trisomie 8 (34%), isochromosome 17 (20%) et la
duplication du chromosome Ph1 (38%)

- l'inactivation de géne suppresseur de tumeur, le plus commun étant TP53 qui est
muté dans 25 a 30% des cas de phase blastique myéloide.

Progressive acquisition of proliferative
potential and loss of apoptotic activity

Regulated
seltcenewal

Preloukemic events (e.g, BCRABLI expression, loss of JUNB or ICSBP expression)
Activation of antiapoptotic genes (e.g. BCL-2 overexpression)
ivation of an enes (e 4

e gt

° Progressive loss of

self-renewal regulation
and differentiation

ssion or expression of AMLI-EVI/)
and loss of tumor suppressors (e.g. mutation/deletion of pS2 or pJ SIARF, or PP2A inactivation)
Activation of self-renewal genes (e.g, B-catenin pathway) l

o A wp—

CML BLAST CRISIS

GMP (CML Stem Cell) o

Figure 2-4 Modele théorique de la leucémie myéloide (44)
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2.1.3.4 latrogénie

Enfin, les LAM peuvent étre secondaires aux thérapies anti cancéreuses (tableau 2-2). Dix a
vingt pourcent des LAM apparaissent aprés le traitement d’un cancer par chimiothérapie
(13). Introduite vers la fin des années 1940, les chimiothérapies anti-cancéreuses sont
rapidement (dés 1960) associées a un potentiel pouvoir cancérigene. En 1970, un premier
rapport incrimine les agents alkylants tandis qu’un second en 1987 implique les inhibiteurs
de topoisomérases Il (45).

Tableau 2-2 Agents cytotoxiques impliqués dans les leucémies aigués thérapies induites d’aprés (13)

Etoposide, teniposide, doxorubicine, daunarubicine, mitoxantrone, amsacrine,

Inhibiteurs des topoisomérases Il / .
actinomycine

Antimétabolites: thiopurines, mycophénolate, fludarabine

Autres Agents anti-tubuline: vincristine, vinblastine, vindesine, paclitaxel, docetaxel

2.1.4 Physiopathologie

2.1.4.1 Bases moléculaires

Une cellule souche hématopoiétique normale ou un progéniteur déja engagé dans la
différenciation acquierent un phénotype leucémique par I'addition d’au moins deux
événements oncogéniques (46). L'équipe de G. Gilliland (23,47), suggére un concept multi-
étapes de la leucémogénése des LAM en s’appuyant sur trois arguments. Tout d’abord,
I’étude des modeéles murins indique que la mutation d’un seul géne n’est pas suffisante pour
provoquer une leucémie myéloide. Deuxiemement, les rares syndromes leucémiques
héréditaires prouvent que différentes mutations sont nécessaires a la pathogénése
leucémique. Le syndrome autosomique dominant FDP en est 'exemple. Malgré la présence
de la mutation germinale du géne RUNX1 des la naissance, la maladie ne se développe qu’a
I’age adulte avec I'acquisition d’autres anomalies caryotypiques et moléculaires. Enfin,
I'analyse des mutations des LAM sporadiques montre que la plupart des patients associent
anomalies cytogénétiques et moléculaires (figure2-5).

Deux groupes d’altérations ont été définis sur la base d’analyses fonctionnelles :

- Les mutations de classe | touchant des génes impliqués dans les voies de signalisation
intracellulaires donnent a la cellule un avantage prolifératif et/ou de survie. Il y a une
33



activation constitutive des génes codant pour des protéines récepteurs a activité tyrosine
kinase (PTK) soit par oligomérisation du domaine due a la fusion N-terminale avec une autre
protéine, soit par mutation activatrice dans le domaine kinase ou répétitions internes en
tandem dans le domaine juxta-membranaire (FLT3, KIT) (47,48). Les autres mutations de
classe | concernent les isoformes de la voie KRAS/PTPN11. A noter, que les mutations RAS et
PTK semblent étre mutuellement exclusives (48). Ces types de mutations induisent donc
I'activation constitutive de cascades de signalisation intracellulaires aboutissant a la
prolifération incontrolée et/ou a la résistance a I'apoptose.

- Les altérations de classe Il entrainent une perte de fonction de facteurs de transcription
au travers de formation de transcrits de fusion via des translocations chromosomiques
(RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-RARa, MLL...) ou des mutations ponctuelles (RUNX1,
CBFp, MLL,...). La répression de la transcription des genes gouvernant la différenciation
bloque le processus de différenciation myéloide.

Class | mutations: providing Class Il mutations: impairing
cellular proliferative and/or cellular differentiation and
survival advantage. subsequent apoptosis.
Tyrosine kinases  Gain of function Transcription factor  Loss of function
fusion genes mutations fusion genes mutations
- ABL -Fi13 - CBF - AML1
- PDGFR /B - RAS (AML1/CBFB) - CEBP/c
- FGFR - PTPN11 - RAR -PU1
- JAK2 -KIT - MLL - GATA1
- TRKC - JAK2 - HOX - IKAROS
- CBP/p300
| 7 | | 7 |
*Lethal myelo/lympho- ‘ *Myelodysplasia, acute leukemia
liferative di after a long latency period
prolifera |‘|er isease :
I—. leukemia
/ .

Larger chromosomal

alterations (not classified) Epigonetic modulation

of gene expression:

;:fm;':_a 20q- (e.g. promoter CpG-Island
[* Animal model] Larger deletions wetitation]

Figure 2-5 Protéines tyrosine kinase dans le modeéle de coopération génétique de la leucémogénese (48)

Des arguments montrent que les deux classes de mutations coopéerent au développement
de la leucémie. Par exemple, les leucémies myéloides chroniques tyrosine kinase mutées en
transformation acquierent des mutations de classes Il pendant la transition vers la crise
blastique (49). De méme, les mutations de FLT3 sont fréquemment retrouvées a posteriori
au sein des LAM présentant des transcrits de fusion comme PML-RARa ou CBF3-MYH11. Plus
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récemment, une troisieme classe de mutation a été ajoutée a ce modele. Il concerne des
geénes impliqués dans les modifications épigénétiques touchant ’ADN ou les histones. Les
plus décrits sont : DNMT3A, TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 et EZH2 mais les mécanismes précis de
contribution au phénotype leucémique ne sont pas encore bien compris (50). L'altération
des enzymes isocitrate déshydrogénases (IDH1 et IDH2) entrainerait un déreglement du
métabolisme cellulaire de la méthylation de I’ADN et pourrait avoir un role dans la
leucémogénese (51). Néanmoins, d’autres caractéristiques des processus cancéreux sont a
prendre en compte comme |'échappement a la réponse immune, la biologie des cellules
souches et leurs relations avec le microenvironnement au sein de la niche hématopoiétique
(51).

2.1.4.2 Organisation clonale

Le clone leucémique est schématiquement organisé en trois compartiments distincts (51) :

- un contingent minoritaire de cellules souches quiescentes conservant la capacité d’auto-
renouvelement ou d’engagement dans le processus de prolifération/maturation. La « niche
cellulaire » est le compartiment anatomique ou résident les cellules souches
hématopoiétiques. Le devenir de ces derniéres dépend de différents stimuli et interactions
entre cellules, matrice et signaux moléculaires. Le microenvironnement de la niche cellulaire
régule ’hématopoiése normale mais des perturbations en son sein contribuent a I'apparition
d’hémopathies (figure 2-6). La moelle osseuse avec les ostéoblastes et des vaisseaux
sanguins constituent la niche des cellules souches hématopoiétiques (52,53).

- un groupe de progéniteurs leucémiques plus matures ne se renouvelant pas mais
hautement proliférant avec des propriétés clonogénes.

- une part majoritaire de « blastes » leucémiques ayant des capacités de différenciation
limitées, retrouvée en grande majorité dans le sang et la moelle osseuse. Cet effectif de
cellules détermine la classification morphologique des LAM (FAB).

L’hématopoiese leucémique provoque une inhibition de I’"hématopoiese normale par des
mécanismes mal connus conduisant a un état d’insuffisance médullaire majeure.
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Figure 2-6 Mécanismes potentiels d’interaction in vivo entre cellules souches de LAM et la niche cellulaire (53)

2.1.5 Présentation clinique

La présentation clinique est variable. L’entrée dans la maladie peut étre peu symptomatique
(bilan d’une asthénie) ou, au contraire, se présenter en tableau d’urgence vitale
(hémorragies) nécessitant une prise en charge en milieu spécialisée. Il n’y a pas de signes
cliniques caractéristiques mais ils résultent directement des conséquences de la maladie :
I'insuffisance médullaire et le syndrome tumoral di a I'envahissement par les cellules
blastiques (51).

L'insuffisance médullaire atteint a des degrés différents les trois lignées cellulaires et peut se

traduire par:

- un syndrome anémique d’installation rapide associant asthénie, paleur, dyspnée et
tachycardie.

- un syndrome infectieux en rapport avec la neutropénie se manifestant par de la
fievre. Les points d’appel cliniques sont classiquement une pneumopathie, une
angine ou une infection des tissus mous.

- un syndrome hémorragique cutané (pétéchies, hématomes) ou muqueux
(gingivorragies, épistaxis) en conséquence de la thrombopénie. Elle peut se
compliquer par une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD).

Le syndrome tumoral implique une hypertrophie des organes hématopoiétiques (hépato-
splénomégalie et adénopathies) mais peut s’accompagner de localisations extra médullaires
selon le type de LAM. Ainsi, une hypertrophie gingivale est tres évocatrice d’'une LAM a
composante monocytaire. Des infiltrations cutanées nodulaires dites « leucémides » et des
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tumeurs localisées de type de sarcome granulocytaire sont possibles. Enfin, les localisations
du systeme nerveux central sont rares et sont plutét vues dans les leucémies aigues
lymphoblastiques (LAL).

Les critéres cliniques qui définissent |'urgence diagnostique et thérapeutique sont le
syndrome de leucostase pulmonaire et/ou cérébrale avec une hypeuleucocytose supérieure
a 50 G/L, la coagulation intravasculaire disséminée, les troubles métaboliques du syndrome
de lyse cellulaire (hyperkaliémie, hyperuricémie, hyperphosphatémie, LDH augmentés,
hypocalcémie) et le syndrome fébrile imposant la mise en place d’'une antibiothérapie a
large spectre (51).

2.1.6 Diagnostic biologique

Le diagnostic repose sur la démonstration de I'accumulation de blastes due a un excés de
prolifération et au blocage de la différenciation. La prise en charge initiale, pluridisciplinaire
demande un bilan sophistiqué afin d’obtenir un diagnostic précis fondamental pour établir le
schéma thérapeutique le plus adapté.

2.1.6.1 Hémogramme

L’hémogramme est le premier examen d’orientation du diagnostic. Il est réalisé a partir d’'un
prélevement de sang périphérique sur tube EDTA (éthyléne diamine tétra acétique). La
numération formule sanguine est toujours anormale avec au premier plan une anémie
normocytaire, normochrome, arégénérative. Une thrombopénie parfois séveére est
fréquement observée. La leucocytose est variable allant de la leucopénie (<3 G/L) avec
agranulocytose (<0,5 G/L) a I’hyperleucocytose majeure (>100 G/L). Les blastes circulants
peuvent constituer I'essentiel du compte leucocytaire dans les formes hyperleucocytaires
mais sont rares ou absents dans les formes leucopéniques. La morphologie des blastes
variant d’une leucémie a une autre, leur description au stade du frottis sanguin permet
d’orienter le diagnostic cytologique.

2.1.6.2 Frottis médullaire

Le myélogramme est systématique et permet de faire I'examen cytologique de la moelle
osseuse. Il permet d’affirmer le diagnostic et de classer la leucémie. Il doit étre effectué
avant tout traitement. Les frottis médullaires sont obtenus a partir d’'une ponction de moelle
osseuse au niveau du sternum ou des ailes iliaques postérieures du patient apres étalement
au lit du malade et coloration au May-Grinwald-Giemsa. Il est recommandé de compter 500
cellules. Le plus souvent la moelle est hypercellulaire (54). Les lignées mégacaryocytaires et
érythroblastiques sont réduites (sauf dans les LAM 6 érythroblastique et LAM 7
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mégacaryoblastique). Des dysmorphies cellulaires variables sont possibles. La leucémie aigué
myéloide est définie selon 'OMS 2008 par une infiltration blastique supérieure a 20% (13).
Différents critéres morphologiques permettent de classer les blastes en myéloblastes (LAM)
ou lymphoblastes (LAL). Typiquement, le myéloblaste est ovalaire et fait 12 a 15 microns de
diametre. Le noyau est rectangulaire ou ovalaire avec un rapport nucléo-cytoplasmique
supérieur a 80%. La chromatine du noyau est composée d’un fin maillage, des nucléoles
peuvent étre visibles. Le cytoplasme basophile comporte ou non des granulations
azurophiles avec d’éventuels fins batonnets appelés « corps d’Auer » (figure2-7).
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Figure 2-7 Blastes myéloides contenant des « corps d’Auer »

La myéloperoxydase est une activité enzymatique spécifique des blastes myéloides et peut
étre mise en évidence par une réaction cytochimique. Une réaction positive dans plus de 3%
des cellules blastiques apparait sous la forme de grains sombres a l'intérieur des blastes. De
méme la réaction des estérases peut étre en partie utile pour distinguer I'origine
monocytaire des blastes (54). A noter, que cette technique a été supplantée par la
cytométrie en flux.

2.1.6.3 Immunophénotypage

Les blastes constituent une population cellulaire clonale bloquée a un stade de maturation.
Ces blastes leucémiques possédent des caractéristiques proches des cellules normales au
méme stade de maturation. L'immunophénotypage par cytométrie en flux multi
paramétrique va aider a déterminer la lignée hématopoiétique des blastes et préciser leurs
degrés de différenciation (54). La technique utilise un prélevement de moelle osseuse ou de
sang en tube EDTA. Des aliquotes de 50 000 cellules nucléées sont incubées directement
avec des mélanges d’anticorps couplés a des fluorochromes. Aprés incubation et lyse des
globules rouges, la préparation est préte a étre analysée au cytométre (55). L'expression de
plusieurs marqueurs cellulaires de surface et cytoplasmiques sont analysés afin d’observer
leur expression ou leur absence d’expression.
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- CD45 : marqueur pan leucocytaire souvent sous exprimé dans les cellules souches.
L’expression différentielle de ce marqueur associé aux variations de granularité des
cellules permet de définir une cartographie des cellules présentent dans le
prélevement (moelle ou sang) (figure 2-8) (55).

1023

SSC hauteur
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Figure 2-8 Cartographie CD45/SSC (cluster de differenciation 45/side scatter) (55)

Echantillon de moelle osseuse montrant I'expression différentielle de CD45 sur les lymphocytes (magenta), les monocytes
(vert) et les granuleux (rouge). Les cellules engagées dans les voies de différentiation apparaissent en cyan (région dite des
Bermudes) et les erythroblastes CD45- en gris (APC : allophycocyanin) (55)

- €D34 : marqueur d'immaturité, c’est une glycoprotéine de surface impliquée dans
I'adhésion des cellules souches aux cellules stromales (55).

- MPO : la myélopéroxydase enzyme marqueur de la lignée myéloide est absente des
cellules lymphocytaires et est retrouvée dans la plupart des leucémies aigues
myéloides. Néanmoins, les LAM peu différenciées sont MPO négatives.

- CD13: metalloprotéinase membranaire exprimée précocement sur les progéniteurs
granuleux et les monocytes. Ce cluster de différentiation est positif dans 95% des cas
de LAM (56).

- CD15: glycoprotéine de surface ligand des E et P sélectines, est présent sur les
cellules en maturation de la lignée granulocytaire (56).

- €D33: molécule d’adhésion acide sialique dépendante, exprimée sur les
myéloblastes, les promyélocytes, myélocytes, monocytes et blastes dans 91% des cas
de LAM.

- CD117: récepteur de type tyrosine kinase (c-kit) qui agit comme un récepteur de
facteur de cellules souche. Le CD117 est retrouvé sur les cellules mononuclées dans
la moelle normale (4%) mais aussi sur les myéloblastes, les cellules érythrocytaires,
quelques mégacaryoblastes et sur les mastocytes.

Cette technique est obligatoire, notamment pour distinguer les leucémies aigués myéloides
peu différentiées des leucémies aigués lymphoides et détecter des phénotypes particuliers
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ou rares. De plus, certaines LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes (voir plus loin)
possédent des caractéristiques immunophénotypiques en étant associées avec I'expression
de marqueurs non myéloides. Par exemple, les LAM avec translocation t(8;21) présentent
une positivité pour le marqueur CD19 et parfois CD56. Cette association est donc une aide
au diagnostic. Par ailleurs, certains marqueurs sont exprimés de maniere anormale par
rapport a un stade de différenciation ou par rapport a une lignée. Ces marqueurs sont
appelés LAIP pour leukemia associated immunophenotypes. L'expression partielle de ces
marqueurs permet de quantifier la maladie résiduelle au cours du traitement.

2.1.6.4 Génétique

L'étude génétique des hémopathies débute en 1960 avec Nowell et Hungerford avec la
découverte du chromosome « Philadelphie », premiére anomalie chromosomique acquise.
faudra attendre Janet Rowley en 1973, pour connaitre I'origine de cette anomalie. Depuis les
années 1980, I'intérét du caryotype et des techniques de cytogénétiques moléculaires dans
les hémopathies s’accroit en parallele avec I'évolution grandissante des technologies. Les
remaniements génétiques observés dans les leucémies aigues sont utilisés d’une part
comme élément diagnostique et pronostique majeur par les cliniciens et d’autre part a
I’évaluation de la maladie résiduelle et de la rechute.

2.1.6.4.1 Cytogénétique conventionnelle

La cytogénétique conventionnelle est la discipline qui étudie la structure, la fonction et les
anomalies des chromosomes. Elle permet une analyse globale du génome a résolution faible
(10 mégabases) en identifiant en un seul temps la totalité des anomalies répertoriées dans
les LAM. Il a été montré que le caryotype initial est le facteur pronostic indépendant le plus
fort dans les LAM (57,58). La cytogénétique conventionnelle est prise en compte dans les
essais cliniques et dans I’élaboration des protocoles thérapeutiques (51,54,59-61).

Le caryotype est indispensable a la prise en charge des LAM. Il doit étre obtenu au
diagnostic, avant tout traitement a partir d’un prélevement médullaire ou sanguin (si la
blastose périphérique est suffisamment importante). Il peut aussi étre pratiqué sur la moelle
au cours de I'évolution pour contréler la rémission ou dépister la maladie résiduelle et a la
rechute pour détecter la réapparition du clone initial et ses évolutions (60).

La technique s’effectue a partir d’un prélevement stérile contenant des blastes : moelle
osseuse, sang sur tube avec héparinate de sodium (ou milieu de culture), ganglion, liquide
céphalo-rachidien voire pleural. Le préléevement doit étre acheminé rapidement, a
température ambiante, au laboratoire de cytogénétique.
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La culture cellulaire est I'étape préalable et nécessaire pour obtenir des cellules au stade
métaphasique. Afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules mitotiques, une concentration
optimale de 1 a 2x10° cellules/ml est mise dans différents milieux synthétiques dépourvu de
mitogéne pendant 16 et/ou 24 et/ou 48 heures (culture « courte »). Cette culture s’effectue
dans un incubateur humide a 37°C.

Aprés adjonction de colchicine (poison du fuseau mitotique) les cultures sont arrétées
bloquant les cellules en prométaphase. Il est aussi possible de synchroniser les cycles
cellulaires pour obtenir, un grand nombre de cellules en métaphase en méme temps. Un
choc hypotonique au chlorure de potassium est réalisé suivi d’une fixation a base d’un
mélange méthanol ou éthanol et acide acétique pour assurer une dispersion cellulaire
optimale. Les culots cytogénétiques formés apres centrifugation sont alors étalés sur lame.
Les différentes techniques de dénaturations complétées par une coloration au Giemsa
permettent d’obtenir un marquage ou banding chromosomique R (reverse) par dénaturation
a la chaleur ou G (Giemsa) par dénaturation enzymatique a la trypsine. Les bandes « G »
correspondent aux zones de réplication tardive. Les bandes « R » sont le négatif des bandes
« G »(61).

Les métaphases sont ensuite analysées et digitalisées a I'aide d’un microscope relié a une
caméra afin étre analysées. Vingt métaphases au minimum doivent étre analysées. En
dessous de ce seuil, sans détection de mitose anormale, on parle d’échec de culture (51,54) .
Dans ce rare cas, la cytogénétique moléculaire sur noyaux interphasiques est indispensable.

Dans les hémopathies les anomalies sont acquises et non aléatoires, on parle de clonalité.
Environ deux cents anomalies de structure ou de nombre (translocation, inversion, insertion,
délétion,...) ont été décrites dans les LAM. Elles peuvent étre récurrentes (spécifiques),
primaires ou secondaires. Une anomalie clonale chromosomique est définie par au moins
deux mitoses possédant le méme gain chromosomique ou la méme anomalie de structure et
par la présence de trois mitoses présentant la méme perte chromosomique.

Des anomalies clonales et acquises sont retrouvées dans prés de 55% des LAM de |'adulte
(54). Les translocations équilibrées et inversions récurrentes reconnues par I'OMS sont a
rechercher. Ces derniéres sont facilement identifiables et exceptionnellement cryptiques
(I'inversion du chromosome 16, par exemple).

Le caryotype est rendu en « formule chromosomique » conformément a la nomenclature
internationale (ISCN 2013). A noter, que le bras court des chromosomes sont nommés par la
lettre « p » et les bras longs par la lettre « q ».
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2.1.6.4.2 Cytogénétique moléculaire

Les techniques de cytogénétique moléculaire par hybridation in situ en fluorescence (FISH)
sont complémentaires au caryotype. La FISH permet de préciser un remaniement complexe,
identifier une anomalie cryptique ou évaluer la maladie résiduelle (59). En effet, la résolution
de cette technique est d’une centaine de kilobases. Cette technique ciblée, se base sur la
propriété d’association de régions chromosomiques données avec une sonde couplée a des
fluorochromes, grace a la complémentarité des bases nucléotidiques, permettant une
hybridation spécifique. Ainsi, la sonde aprés dénaturation (thermique ou chimique) s’apparie
spécifiguement a la séquence complémentaire cible présente sur les chromosomes. Le
fluorochrome couplé a la sonde permet de visualiser la position, le nombre d’exemplaires et
I'intégrité des séquences chromosomiques cibles (figure 2-9) (62).

Figure 2-9 Principe de I'analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur chromosome d’une cellule en métaphase
(A) et d’'une cellule interphasique ou noyau (B) (62)

La FISH, réalisée aussi bien sur métaphases que sur noyaux permet une analyse a I'échelon
moléculaire. La FISH sur cellules métaphasiques permet d’étudier les remaniements
géniques et la modification chromosomique conséquente a cette altération. Ce type
d’analyse impose une étape préalable de culture cellulaire. La FISH interphasique, est trés
utile pour repérer la présence d’'une anomalie de faible proportion dans la population
cellulaire.

En fonction de l'information recherchée le cytogénéticien dispose de différentes sondes
(figure 2-10) :

- sondes « centromériques » : détectent les anomalies de nombre.

- sondes « peinture chromosomique » : spécifiques d’'un chromosome entier aide a
I'identification de translocations cryptiques, d’insertions et de marqueurs dans les
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caryotypes complexes. Certains mélanges de sondes de peintures chromosomiques
permettent de réaliser « un caryotype moléculaire » (M-FISH ou SKY) pour élucider de
multiples réarrangements complexes.

- sondes locus-spécifiques : décelent les translocations, les délétions ou les amplifications
géniques.

il
,

Sonde peinture
chromosomique

ELLLEh g d S i

: Sonde
Sonde locus unique centromérique

Figure 2-10 Schéma représentatif de I'hybridation d’'une sonde marquée par une molécule fluorescente et de sa séquence
d’ADN sur un chromosome (A) et schémas et images représentatives d’'une sonde locus spécifique (B), d’'une sonde
centromérique (C) et d’'une sonde de peinture chromosomique (D) (63)

Sur les schémas, les chromosomes sont représentés en rouge, les centromeéres par un rectangle gris et la fluorescence de la
sonde avec des étoiles jaunes. Sur les photographies, les chromosomes sont contre colorés par le diaminophényl indole
(DAPI, coloration bleue) (B,C) ou de I'iodure de propidium (rouge) (D) (63)

2.1.6.4.3 Biologie moléculaire

2.1.6.4.3.1 RT-PCR/QRT-PCR

La biologie moléculaire par réaction de polymérisation en chaine (PCR), RT-PCR pour
Reverse Transcriptase ou PCR quantitative peut détecter les génes de fusion associés aux
translocations récurrentes. Les plus fréquents sont : RUNX1-RUNX1T1, CBF3-MYH11, MLLT3-
MLL, PML-RARa. Cette option technique est utile lorsque la morphologie des chromosomes
est de qualité pauvre ou en cas de discordance entre la cytologie et le caryotype (54). Pour
cela, le diagnostic moléculaire requiert un prélevement de moelle osseuse ou de sang sur
EDTA (selon le pourcentage de blastes périphériques). Idéalement de I’ADN et de I’ARN sont
extraits et des cellules viables sont cryo-conservées. L'ARN est préférable pour étudier les
transcrits de fusion.
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2.1.6.4.3.2 Recherche de mutations

Au cours la derniére décennie, I'’étude moléculaire des remaniements récurrents décrits en
cytogénétique conventionnelle a permis de mettre en évidence des mutations acquises
récurrentes dans des genes impliqués dans la leucémogénese. L’identification de ces
anomalies moléculaires a permis, non seulement, d’améliorer les connaissances
fondamentales sur les LAM (cf chapitres étiologies et physiopathologie), mais aussi de
modifier la prise en charge, le pronostic et de permettre un suivi moléculaire de la réponse
aux chimiothérapies et de développer de nouveaux traitements (51). Actuellement, la
recherche des mutations NPM1, FLT3-ITD et CEBPo est recommandée en routine, au
diagnostic, chez les patients présentant un caryotype normal. Ces trois marqueurs modifient
la classification pronostique cytogénétique et sont nécessaires pour l'indication d’allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques (13,51,54).

- Nucleophosmine ou Nucleolar phosphoprotein B23 ou Numatrin (NPM1) : NPM1 est
une phosphoprotéine codée par un géne situé en 5935. NPM1 est une protéine
chaperonne qui en fonction de sa concentration et de sa localisation joue des réles
différents. Sa localisation préférentielle, a I'état physiologique, est nucléaire bien
gu’elle fasse la navette entre le noyau et le cytoplasme. A faible taux, elle se
comporte comme un géne suppresseur de tumeur en stabilisant P53, tandis qu’a
forte concentration la protéine augmente la synthése des ribosomes et provoque
une prolifération incontrolée (64). En 2005, I'équipe de Falini et al, découvre une
localisation aberrante de NPM1 dans 35% des LAM de novo. Cette délocalisation est
la conséquence de mutations au sein de I'exon 12 du géne NPM1 aboutissant dans
plus de 95% des cas a une insertion de quatre paires de bases en position 960.
D’autres variant existent et plus de quarante mutants ont été décrits. La mutation de
NPM1 est toujours hétérozygote et provoque un décalage du cadre de lecture ainsi
gu’une modification de I'extrémité C terminale de la protéine. Cette modification
forme un site de « signal d’exportation du noyau » qui se traduit par la délocalisation
cytoplasmique de NPM1 observée en immunohistochimie (figure 2-11) (64,65).
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Figure 2-11 Délocalisation cytoplasmique de la protéine NPM1 mutée (65)

Reconstruction tridimentionnelle d’images en microscopie confocale de cellules NIH-3T3 transfectée avec des plasmides
codant pour les alleles NPM1 normaux (Wild type) et mutés (mutated) marqués par un marqueur fluorescent vert; le
noyau est contre coloré a I'iodure de propidium (rouge). La protéine normale est localisée a la membrane nucléaire eet au
nucléole, alors que NPM1 muté montre une localisation cytoplasmique aberrante (65)

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3), Fetal liver kinase 2 (FLK-2) ou Human stem cell
kinase 1 (STK-1): Les mutations du géne FLT3 sont présentes dans 25 a 30% des LAM
(13,51,64,66). Le gene FLT3 situé en 13g12.1 code pour un récepteur de tyrosine
kinase de classe lll. La protéine possede cing domaines extracellulaires, un domaine
transmembranaire, un domaine juxta-membranaire et deux domaines tyrosine
kinase (figure 2-12). FLT3 agit sur la prolifération, la différenciation et la survie des
cellules multipotentes. Normalement exprimé par les progéniteurs myéloides et
lymphoides, son expression diminue au cours de I'hématopoiese (64). A I'état
normal, la protéine s’active en se dimérisant au contact de son ligand. La
dimérisation induit la phosphorylation du domaine tyrosine kinase qui devient actif
et induit une cascade d’évenements. On connait deux types de mutations : FLT3-ITD
ou duplications en tandem dans les exons 14 ou 15 (domaine juxta-membranaire) et,
plus rare, FLT3-TKD mutation non-sens dans I'exon 20 codons 835 et 836 (boucle
d’activation du domaine tyrosine kinase). La résultante est une phosphorylation
constitutive du récepteur et donc une activation des voies de signalisations PI-
3kinase/AKT, STAT5 et inhibition de la voie RAS/MAP kinase. Il y a donc une
augmentation de la survie, prolifération cellulaire et arrét de la différenciation
(47,66,67).
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Figure 2-12 Structure schématique du récepteur FLT3 (68)

Il est constitué par le domaine extracellulaire (ED), le domaine transmembranaire (TD) et un domaine cytoplasmique
contenant le domaine juxta-membranaire (JMD) aussi bien que le domaine kinase divisé en 2 parties par une petite kinase
d’insertion (KI) (68)

- CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBP): CEBPa. est une protéine appartenant a la
famille des facteurs de transcription a région leucine zipper (bZIP). Le géne CEBP« est situé
en 19g13.1 et ne possede pas d’intron. Il se compose de 4 domaines: I'extrémité C-
terminale de liaison a I’ADN, la région leucine zipper de dimérisation et 2 domaines de trans-
activation (TAD1 et TAD2) en N-terminal (69—71). Deux isoformes sont générés : la protéine
p30 et la protéine p42 (66,69). Cette derniére agit, a I’état normal, comme un facteur de
transcription jouant un réle crucial dans la différenciation de divers types cellulaires dont les
cellules hématopoiétiques. Mais CEBPa a d’autres actions comme la répression de
I'expression de c-MYC permettant la différenciation, I'augmentation de I'expression des
geénes spécifiques de la lignée granulocytaire et la modification d’autres génes clé du
développement myéloide (PU.1 par exemple). Trois mécanismes d’inactivation de CEBPa. ont
été décrits (70):

- la répression de I'expression de CEBPa par le transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1

- I'inhibition de la traduction de 'ARNm CEBPa par interaction avec hnRNPE2 induit par la
protéine de fusion BCR-ABL

- les mutations de CEBP« (figure 2-13)

Les mutations de CEBPa sont retrouvées dans environ 15% des LAM. L'ensemble du géne
peut étre atteint. Toutefois, les altérations se concentrent soit en N-terminal (mutation
frame-shift) et exercent un effet dominant négatif, soit a I'extrémité C-terminale
(délétion/insertions in frame) altérant la liaison a ’ADN ou la dimérisation. Trois types de
mutants CEBPa se distinguent dans les LAM (71):

- les LAM porteuses d’'une mutation mono-allélique
- les LAM avec une double mutation de CEBPA touchant la région N-terminale et

souvent bi-allélique
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- les LAM avec une mutation homozygote de CEBPA par perte d’hétérozygotie
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Figure 2-13 Mutations moléculaires dans CEBPa (71)

Le nombre de mutation est reflété par le nombre de spots colorés. Ces derniers indiquent aussi I'effet de la mutation au
niveau de I'acide aminé (71).

2.1.7 Diagnostic différentiel

La question du diagnostic différentiel se pose avec la grande variabilité clinico-biologique
d’entrée dans la maladie. Ainsi, a 'hémogramme devant la/les cytopénies peuvent étre
évoqués : un syndrome myélodysplasique, une aplasie médullaire, un cancer métastasé a la
moelle, une maladie de Biermer voir un hypersplénisme (surtout si il y a une splénomégalie).
Inversement, une hyperleucocytose peut orienter vers une infection bactérienne, un
syndrome myéloprolifératif ou lymphoprolifératif. Cette interrogation est rapidement
résolue avec la mise en évidence d’un taux de blastes supérieur a 20% dans la moelle
osseuse signant le diagnostic de leucémie aiglie. Le caractére myéloide différentiel du
lymphoide est affirmé par les examens complémentaires de cytologie et de cytométrie en
flux.
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2.1.8 Classifications

La morphologie cellulaire a longtemps été le critére principal de classement des LAM
définissant la classification FAB. Mais, la caractérisation d’anomalies génétiques et de
mutations récurrentes d’'importance pronostique a amené |'organisation mondiale de la
santé (OMS) a proposer une nouvelle classification intégrant les données morphologiques,
cytochimiques, immunophénotypiques, génétiques et cliniques. La derniere version date de
2008 et a été établie sur avis d’experts cliniciens et scientifiques mondiaux . Toutefois, bien
que la classification OMS 2008 permette d’instaurer un langage commun internationnal
nécessaire aux études cliniques et thérapeutique, la classification FAB reste encore utilisée
en routine.

2.1.8.1 Classification Franco-Americano-Britannique (FAB)

Proposée dés 1976, cette classification s’établie qualitativement sur la cytologie et
quantitativement sur l'infiltration blastique (>30%) et les stigmates de différenciation
myéloide sur frottis sanguin et/ou médullaire. Ainsi, le FAB distingue huit types de LAM
(51,72) (http://hematocell.univ-angers.fr).

- Leucémie aigiie myéloide peu différenciée LAM 0 : Rares, leur morphologie est tres proche
des celle des LAL. Les blastes sont trés indifférenciés et n’expriment pas la myélopéroxydase.
L'origine myéloide est confirmée par l'immunophénotypage. L'association avec une
mutation du géne AML1/RUNX1 est fréquente.

- Leucémie aigiie myéloide sans maturation LAM 1 : La blastose est importante et la
maturation de la lignée granuleuse est faible (<10%). La réaction aux myélopéroxydases est
positive dans au moins 3% des blastes.

- Leucémie aigiie myéloide avec maturation LAM 2: La maturation granuleuse est
importante (>10%). Les blastes présentent fréquemment un corps d’Auer. Dans certains cas
le corps d’Auer est unique, fin avec un bout effilé (figure 2-14). Les blastes sont larges, le
cytoplasme basophile abondant contient des granules azurophiles. Cette morphologie
particuliére est souvent associée a une translocation t(8;21)(922;922) et un transcrit RUNX1-
RUNX1T1.
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Figure 2-14 Blastes myéloides de LAM2 contenant des corps d’Auer associée a une t(8;21)(922;q22)

- Leucémie aigiie myéloide promyélocytaire LAM 3 : Ce type de LAM est particulier de par
la présentation clinique et biologique. Les cellules leucémiques ont un aspect tres granuleux
avec la présence caractéristique de corps d’Auer en fagots. Il existe aussi une variante
cytologique microgranulaire. La translocation t(15;17)(924;921) typique, impliquant les
geénes PML et RARa fait I'objet d’un traitement ciblé.

- Leucémie aigiie myéloide myélo-monocytaire LAM 4 : Prolifération de blastes associée a
une différenciation myéloide et monocytaire. La réaction cytochimique des estérases permet
d’identifier les éléments a différenciation monocytaire. La présence d’éosinophiles
médullaires morphologiquement anormaux singularise le sous type LAM 4eo associé a une
inversion péricentrique du chromosome 16 entrainant la formation du transcrit de fusion
CBFB-MYH11.

- Leucémie aigiie myéloide monoblastique et monocytaire LAM 5 : Les cellules de la lignée
monocytaire (monoblaste, promonocyte, monocyte) prédominent (>80%). Deux sous types
LAM 5a et LAM 5b se distinguent par le taux blastes médullaires (monoblastes +
promonocytes). La réaction des estérases est positive et celle des myélopéroxydases est
parfois négative.

- Leucémie aigiie érythroblastique LAM 6 : || existe 2 types de LAM6. L’érythroleucémie ou
LAM érythroide/myéloide avec un excés d’érythroblastes anormaux (>50%) dans I’'ensemble
de la population cellulaire nucléée et les myéloblastes représentent au moins 20% de
I’ensemble des éléments non érythroide de la moelle osseuse. La leucémie érythroblastique
pure se caractérise par plus de 80% de blastes de morphologie indifférenciée ou
érythroblastique et I'absence de composante myéloblastique. Il n’y a pas d’anomalie
génétique spécifique, mais on peut retrouver des caryotypes complexes avec des anomalies
de structure des chromosomes 5,7 et 8.
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- Leucémie aigiie mégacaryoblastique LAM 7 : Rare, cette classe est caractérisée par la
présence d’au moins 20% de blastes dont la moitié appartient a la lignée mégacaryocytaire.
Le cytoplasme basophile des mégacaryoblastes peut avoir des pseudopodes ou « blebs ». A
I'immunophénotypage les mégacaryoblastes sont positifs pour une glycoprotéine
plaquettaire au minimum : les glycoprotéines llb/llla (CD41), llla (CD61), Ib (CD42).0n ne
décrit pas d’anomalie cytogénétique récurrente.

2.1.8.2 Classification OMS 2008

La plétore d’études moléculaires sur les mécanismes de la leucémogénese et I'essor des
nouvelles techniques ont ammené a proposer, initialement en 2001 puis actualisée en 2008,
la classification OMS (tableau 2-3). Cette derniére définit plusieurs groupes (13,64,73).

Tableau 2-3 Classification des Leucémies aigués myéloides de 'OMS 2008 (51)

LAM avec anomalies génétiques récurrentes

LAM avec 1(8;21)(q22;922); RUNXTRUNXIT1

LAM avec inv{16)(p13.1922) ou 1{16;16)(p13.1;q22);
CBFBMYHI 1

LAM avec 1{15; ]7)(q22;q]2); PMLRARA

LAM avec {{9;11) 23); MLIT3MLL

LAM avec 1{6; 9)(95 gd)' DEK-NUP2 14

LAM avec |nv(3)(q2]q26 2) ou 1(3;3)(q21;926.2); RPN 1-EVI1
LAM (rnegccoryoblaanue] avec i{1; ZJ(pl 3; q]3) RBM15MKL1
Eniité provisoire : LAM avec mutation de NPM1

Eniité provisoire : LAM avec mutation de CEBPA

LAM iées a des ar lies de type
myeélodysplasie =
LAM thérapie-induites

LAM sans spécificité particuliere

LAM avec dlf!;renhahon minime

LAM sans maturation

LAM avec maturation

Leucémie aigué myélo-monocytaire

Leucémie aigué monoblastique/monocytaire

Leucémie aigué. érythroide

- Ie\lcemle algue ery?hrolde pure
érythroleucémie, érythroide et myéloide

Leucémie aigué mégacaryoblastique

Leucémie aigué basophilique

Panmyélose aigué avec myélofibrose

Sarcome myéloide

Proliférations myéloides liée au syndrome de Down
(trisomie 21)

Mye]oponese anormale transitoire

Leucémie myéloide associée au syndrome de Down

Néoplasie a cellules dendritiques blastiques
p|csmccy|on es

2.1.8.2.1 Les LAM avec anomalies génétiques récurrentes

Ce groupe comprend d’une part les LAM avec translocations (ou inversions) équilibrées. Ces
anomalies de structure créent un gene de fusion codant pour une protéine chimérique
détectable par RT ou RQ-PCR. Trente pourcent des LAM sont concernées. La plupart de ces
leucémies ont une présentation clinique et immunophénotypique caractéristique, d’ou une
forte corrélation entre morphologie et génétique. Les translocations: t(8;21)(q22;q22),
t(16;16)(p13;922) ou inv(16)(p13g22) impliquent les genes du core binding factor (CBF). Les
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genes RUNX1 (aussi nommé AMLI ou CBFa) et CBFf codent pour les sous unités alpha et
béta du facteur de transcription CBF essentiel a I'hématopoiese. La présence des t(8;21),
t(16;16) ou inv(16) et t(15;17) suffisent a affirmer le diagnostic de leucémie aiglie quel que
soit le pourcentage de blastes leucémiques médullaires.

Le groupe des leucémies aigués avec translocation t(9;11)(p22;923) a été individualisée car
son pronostic est meilleur (intermédiaire) que celui des leucémies aigués avec
réarrangement du gene MLL (mauvais). En effet, plus de quatre-vingt autres translocations
impliquant MLL (myeloid lineage leukemia) ont été décrites et une soixantaine de
partenaires sont connus (figure 2-15).
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Figure 2-15 Partenaires de MLL (74)

D’autre part, ’'OMS distingue les LAM avec mutations spécifiques. Seules ou en combinaison
les mutations des génes FLT3, NPM1 et CEBPa ont été rapportées dans les LAM, le plus
souvent a caryotype normal ou elles avaient un impact pronostic non négligeable. Ainsi,
deux entités provisoires de LAM associées aux mutations de NPM1/FLT3- ou de CEBPo/FLT3-
ont été proposées.

2.1.8.2.2 Les LAM avec signes (cytologiques et/ou génétique) évoquant une
myélodysplasie

Cette catégorie représente 24 a 35% des cas de LAM et touche principalement les sujets
agés. Ces LAM sont définies par la présence d’au moins 20% de blastes médullaires ou
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circulants associée a un antécédent de syndrome myélodysplasique (SMD), une anomalie
cytogénétique caractéristique des SMD ou la présence d’'une dysplasie multilignée et
I’'absence de thérapie cytotoxique antérieure ou d’anomalies cytogénétiques récurrentes des
LAM. Au niveau cytogénétique on constate la perte de chromosome: -7/del(7q) et -
5/del(5q) avec un caryotype complexe.

2.1.8.2.3 Les hémopathies myéloides induites par des traitements cytotoxiques

Depuis 2008 les leucémies aiglies induites par des traitements cytotoxiques sont identifiées
comme un groupe a part entiére au sein de la classification OMS. Ce groupe inclut
I'ensemble des hémopathies myéloides induites. Cependant, la plupart des patients
concernés ont regu, le plus souvent, un traitement avec des agents alkylants et/ou des
radiations aussi bien que des inhibiteurs de topoisomérase Il. Ainsi, il n’est plus recommandé
de subdiviser ce groupe en fonction de la classe thérapeutique recue.

2.1.8.2.4 Les LAM sans aucune particularité

Cette entité regroupe tous les cas qui ne répondent pas aux définitions des groupes
précédents. Les criteres morphologiques de la classification FAB sont repris en supprimant la
numérotation et en abaissant le seuil de blastes nécessaire a 20%.

2.1.8.2.5 Proliférations myéloides et trisomie 21

Dans 66% des cas il s’agit d’'une LAM 7 selon la classification FAB. Un pourcentage de blastes
supérieur a 20% n’est pas obligatoire pour le diagnostic. Le profil génétique se singularise
dans prés de 100% des cas avec la mutation du facteur de transcription GATAI et la
présence de copies additionnelles des chromosomes 8 et 21 (en plus de la trisomie 21
constitutionnelle). En revanche, le pronostic favorable est lié a une bonne réponse a la
chimiothérapie a base de cytarabine. D’ailleurs, ces particularités morphologiques, immuno-
phénotypiques, cliniques et moléculaires classent la leucémie myéloide en entité unique
selon ’'OMS 2008 (12,13,73).
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2.1.9 Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques peuvent étre subdivisés entre ceux reliés aux caractéristiques du
patient et ceux dépendant de la maladie elle-méme. Le premier groupe qui prend en compte
I’état général du patient permet notamment d’estimer la mortalité thérapie induite (TMR,
treatment-related mortality). Le second groupe, contenant plus de criteres permet de
prédire, entre autre, la réponse au traitement d’induction (54).

2.1.9.1 Facteurs liés au patient

2.1.9.1.1 L’Gge

L’age est un facteur de mauvais pronostic important (75,76). Les patients plus agés ont une
évolution plus défavorable que les patients jeunes. Un déclin constant du pronostic est
constaté de I'enfant a la personne agée. Cette relation ce traduit par une diminution de la
réponse au traitement et de la survie. En effet, les patients de plus de 60 ans présentent une
probabilité de réponse a la thérapie estimée entre 45 et 55% et moins de 10% d’entre eux
ont une survie a 5 ans. En revanche, les malades de moins de 60 ans, ont une réponse au
traitement de 75% et 35 a 40% d’entre eux survivent a 5 ans (77). Cette différence peut
s’expliquer par un état général réduit (performans status pauvre) chez les personnes agées
qui par conséquent tolérent moins bien les chimiothérapies intensives et leurs effets
secondaires. De plus, les malades agés compilent une forte incidence de facteurs péjoratifs
comme la cytogénétique de pronostic défavorable, les leucémies secondaires et
comorbidités importantes. L’étude de Juluisson et al (76) montre que I’age n’est pas la seule
raison pour réfuter un traitement a un patient. L'évaluation et la documentation des
comorbités sont essentielles pour la décision thérapeutique. En 2006, Appelbaum et al (75)
établissent a travers I'étude de 5 cohortes (968 patients atteints de LAM, hors LAM 3) du
SWOG (SouthWest Oncology Group) que I'dage a un effet modeste sur les patients ayant un
trées bon performans status. En revanche, chez les patients de plus de 75 ans avec un
performans status de 3, 82% des patients meurent dans les 30 premiers jours du traitement
d’induction (tableau 2-3). La méme étude montre que le pourcentage de patients avec une
cytogénétique défavorable augmente en passant de 35% chez les moins de 56 ans a 51%
chez les plus de 75 ans (figure 2-16).
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Tableau 2-4 Mortalité dans les 30 premiers suivant I'initiation du traitement d’induction (75)

Younger Older
than56y 56-65y 66-75y than75y

No. patients 364 242 270 79
Early deaths* by performance
status, no./no. total
patients (%)
3129 (2) 8/72(11) 9/73 (12) 2/14 (14)
6/180 (3) 6/112(5) 20/126 (16) 7/40 (18)
1/46 (2) 6/34 (18) 16/52 (31) 7/14 (50)
0/9 (0) 7/24 (29) 9/19 (47) 9/11 (82)

w N = O

Patients with known prestudy performance status are included.
*Within 30 days of registration to the trial.

-

% of Patients
c338s883888

[JUnfavorable
W Intermediate
) Favorable

<56 56-65 66-75 >75

8/126/2005 Age Categories

Figure 2-16 Groupes de risque cytogénétique des patients du SWOG par catégorie d’age (75)

2.1.9.1.2 Comorbidités

L’équipe de FJ.Giles (78) en utilisant le score HCTCI montre que les comorbidités pré
induction chez les patients atteints de LAM de plus de 60 ans sont prédictives de la survie et
du déces précoce. L'index de comorbidité des transplantations cellulaires (HCTCI,
haematopoietic cell transplantation comorbidity index) est un score initialement utilisé pour
estimer la mortalité et la survie post transplantation cellulaire. Ainsi, sur une cohorte de 177
patients 22% avaient un score a 0, 30% a 1 ou 2 et 48% supérieur ou égal a 3. La médiane de
survie dans ces trois groupes était respectivement de 45 ; 31 et 19 semaines (figure 2-17).
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Figure 2-17 Courbes de survie selon I'index HCTCI (Haematopoietic cell transplantation comorbidity index) chez 177
patients atteints de LAM de plus de 77 ans traités en induction par Idarubicine et Cytarabine (78)

2.1.9.1.3 Le sexe

Plusieurs études de phases Ill chez des patients atteints de LAM non traitées ont suggéré
une meilleure survie chez les femmes (77). Cependant, I'analyse démographique de
Appelbaum et al (75) trouve un sexe ratio identique quel que soit I'age.

2.1.9.1.4 Antécédents oncologiques et hématologiques

Le pronostic des LAM thérapies induites ou secondaires a un syndrome myléodysplasique/
myéloprolifératif chronique est mauvais en comparaison aux LAM de novo (13,51,79). La
survie a 5 ans est inférieure a 10% (13). Cette différence peut s’expliquer par la forte
influence d’un caryotype anormal (anomalies des chromosomes 5 et 7) et/ou complexe et a
I'expression de phénotype de résistance aux drogues (MDR, multidrug resistance) (51,80).
D’autres facteurs sont potentiellement responsables du mauvais devenir des LAM
secondaires (79):

- la persistance de la maladie primaire

- la défaillance des organes soumis a plusieurs chimiothérapies

- les cytopénies prolongées consécutives a la déplétion iatrogene des cellules souches
hématopoiétiques

- I'immunosuppression chronique
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2.1.9.2 Facteurs liés a la leucémie

Ce groupe inclus la leucocytose au diagnostic, la cytogénétique et la biologie moléculaire des

cellules au diagnostic. D’autres criteres cliniques (splénomégalie) et biologiques (taux élevé

des LDH) ont été assimilés a un impact pronostique variable selon les études (54,81).

2.1.9.2.1 Leucocytose

Selon différentes études le taux de leucocytes au diagnostic constitue un facteur

pronostique indépendant (77). Bien que le seuil de leucocytes fasse I'objet de discordances,

une leucocytose >50 G/L est associée a un taux de réponse compléte réduit et a une

augmentation du taux de rechute (82). La numération leucocytaire est aussi un facteur

pronostique au sein de leucémies a caryotype dit favorable (figure 2-18). En cas de

translocation t(8;21), inv(16) et t(15;17) associée a une hyperleucocytose le pronostic

s’assombrie (77,82).
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Figure 2-18 Impact du nombre de leucocytes sur le pronostic des leucémies aigués myéloides t(8;21) (77)
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les patients avec une LAM t(8;21) (C) et pour les patients a cytogénétique défavorable. (D). Une leucocytose de 20 x10°/L ou
plus a un impact négatif sur les LAM t(8;21) mais pas sur les autres LAM. (N : nombre de cas et O : nombre d’événements)

(77)
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2.1.9.2.2 Immunophénotypage

La valeur pronostique de I'immunophénotypage est controversée dans les LAM (77,82).
Certaines études ont démontrés que I'expression du CD34 était un critéere péjoratif (83), de
méme que l|’association avec des marqueurs lymphoides (CD2, CD19). Dans cette derniere
association est souvent retrouvée un chromosme Philadelphie ou une anomalie du gene MLL
(84). Néanmoins, la revue de KD.Mason et al (56), conclue que les seuls marqueurs
incontestés sont le CD11b, présent dans 50% des LAM, lié a un mauvais pronostic et le CD15
relié, lui, a une meilleure évolution.

2.1.9.2.3 Morphologie

La présence de signes de dysplasie comme impact pronostique a fait I'objet d’études. La
dysmyélopoiese est essentiellement retrouvée dans les LAM secondaires et rarement dans
les LAM de novo couplées a un caryotype de mauvais pronostic (82). Une étude allemande
sur 614 patients présentant une LAM de novo indique que le caractére dysplasique des
cellules n’influence pas le taux de rémission ni la survie, surtout lorsque la cytogénétique est
prise en compte (tableau 2-5) (81).

Tableau 2-5 Corrélation entre groupes de risque cytogénétique et caractéres dysplasiques selon le WHO (81)

oS EFS
0+1 Multilineage 0+1 Multilineage
Risk Group Dysplasia Dysplasia (2 + 3) 2 Dysplasia Dysplasia (2 + 3) P
Favorable risk .36 92
Rate at 5 years + SD, % 61.8 +776 75.0 = 21.65 492 =798 321 +255
Median, months NR NR 51 46
Intermediate risk 19 19
Rate at 5 years + SD, % 16.4 + 4.4 33.1+878 157 = 409 24.3 + 6.53
Median, months 14 27 8 16
Unfavorable risk 16 .93
Rate at 5 years + SD, % 5.9 0* 23 0
Median months 8 7 4 2

Abbreviation: NR, not reached.
*Rate at 3 years.

2.1.9.2.4 Classification FAB

Le type de la classification FAB ne semble pas étre un paramétre pronostique indépendant
(81,82). On note, cependant, que les LAM 3, LAM 3 variante et LAM 4 éosinophile on une
meilleure survie que les autres sous types de FAB (figure 2-19).
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Figure 2-19 Coubes de survie chez les patients classés selon les critéres du FAB (81)

(A) Médiane de survie pour les leucémies aigués myéloides LAM 0, 15 mois ; LAM 1, 14 mois ; LAM 2, 18 mois et LAM 3
variant, non atteint ; et (B) médiane de survie pour les LAM 4, 11 mois ; LAM4eosinophile, non atteint; LAM 5 a et b, 12
mois ; LAM 6, 11 mois (81)

Par contre les LAM 0 ont un mauvais pronostic par rapport aux LAM de novo (85). Leur
devenir est identique a celui des LAM secondaires a un syndrome myélodysplasique ou
myéloprolifératif (86). Ce pronostic peut s’expliquer par le fait que les LAM 0 sont fréquentes
chez les sujets agés et souvent associées a des mutations de RUNX1 (87)

2.1.9.2.5 Cytogénétique

Dés 1984, the fourth international workshop on chromosomes in leukemia, étude multi
centrique, établi que le caryotype est fondamental pour le pronostic des LAM (88). C’est le
facteur le plus fort, prédictif de la réponse a la thérapie d’induction et de la survie
(54,57,58). Rapidement, sur la base des résultats cytogénétiques obtenus avant traitement,
plusieurs larges études (au sein des groupes MRC, SWOG, CALGB) sur des patients de moins
de 60 ans, classent les patients en trois groupes de risque : favorable, intermédiaire et
défavorable (tableau 2-6) (73,89-91).
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Tableau 2-6 Variation des groupes de risque cytogénétique selon les groupes d’essais cliniques (92)

Original GIMEMA/ German HOVON/
MRC SWOG/ECOG CALGB AML10 AMLCG SAKK Refined MRC
Favorable  1(15;17) 1(15:17) 1(15;17) 1(15;17) 1(15;17) 1(15;17) 1(15;17)
1(8;21) t(8;21) [lacking del(9q),  1(8;21) (8;21) 1(8;21) 1(8;21) alone  t(8;21)
inv(16)/1(16;16) complex, ie, > 3 unrel inv(16)/t(16;16) inv(16)/t(16;16) inv(16)/t(16;16) inv/del(16) and inv(16)/t(16;16)
abn] lacking unfav
inv(16)/1(16;16)/del(16q) abn
Intermediate Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Other non- +6, +8, -Y, Other non- Y Other non- Other non- Other non-
complex del(12p) complex complex complex complex
Adverse abn(3q) abn(3q),(99),(11q),(21q) inv(3)/1(3;3) Other inv(3)/t(3;3) abn(3q) abn(3q)
-5/del(5q) abn(17p) -7 -5/del(5q) -5/del(5q) [excluding t(3;5)]
-7 -5/del(5q) 1(6;9) -7/del(7q) -7/del(7q) inv(3)/1(3;3)
complex [>5  -7/del(7q) #(6;11) abn(11q23) abn(11q23) add(5q)/del(5q)/
unrel abn] 1(6;9) t(11;19) del(12p) (6;9) -5,-7/add(7q)
1(9;22) +8 abn(17p) 1(9;22) t(6;11)
Excluding complex [>3 unrel abn] complex (>3 complex (= 3 complex (= 3 t(10;11)
those with unrel abn) unrel abn) unrel abn) 1(9;22)
favorable A7
changes Excluding those abn(17p) with
with favorable other changes
changes Complex (> 3

unrel abn)

Excluding those
with favorable
changes

Unrel abn indicates unrelated abnormality; abn, abnormal.

Ainsi, les leucémies myéloides associées aux translocations t(15;17)(q22;q12) et
t(8;21)(g22;922), inv(16) dites CBF (core binding factor) sont de bon pronostic dans le cadre
d’'un traitement par chimiothérapie intensive. Inversement, les anomalies du 3q, les
délétions 5q, monosomies des chromosomes 5 et/ou 7 et les caryotypes complexes ont un
sombre pronostic avec une chimiothérapie conventionnelle. Les caryotypes normaux et
présentant d’autres anomalies cytogénétiques correspondent a la classe des intermédiaires.

L’étude de Grimwade en 2010 sur une cohorte de 5876 patients, approuve les résultats
antérieurs et statut notamment sur les anomalies impliquant le gene MLL et la notion de
complexité du caryotype (tableau 2-7) (73).

Tableau 2-7 Révision de la classification pronostic en analyse multivariée (73)

Cytogenetic abnormality Comments
Favorable

1(15;17)(q22:921)

1(8;21)(q22;q22) Irrespective of additional cytogenetic

abnormalities*
inv(16)(p13q22)(16;16)(p13;q22)
Intermediate
Entities not classified as favorable
or adverse
Adverse

abn(3q) [excluding

1(3;5)(q21~25;931~35)],
inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21:926),
add(5q), del(5q), —5,
—7, add(7q)/del(7q), Excluding cases with favorable

karyotypet

1(6;11)(q27;q23),
t(10;11)(p11~13;923),
t(11q23) [excluding

1(9;11)(p21~22:q23) and

t(11;19)(q23;p13)]
1(9;22)(q34:q11),
—17/abn(17p),
Complex (= 4 unrelated

abnormalities)

*All favorable-risk abnormalities.
tAIl adverse-risk abnormalities.
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En analyse multivariée, de nouveaux facteurs indépendants de mauvais pronostic
apparaissent significatifs comme la perte du chromosome 17 ou I'anomalie de son bras court
qui entraine la perte du géne suppresseur de tumeur TP53. Les atteintes du 1123
impliquant le gene MLL sont associées a une survie plus courte, seule la translocation
t(9;11)(p21;923) a un pronostic plus favorable. Le caryotype complexe définit par la
présence d’au moins quatre anomalies cytogénétiques en I'absence des t(8;21), t(16;16) ou
inv(16), t(15;17) est retrouvé dans 10 a 12% des patients et constamment associé a un
mauvais pronostic. De méme, le caryotype monosomique, décrit une nouvelle entité
cytogénétique défavorable caractérisée par la présence d'une seule monosomie
autosomique avec au moins une anomalie de nombre ou une anomalie de structure
associée.

On observe une augmentation de I'incidence d’anomalies cytogénétiques défavorables avec
I’age ce qui contribue au mauvais pronostic des LAM chez les plus de 60 ans (75,93). En
conséquence des classifications ont été proposées pour les patients agés.

2.1.9.2.6 Biologie moléculaire

La mise en évidence de certaines anomalies moléculaires récurrentes a permis de mieux
évaluer le devenir des patients ayant un pronostic cytogénétique intermédiaire (caryotype
normal) et sont devenus nécessaires pour poser l'indication d’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (51,54).

L'international European LeukemiaNet (ELN) est la classification qui prend en compte les
altérations génétiques des LAM. Elle permet de distinguer les groupes a pronostic favorable,
défavorable, intermédiaire | et intermédiaire Il (tableau 2-8) (94).

Tableau 2-8 European LeukemiaNet. Corrélation entre les données cytogénétiques et moléculaires dans les leucémies
aigués myéloides avec données cliniques (94).

Genetic Group Subsets

Favorable 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;,922); CBFB-MYH11
Mutated NPM7T without FLT3-ITD (normal karyotype)
Mutated CEBPA (normal karyotype)

Intermediate-| Mutated NPMT and FLT3-ITD (normal karyotype)
Wild-type NPM1 and FLT3-ITD (normal karyotype)
Wild-type NPM1 without FLT3-ITD (normal karyotype)

Intermediate-l| 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Cytogenetic abnormalities not classified as favorable
or adverse

Adverse inv(3)(q21926.2) or t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVIT
1(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
tlv;11)lv;q23); MLL rearranged
-5 or del(5q)
-7
abnl(17p}
Complex karyotype”

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; ITD, internal tandem duplication.
*Complex karyotype is defined as three or more chromosome abnormal-
ities in the absence of one of the WHO designated recurring translocations
or inversions: t(8;21), inv(16) or t(16;16), t(15;17), t(9;11), tlv;11){v;q23),
(6;9), inv(3) or t(3;3).
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La mutation ayant I'impact pronostique le plus fort est la mutation en tandem du géne FLT3
(95). Le pronostic des LAM a caryotype normal est significativement inférieur lorsqu’elles
sont associées a la mutation FLT3-ITD. Le pronostic de cette altération serait lié au taux
d’allele muté (ratio allele muté/ alleéle natif). Ainsi, un ratio élevé est prédictif d’une survie
inférieure. En revanche, lI'impact pronostic de la mutation FLT3-TKD est controversé
(66,67,92,96).

La mutation du gene NPM1 dans les LAM a caryotype normal est associée a un fort taux de
rémission complete et a une meilleure survie sans événement ni rechute (54,95,97,98).
L’altération de NPM1 sans mutation de FLT3 associée s’accompagne d’une rémission
compléte et d’un pronostic favorable (figure 2-20) (54,66,67,96). Cependant, la mutation
NPM1 couplée a la mutation FLT3 ne modifie pas I'effet néfaste de FLT3 muté (95).

A
&
£
>
5
@
8
-
<
8
a
&
e T T T T T T T T T 1
I & 23 ;4: 8 & ;7 5. 8 20
Years
No. at Risk
Other genotypes A9 6 W8, S 20

Mutant NAMI without 136 102 &3 64 50 34 24 13 8 3 1
FIT3.ITD
Mutant CEBPA 62 4 32 2 ¥V 11 6 4 4 31 O

£ Mutant CEBPA
T 60
£ 5o
a Mutant NAU 1
'E 40 without FLT3.ITD
o 3
Ay
20+
Other genotypes
104 P<0.001
> — T T T T T T
g9 1 2 3 :4 5 € 7 8 8 10
Years
No. at Risk
Other genotypes 266 153 90 68 39 22 15 9 7 4 0

Mutant NAMI without 150 123 101 75 56 38 25 14 10 4 2
FLT3.ITD
Mutant CEBPA 67 54 39 30 19 13 8 6 5 3 0

Figure 2-20 Courbes de survie de Kaplan Meier selon le génotype (99)

(A) Survie sans événement selon le génotype. (B) Survie globale selon le génotype. « Autres génotypes » est défini par le
génotype FLT3-ITD et les triples négatifs soit : NPM1 et CEBPa natifs sans FLT3-ITD. Les coches représentent les patients

pour lesquels les données n’étaient pas accessibles la derniére fois qu’ils ont été vus vivants et/ou en rémission compléte (A
et B) (99)
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La mutation du géne CEBPa confére un pronostic favorable aux patients possédant un
caryotype normal (figure 2-20) (54,66,92,99-101). Bien que la mutation n’influe pas sur le
taux de rémission compléte, I'impact est significativement meilleur pour la survie (95,100).
Cependant, des données ont montrées que le caractére favorable de CEBP« était restreint
aux cas avec double mutations et qui n’étaient pas associés a une anomalie cytogénétique
ou a la mutation FLT3-ITD (figure 2-21) (54,66,71,92,102).
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Figure 2-21 Survie globale et survie sans événement des patients avec une leucémie aigué myéloide selon la mutation de
CEBPa. (102)

(A) Survie globale des patients avec leucémie aigué myéloide sans mutation de CEBPa (wt ; n : 205) avec une seule (n: 7) et
avec la combinaison des mutations CEBPa C et N-terminale (double ; n: 12). Axe des abscisses : mois ; axe des ordonnées :
la probabilité de survie. (B) Survie sans événement des patients avec leucémie aigué myéloide sans mutation de CEBPa (wt ;
n : 205) avec une seule (n : 7) et avec la combinaison des mutations CEBPa C et N-terminale (double ; n: 12) (102)

La duplication en tandem du géne MLL est la premiere altération moléculaire identifiée
comme ayant un role sur I'évolution clinique des patients au caryotype de pronostic
intermédiaire. MLL-PTD contribue a la leucémogénese via I’hyperméthylation de I’ADN et la
régulation épigénétique des génes suppresseurs de tumeur. Détectée dans 5 a 10% des cas,
I’'anomalie MLL-PTD est retrouvée dans 30 a 40% des cas avec la mutation FLT3 associée a
une durée de rémission compléte plus courte (66,67,95,96).

La mutation de KIT est trouvée dans 25 a 30% des cas de LAM a caryotype normal (66). La
mutation de KIT confére un mauvais pronostic (54,103). A noter que I’hyperexpression de
KIT est souvent associée aux LAM CBF et par conséquent a rechercher comme potentiel cible
thérapeutique. Néanmoins, I'impact pronostique est controversé. L’analyse du protocole
LAM CBF du GOELAMS ne montre pas en analyse multivariée d’impact de mutation du géne
KIT sur la survie sans événement et la survie globale des patients alors que le suivi de la
maladie résiduelle par RT-gPCR montre un impact négatif si la décroissance est inférieure a 3
log aprés la premiere consolidation (66,104,105).
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D’autres mutations récurrentes, plus rares, parmi lesquelles figurent : RAS, IDH1, IDH2, WT1
ont été identifiées mais leur impact pronostique est encore a I'étude (66). Encore, les
mutations de RUNX1 dans le domaine Runt sont associées aux LAM 0 indifférenciées et a un
taux de survie médiocre (87,106).

1.2% NPM1"/CEBPA*  1.0% CEBPA*IFLT3-TD*
1.2% NPM1+ CEBPA*/FLT3-ITD* 04% CEBPAIFLT3STD WTS*
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7.6% NPMT'/NRAS* 4.2% CEBPA*
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Figure 2-22 Graphique circulaire illustrant 'hétérogénéité moléculaire des leucémies aigués myéloides a cytogénétique
normale (54)

Basé sur les mutations des génes NPM1 (bleu), CEBP« (orange-rouge), MLL (jaune-vert) , FLT3-ITD ou TKD, NRAS et WT1.
Données issues d’une analyse de 485 jeunes adultes avec LAM a cytogénétique normale. Gris : sous groupe sans mutation
hypothétique de classe Il, Blanc : sous groupe sans mutation sur les génes précédemment décrits (54)

En plus des altérations moléculaires des modifications dans I'expression de genes spécifiques
semblent avoir un réle pronostique (54,66). BAALC est principalement exprimé au niveau des
tissus de neurectoderme et dans les précurseurs hématopoiétiques (95). L’hyperexpression
de BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic), géne localisé en 8922.3, a été identifiée
dans les LAM avec trisomie 8 comme facteur prédictif d’'un faible taux de rémission
compléte et d’'une mauvaise survie (66,107). De la méme maniére, I'augmentation de
I'expression des génes MNI1 (meningiomal), ERG (erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog, avian) en 2122 et EVI1 (ecotropic viral integration site 1) s’accompagne d’un
pronostique pauvre (66,108-110).

2.1.9.2.7 Resistance multidrogue

Le gene MDR1 (multidrug resistance) est fréquemment exprimé dans les LAM secondaires et
LAM du sujet agé (70% des cas) (82). Un haut niveau d’expression de MDR1 induirait une
baisse de la concentration intracellulaire en chimiothérapie. Ce gene est donc associé a un
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pronostic défavorable (111). Récemment, une étude chinoise (112) a mis en évidence que
les faibles expressions concomitantes de MDR1 et BAALC dans le groupe cytogénétique
intermédiaire étaient associées a un pronostic favorable (figure 2-23).
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Figure 2-23 Impact de MDR1 avec I'expression combinée de BAALC dans les LAM du groupe de risque intermédiaire (112)

(A) Courbes de survie globale (OS) montrant un devenir favorable pour les patients ayant MDR1 faible/BAALC faible
comparé aux patients avec MDR1 haut et/ou BAALC hautement exprimé. (B) Courbes de survie globale ne
montrant pas de différence entre les patients MDR1 faible/BAALC faible et le groupe de risque favorable (112).

2.1.9.2.8 La maladie résiduelle

Le monitoring de la maladie résiduelle est possible par RT-PCR (détection des transcrits de
fusion, mutations génétiques et hyperexpression) ou par cytométrie en flux (identification
des phénotypes aberrants). La cinétique de la baisse des transcrits RUNX1-RUNX1T1 et
CBFB-MYH11 a été corrélée a un risque de rechute (113). Plusieurs études montrent que la
détection immunophénotypique de la maladie résiduelle aprées induction et consolidation
constitue une information pronostique indépendante et intéressante (54,114). L’équipe de
Kohlmann et al (115) montre que le séquencage des mutations de RUNX1 en NGS (next
generation sequencing) est un marqueur de suivi individuel de la maladie résiduelle. Cette
découverte va contribuer a redéfinir de nouvelles catégories de risque.
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2.1.10 Traitement

Sans traitement les leucémies aiglies sont mortelles en quelques semaines par complications
hémorragiques et/ou infectieuses (23). La décision thérapeutique est prise en réunion de
concertation pluridisciplinaire comportant des hématologues et des biologistes. La
participation a des essais cliniques est conseillée aprés information et consentement éclairé
du patient. L’arsenal thérapeutique se compose d’une chimiothérapie souvent intense selon
un schéma induction pour obtenir la rémission compléte, consolidation destinée a prévenir
les rechutes et parfois, une phase d’entretien. Les facteurs de risque cytogénétiques et
moléculaires sont pris en compte pour adapter la stratégie thérapeutique de Ia
consolidation. La radiothérapie a peu d’indication dans les LAM. La greffe de cellules souches
hématopoiétiques est une alternative. Enfin, les thérapies ciblées, finalité de 'amélioration
des connaissances physiopathologiques des LAM, bouleversent I'évolution dans certains cas
(51).

2.1.10.1 Prise en charge du patient jeune

Chez les sujets de moins de 60 ans le traitement intensif a visée curatrice est indiscutable. Le
régime standard de la chimiothérapie d’induction associe une anthracycline et de la
cytarabine (agent cytostatique), c’est le schéma «3+7» (figure 2-24). La phase d’aplasie
médullaire post chimiothérapie impose un isolement du patient en unité protégée (51,54).

La rémission complete, préalable, nécessaire a la survie a long terme, se définie par la
correction de ’hémogramme (polynucléaires neutrophiles > 1 G/L; plaquettes >100 G/L;
blaste <1% ), la présence de moins de 5% de blastes dans la moelle osseuse, I'indépendance
aux transfusions de globules rouges et la disparition de toutes les atteintes extra-médullaires
présentes au diagnostic (51).

Par la suite, les patients doivent recevoir rapidement des cures de consolidation. La stratégie
se détermine en fonction du risque cytogénétique. En cas de cytogénétique favorable, des
cycles répétés de cytarabine haute dose sont recommandés. La greffe autologue ou
allogénique n’a pas montrée davantage dans ce groupe. Pour les patients de la classe
intermédiaire, les cycles de cytarabine sont couramment utilisés. Des preuves tendent a dire
que la greffe allogénique pourrait étre une bonne option pour les LAM a caryotype normal et
marqueurs moléculaires défavorables (NPM1 non muté avec mutation de FLT3 ou CEBP«a
non muté) (99). Chez les patients du groupe défavorable, I'allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques apparentée doit étre systématiquement proposée (54). Le
conditionnement est a base de fortes doses de cyclophosphamide couplées a un
radiomimétique (le busulfan) ou a une irradiation. Il n’y a pas d’argument recommandant
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une phase d’entretien pour les patients jeunes ayant recu une consolidation et une
intensification.

2.1.10.2 Prise en charge du patient dgé

Pour les sujets de plus de 60 ans, il est impératif d’évaluer d’une part les éléments pronostic
péjoratifs (cytogénétique défavorable, caractere secondaire de la LAM...) et d’autre part la
capacité de tolérance aux traitements intensifs (comorbidités). Les patients aptes a recevoir
une chimiothérapie suivront un schéma d’induction similaire a celui de I'adulte jeune (figure
2-22). Le taux de rémission varie de 50 a 70%. La chimiothérapie de consolidation peut
s’avérer problématique et n’a pas montré de supériorité par rapport a une chimiothérapie
d’entretien prolongée a base d’anthracycline. La greffe allogénique a conditionnement
atténué peut étre proposée jusqu’a 65 ans et plus. Les sujets contre indiqués au traitement
intensif peuvent se voir proposer de la cytarabine faible dose avec un taux de rémission plus
faible oscillant de 15 a 20%. En dernier recours, un traitement de confort peut étre instauré
avec support transfusionnel, agents anti-infectieux et chimiothérapie palliative chez les
patients trop agés ou de trés mauvais pronostic (51,54).
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Figure 2-24 Déroulement du traitement d’induction (51)

2.1.10.3 Prise en charge en situation de rechute

La rechute est déterminée par la réapparition d’au moins 5% de blastes dans la moelle
osseuse (chez un patient ayant obtenu une rémission complete préalable) ou par la preuve
histologique d’un syndrome tumoral extra médullaire. La détection des transcrits de fusion
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ou d’anomalie cytogénétique signe la rechute moléculaire. Cette derniére, a I’heure actuelle,
n’est pas recommandée d’étre traitée. Les rechutes précoces survenant a moins d’un an de
la rémission compléte sont de pronostic redoutable. A ce stade, la balance bénéfice/risque
est impérative a estimer. Le manque d’études controlées évaluant les différents traitements
dans les rechutes de LAM induit I'absence de protocole standard. Pour les patients jeunes
n‘ayant pas été greffés, une chimiothérapie a base de cytarabine hautes doses suivie
directement par une consolidation par allogreffe peut étre proposée. La participation a des
essais cliniques testant de nouvelles molécules peut étre envisagée si les molécules évaluées
ciblent les anomalies moléculaires identifiées. Il existe un score pronostique permettant
d’aider au choix de la prise en charge (tableau 2-9) (51,54).

Tableau 2-9 Score pronostic a la premiére rechute (51)

Facteurs pronostiques a la rechute Risque pondéré

Durée de premiére rémission

> 18 mois 0
7-18 mois 3
<6 mois

=

Cytogénétique au
Inv16 ou 1{16;16)
1(8;21)

nwo

Autres

Age

;’.%5 ans 0
3645 1
>45ans 2
Auto- ou allogreffe avant premiére rechute

Non 0
Oui 2
Groupe de risque Score RC2 Survie

(% de patients)

1an 5ans

Favorable (9 %) 06 85% 70 % 46 %
Intermédiaire (25 %) 79 60 % 49 % 18%
Défavorable (66 %) 10-14 34% 16 % 4%

2.1.10.4 Prise en charge des leucémies aigues myéloides thérapie induites

Les données de traitement sont pauvres puisque les patients présentant des LAM
secondaires sont souvent exclus des essais cliniques. Cependant, I'attitude thérapeutique
préférable reste les protocoles classiques (association anthracycline et cytarabine) la greffe
allogénique de cellules souches hématopoiétiques. Ici encore, il faut prendre en compte le
statut du cancer primitif, le performans status du patient ainsi que le caryotype leucémique.
Dans certaines séries, la survie atteint 20 a 30%.

2.1.10.5 Le cas particulier des leucémies aigues promyélocytaires (LAM 3)

Entité physiopathologique associée a un tableau clinique, cytologique et moléculaire
particulier. Dans 90% des cas la LAM3 se présente accompagnée d'un syndrome

hémorragique lié a une coagulation intravasculaire disséminée. Le caryotype retrouve dans
67



plus de 95% des cas la translocation t(15;17)(g24;921) qui induit la fusion des genes PML
(15924) et RARa (17921) formant le transcrit oncogénique PML-RARa. PML-RARa est un
inhibiteur fort de la différenciation cellulaire ce qui explique que I'acide-tout-transrétinoique
(ATRA), a dose pharmaceutique, leve l'inhibition. La différenciation des blastes vers le stade
de polynucléaires reprend alors. Le trioxyde d’arsenic, autre molécule thérapeutique,
dégrade le complexe PML-RARa pour induire la différenciation et détruire les cellules
leucémiques. La LAM promyélocytaire est donc I'exemple méme du traitement par thérapie
ciblée et nécessite une prise en charge urgente. Dés la confirmation diagnostique, I'induction
par anthracycline et ATRA est débutée. Durant cette période, le syndrome de différenciation
provoqué par la libération de cytokines pro-inflammatoires lors du processus de maturation
doit étre prévenu par de la déxaméthasone. Le traitement de consolidation se compose de 2
ou 3 cures d’ATRA couplées a une anthracycline. L'entretien, délivré sur une période de 2
ans est a base d’'une chimiothérapie orale faible dose et ATRA. Le pronostic est excellent,
I'allogreffe n’a pas de place en premiere rémission. La rechute est traitée par trioxyde
d’arsenic possiblement associée a de I’ATRA et/ou a I'idarubicine (51).

2.1.10.6 Les thérapies ciblées

Les progrés dans la connaissance de la leucémogénese ont permis de développer une
approche par thérapeutique ciblée. De nombreuses cibles s’ouvrent a ces thérapeutiques
comme la voie de transduction du signal, les génes de fusion ou mutations modifiant
I'activité transcription, les genes impliqués dans la navette nucléo-cytoplasmique et des
protéines de surface. Exemples de 3 modalités thérapeutiques ayant atteint la phase Ill des
essais cliniques (54):

- Les anticorps anti CD33 couplés a un agent cytotoxique inhibant la synthése d’ADN et
induisant I'apoptose. Le gemtuzumab ozogamicin est approuvé pour le traitement
des LAM en rechutes du sujet agé.

- Les inhibiteurs de tyrosine kinase sélectifs de FLT3. Le sunitinib et le lestaurtinib
peuvent étre utilisés dans les LAM FLT3 mutées en rechute ou ils induisent une baisse
transitoire des blastes dans le sang et la moelle.

- Les agents déméthylant : Deux analogues de la cytosine, azacitidine et decitabine ont
été approuvés dans le traitement des syndromes myélodysplasiques. En essai de
phase Il randomisé sur des patients classes intermédiaires ou haut risque
développant une LAM secondaire I'azacitidine améliore la survie a 2 ans a 50% au lieu
de 16% avec les traitements conventionnels.
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2.2 Leucémies aigués thérapie induites

On décrit deux types de leucémies aigués myéloides thérapies induites (t-AML) selon les
molécules thérapeutiques préalablement employées (tableau 2-10):

- Hémopathies myéloides secondaires a un traitement alkylant (cyclophosphamide par
exemple) ou a une irradiation survenant 5 a 6 ans apres I'exposition. Ces LAM présentent
des signes de dysplasie sur plusieurs lignées et sont caractérisées par des monosomies et/ou
délétions des bras longs des chromosomes 5 et 7 voir des caryotypes complexes.

- Hémopathies myéloides secondaires au traitement par un inhibiteur de la topo-isomérase
Il (anthracyclines et epipodophyllotoxine) avec un délai d’apparition inférieur a 2 ans. Une
composante monocytaire caractérise ces LAM. On retrouve communément des
translocations équilibrées impliquant le bras long des chromosomes 11 et 21 impliquant les
génes MLL (11923) (116) et RUNX1 (21qg22) respectivement. La morphologie est alors
semblable a la cytologie des leucémies de novo associées a ces anomalies chromosomiques.

Dans son étude internationale incluant 511 cas de t-LA et t-SMD dont 79 présentant une
anomalie équilibrée impliquant le 21922, M.L.Slovak (117) observe 44 cas de t-LA/t-SMD
associés a la translocation t(8;21)(922;922) parmi lesquels 13 patients avaient été traités
préalablement pour un cancer du sein.

Tableau 2-10 Caractéristiques biologiques et cliniques des cas de t-LAM associées aux agents alkylants et aux inhibiteurs de
topoisomérases Il (118)

TOP2 poison * associated Alkylating agent $ associated
(* such as etoposide, teniposide (s such as cyclophosphamide,
mitroxantrone, epirubicin) melphalan, chlorambucil, and
nitrosoureas)
Latency period Short, <2 years 2-8 years
Chromosome abnormalities  Recurrent translocations especially Deletions involving
involving MLL at 11q23 and Chr 5 and 7

t(15:17)(PML-RARA).
t(8.21)(4ML-ETO)

Complex Karyotype Rare Frequent
Preceded by myelodisplastic Rare Frequent
syndrome
Age association Younger Older

Ces leucémies sont la conséquence d’évenements mutationnels induits par les
chimiothérapies. Plusieurs études ont cherché a identifier des facteurs de prédisposition en
étudiant la pharmacogénétique et les mécanismes de réparation de I’ADN (119). Un déficit
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dans les voies du systéme mismatch repair (MMR) semble étre un facteur de susceptibilité
de t-LAM. En revanche, les autres voies de réparation de I’ADN, de détoxification et d’autres
facteurs potentiels ont montré des résultats contradictoires. Différentes voies génétiques et
de coopérations mutationnelles semblent concernées dans la pathogénése.

Au niveau moléculaire, les t-LAM et t-SMD dévoilent un fort taux de mutations du gene
TP53. On retrouve aussi une fréquence élevée d’altérations des geénes FLT3 et NRAS/KRAS
dans les t-LAM. Les mutations KIT et ASLX1 sont souvent associées aux t-LAM avec
t(8;21)(922;922) (120).

Les topoisomérases Il (Top2) sont des enzymes qui régulent la topologie de I’ADN pour
rendre la chromatine accessible. Ces enzymes sont essentielles a la survie cellulaire et ont un
role dans les processus de régulation, transcription, apoptose, condensation et ségrégation
chromosomique. Un homodimere de Top2 casse un brin d’ADN puis secondairement en
casse un deuxieme sur le brin opposé a quelques bases d’intervalle. Un intermédiaire de
réaction se forme au moment ol un seul brin d’ADN se lie de maniéere covalente a I'enzyme :
c’est le complexe de clivage (figure 2-25). Ce mécanisme est normalement toléré et contrdlé
(118).

Figure 2-25 Mécanisme des topoisomérases Il (118)

Les topoisomérases Il clivent les 2 brins d’'un segment d’ADN (1-2). Un deuxiéme duplex d’ADN passe a travers I'enzyme (3-
4). Le premier duplex est relié et les produits se détachent de I'enzyme (4) (118)

Les agents alkylants interagissent chimiquement avec I’ADN pour former des liens de
croisements inter-brins avec de 'ADN additionnel. Les inhibiteurs de Top2, en revanche,
stabilisent les complexes de clivage. Ils empéchent donc la résolution des brins par ligature.
Les cassures doubles brins d’ADN (DSBs, DNA double-strand breaks) s"accumulent donc dans
le noyau. Une grande quantité de DSBs déclenche un signal d’apoptose amenant a la mort
cellulaire. C'est le but des thérapies anti-cancéreuses (118).

L'implication du complexe ADN/Top2 dans les translocations a été étudiée. Les
translocations pourraient étre la conséquence d’échange de matériel entre 2 monomeres
d’ADN/Top2 suivi d’une ligature. L'exemple le mieux connu concerne les translocations de

MLL. Les sites de clivage des Top2 sont souvent a I'intérieur ou prés des points de cassure
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des réarrangements de MLL dans les t-LAM. De plus, I'étude des points de cassure au sein de
MLL dans les leucémies aigués de novo et dans les t-LAM montre que ces deux classes ont
des mécanismes de genése des translocations différents. En effet, Broeker et al, a
cartographié les localisations des points de cassure dans le fragment BamHI de 8.3 kb du
géne MLL. Il a mis en évidence une cassure préférentielle dans la portion 5’ (exons 9 et 10)
du fragment pour les leucémies aigués de novo tandis que les remaniements de I'extrémité
3’ (exon12) sont majoritaires dans les t-LAM (121). Au niveau de cette région télomérique se
trouve une zone d’hypersensibilité a la DNase | et un promoteur cryptique CTCF (122). Ces
aires ont été aussi associées avec des régions de cassures d’autres génes réarrangés dans les
t-LAM comme RUNX1 et RUNXI1TI1. Il est donc suggéré qu’une structure inhabituelle de la
chromatine est nécessaire a la contribution des translocations des t-LAM (118,123). Plus
récemment Cowell et al (118) émet I'hypothése que la Top2B induirait les DSBs a I'origine
des remaniements chromosomiques.
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2.3 RUNX1

RUNX1 est un des genes les plus fréquemment dérégulé dans les leucémies notamment au
travers de translocations. La plus connue est la t(8;21)(q22;q22) décrite pour la premiére fois
en 1973 qui crée une protéine chimérigue RUNX1-RUNX1T1. L’étude moléculaire des
translocations a permis de découvrir en 1999 l'implication de mutations hétérozygotes
germinales de RUNX1 dans une pathologie plaquettaire familiale prédisposant aux leucémies
aigués myéloides. Par la suite, d’autres points de mutations au sein du géne ont été
identifiés et associés au développement de leucémies de novo de type indifférenciées MO,
de syndromes myélodysplasiques et de leucémies secondaires. Le géne RUNX1 est donc une
clé majeure de I’hématopoiése et de la mécanique leucémique.

2.3.1 Noms, localisation et structure

Runt-related protein 1 (RUNX1) est un géne de 260 kilobases localisé sur le chromosome 21
en 21g22.12. Il est aussi connu sous les dénominations de acute myeloid leukemia 1 (AML1),
polyoma virus enhancer-binding protein 2alphaB (PEBP2aB) ou encore core-binding factor
alpha (CBFa). RUNX1 comporte 12 exons et deux promoteurs situés dans les exons 1 et 3
respectivement (124). En conséquence, RUNX1 possede plusieurs isoformes dont les trois
principaux sont RUNX1a, RUNX1b et RUNX1c et tous possedent le Runt domain (figure 2-26).
Ces différents isoformes jouent chacun un role spécifique dans les cellules souches et la
régulation de I’'hématopoiese embryonnaire (125). Ce géne appartient a la famille des génes
a Runt domain (exons 2; 3 et 4) et code pour la sous unité alpha du facteur de transcription
CBF. Chez les mammiferes la famille des protéines Runt se compose de trois genes:
AML1/RUNX1, AML2/RUNX3 en 1p36 et AML3/RUNX2 en 6p21. A I'adge adulte, RUNX1 et
RUNX3 sont exprimés dans le systeme hématopoiétique tandis que RUNX2 est un régulateur
de 'ostéogénese (124).

La protéine RUNX1 se compose de trois domaines distincts (figure 2-26):

- Le domaine Runt (RHD) motif protéique de 128 acides aminés, hautement conservé,
qui possede des capacités de liaison a I’ADN et d’hétérodimérisation avec la sous-
unité beta du CBF. Runt interagit avec les facteurs de transcription co-activateurs
p300-CBP. Le Runt domain est une région homologue a une protéine initialement
décrite chez la Drosophila melanogaster impliquée dans la latéralisation, la
différenciation sexuelle et le développement neural (125). Il est situé en partie N-
terminale.

- Le domaine d’activation et de transcription (TAD) en C-terminal présente un signal
d’adressage nucléaire composé de 31 acides aminés NMTS (126,127).
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- Le domaine de répression situé en toute extrémité C-terminale est composé aussi
d’une séquence conservée de 5 acides aminés VWRPY qui coordonne le complexe
répresseur Groucho/TLE dépendant (126).
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Figure 2-26 Représentation schématique des transcrits de RUNX1 et de sa protéine (128)

(A) Les trois transcrits (a, b et c) de RUNX1 sont représentés. Les boites orangées représentent les exons codants de
RUNX1. P1, promoteur P1 distal ; P2, promoteur P2 proximal ; MASDS, acides aminés traduits a partir du promoteur P1 ;
MRIPV, acides aminés traduits a partir du promoteur P2 proximal. (B) Schéma de la protéine RUNX1b et de ses partenaires
d’interaction. Le domaine RHD « Runt homology domain » (acides aminés 50 a 177) et le domaine de régulation
transcriptionnelle, formé du domaine d’activation transcriptionnelle (TAD ; TE1 a TE3) et du domaine de répression
transcriptionnelle (ID), sont schématisés. Les divers sites d’interaction avec les co-activateurs (lignes vertes) et co-
répresseurs (lignes rouges) de la transcription sont représentés. Les signaux NLS (signal de localisation nucléaire) et NMTS
(signal de localisation a la matrice nucléaire ; acides aminés 351-381) sont indiqués par des lignes noires (128)

Dans les exons 1, 5 et 6 des hautes densités de séquences répétées Alu ont été décrites
(124). Les séquences Alu sont des séquences répétitives d’environ 300 paires de bases,
riches en CG. Plusieurs données indiquent que ces séquences seraient impliquées dans des
événements recombinants. En effet, la majorité des points de cassure de RUNX1 ont lieu au
niveau d’introns comportant des séquences Alu.

Une région de 555 paires de bases appelée FLRX1 dans l'intron 4 de RUNX1, dans la région
de cassure de la t(8;21)(g22;922) montre un haut degré similitude avec une région
intronique du gene FLI1 localisé sur le chromosome 11. FLI1 participe a la translocation
t(11;22) qui géneére le transcrit EWS/FLI1 retrouvée dans le sarcome d’Ewing. En étudiant les
séquences de FLRX1 et FL/1, de méme que les régions qui les entourent, Levanon (124) émet
I’hypothése que FLRX1 serait une séquence dérivée de FLI1 incorporée dans RUNX1.

De plus, RUNX1, est une protéine qui subit de nombreuses modifications post
traductionnelles. In vitro, la phosphorylation de RUNX1 contribue a sa fonction d’activateur
de la transcription en réduisant son interaction avec des répresseurs comme mSin3A. La
méthylation, inversement, augmente la réaction avec mSin3A et donc provoque la
transcription de genes cibles tel PU.1 (facteur de transcription critique dans la
différenciation myéloide). Cependant, aucune étude in vivo ne confirme la mission et
I'importance de ces changements post traductionnels (126).
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2.3.2 Roles

RUNX1 est un facteur de transcription. Le complexe PEBP2/CBF se constitue de la sous unité
o (RUNX1) qui se lie a I’ADN et de la sous unité § : PEBP2[3/CBFf3, dépourvue de capacité de
liaison a 'ADN. A travers cette liaison, RUNX1 peut réguler I'expression de génes spécifiques
de I'hématopoiese. Les genes cibles concernent des facteurs de croissance (GM-CSF, MPO,
IL-3), les récepteurs de surface des cellules lymphoides T et B, des molécules de signalisation
(CDKN1A, BLK, BCL2) ainsi que des activateurs de la transcription (STAT3). RUNX1 peut agir
comme un activateur ou un répresseur selon ses interactions moléculaires (figure 2-27). De
plus, I’hétérodimérisation avec la sous unité  protége RUNX1 de la dégradation par le
protéasome (127).

La protéine RUNX1 est essentielle a I’hématopoiése normale (figure 2-28). Des expériences
sur des souris homozygotes (knockout mice) déficientes en RUNX1 montrent un déces a 12,5
jours de vie embryonnaire par absence d’hématopoiese hépatique et de formation de
cluster de cellules souches hématopoiétiques. Cependant, I'expression continue de RUNX1 a
I’age adulte n’est pas nécessaire au maintien des cellules souches hématopoiétiques. En
effet, I'excision du locus de RUNX1 chez des souris adultes ne provoque pas un échec dans
I’'hématopoiese. D’autres études sur les knockout mice démontrent que RUNX1 régule le
nombre de cellules souches au stade adulte. La transplantation de RUNX1 tronqué chez des
souris adultes irradiées provoque la prise de greffe hématopoiétique alors que I'expression
forcée de RUNX1 entraine la perte de fonction des cellules souches hématopoiétiques
(17,125).
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Figure 2-27 Formation du complexe de transcription par RUNX1/AML1 (125)

(A) AML1 se lie a la séquence d’ADN PEBP2. La séquence PEBP2 est adjacente pour lier d’autres sites de liaison des
protéines (Ets, Myb, CEBPa). AML1 régule I'expression de géne en coopérant avec des facteurs de transcription spécifique
de lignée. AML1 régule 'activation (A) ou la répression (B) I’activité transcriptionnelle par le recrutement de co-activateurs
(p300/CBP) ou co-répresseurs (mSin3A, HDAC et TLE). L'action de AML1 comme activateur ou répresseur peut étre
déterminée par différents facteurs dont la phosphorylation de AML1 (125)

74



De la méme maniére, RUNX1 est indispensable a la mégacaryopoiése. Les knockout mice
présentent une thrombopénie non létale. Récemment, des cibles potentielles de RUNX1
impliquées dans la maturation plaquettaire ont été identifiées. Ainsi, RUNX1 inhiberait le
promoteur de P19 ki Jiminuant la polyploidisation des mégacaryocytes. L'interaction de
RUNX1 avec les genes MYH9 et MYH10 (chaines lourdes de la myosine) régulerait le
phénoméne d’endomitose. Aussi, I'expression de I'enzyme 12-lipoxygénase, codée par le
géne ALOX12, et qui catalyse la transformation de I'acide arachidonique est abaissée en
présence de RUNX1. ALOX12 est donc une cible directe de RUNX1 (17). L’élucidation du réle
de RUNX1 dans le développement mégacaryocytaire permet d’expliquer I'association décrite
dés 1985 entre la pathologie plaquettaire familiale autosomique dominante (FDP) et les
mutations constitutionnelles du géne RUNX1 (15).
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Figure 2-28 Régulation des cellules hématopoiétiques et différenciation des cellules hématopoietiques par RUNX1 (17)

CLP : progéniteur lymphoide commun, CMP : progéniteur myéloide commun, GMP : progéniteur macro-granulocytaire,
MEP : progéniteur érythro-mégacaryocytaire (17)

2.3.3 RUNX1 dans la leucémogénése myéloide

Les principaux modes de dérégulation du géne RUNX1 sont les translocations, les mutations
ponctuelles et les amplifications.
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2.3.3.1 Translocations : effet dominant négatif

Les translocations chromosomiques avec formation de génes chimériques ont été les
premieres altérations de RUNX1 décrites. Plus de trente genes partenaires seraient
impliqués dans ces translocations mais peu ont été identifiés (129,130).

2.3.3.1.1 Translocation t(8;21)(q22;q22)
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Figure 2-29 Représentation schématique du géne de fusion RUNX1-RUNX1T1, des protéines sauvages RUNX1T1 et RUNX1
et de la chimeére de fusion RUNX1-RUNX1T1 (128)

(A) Représentation schématique du géne de fusion RUNX1-RUNX1T1, montrant la fusion entre 'exon 5 de RUNX1 (rouge) et
I’exon 2 de RUNX1T1 (vert). Une fleche indique le point de cassure des deux génes. (B) Représentation schématique des
protéines sauvages RUNX1 et RUNX1T1 et de la protéine de fusion RUNX1-RUNX1T1 avec son domaine RHD « Runt
homology domain » et ses quatre domaines « Nervy homology domain » (NHR1 a NHR4). Les fleches indiquent la position
des points de cassure (128)

L’anomalie est retrouvée associée au sous type LAM 2 (FAB) ou elle est détectée dans 40%
des cas. Cette translocation entraine la fusion du gene RUNX1 (21qg22) avec le géne
RUNX1T1 (8922) (figure 2-29). La protéine chimérique RUNX1-RUNX1T1 se constitue de 752
acides aminés. Elles est composée de la quasi totalité de la protéine RUNX1T1 (aussi
nommée ETO) et de la portion N-terminale de RUNX1 contenant le domaine Runt (126). La
protéine RUNX1T1 ne possede pas la capacité de se lier a ’ADN, mais elle se caractérise par
ses quatre régions Nervy homology region (NHRs) semblables a celles de la Drosophile. Chez
cette derniere, les NHRs s’expriment dans le systéme nerveux central et dirigent la
croissance axonale (126). En conséquence de la translocation, le domaine des NHRs est la
partie de RUNX1-RUNX1T1 qui coopére avec les protéines co-répressives Ncor, mSin3A,
SMRT et HDACs (figure 2-30) (129).
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Figure 2-30 Recrutement répresseur par AML1-ETO (RUNX1/RUNX1T1) (125)

En conséquence de la t(8;21)(q22;922) AML1 est coupé entre le domaine Runt et le domaine de trans-activation. Bien que
AML1 natif active I'expression de génes cibles (A), AML1-ETO interfére via la liaison de AML1 a 'ADN et recrute des
complexes transcriptionnels qui contiennent N-COR, mSinA et HDAC (B). Ces complexes répriment |'expression de génes
normalement régulé par le complexe AML1 natif (125)

Les premiers modéles animaux avec insertion homozygote du géne de fusion RUNX1-
RUNX1T1 ont montrés une mort précoce embryonnaire identique aux knockout mice.
Cependant, les cellules de souris hétérozygotes pour RUNX1-RUNX1T1 sont capables de se
différentier en macrophages et cellules dysplasiques myéloides, contrairement aux
homozygotes qui ne présentent aucune hématopoiese. RUNX1-RUNX1T1 agit donc comme
un régulateur dominant négatif de RUNX1 (126). De plus, RUNX1-RUNX1T1 posséde une
affinité plus grande pour le CBFf que RUNX1 natif. Donc, a travers l'inhibition de la fonction
normale de RUNX1, RUNX1-RUNX1T1 réprime I'expression de genes spécifiques de la lignée
myéloide et par conséquent bloque la maturation des cellules myéloides. La mutation de
RUNX1 dans ce cas s’apparente a un évenement de classe Il dans le modéle de Gilliland (17).

D’autres modeles murins ont décrit la capacité de RUNX1-RUNX1T1 a modifier
I’'hématopoiese adulte par action sur les cellules souches en créant un environnement
favorable a la leucémie au travers d’acquisition de mutations additionnelles sur d’autres
geénes. Les cellules souches hématopoiétiques proliferent lors de la perte de RUNX1. Ici, la
mutation de RUNX1 est un événement de classe | dans le modeéle de Gilliland (17,126).

Chez les souris I'expression de RUNX1-RUNX1T1 n’est pas suffisante au développement de
la leucémie. Une mutation « second hit » est nécessaire. Mais il a été démontré que des
isoformes tronquées de RUNX1-RUNX1T1, avec perte de la partie C-terminale, pouvaient
générer a elles seules une leucémie aigué myéloide (126).
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Quelgues mutations « second hit » ont été identifiées grace a |'utilisation de souris BXH2. On
trouve parmi ces mutations, les genes de la famille Ras, mais aussi ceux de récepteurs
tyrosine kinase Kit et FLT3 (17).

La protéine RUNX1-RUNX1T1 conservant son domaine Runt, il est généralement admis que
les génes cibles soient identiques a ceux de RUNX1. Ainsi, RUNX1-RUNX1T1 régulerait, entre
autres, la répression du gene suppresseur de tumeur p14A'f, le nerve growth factor (NGF) et

WAFL ‘par étude du transcriptome de lignées cellulaires, a

le régulateur de cycle cellulaire p21
été mis en évidence une inhibition des genes de réparation de I’ADN parallélement a
I'activation des génes d’auto-renouvellement cellulaire comme ceux de la voie NOTCH (126).
D’un autre coté RUNX1-RUNX1T1 interagit avec les histones déacétylases HDAC-1, HDAC-2
et HDAC-3 pour bloquer la différenciation myéloide. L’action d’inhibiteurs des HDAC permet
de lever ce blocage et ouvre une perspective thérapeutique. De la méme maniére, le
recrutement de ’ADN méthyltransférase par la protéine de fusion encourage la méthylation

de I’ADN et aurait un effet synergique avec l'interaction des génes de répression cibles (126).

2.3.3.1.2 Translocation t(3;21)(q26;q22)
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Figure 2-31 Représentation schématique des génes MDS1 et EVI1 sauvages, du géne de fusion RUNX1-MECOM/MDS1-EVI1,
des protéines MECOM, EVI1 et RUNX1 sauvages et de la chimére de fusion RUNX1-MECOM (128)

(A) Représentation des geénes MDS1 (3 exons, 515 kb) et EVI1 (16 exons, 62 kb) sauvages et du géne chimérique de fusion
RUNX1-MECOM, résultant d’une fusion de la partie 5’ du gene MECOM a I'’exon 5 de RUNX1. (B) Structure protéique de
MECOM/MDS1-EVI1 (PR+), de EVI1 (PR-) et de RUNX1 sauvages et de la chimére de fusion RUNX1-MECOM. La fusion
conserve le domaine RHD « Runt homology domain » de RUNX1 et le domaine PR « PRD1-BF1-RIZ1 domain », les deux
domaines en doigts de zinc ZF1 et ZF2, le domaine de liaison a CtBP et la région acidique AD de MECOM. Les fleches
indiquent la localisation des points de cassure sur le géne de fusion RUNX1-MECOM et sur les protéines (128)

Ici, le géne RUNX1 casse entre le domaine Runt et la région TAD pour fusionner avec le géne
EVI1 situé sur le bras long du chromosome 3 (figure 2-31). La fusion RUNX1-EVI1 a été
initialement identifiée dans la phase blastique des leucémies myéloides chroniques. EVI1
code pour une protéine nucléaire formée de domaines zinc qui a la capacité d’induire la

croissance et de bloquer la différenciation de certains types de cellules. Par exemple,
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I’expression forcée de EVI1 bloque la différenciation granulocytaire des cellules myéloides
ou encore EVI1 antagonise |'effet du TGF-P (inhibiteur de la croissance cellulaire). Plusieurs
mécanismes ont été proposés pour expliquer le role de RUNX1-EVI1 dans la leucémogénése.
L’hypothese principale implique la partie de EVI1 incluse dans la protéine de fusion qui
interagit avec la portion C terminale de la protéine de liaison CtBP. De plus, I'affinité de
RUNX1-EVI1 pour CtBP est plus importante que celle de I'allele RUNX1 normal (125). Il en
résulte un effet dominant inhibiteur identique a celui décrit avec la protéine de fusion
RUNX1-RUNX1T1.

2.3.3.1.3 Translocation t(16;21)(q24;q22)

Ce réarrangement est peu fréquent et a été rapporté dans 20 cas de LAM dont 3
pédiatriques (131). Dans plus de la moitié des cas décrits les LAM étaient secondaires a des
thérapies par inhibiteurs de topoisomérase Il pour des cancers solides (132). Au niveau
cytologique ces leucémies sont proches des LAM2 avec t(8;21) qui impliquent
RUNX1T1/ETO/MTGS. La translocation crée le transcrit de fusion RUNX1-CBFA2T3 (ou AML1-
MTG16). Les points de cassure sont dans l'intron 5 du gene RUNX1 et dans l'intron 4 ou 1 de
CBFA2T3. Le domaine Runt de RUNX1 est conservé ainsi que les domaines NHR de CBFA2T3.
Ce dernier code pour une protéine de la famille des MTG co-répresseur de transcription.
L’homologie entre MTG16 et MTG8 sous entend que dans leurs fusions avec RUNX1 ils aient
le méme role. Ainsi, la protéine chimérique RUNX1-CBFA2T3 est capable de recruter des
histones déacétylases pour réprimer I'expression des genes cibles de RUNX1.

2.3.3.1.4 Translocation t(12;21)(p13;q22)
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Figure 2-32 Représentation schématique du géne de fusion ETV6-RUNX1, des protéines sauvages ETV6 et RUNX1 et de la
chimére de fusion ETV6-RUNX1 (128)

(A) Le géne ETV6-RUNX1 fusionne I'exon 5 de ETV6 a I'exon 2 de RUNX1. Les points de cassures génomiques sont localisés
dans l'intron 5 de ETV6 et I'intron 1 de RUNX1. Une fleche indique le point de cassure de la t(12;21)(p13;922). (B) Les
protéines sauvages ETV6 et RUNX1 sont représentées ainsi que le produit de fusion ETV6-RUNX1. Les fleches indiquent les
points de cassure de la t(12;21)(p13;922). HLH, domaine «helixloop-helix» ; CR, domaine central de répression
transcriptionnelle ; ETS, domaine ETS ; RHD, domaine «Runt homology domain» ; TAD, domaine d’activation
transcriptionnelle composé des trois sous-régions d’activation TE1 a 3 ; ID, domaine de répression transcriptionnelle (128)
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Cette translocation entraine la formation de la protéine de fusion ETV6-RUNX1. Dans la
plupart des cas la jonction se fait entre I'exon 5 du gene ETV6 dans la région 5 et le
deuxieme exon de RUNX1 en 3’ (figure 2-32). Dans cette translocation RUNX1 conserve le
domaine Runt et la région TAD, tandis que ETV6 garde son promoteur et son domaine
d’activation de la transcription. La protéine de fusion consécutive entretient la capacité de
liaison avec les séquences cibles de RUNX1 et a le potentiel de fonctionnement d’un
répresseur HDAC dépendant qui dérégule les genes cibles de RUNX1. Cette anomalie n’est
pas détectable en cytogénétique conventionnelle et est retrouvée dans 25% des cas de
leucémies aigués lymphoides B de I’'enfant (129).

= Au total, la plupart des protéines de fusion avec RUNX1 conservent I'extrémité N-
terminale contenant le domaine Runt et perdent la région régulatrice C-terminale. Ces
protéines chimériques ont une activité de régulation transcriptionnelle défaillante mais
gardent une capacité de liaison a 'ADN compétitive avec l'allele RUNX1 natif. L'effet
dominant négatif est donc un mécanisme commun de leucémogénése.

2.3.3.2 Mutations : perte de fonction et haploinsuffisance

Les mutations de RUNX1 ont d’abord été décrites dans les leucémies myéloides
indifférenciées (LAM 0) et les FDP/AML puis dans les syndromes myélodysplasiques. Les
mutations frame-shift modifiant le cadre de lecture sont les plus fréquentes avec les
mutations non-sens et faux sens suivies des altérations silencieuses. Certaines de ces
altérations créent des protéines tronquées qui perdent leurs domaines de liaison a I’ADN
et/ou leurs activités de transcription. Le plus souvent un seul alléle est touché. Toutes ces
anomalies concernent les LAM du groupe cytogénétique intermédiaire et défavorable, elles
ne sont pas retrouvées dans le groupe favorable (133).

2.3.3.2.1 Mutations constitutionnelles et Familial platelet disorder

Déja décrit précédemment, la FDP/AML maladie autosomique dominante est le plus
fréquemment associée a de larges délétions intragéniques a I'état hétérozygote ou a des
mutations ponctuelles a I'état hétérozygote, dans la plupart des cas au sein du domaine Runt
de RUNX1. L’haplo-insuffisance est la base de la pathogénése, I'allele fonctionnel restant
produit une protéine en quantité insuffisante. Ces mutations constitutionnelles ne sont
qu’une prédisposition leucémique.
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2.3.3.2.2 Mutations acquises

Les mutations de RUNX1 sont détectées dans plus de 40% des cas de LAM 0 (17). Dans les
LAM secondaires les mutations de RUNX1 sont retrouvées chez 10 a 20% des patients et ont
une fréquence plus élevée dans les cas de LAM post radiothérapie ou thérapie induite.

En 1999, Osato et son équipe a travers I'étude de 160 LAM définissent quatre catégories de
mutations toutes situées dans le domaine Runt (134). Parmi ces catégories une concerne les
mutations bi-alléliques, entrainant I'absence complete de RUNX1, associées aux LAM
indifférenciées (LAM 0). Cette association sera confirmée en 2000 par le travail de
C.Preudhomme (135). Une autre catégorie, implique les mutations faux-sens hémizygotes.
Dans ce cas, les mutants perdent leur capacité de liaison a I’ADN et de trans-activation bien
que l'activité d’hétérodimérisation soit conservée. Dans ce cas, il y a un effet dominant
négatif. Cette situation semble aussi observée dans les LAM thérapies induites ou les LAM
progressives. En 2004, Osato retrouve les résultats antérieurs et met en évidence trois
régions cibles du domaine Runt affectées par des mutations faux-sens (136). Ces régions
correspondent aux boucles responsables de la liaison a ’ADN. De plus, Osato montre une
distribution de mutations dans la région C-terminale de RUNX1 caractéristique des LAM
secondaires. Harada et al, montre que certaines mutations en C-terminale résultant de
mutation frame-shift aboutissent a des protéines mutées plus longues que la protéine
normale. Le mécanisme pathologique est alors plus proche de celui d’'une protéine de fusion
issue d’une translocation plut6t que celui d’une protéine tronquée.

Les conséquences fonctionnelles des mutations ponctuelles de RUNX1 entraine la plupart du
temps une perte de fonction de la protéine RUNX1 par altération de la capacité de liaison a
I’ADN et/ou la capacité d’hétérodimérisation avec la sous unité {3 (tableau 2-11) (127,133).

Tableau 2-11 Altérations fonctionnelles des mutants RUNX1 (127)

RUNX1 mutants  Localization Frequency (%)" DNA f-subunit Subcelular Transcriptional In vitro MLL Type of
binding interaction  localization activity ubiquitylation  binding  mutant®
wT + N + + + N.A.
1295 N-terminal 45 t N t + 3
A33v N-terminal 05 + N 3
G42R N-terminal 09 t N 3
R49H N-terminal 05 t N 3
R49S N-terminal 05 + N 3
HS8N Runt domain 09 t N 3
S671 Runt domain 05 + N 3 + 1b/3
S67R Runt domain 0 + N S + NA. 1b
W79C Runt domain 27 + N - + + 1
Al07P Runt domain 0 t 3 N NA. NA. 1ab
Ln7p Runt domain 05 - N * NA. 1a/2
TI49A Runt domain 0 + N + NA. 4
nsor Runt domain 05 ! N/C 4 NA. 12
P156A Runt domain 05 t N/C NA. 1c
Q158H Runt domain 05 + N t + NA. 1b
1neer Runt domain 05 ! N - t NA. 1
R174Q Runt domain ns3 N/C 4 NA. lac
E196G C-terminal 05 + N ‘ NA. 4
R223H C-terminal 05 + N + NA, NA. 4
Y260X C-terminal 0 + C S + NA. 1c
Functional consequences for the indicated mutants are shown: —, no or very weak; *, weak; +, normat N, nudeus; C cytoplasm; N.A, not available.
(1) Transcription-defective type. (3) DNA-binding-defective type. (b) P-interaction-defective type. (¢) Nudear localization-defective type. (2) Ubiquitylation-
defective type. (3) MLL-binding-defective type. (4) Unclassified. *Mutation frequencies for particular amino acids in missense mutants of leukemia patients are
obtained from httpe//www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmid/. "Classification of mutants. “Based on previous studies.
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Toutes ces mutations ont des conséquences biologiques différentes. Certaines entrainent
une perte de fonction, d’autres un effet dominant négatif.

2.3.3.3 Amplification

L’amplification de gene est un autre mécanisme de dérégulation d’oncogénes décrit dans les
tumeurs solides et dans les hémopathies. L’amplification du géene RUNX1 se manifeste par
des duplications en tandem intra-chromosomique ou par la présence de copies extra-
chromosomiques sous la forme de chromosome en anneaux ou de « double minute » (135).
Lorsque RUNX1 est amplifié aucune mutation au sein du géne n’est observée. Cette
anomalie est principalement reportée dans les LAL communes et pré-B de I'enfant et
rarement dans les LAM. Les conséquences fonctionnelles de I'amplification de RUNX1 et son
role dans la leucémogénése ne sont pas bien connus. Cependant, I'amplification de RUNX1
entraine une surexpression du géne. Des études sur les modeles murins montrent qu’un
effet de dosage génique peut participer a la leucémogénese (137). Robinson et al (138)
explique le phénomeéne d’amplification intra-chromosomique de RUNX1 par un mécanisme
de cycle de break-fusion-bridge déja décrit dans les tumeurs (figure 2-33). La perte d’un
télomeére serait I’'événement initiateur du cycle d’amplification ce qui affecterait la stabilité

du génome.
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Figure 2-33 Représentation schématique du cycle break-fusion-bridge (138)

(a) Une cassure double brins entraine la perte d’un télomere, (b) la cassure des 2 chromatides sceur forme un chromosome
dicentrique, (c) une autre cassure apparait sur le chromosome porteur d’une répétition inversée, (d) les cycles se répétent
en augmentant I'amplification du gene cible (138)

2.3.3.4 Coopération RUNX1-MLL

RUNX1 est aussi est médiateur de la régulation épigénétique. Bien que RUNX1 soit dépourvu
d’activités enzymatiques a visée épigénétique. Il interagit avec d’autres molécules. Il a été
démontré que RUNX1 pouvait s’associer a une histone acétyl transférase HAT pour induire
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un changement de conformation de la chromatine et initier la transcription. Des mutations
de MLL et RUNX1 sont observées simultanément chez certains patients atteints de LAM. Il a
été démontré que RUNX1 interagissait physiquement et fonctionnellement avec le gene MLL
(figure 2-34) (139). Les acides aminés 25 a 106 de la région N-terminale de RUNX1 se lient
directement a la région C-terminale de MLL (127).

a RUNX1 Wiid Type b RUNX1 N-torminal mutants

|

|
Pu1 . Png
AN /i) W/A/ADY))]
URE l promoter URE l promoter

Figure 2-34 Modéle proposé pour le leucémogénése avec la liaison de MLL a la partie N-terminale de RUNX1 (127)

(A) En premier la protéine RUNX1 se lie a PU.1 dans la région URE et recrute le complexe MLL pour ouvrir la structure
compact de chromatine. La chromatine partiellement relachée permet la liaison d’'un autre RUNX1 plus loin de la région
promotrice de PU.1 sur la chromatine compacte. La forme relachée de la chromatine facilite I'accumulation de co-facteurs
et de facteurs de transcription qui initient I'activité transcriptionnelle. (B) Liaison défectueuse de MLL a la partie N-
terminale de RUNX1, relachement impossible de la chromatine et absence de transcription. Cette dérégulation pourrait
mener a la leucémogénése (127)

L'interaction entre RUNX1 et MLL serait responsable de la tri-méthylation de lysine 4 (K4) de
I’histone H3 dans la région URE, région promotrice du gene PU.1 (140). La liaison de RUNX1
avec URE régule positivement ou négativement PU.1. L'absence de MLL ou de RUNX1 dans
des cellules myéloides murines montre une baisse du taux de tri-méthylation de H3K4,
tandis que la réinstauration d’un des deux genes permet de retrouver la triméthylation. Ces
deux genes sont donc indispensables dans la médiation de la tri-méthylation de H3K4. De
plus, MLL protégerait aussi RUNX1 de la dégradation par le protéasome d’une part, en
masquant sur RUNX1 le site d’accroche du complexe enzymatique et d’autre part, en
méthylant les résidus lysine (127). L’étude de CP Koh et al met en évidence que certaines
protéines RUNX1 mutées en N-terminale (L29S et H58N) ne se lient pas a PU.1. Cette
démonstration suggéere I'absence de régulation épigénétique consécutive a une liaison MLL
déficiente et une incapacité de méthyler H3K4 (127).
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3 Cas clinique

Il s’agit de I'observation clinique d’une patiente agée de 57 ans au diagnostic de son
hémopathie aiglie (octobre 2011). Dans ses antécédents personnels on note une
ovariectomie bilatérale a I'age de 30 ans et un carcinome mammaire droit découvert en
novembre 2005. Ce dernier a été traité par chirurgie partielle, chimiothérapie et
radiothérapie. La patiente a recu 6 cures de cyclophosphamide associé a du fluoro-uracile et
de I'epirubicine (anthracycline). Une hormonothérapie par tamoxiféne a été mise en place
pendant 2 ans relayée par de I'anastrozole.

3.1.1 Présentation clinique

L’histoire de la maladie commence en septembre 2011 avec une altération de I'état général
caractérisée par une asthénie, anorexie et amaigrissement. Ces signes généraux étaient
accompagnés d’épisodes fébriles sans point d’appel clinique et d’hématomes.

En novembre 2011, la patiente est hospitalisée. A I'examen clinique on constate un
syndrome anémique avec paleur cutanéo-muqueuse et un syndrome hémorragique avec un
hématome du membre inférieur gauche sans saignement extériorisé. Il n’y a pas d’hépato-
splénomégalie ni d’adénopathie périphérique mais on observe 2 volumineuses masses
cervicales bilatérales. Le performans statut est évalué a 1.

3.1.2 Diagnostique biologique

3.1.2.1 Hémogramme

La numération formule sanguine initiale réalisée, sur automate Advia, faisait état d’une
bicytopénie avec anémie (Hb : 6.2 g/dl) macrocytaire (VGM : 101.8 fl) normochrome (CCMH :
32.8 g/dl) arégénérative (rétyculocytes: 7 Giga/l) et d’'une thrombopénie (plaquettes: 54
Giga/l) associée a une hyperleucocytose (leucocytes: 51.010 Giga/l). La numération
leucocytaire sur frottis au microscope dénombrait 88% de blastes (soit 44.890 Giga/l), 2% de
polynucléaires neutrophiles (soit 1020 Giga/l), 1% de polynucléaires éosinophiles (soit 0.510
Giga/l) et 9% de lymphocytes (soit 4.590 Giga/l).

3.1.2.2 Frottis médullaire

Le myélogramme a fait le diagnostic de leucémie aigué en décrivant une moelle osseuse de
cellularité moyenne infiltrée par 86% de blastes indifférenciés (figure 3-1).
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Figure 3-1 Frottis médullaire de la patiente au diagnostic

Moelle de cellularité moyenne, infiltrée par des blastes indifférenciés

3.1.2.3 Immunophénotypage

L'immunophénotypage par cytométrie en flux montrait des cellules blastiques immatures
CD34+, HLA-DR + et Tdt intracytoplasmique positif. L'appartenance a la lignée myéloide etait
assurée par la présence des CD13 et CD117. La MPO intracytoplasmique était négative, ce
qui était compatible avec une LAM indifférenciée de type LAM 0 (selon la classification
morphologique de FAB). On notait aussi, I'absence de positivité des marqueurs CD19 et
CD56, associés aux LAM avec translocation t(8;21)(922;922).

Ainsi, les examens cytologique et immunologique conclurent a une LAM secondaire a la
chimiothérapie pour cancer du sein.

3.1.2.4 Génétique

Parallélement, devant la suspicion diagnostique de LAM le laboratoire de génétique a réalisé
une technique directe sur la moelle osseuse et a ensemencé des cultures de 17 heures sous
colchicine et de 48H. Le caryotype retrouvait dans toutes les cultures un clone majoritaire
porteur d’une translocation t(8;21)(g22;922) (figure 3-2).
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Figure 3-2 Caryotype sur moelle (bandesQ)

46,XX, 1(8;21)(922;922)[17]/46,XX [1]. BandesQ : coloration a la Quinacrine. Les fleches bleues désignent les chromosomes
remaniés : der(8) et der(21)

Cependant, en cytogénétique moléculaire la confirmation de la translocation
t(8;21)(g22;922) avec la sonde double fusion RUNX1-RUNX1T1 (LS/ RUNX1-RUNX1T1 Dual
Color Dual Fusion Probes, Abbott Molecular) mettait en évidence une cassure anormale en
amont de RUNXI1T1 sur le bras long du chromosome 8. En effet, les images de FISH
métaphasiques montraient une absence de cassure du signal RUNX1T1 et la présence d’une
seule fusion sur le chromosome 21 réarrangé portant la cassure du signal RUNX1 (vert)
associée au signal entier de RUNX1T1 (rouge) (figure 3-3).
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Figure 3-3 Hybridation in situ (FISH) sur chromosomes métaphasiques (gauche) et interphasiques (droite)

Sonde AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) LSI RUNX1-RUNX1T1 Dual color dual fusion probes, Abbott Molecular. ish
t(8;21)(RUNX1+ ;RUNX1+,RUNX1T1+)[5].nuc ish (RUNX1T1 x 2,RUNX1 x 3)[73/100]. La sonde verte correspond a RUNX1
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(AML1) et la sonde rouge a RUNX1T1 (ETO). Cassure anormale en amont de RUNX1T1 et fusion (sonde rouge et verte) sur le
chromosome dérivé du 21 porteur de RUNXI remanié

De plus, en biologie moléculaire, le transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1 n’était pas retrouvé
en RT-PCR.

Ainsi, il y avait une translocation cytogénétique t(8;21)(g22;922) atypique impliquant le géne
RUNX1 mais pas le géne RUNX1T1. L'association de cette anomalie avec la cytologie de type
indifférenciée corroborait le caractére secondaire de la LAM et par conséquent classait cette
hémopathie en pronostic défavorable.

3.1.2.5 Reste du bilan biologique

Par ailleurs, I'exploration biologique biochimique révélait un taux de LDH augmenté a 420
UI/L. Il n’y avait pas de CIVD au bilan d’hémostase : le temps de céphaline avec activateur, le
temps de Quick et le fibrinogéne étaient normaux. Les D diméres étaient élevés a 3399 pg/L
mais la recherche de monomeéres de fibrine était négative.

3.1.3 Prise en charge

Avant la chimiothérapie un traitement cyto-réducteur par hydroxycarbamine a été mis en
place. Puis la patiente a été incluse dans le protocole LAM2006 IR bras droit. La
chimiothérapie d’induction comprenait :

- cytarabine 200 mg/m” soit 338 mg de J1 3 J7
- daunorubicine 60 mg/m? soit 101 mg de J1 aJ3

Devant la persistance de 45% de blastes au myélogramme a J15 de traitement, une
chimiothérapie de renforcement a été décidée :

- cytarabine 1 g/m” soit 1690 x2 mg/jour de J1 aJ3
- daunorubicine 35 mg/m? soit 59.25 mg a J1 et J2

Au cours de I'hospitalisation la patiente développe une cellulite latéro-cervicale gauche avec
thrombose veineuse secondaire. Une pneumopathie a pneumocystis est aussi
diagnostiquée.

La patiente sort d’aplasie fin novembre 2011 et retourne a domicile avec un suivi prévu en
hopital de jour.
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Une mini consolidation est réalisée :

- cytarabine 85 mg x2/jour de J1 aJ7
- daunorubicine 101 aJletJ2

La premiére consolidation a été effectuée en janvier 2012 sans mitoxanthrone mais avec de
la cytarabine 1 g/m” x2/jour soit 1750 mg de J1 a J5.

Le mauvais pronostic de cette LAM, |'age de la patiente, son état général et I'existence de
donneurs compatibles permettaient un schéma thérapeutique d’induction suivi d’allogreffe
de moelle osseuse. Le typage HLA des 2 sceurs de la patiente s’est révélé incompatible.

3.1.4 Suivi

A la fin de la phase d’induction (janvier 2012) la patiente présentait une rémission
cytologique et cytogénétique. La FISH interphasique effectuée sur technique directe a I'aide
de la sonde RUNX1-RUNX1T1 trouvait une image normale avec deux signaux RUNX1 et deux
signaux RUNX1T1 sans signal de fusion sur 200 noyaux analysés.

éme

La patiente a bénéficié d’une allogreffe en mars 2012 avec un greffon 10/10 non
apparenté. Le myélogramme établi vingt-six jours aprés greffe indiquait une sortie
progressive d’aplasie, I'absence de blaste et la prise de greffe. Le traitement
immunosuppresseur par cyclosporine est stoppé en janvier 2013 soit 10 mois post allogreffe.
Le suivi du chimérisme présente un chimérisme complet jusqu’en juillet 2013.

3.1.5 Rechute

Malheureusement, un an et demi apres allogreffe, ’'hémogramme de la patiente présente
18% de blastes et I'analyse médullaire confirme le diagnostic de rechute avec présence de
46% de blastes. L'étude du chimérisme début aout montrait la présence de 6.5% d’ADN
receveur. L'étude en cytogénétique conventionnelle faite en septembre 2013 attestait la
réapparition du clone porteur de la translocation t(8;21)(q22;q22) atypique dans 9 mitoses
sur 31 analysées. De méme, au niveau cytogénétique moléculaire, les FISH métaphasique et
interphasique retrouvaient des images identiques au diagnostic (figure 3-4).
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Figure 3-4 Analyse cytogénétique a la rechute de la patiente

Cytogénétique conventionnelle bandesQ (Haut) et cytogénétique moléculaire (Bas LSI RUNX1-RUNX1T1 Dual color dual
fusion probes, Abbott Molecular). 46,XX,t(8;21)(q22;922)[9]/46,XX[23].ish t(8;21)(RUNX1+ ;RUNX1+RUNX1T1+)[5].nuc ish
(RUNX1T1 x 2, RUNX1 x 3)[45/100]. Sur le caryotype les fleches désignent les chromosomes remaniés : der(8) et der (21). En
FISH : la sonde verte correspond a RUNX1 (AML1) et la sonde rouge a RUNX1T1 (ETO). On retrouve une cassure anormale
en amont de RUNX1T1 et fusion (sonde rouge et verte) sur le chromosome dérivé du 21

L ‘analyse moléculaire a été aussi réitérée. Ainsi, le transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1 était
absent et il n’y avait pas de duplication en tandem de FLT3.

L'attitude thérapeutique a été décidée aprés réunion pluridisciplinaire en prenant compte
des antécédents de traitement par anthracyclines, de I'insuffisance cardiaque et de la gravité
de cette leucémie secondaire. Ainsi, la patiente a bénéficié d’une ré-injection de
lymphocytes du donneur a dose 1x10° CD3/kg sans efficacité.

Dans les deux mois suivant la rechute la patiente est décédée des suites d’une infection
sévere consécutive a sa neutropénie.
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4 Objectifs

L’histoire clinique et biologique de cette patiente est intéressante. La présentation
cytologique indifférenciée de type LAM O, la mise en évidence d’une translocation
t(8;21)(g22;922) au caryotype associées a un antécédent de chimiothérapie pour néoplasie
mammaire multiplient les mécanismes de leucémogénése de ce cas. L'exploration plus
approfondie de la translocation t(8;21)(q22;q22) atypique est nécessaire a la compréhension
physiopathologique. Ainsi, I'objectif principal a été d’identifier le géne partenaire potentiel
du gene RUNX1 afin de mettre en évidence un transcrit de fusion résultant de la
translocation t(8;21). Pour atteindre ce but nous avons suivi une démarche biologique en
utilisant un ensemble d’outils de cytogénétique conventionnelle et moléculaire. Le choix,
motivé par une revue de la littérature, a été d’employer, notamment, la rapid amplification
of cDNA ends (RACE ou amplification rapide des extrémités d’ADNc) qui est une technique
utilisée en recherche. L'intention a donc été aussi de mettre en place ce procédé au sein du
laboratoire de génétique du CHU de Nancy.
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5 Matériels et méthodes

5.1 Chromosomes Dbactériens artificiels (Bacterial artificial
chromosome ou BACs)

5.1.1 Objectifs

Le développement des BACs dans les années 1990 est concomitant au projet de sequencage
du génome humain. Les BACs permettent la construction de librairies d’ADN et de
cartographies chromosomiques utiles pour isoler de courts fragments d’ADN facilitant le
séquencage direct (141). Les BACs se composent de vecteurs d’expression qui synthétisent
des protéines a partir d’un fragment d’ADN d’intérét inséré au sein de sa propre séquence
d’ADN. Ce vecteur est introduit dans un hote bactérien et profite de la machinerie cellulaire
pour réaliser la transcription puis la traduction du fragment d’intérét. Les BACs utilisent la
bactérie Escherichia coli facteur F. Le facteur F est un plasmide (vecteur) qui a la propriété de
s’'intégrer et de s’exciser du chromosome bactérien. Ce plasmide de forme circulaire porte
des genes capables de réguler sa réplication et de controler son nombre de copie. Ainsi, le
plasmid F est maintenu au nombre de une a deux copies par cellule ce qui réduit les risques
de recombinaisons entre les fragments d’ADN portés par le vecteur et stabilise le systeme de
clonage. Les Escherichia coli ne regoivent qu’un seul plasmide F qui, lui méme, peut porter
un insert d’ADN étranger de 75 a 300 kb (142).

Les bactéries misent en culture multiplient le fragment d’ADN d’intérét. Apres extraction du
plasmide, il est possible de le coupler a un fluorochrome et de I'utiliser ensuite comme une
sonde de FISH.

Le recours aux BACs dans notre recherche était nécessaire pour préciser le point de cassure
sur le chromosome 8 remanié afin d’identifier le ou les gene(s) partenaire(s) potentiel(s)
proche(s) de la région réarrangée.

5.1.2 Sélection des BACs

Afin de déterminer les BACs opportuns il a fallu tout d’abord délimiter la zone de couverture
de la sonde RUNX1-RUNX1T1 sur le chromosome 8. Pour cela la fiche fournisseur Abbott
Molecular fut nécessaire (figure 5-1). Cette derniere indiquait le SHGC-140870 en amont du
géne RUNX1T1 comme point d’ancrage centromérique de la sonde spectrum orange pour
une taille d’environ 655 kb. Le site de bio-informatique UCSC Genome browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) développé par I'Institut de génomique et le
Centre d’ingénierie et de Science biomoléculaire de 'université de Santa Cruz en Californie
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rassemble un ensemble d’informations génétiques et notamment les séquences de
référence. L'outil de recherche nous a permis de trouver les coordonnées exactes du
marqueur STR (short tandem repetition) SHGC-140870 : 92758094-92758599. On en a déduit
que la sonde spectrum orange se répartissait entre les nucléotides 92758094 et 93413094
(Human GRCh 38). Ainsi, les BACs ont été choisis en amont de la sonde et aprés la région
centromérique.
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Dans un deuxiéme temps, la librairie BACPAC Ressources Center (Children’s Hospital Oakland
Research Institut, http://bacpac.chori.org) nous a donné accés aux caractéristiques des
différents BACs existants dans notre zone d’intérét. Cinqg BACs ont été sélectionnés (tableau
5-1), séparés les uns des autres de 2 a 5 Mb pour qu’ils soient le plus informatifs possible.

Tableau 5-1 Chromosomes bactériens artificiels sélectionnés

Chromosomes
bactériens RP11-692N10 RP11-8H12 RP11-80P18 CTD-2005B12 RP11-701F8
artificiels

Position 78813425- 83316594- 88151299- 90625590- 92732973-

(HG17) 78999920 83482484 88318399 90754753 92896230
Sl Rouge Vert Rouge Vert Rouge
marqueur

L'activité intensive du secteur de pathologies constitutionnelles du CHU impose
régulierement le besoin de définir précisément les locus impliqués dans les remaniements
observés sur les caryotypes. Le laboratoire de génétique posséde donc une grande librairie
de BACs conservés a -80°C sur des plaques 96 puits.
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5.1.3 Préparation/Réalisation

Trois étapes ont été nécessaires pour réaliser une hybridation avec des BACs marqués.

5.1.3.1 La culture bactérienne

Effectuée sur deux jours consécutifs, aprés réalisation des milieux de cultures liquides et
gélosés. A J0, était lancé I'ensemencement (par épuisement) sur une boite de pétri a I'aide
de pipettes Pasteur stériles chargées en BAC. La boite a été mise a I'étuve a 37°C toute une
nuit. A J1 au matin, la pré-culture a été poursuivie dans un tube de 50 ml stérile contenant 5
ml de milieu liquide, 3.125 pl de chloramphénicol a 20 mg/ml et une colonie isolée a partir
de la culture sur gélose de la veille. Le tube scellé par du parafilm percé a été mis sous
agitation a 300 rpm a 37°C. Apres 7h30 d’incubation, dans un erlen associant 50 ml de milieu
de culture liquide et 31.25 pl de chloramphénicol a 20 mg/ml a été ajouté 87.5 ul de pré-
culture. Parafilmé, I'erlen a été incubé toute une nuit sur agitateur a 300 rpm a 37°C. Enfin, a
J2 la culture sur nuit a été transférée dans un nouveau tube de 50 ml puis centrifugée 20
minutes a 4600 rpm a 4°C.

5.1.3.2 L’extraction et purification d’ADN de BAC

Cette phase a été réalisée avec le kit d’extraction NucleoBond PC 100 distribué par
Macherey-Nagel. L’extraction a été commencée par un lavage du culot cellulaire avec 10 ml
de PBS suivi d’'une centrifugation de 5 minutes a 4600 rpm a 4°C. Ensuite, il a fallu re-
susprendre délicatement le culot dans 8 ml de tampon de lyse S1+RNase A avant de le
transférer dans des tubes de 50 ml propres. On a ajouté dans ces tubes 8 ml de tampon de
lyse S2 et agité par retournement 6 a 7 fois. Puis on a rajouté 8 ml de tampon de lyse S3,
agitation et incubation du tube 5 minutes dans la glace. Pendant le temps d’incubation il a
fallu préparer une colonne d’extraction et un filtre que I'on a humidifié avec 2.5 ml de
tampon N2. Apres on a versé le lysat bactérien sur le filtre. Le produit récupéré a été alors
versé sur la colonne ou I'on a ajouté doucement 12 ml de tampon de lavage N3. Une fois le
tampon passé, on a positionné la colonne sur un tube de 15 ml propre et on a élué ’ADN
avec 5 ml de tampon 5N préalablement chauffé au bain marie a 50°C. La précipitation se fit
par adjonction de 3.5 ml d’isopropanol complété par une centrifugation de 1 heure a 4500
rpm a 4°C. Le culot obtenu a été lavé avec 2 ml d’éthanol a 70%. On a brievement vortexé
puis centrifugé une nouvelle fois 20 minutes a 4500g a température ambiante. Enfin, on a
oté le surnageant et laissé sécher le culot 5 a 10 minutes. Aprés avoir re-suspendu I’ADN
avec 5 Ul de TE pendant 1 heure a température ambiante, on a dosé I’ADN au nanodrop.
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5.1.3.3 Le marquage direct de BAC

Il est réalisé avec le kit Nick translation et les dUTP SpectrumGreen et/ou SpectrumRed de la
société Abbott. La réalisation des mix réactionnels a été faite sur glace. Apres dilutions des
dNTP, dTTP et dUTP, la préparation des mix a été organisée en fonction du nombre de BAC a
marquer en ajoutant une marge de 0.5 ul. Dans chaque tube de marquage il a fallu mettre le
volume d’ADN du BAC équivalent a 1ug et ajuster avec le volume d’eau nécessaire pour
avoir un volume total final de 50 ul. Aprés avoir vortexer doucement et placer les mix a 15°C
pendant 45 minutes, le marquage a été vérifié par migration sur gel 0.8%. Le marquage était
estimé correct lorsque le smear s’étalait entre 200 et 600 pb.

Ayant cing BACs nous avons attribué trois marquages SpectrumRed et deux SpectrumGreen
alternativement.

La précipitation des sondes marquées a consisté d’abord a un ajout de 40 ul d’ADN Cot, de
8.5 ul d’acétate de sodium et de 233.75 ul d’éthanol absolu froid au 45 ul de produit de
marquage. Puis le mélange a été vortexé, incubé 10 minutes minimum a -20°C et centrifugé
30 minutes a 14500 rpm a 4°C. Apres élimination du surnageant on a complété avec 500 ul
d’éthanol a 70% et on re-centrifugé 5 minutes. Le culot a été laissé 10 minutes a sécher puis
remis en suspension a l'aide de 10 ul de tampon d’hybridation. La solution obtenue pouvait
ensuite étre conservée a -20°C.

5.1.4 Test

Une fois les BACs marqués il est indispensable de vérifier leur qualité et leurs positions avec
des témoins. Les témoins sont des patients ayant un caryotype sur sang normal sur lesquels
on hybride simultanément une sonde locus spécifique connue (témoin interne) et la sonde a
tester. A savoir que les deux sondes doivent avoir une fluorescence différente et s’hybrider
sur le méme chromosome. La zone d’intérét se trouvant sur le bras long du chromosome 8,
on a donc déterminé deux sondes contréles (une verte et une rouge) spécifique du bras
court (8p11) (tableau 5-2).

Tableau 5-2 Chromosomes bactériens artificiels témoins

Chromosomes
bactériens RP11-589C21
artificiels

Position 41992858- 41795492-
(HG17) 42155379 41975651
Couleur du Rouge Vart

marqueur
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L’application du test sur le matériel cytogénétique de la patiente ne s’est fait qu’aprés avoir
validé les sondes. Comme pour toutes techniques de cytogénétique moléculaire
I’hybridation a été réalisée sur les étalements de culots de cultures cellulaires. Pour I'étude
de notre cas, I’hybridation métaphasique a été réalisée sur le prélevement initial (d’octobre
2011). Nous avons réalisé quatre étalements du prélévement répartis sur deux lames afin de
pouvoir hybrider plusieurs combinaisons de BACs (tableau 5-3).

Tableau 5-3 Combinaisons d’hybridation des BACs

RP11-692N10 RP11-80P18

Lame 1 + +
RP11-8H12 CTD2005B12
RP11-701F8 RP11-692N10

Lame 2 + +
RP11-8H12 CTD2005B12

La technique d’hybridation, selon le protocole utilisé par le laboratoire, s’est effectuée sur
des lames vieillies naturellement (laissées a I'air libre). Un prétraitement dans un bain de
pepsine suivi d’un ringcage au PBS a été fait. Puis, les lames ont été déshydratées par passage
dans trois bains d’alcool successifs a 70%, 80% et 100%. Parallélement, les sondes ont été
préparées chacune dans un aliquot en mélangeant : 8 pl de tampon d’hybridation, 1 pul de
sonde marquée (BAC) et 1 ul de sonde témoin. Ces mix ont été vortexés puis centrifugés
brievement. Les lames ont été disposées sur une plaque chauffante et on y a appliqué les
mix de sondes. On a déposé une lamelle sur chaque lame que I'on a scellée avec du rubber
ciment. Par la suite, la co-dénaturation thermique s’est faite sur I’'Hybrite (Dako Cytomotion
Hybridizer StatSpin, plaque chauffante) programmé a 72°C pendant 3 minutes poursuivie a
37°C toute une nuit.

Le lendemain, on a 6té les lamelles et I'on a plongé les lames dans une premiere solution de
lavage SSC 0.4/ 0.3% Igépal chauffée a 72°C pendant 2 minutes. Le deuxieme bain a
température ambiante était composé de SSC 2/ 0.1% lgépal et a duré 15 secondes. Une fois
les lames égouttées, on a déposé 10 Ul de DAPI (contre colorant afin d’identifier les noyaux
et mitoses, Abbott Molecular) que I'on a recouvert d’'une grande lamelle. Enfin, les lames ont
été conservées a 4°C jusqu’a la lecture au microscope a fluorescence (Axioplan 2 imaging,
ZEISS).

95



5.2 Amplification en chaine par une polymérase (Polymerase
chain reaction, PCR) et Amplification en chaine par une
transcriptase inverse (Reverse transcriptase polymerase chain
reaction, RT PCR)

5.2.1 Objectifs

La cellule contient deux types d’acides nucléiques (142,143) :

- I'acide désoxyribonucléique (ADN), composant les 46 chromosomes humain et porteurs du
génome.

- I'acide ribonucléique (ARN), issu de la transcription de I’ADN, lien entre le génotype (ADN)
et le phénotype (protéine).

Ces deux acides ne possedent pas les mémes propriétés physico-chimiques et leur analyse
ne fournit pas les mémes informations. Par exemple, I'étude des transcrits de fusion
consécutifs a des translocations chromosomiques se fait sur I’ARN extrait des cellules
nucléées. L'épissage post transcription excise les introns (lieu préférentiel des points de
cassure) de I’ADN et raboute les exons entre eux, rendant les ARN et les protéines de fusion
uniformes. Nous avons donc travaillé et réalisé nos techniques a partir de I’ARN de la
patiente extrait au Trizol® au moment du diagnostic sur les préléevements de moelle osseuse
recueillis sur tube EDTA (protocole en annexe 1).

La technique de PCR, décrite par Kary Mullis en 1983, est basée sur I'amplification de
fragments d’ADN grace a une ADN polymérase. La zone d’ADN d’intérét est encadrée par
des « amorces » ou oligonucléotides de séquence nucléique connue complémentaire de la
zone a amplifier et indispensables au fonctionnement de ’ADN polymérase. Cette derniére
est une enzyme issue d’une bactérie thermophile de geysers : Thermus aquaticus, qui lui a
donné son nom de Taq polymérase.

L’amplification se déroule en trois étapes :

- La dénaturation : les deux brins d’ADN sont séparés par chauffage a haute température
allant jusqu’a 95°C. A cette température, 'ADN polymérase présente dans le milieu de
réaction résiste a la dégradation.

- L’hybridation : les deux amorces d’ADN (sens et anti-sens) simple brin s’apparient au
fragment d’ADN dénaturé a amplifier lorsque la température de la réaction est abaissée vers
50 a 60°c. Les oligonucléotides sont importants car ils amorcent littéralement le travail de
I’ADN polymérase.
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- L’élongation : A 72°C la Taqg polymérase copie I’ADN simple brin a partir des deux amorces.
Le fragment d’ADN d’interet se retrouve alors dupliqué.

La réaction de PCR se poursuit en répétant n fois le cycle des trois étapes. En fin de
technique on posséde théoriquement 2" copies de la région d’intérét.

Cette méthode peut aussi s’appliquer a I’ARN. Pour cela, il faut rajouter une étape préalable
de facon a obtenir un brin d’ADN complémentaire (ADNc). L'utilisation d’une transcriptase
inverse ou d’'une ADN polymérase ARN dépendante permet de copier a I'aide d’une amorce
(ou mélange d’hexameres) et de désoxyribonucléotides, une molécule d’ARN simple brin en
une molécule d’ADN simple brin complémentaire a I’ARN messager. A noter, qu’un
inhibiteur de RNASe est ajouté a la préparation. A partir de ce brin d’ADNc la réaction de PCR
classique peut s’effectuer.

5.2.2 Le choix des amorces

Le choix des amorces de PCR doit étre méticuleux car il influence sur la réussite et la
spécificité de la réaction. Les amorces doivent étre spécifiques, stables et compatibles (142).

- Spécificité : modulée par plusieurs critéres, idéalement, la taille doit étre de 20 a 30
nucléotides, le contenu en CG entre 40 et 60% et la température de fusion (Tm) comprise
entre 45 et 70°C.

- Stabilité: la stabilité de I'extrémité 3’ conditionne une bonne initiation de la
polymérisation. Il faut donc quelques bases GC a proximité de la 3'.

- Compatibilité : la différence entre les Tm des amorces doit étre inférieure a 4°C.

L’élaboration des amorces se fait en deux étapes avec une étape de construction (recherche
bioinformatique de séquence encadrant la région d’intérét et une deuxieme phase ou l'on
vérifie la spécificité de la séquence a la zone d’intérét en effectuant un alignement local
informatique (BLAST). De nombreux outils informatiques accessibles par internet sont
capables de proposer en quelques secondes plusieurs combinaisons d’amorces en fonctions
de la séquence proposée et de conditions prédéfinies. Ainsi, pour dessiner les sondes
nécessaires pour nos techniques de PCR quantitative et de RACE PCR nous avons utilisé
Primer-Blast disponible sur le site du NCBI (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast).

En se basant sur la séquence de I’ARN de transfert NM001754.4 transcrit variant 1 de RUNX1
nous avons choisi quatre couples d’amorces (sens (F) et anti-sens (R)) pour la RQ-PCR et
deux amorces pour la RACE PCR (tableau 5-4).
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Tableau 5-4 Amorces sélectionnées

Dénomination de ‘Séquence nucléotidique Nombre de
Famorce (NMO001754.4) bases

RUNX1 Exla-1b F AGCCTGGCAGTGTCAGAAGT 20
RUNX1 Exla-1b R GGGACTCAATGATTTCTTTTACCA 24
RUNX1 Ex1b-2 F CCTTCAGAAGAGGGTGCATT 20
RUNX1 Ex1b-2 R TGGACGTCTCTAGAAGGATTCAT 23
RUNX1 Ex4-5 F TCGGCTGAGCTGAGAAATG 19
RUNX1 Ex4-5R GTGATGGTCAGAGTGAAGCTTTT 23
Runx1 Ex5-6 F CTTCACAAACCCACCGCAAG 20
Runx1 Ex5-6 TCGGAAAAGGACAAGCTCCC 20
3'RACE Ex4 GGATGTTCCAGATGGCACTCTGG 23
3'RACE Ex4 nichée GAGCTGAGAAATGCTACCGCAG 22

La société Eurogentec a fabriqué les amorces. A leur réception les amorces ont été diluées et
aliquotées afin d’obtenir une concentration de 10 uM.

5.2.3 Réalisation test patiente

Avant de réaliser la RQ-PCR, les amorces de RUNX1 ont été testées avec une PCR classique
afin de déterminer la température de fusion optimale. Le risque d’hybridation non
spécifique est diminué lorsque le Tm des amorces est élevé. La température d’hybridation
est calculée a partir du Tm des amorces (T"P"%%°" = Tm - 5°C). Les tests ont été effectués a
62, 63, 64 et 65°C sur les échantillons de la patiente, d’un témoin ETV6-RUNX1 positif, d’un
témoin RUNX1-RUNX1T1 positif et d’'un témoin normal. Nous disposions d’ADNc pour les
témoins, en revanche pour la patiente il a fallu pratiquer une RT-PCR a partir de I’ARN extrait

du prélevement au diagnostic (cf protocole extraction d’ARN au trizol en annexe 1)

La réaction de reverse transcription a nécessité une quantité d’ARN de 1 ug ajusté au volume
de 9.5 ul avec de l'eau qualité biologie moléculaire (EUROBIO, réf: GAUEAU OOF-01)
associée a 1 pl de mélange d’hexameéres (Random Primers 3mg/ml, INVITROGEN, réf:
48190-011). Puis, cette dilution en tube (DNA/RNAses free stérilisés Dutscher) a été placée
dans un thermocycleur (Applied Biosystems 2720) a 70°C pendant 10 minutes pour linéariser
I’ARN. Un refroidissement rapide a été opéré par transfert immédiat des aliquots dans un
bac de glace. Le mix réactionnel (Kit reverse transcriptase, INVITROGEN, réf : 18064-014) a
été préparé avec 4 [l de first strand Buffer 5X, 2pl de DTT (dithioerythrol, antioxydant,
stabilise les enzymes a groupement SH), 2ul de dNTP a 10 mM (désoxyribonucléotides,
ROCHE, réf: 1196906400), 1l de SuperScript Il RT a 200 u/ul et de 1ul d’inhibiteur de
RNAse (ROCHE, réf : 3335399) a 40 u/pl. L’hybridation s’est faite a 25°C pendant 2 minutes
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suivie d’'une élongation de 50 minutes a 42°C. L'inactivation de la réaction s’est effectuée a
70°C durant 15 minutes.

L’ADN mono brin complémentaire obtenu a été par la suite amplifié par PCR en employant le
Kit Go Tag Hot start polymérase (PROMEGA M5005) contenant la Go Taq polymérase a
Su/pl, le tampon GoTaq 5X et le MgCI> 25 mM. Chaque mix contenait 5 Ml de tampon
Proméga, 2 Ul de MgCl?, 2 Ml de dNTP, 1 pl de chaque amorce, 0.1 Ul de Go Taq Proméga, 8
Ml d’eau et 5 I d’ADNc. Le cycle PCR dans le thermocycleur Biometra T3000 a été
programmé de la maniére suivante : 7 minutes a 95°C puis 30 secondes a 94°C, 1 minute a
62°C (ou 63 ; 64 ; 65°C), 1 minute a 72°C pour 35 cycles suivi d’'une phase de refroidissement
a 10°C.

Une électrophorése sur gel d’agarose 2% a permis de vérifier a chaque réaction la quantité
et la spécificité du produit final de PCR. Cette opération permet de séparer les acides
nucléiques chargés négativement en fonction de leur taille au travers d’un gel soumis a un
champ électrique. Pour un gel de 200 ml a 2%, 4g de poudre d’agarose (Agarose standard
EUROBIO, réf : GE PAGA07-64) on été mélangé avec dans un erlenmeyer avec 200 ml de tris-
acétate EDTA (TAE 10X, tampon d’électrophorése EUROMEDEX, réf: 6U0202-A) et 10 pl
d’agent intercalant fluorescent permettant de repérer au trans-illuminateur les différents
fragments d’ADN ayant migré (GelRed ™ Nucleic Acid Gel Stain BIOTIUM, réf : 41003). Aprés
avoir chauffé I'erlenmeyer au micro ondes et laissé refroidir quelques minutes, la solution
est coulée dans une cuve a électrophorese ou le gel a pris. Ensuite, un mélange de 5 [l de
produit de PCR et de 1 pl bleu de bromophénol (colorant permettant de suivre la migration)
est déposé dans chaque puit du gel et 5 gl de marqueur de taille (100pb DNA Ladder) dans
les puits extérieurs. La migration s’est faite pendant 30 a 60 minutes sous une tension
électrique de 110-130 volts. La visualisation finale des migrations s’est effectuée avec le Bio-
rad Molecular Imager Gel Doc XR System qui expose les gels a un rayonnement UV de 312
nm

5.3 PCR quantitative en temps réel (Q-PCR)
5.3.1 Objectifs

La PCR quantitative en temps réel mesure la cinétique de formation des amplicons pendant
la réaction d’amplification ce qui permet d’en déduire une quantification de la cible dans
I’échantillon analysé. La cinétique d‘une réaction de PCR se compose de deux phases : une
exponentielle pendant laquelle le nombre de copies d’ADN cible est doublé a chaque cycle
suivie d’une phase de plateau traduisant la saturation de la réaction. Les produits de PCR
sont détectés grace a un marqueur fluorescent dont [lintensité augmente avec
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I'amplification. Le systéme de détection le plus simple est basé sur I'action d’un agent
intercalant comme le SYBR® Green : il émet une fluorescence quand il se fixe a ’ADN double
brin et qu’il est excité par des rayonnements ultraviolets. Ce systéme tres sensible a
cependant une spécificité dépendante du choix des amorces puisque le SYBR® Green se lie a
toutes les molécules d’ADN doubles brins présentes dans la réaction (y compris les dimeres
d’amorces). La mesure du signal par un module de détection externe a un moment donné au
cours de chaque cycle permet le suivi de la réaction de PCR. Ainsi, une courbe d’intensité de
fluorescence en fonction du nombre de cycle peut étre tracée (figure 5-2). La phase
d’initiation associée a une fluorescence faible correspond au bruit de fond. Le point de
départ de la partie exponentielle détermine le seuil de détection Ct (threshold cycle)
(142,144).

Phase plateau
0—0—0—0

Phase exponentielle

e s v — Ligne de base
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

¥

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Ct (cycle seuil) Nombre de cycles PCR

Figure 5-2 Le suivi en temps réel d’'une réaction PCR (144)

La cinétique de la réaction PCR met en jeu en trois phases : une phase d’initiation, une phase exponentielle et une phase
plateau. Elle est construite a partir de plusieurs points d’amplification. Un point d’amplification est un point présentant
pour coordonnées le nombre de cycles PCR versus l'intensité de fluorescence émise. La ligne de base reflete I'intensité du
bruit de fond de fluorescence. La ligne seuil correspond au seuil de détection optique au-dela duquel la variation en
intensité de fluorescence suit une loi exponentielle. Le point d’intersection de la courbe cinétique PCR avec la ligne seuil
définit le cycle seuil Ct qui est le point de départ de la phase

exponentielle et qui se trouve directement lié a la quantité de cible initialement présente dans I'échantillon (144)

Il existe diverses stratégies de quantification (je ne détaille ici que celle que nous avons
utilisée). La quantification relative mesure la quantité de cible relativement par rapport a un
geéne de référence endogene répondant aux mémes critéres d’amplification que la cible. Un
rapport cible/référence est établi pour chaque échantillon, le résultat est alors rapporté a un
calibrant. Le calibrant est une base d’acide nucléique normale (par exemple un patient sain)
qui contient le gene cible et le géne de référence. Au final, le résultat de la quantification
sera exprimée par un indice. La méthode comparative des Ct calcule a partir d’'une formule
mathématique le nombre de molécules du gene cible contenues dans un échantillon :

AA Ct = A Ct échantillon - A Ct calibrant  ou A Ct = Ct géne cible — ct géne endogene
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5.3.2 Plaque d’efficacité

L'efficacité et la spécificité des amorces doivent étre étre testées avant de réaliser la PCR
quantitative. Pour cela, il a fallu effectuer une plaque d’efficacité ol les amorces ont été
appliquées sur deux témoins RUNX1-RUNX1T1 positif et ETV6-RUNX1 positif. Cette étape
obligatoire avec le SYBR® Green permet d’établir une droite d’efficacité et les courbes de
dissociation de chaque couple d’amorces. Le but de cette opération est de vérifier la
spécificaté de I'amplification et I'absence de formation de diméres d’amorces. Les pentes
des droites de dissociation obtenues a partir des Ct de chaque dilutions sériées des
échantillons d’ADNc matrice devaient étre d’environ 3.3 pour une efficicacité proche de
100%.

Nous avons travaillé avec le power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem,
LifeTechnologie) qui contient I’Ampli Taq Gold ADN polymérase, les dTTP/dUTTP et le ROX®
(« teinture » qui uniformise la fluorescence). Nous avons travaillé en duplicats. Les mix ont
d’abord été préparés et répartis par couple d’amorce afin que chaque puit réactionnel
contienne 10 Ul de Master Mix, 0.4 pl de chaque amorce et 4.2 pl d’eau. Ensuite 5 pl d’ADNc
ont été distribués. Le thermocycleur ABI Prism™ 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystem) était programmé avec une pré-phase de 2 minutes a 50°C suivie d’une
dénaturation de 10 minutes a 95°C. Les 40 cycles suivants enchainaient une dénaturation de
15 secondes a 95°C et une hybridation, élongation d’'une minute a 60°C.

5.3.3 Plaque test patiente

La Q-PCR a été lancée selon les mémes modalités techniques que la plaque test d’efficacité.
Nous avons rajouté un couple d’amorce pour le transcrit du gene Abl (Abelson) choisi pour
étre le contréle endogene. Abl présente une expression stable dans les leucocytes et
I'expression de ce géne est utilisée couramment en hématologie (145). Nous avons donc
testé les ADNc de la patiente, d’un témoin RUNX1-RUNX1T1 positif, un témoin ETV6-RUNX1
positif et un pool de témoins normal. Ce dernier était notre ADNc matrice servant de
calibrant pour la quantification. A noter que les mix ont été préparés pour quinze puits par
amorce de facon a palier aux éventuels erreurs métrologiques.
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5.4 Amplification rapide des extrémités d’ADNc (rapid
amplification of cDNA ends, RACE PCR)

5.4.1 Objectifs

Cette technique est utile pour déterminer les extrémités 5’ ou 3’ d’un ADN complémentaire.
La RACE permet d’amplifier un fragment ADNc issu d’un ARN messager entre une
localisation de séquence connue et |'extrémité inconnue 5’ ou 3’. Le principe de la 3" RACE
tire profit de la queue poly(A) présente naturellement dans tous les ARN messagers. Cette
séquence simple commune a tous les ARN messagers peut étre un point d’accroche pour
une amorce de PCR. La 3’ RACE se déroule en plusieurs étapes dont la premiéere consiste a
transformer ’ARNm en ADNc avec une reverse transcriptase en utilisant une amorce
universelle oligo(dT) auquelle est accrochée un adaptateur de séquence connue. La seconde
étape amplifie '’ADNc nouvellement formé en utilisant une technique de PCR classique. Les
amorces encadrant le fragment d’ADNc d’intérét sont d’une part, a l'extémité 3’,
complémentaire du géne connu (ici 'exon 4 de RUNX1) et d’autre part, a I'extrémité 5,
complémentaire de 'adaptateur de 'amorce universelle (figure 5-3).

Une PCR semi-nichée peut étre rajoutée afin d’augmenter la spécificité de la technique. La
PCR semi-nichée répond aux principes de la PCR classique. Les produits de PCR obtenus lors
d’une premiere réaction sont amplifiés de nouveau en utilisant une nouvelle amorce en 3’
complémentaire du gene connu (RUNX1) et plus proche du point de cassure tandis que
I'amorce en 5’est conservée. Ainsi, la région d’intérét amplifiée contenant le partenaire
inconnu peut étre séquencée et le gene inconnu identifié.

ARNmM
AAAAAA

TTTTTT
rRT | IY
Adaptateur
ADNe

e TTYTTT it
-

(B PCR
C

Figure -5-3 Principe de I'amplification rapide de I'extrémité 3’ des ADNc (rapid amplification of cDNA ends, RACE) (142)

(A) RT-PCR effectuée sur ’ARNm en présence d’une amorce oligo(dT)-adaptateur. (B) PCR réalisée a partir de ’ADNc
en utilisant une amorce complémentaire de I'adaptateur et une amorce interne complémentaire de ’ADNc. (C) Le
produit de PCR est prét pour le sous clonage et détermination de I'extrémité 3’ par séquencage ou pour une PCR
semi-nichée. D’aprés (142)
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5.4.2 Réalisation

La 3’RACE a été réalisée avec les amorces du 5’/3’ RACE Kit 2" Generation de ROCHE et les
deux amorces spécifiques de I'exon 4 du géne RUNX1 dessinées préalablement. Nous avons
aussi employé le Kit GoTaq Hot Start Polymérase (Promega M2005). Pour cette technique
nous avons pris I’ARN extrait au diagnostic de la patiente et 'ARN extrait d’'un témoin
RUNX1-RUNX1T1 positif.

5.4.2.1 RT-PCR

La RT-PCR, premiére étape de la RACE PCR a suivi le protocole habituel du laboratoire (décrit
précédemment) en utilisant I'amorce oligo dT-anchor primer du kit ROCHE.

5.4.2.2 PCR du gene Abelson de contréle

Une PCR du transcrit du gene Abl a été réalisée sur le produit de la RT-PCR (5ul d’ADNc neo
formé) de facon a vérifier la fonctionnalité de I'amorce du kit de RACE, I'absence d’inhibiteur
d’amplification et la synthese d’ADN complémentaire. La préparation des mix avec le Kit Go
tag Hot start Polymérase respectait le protocole de PCR classique avec ['utilisation
d’amorces spécifiques du gene Abelson. Ces amorces étaient celles employées en routine
par le laboratoire. Les 35 cycles d’amplification dans le thermocycleur Biometra T3000
étaient programmés pour une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes puis une
hybridation a 62°C pendant une minute et une élongation d’'une minute a 72°C.

Une migration des produits de PCR sur gel d’agarose a 2% a été réalisée pour visualiser
I"'amplification du gene Abl .

5.4.2.3 3’RACE amplification

La deuxiéme étape de la 3’ RACE PCR consistait a amplifier ’ADNc contenant I'amorce avec
adaptateur universel. Pour cela nous avons utilisé notre amorce Exon 4 RACE PCR spécifique
du gene RUNX1 ainsi que I'amorce PCR anchor primer présente dans le kit de RACE et
complémentaire de I'adaptateur. Le mix réactionnel de chaque échantillon se composait de
5 pl de tampon Promega, 2 pl de MgCl?, 2 pl de dNTP, 1 pl de chaque amorce, 0.1 pl de Go
Tag Promega ,8 Ml d’eau et 5 pl d’ADNc. Suite a la pré phase de dénaturation de 7 min a
95°C, les 40 cycles d’amplification suivaient un schéma de dénaturation a 94°C en 30
secondes, une hybridation pendant 30 secondes, une élongation de 4 minutes a 72°C
maintenue durant la phase d’élongation finale de 7 minutes. Ne connaissant pas la
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température d’hybridation de la PCR anchor primer, nous avons effectué un gradient de
température sur le thermocycleur Veriti (HTDS International) de 63, 65 et 67 °C.

En fin de réaction, 5 [l de produits de PCR de chaque échantillon ont été déposés sur un gel
d’agarose a 2%.

5.4.2.4 3’RACE nichée

Pour augmenter la spécificité de la réaction de RACE PCR, les meilleurs amplicons de I'étape
précédente ont été ré-amplifiés a I'aide d’une PCR semi-nichée. Les mix de PCR associaient
cette fois 5 pl de tampon Promega, 2 pl de MgCl?, 2 pl de dNTP, 1 pl d’amorce Exon 4 3’RACE
nichée, 1 pl d’anchor primer PCR, 0.2 pl de GoTaq Promega, 13 pl d’eau et 1 pl d’ADN pré
amplifié. L'amplification débutait par 10 minutes a 94°C puis les 35 cycles de PCR dans le
thermocycleur Biometra T3000 ont répétés 30 secondes de dénaturation a 94°C,
I’hybridation 30 secondes a 65°C, I’élongation pendant une minute a 72°C et terminés par 7
minutes d’élongation finale a 72°C. La encore, 5 Ul de chaque échantillon ont migré sur gel
d’agarose 2% afin de pouvoir visualiser les produits ré-amplifiés.

5.5 Séquencage
5.5.1 Objectifs

Le séquencage est une technique qui a pour but de déterminer I'enchainement des
nucléotides sur ’ADN. L'une des principales méthodes mise au point initialement fut celle de
F.Sanger en 1981. Depuis plusieurs variantes se sont développées mais les principes
généraux de cette technique restent conservés.

Pour le cycle sequencing ou PCR asymétrique le matériel de départ est un produit de PCR
purifié. Une amorce de séquence (souvent celle utilisée lors de la PCR préalable) est aussi
indispensable. La réaction de PCR se fait dans un tube dans lequel on mélange I'ADN a
séquencer, 'amorce de séquence, une Taq polymérase, des dNTP (déoxynucléotides)et des
ddNTP (di-déoxynucléotides). Les ddNTP sont des nucléotides marqués par des
fluorochromes (une « couleur » pour chaque base) qui une fois intégrés a la séquence
nucléotidique bloque I’élongation car la fonction 3’ de I'hydroxyl est remplacée par un
hydrogéne. L'absence du radical hydroxyl ne permet plus de générer la liaison
internucléotidique par le squelette phosphate des acides nucléiques. En fin de réaction, on
retrouve donc dans le tube plusieurs produits de tailles différentes se terminant par un
fluorochrome. Dans le cas d’une éléctrophorese capillaire ces produits vont étre déposés sur
un gel de polyacrylamide ultrafin et soumis a des champs électriques intenses. La migration
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se fait en deux heures et trente minutes pour des séquences d’environ 500 pb. Les produits
vont migrer en fonction de leur taille (les produits les plus courts allant le plus loin) et le
séquenceur couplé a une camera et un ordinateur vont pouvoir détecter et lire I'émission de
fluorescence de chaque fluorofore et établir ainsi la séquence de I’ADN (142).

5.5.2 Réalisation

Nous avons utilisé la technique de séquencage Sanger avec électrophorése capillaire sur ABI
3130 XL (Applied Biosystem®). La premiére étape de purification est réalisée avec I’'ExoSAP-
It® (USB Affymetrix). La PCR de séquence a utilisée le kit Big Dye® Terminator v1.1
Sequencing BufferX5 (Applied Biosystem®) contenant I’AmpliTag polymérase. Les amorces
de séquence ont été celles employées pour la 3’ RACE PCR semi-nichée : Exon 4 3'RACE
nichée (sens) et PCR anchor primer (anti-sens). Une purification des produits séquencage a
été réalisée I'aide du kit Big Dye XTerminator® (Applied Biosystem®)

Afin de confirmer la séquence obtenue, il était nécessaire de séquencer I’ADN sur le brin
sens et anti-sens.

5.5.2.1 Séquencage des produits de 3’'RACE PCR

Dans un premier temps, le séquencage a été réalisé sur les produits de PCR de la 3’RACE et
de la 3’RACE semi-nichée, sur les échantillons correspondant a la patiente (63°C et 65°C) et
au témoin RUNX1-RUNX1T1 positif (63°C).

La purification par I'ExoSAP-IT® 1 pl nécessitait I'ajout de 5 Hl de produit de PCR. Le
thermocycleur Biometra T3000 était programmé pour 15 minutes a 37°C de dégradation des
nucléotides et amorces puis 15 minutes a 80°C d’inactivation du réactif.

Pour la PCR de séquence nous avons utilisé 1 ul de Big Dye® Terminator v1.1, 0.5 ul de
Buffer sequencing 5X (tampon de séquengage), 1 [l d’amorce (sens ou anti-sens) a 5 UM et
2.5 pl de produit de PCR purifiés. La pré dénaturation, dans le Biometra T3000, d’une minute
a 96°C était suivie de 25 cycles enchainant une dénaturation de 10 secondes a 96°C, une
hybridation a 50°C et une élongation de 1.15 minute a 60°C.

La purification a été accomplie avec 10 pl de XTerminator® Solution, 45 pl de SAM™
Solution (contenu dans le kit Big Dye XTerminator®), 6 pl d’eau et 3 ul de produit de
séquence. Le mix a été ensuite vortexé 30 minutes a la vitesse de 1800 sur le Digital Vortex-
Genie 2 puis centrifugé 2 minutes a 1000g.

Apres |'électrophorése capillaire, I'analyse des électrophorégrammes a été faite grace au
logiciel Sequencing Analysis (Applied Biosystem®).
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5.5.2.2 Séquencage des produits de 3’RACE PCR semi-nichée sur gel

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une nouvelle électrophorése des produits de
3’RACE PCR semi-nichée (Patiente 63°C et 65°C, Témoin RUNX1-RUNX1T1 63°C) sur un gel
plus résolutif afin de pouvoir séquencer directement les produits de migration.

L’agarose Gel Strength >1000g/cm” (BP160100 Fisher) a permis de préparer un gel a 2% avec
3g d’agarose pour 150 ml de TAE et 7.5 Ul de GelRed®. Aprées une migration de 2 heures, les
produits de migration ont été découpés du gel au scalpel stérile, pesés puis transférés
chacun dans un tube stérile.

L’extraction de I’ADN du gel d’agarose a été effectuée a 'aide du kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL). Pour 100 mg de gel la dissolution nécessitait 200 [l de
buffer NTI. Les tubes étaient ensuite incubés 5 a 10 minutes a 50°C, puis vortexés
brievement pendant 2 a 3 minutes. Par la suite, 700 pl d’échantillon passaient sur une
colonne (NucléoSpin® Gel and PCR clean-up Column) placée sur un tube de 2 ml. Aprés 30
secondes de centrifugation a 11 000g le transsudat était jeté et la centrifugation répétée. La
membrane de silice a été nettoyée a deux reprises par I'addition de 700 pl de buffer NT3
suivie d’une centrifugation de 11 000g 30 secondes et complétée par une autre d‘une
minute. Enfin, ’ADN a été élué dans un microtube de 1.5 ml avec le passage de 15-30 pl de
buffer NE dans la colonne, une incubation de 5 minutes a température ambiante et une
centrifugation d’une minute a 11 000g.

Dans la suite, la réaction de séquencage a été identique au protocole décrit précédemment.

5.6 Identification du transcrit

L'identification du transcrit découvert s’est faite a I'aide de la base de données de génomes
d’eucaryotes Ensembl (http://www.ensembl.org/) qui posséde un outil informatique

BLAST/BLAT permettant de comparer une séquence donnée avec I'ensemble du génome
humain. Cet outil établit le pourcentage de similarité entre les séquences et permet
d’assimiler la séquence inconnue a une séquence nucléotidique connue. Cela permet donc
d’identifier un chromosome, un géne, un exon ou tout simplement une région du génome.
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6 Résultats

6.1 Chromosomes bactériens artificiels (BACs)

6.1.1 Série témoins

L’hybridation des BACs sur des témoins « sains » nous permet de valider les cing sondes
(figure 6-1). Tous les BACs s’hybrident sur le méme chromosome que leur sonde contréle,
donc tous sont spécifiques du chromosome 8 et de son bras long. Seul le BAC CTD-2005B12
normalement situé en 8g21 entre les nucléotides 90625590 et 90754753 est retrouvé en
région télomérique du bras long du chromosome 8.

CTD-2005812 8421

Figure 6-1 Hybridation des chromosomes bactériens artificiels (BAC) sélectionnés sur témoins sains et avec des BACs de
position connue comme contréle interne

(A, B, C, D) Les BACs de contréle et les BACs sélectionnés s’hybrident sur le méme chromosome, identifié comme étant le 8.
(D) On remarque que le CTD-2005B12 (sonde verte) est au niveau télomérique du chromosome 8 il est donc mal positionné
malgré sa situation en 8q

107



6.1.2 1¢re série

Les résultats de I’hybridation métaphasique sur la patiente sont les suivants (figure 6-2) :

Figure 6-2 Hybridation in situ en fluorescence avec les chromosomes bactériens artificiels sélectionnés

Les fleches bleues désignent les chromosomes 8 normaux, les fleches rouges les chromosomes 8 remaniés der(8) et les
fleches vertes les der(21). (A) La métaphase montre un chromosome 8 normal, un der(8) avec les 2 BACs vert-rouge et un
der(21) dépourvu de sonde. (B) Sur cette mitose, on observe un chromosome 8 normal, un der(21) porteur des 2 BACs vert-
rouge transloqués et un der(8) sans hybridation spécifique. (C) Ici, on retrouve le chromosome 8 normal porteur de 2 BACs,
un der(8) avec le BAC vert et un der(21) qui récupeére le BAC rouge. (D) Le chromosome 8 normal garde ses BACs tandis que
le der(8) conserve le BAC rouge et le der(21) gagne le BAC vert. A noter que (A, B, C et D) possédent un chromosome 21
normal.

Le point de cassure est situé entre les BACs RP11-8H12 et RP11-80P18, soit entre les
nucléotides 83482484 et 88151299 dans la région 8(g21.13qg21.3).

6.2 PCR RUNX1

Nous avons réalisé quatre PCR en faisant varier a chaque fois la température d’hybridation.
Les premiéres PCR n’ont pas testé les amorces sur ’ADNc de la patiente afin de ne pas
épuiser le matériel génétique dont nous disposions du cas. Les techniques ont été validées
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par I'absence de produits de PCR dans les puits négatifs et I'amplification du géne de
controle interne Abelson.

- La premiere réaction (figure 6-3) a été effectuée avec une température d’hybridation
de 62°C, sur 2 patients RUNX1-RUNX1T1 positifs distincts (n°1 et n°2) et un patient
sain.

Le témoin normal présentait une bande aux alentours des 150 pb avec les trois
couples d’amorces : 1a-1b, 1b-2 et 4-5.

Un produit de PCR d’environ 150 pb a été aussi retrouvé chez le témoin n°2 RUNX1-
RUNX1T1 positif avec les amorces 1b-2 et 4-5. Sur les amorces 5-6 se distinguait une
bande de 400 pb pour le patient normal et le témoin RUNX1-RUNX1T1. Cependant,
les couples d’amorces des exons 4-5 et 5-6 présentaient des smears (trainées de
migration) ce qui traduisaient un manque de spécificité.

Le témoin n°1 n’a pas montré de produits d’amplification.

Exons 1a-1b Exons 1b-2
) l-.. .__
100 W—" Ea . prv—

N1 N2 N Ble N1 N2 N Bl

-

Exons 4-5 Exons 5-6

N°1 N°2 N Bilc, N°1 N°2 N Blc

pe—
-

Figure 6-3 Migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose 2%, température d’hybridation 62°C

N°1 et N°2: témoins RUNX1-RUNX1T1 positifs, N : témoin normal, Blc : blanc, contréle de la réaction de PCR

- L'augmentation de température d’hybridation a 63°C lors de la deuxieme PCR
montrait une amélioration avec la disparition du smear sur les amorces des exons 4-
5. Un témoin RUNX1-RUNX1T1 et un témoin négatif normal ont été testés. Chez le
témoin sain seules les amorces des exons 5-6 ne distinguaient pas de bande au-
dessus de 100 pb. De méme, le patient positif RUNX1-RUNX1T1 a montré des
produits de PCR au-dessus de 100 pb avec toutes les amorces excepté avec les
amorces des exons 1b-2 ou aucun amplicon n’apparaissait (figure 6-4).
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Exons 1a-1b Exons 1b-2 Exons 4-5
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Exons 5-6 Abl

Figure 6-4 Migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose 2%, température d’hybridation 63°C

+: témoin RUNX1-RUNX1T1 positif, - : témoin normal, Blc : blanc, contréle de la réaction de PCR

La programmation d’une hybridation a 65°C n’était plus adaptée puisque nous
n’avions plus d’amplification détectable avec les amorces des exons 1b-2 et un faible
amplicon au-dessus de 100 pb pour les exons 4-5 chez le témoin normal. En
revanche, les amorces de RACE PCR montraient une migration efficace avec
I"apparition d’une bande d’environ 200 pb (Exon4 3’RACE PCR) et d’une autre au-
dessus de 100 pb (Exon4 3’RACE PCR nichée). Ces dernieres amorces ont donc été
validées pour cette température (figure 6-5).

Exons 1a-1b Exons 1b-2 Exons 4-5 Exons 5-6
. — Y ! Y S By -
—_— .- l
300 — —
200 s— S—
Tag— o
N Blc N Blc N Blc N Blc
., Exon4RACE  Exons4 RACE nichée Abl
—_—
—_— p— o=
— e
s
N Blc N Blc N Blc

Figure 6-5 Migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose 2%, température d’hybridation 65°C

N : témoin normal, Blc : blanc, contréle de la réaction de PCR
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- Le cycle d’hybridation a 64°C testé sur les ADNc d’un témoin normal, d’'un témoin
RUNX1-RUNX1T1 positif, d’'un témoin ETV6-RUNX1 positif et la patiente a mis en
évidence une bande supérieure a 100 pb avec toutes les amorces pour les
échantillons RUNX1-RUNXT1 positif, ETV6-RUNX1 positif et la patiente.

Le patient négatif, ne donne pas de produits de migration avec les amorces des exons
la-1b et 1b-2.

Ce sont les migrations les plus exploitables pour I'ensemble des couples d’amorces
de RQ-PCR et la température de 64°C a été retenue pour les réactions ultérieures.

On note, malgré tout, la présence de bandes aspécifiques proches des 400 pb avec
les amorces des exons 5-6 sur les quatre échantillons testés (figure 6-6).

Exons 1a-1b Exons 1b-2 Abl
~ ETVERUNXIT1PBIlc _ ETV6 RUNXIT1P Blc _ ETV6 RUNX1T1 P Bic

300
200

100 - TTESES L i emmmen

I 1

_ ETV6 RUNX1T1PBIc _ ETV6 RUNXI1T1P Blc

i
12

300

200
100 > - - —

Exons 4-5 Exons 5-6

Figure 6-6 Migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose 2%, hybridation a 64°C
T-: témoin normal, ETV6 : témoins ETV6-RUNX1 positif, RUNX1T1: témoin RUNX1-RUNX1T1 positif, P: échantillon de la

patiente au diagnostic, Blc : blanc, contréle de la réaction de PCR, Abl : Abelson, amplicon de contrdle interne (garantit la
qualité de I’ARN si présence de produits d’amplification)
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6.3 PCR quantitative

6.3.1 Plaque efficacité

La plaque d’efficacité a montré une amplification quantifiable dans tous les puits attendus.
Les puits « blancs » témoins négatifs sont restés vierges, il n’y a donc pas eu de formation de
diméres d’amorces. Les courbes de dissociation pour chaque couple d’amorce montraient un
pic unique spécifique. Les droites d’efficacité par sonde oscillaient entre -3.04 et -3.45 pour
I’ADNc de ETV6-RUNX1 et RUNX1-RUNX1T1 entre -3.601 et -3.815. La courbe de fusion de la
réaction évaluait le Tm entre 76°C et 81°C.

6.3.2 Plaque test patiente

Apres validation de la réaction, les résultats de la Q-PCR sont les suivants :

1.000e+001

1.000e+000

1.000e-001

Delta Rn

1.000e-002

1.000e-003

1.000e-004
1 2 34 56 7 8 91011 121314151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 33 40

Cycle Number

Figure 6-7 Courbes d’amplification plaque d’efficacité ensemble des amorces
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Figure 6-8 Quantification relative de I’expression de RUNX1 par Q-PCR SYBR® Green

Le pool T normal (colonne bleu) sert de calibrant de quantification et ABL sert de contréle endogéne. Axe des abscisse :
exons quantifiés, axe des ordonnées : quantification relative. L’expression de RUNX1 chez la patiente est représentée par la
colonne bordeaux. T+ amll-eto : témoin RUNX1-RUNX1T1 positif (colonne rouge), T+ tel-amll : témoin ETV6-RUNX1 positif
(colonne verte), Blc : blanc contréle de la réaction de PCR

L’ADNc du pool normal permet de normaliser I'expression relative a 1. L'ADNc du témoin
ETV6-RUNX1 est abaissée de moitié entre les exons 1a-1b et 1b-2. Ce constat coincide avec
les données de la littérature qui objectivent le point de cassure de la translocation
t(12;21)(p13;922) dans l'intron 1b de RUNXI1. Le témoin RUNX1-RUNX1T1 présente deux
baisses d’expression, 'une avec les amorces 1b-2 et I'autre avec les amorces 5-6. La perte
d’expression de 37 % entre les exons 4 et 6 peut s’expliquer par le point de cassure au
niveau de lintron 5 de RUNX1 dans la translocation t(8;21)(q22;922). Néanmoins, la
variabilité de I'expression entre les exons 1a et 5 reste relativement faible et peut étre liée a
la variabilité analytique. La quantification de RUNX1 chez la patiente met, par contre, en
évidence une forte expression des exons 1a a 5 (2 a 3 fois le pool normal et les leucémies
témoins) et montre une diminution d’expression de 63 % entre les exons 4-5 et 5-6 ce qui
suggere une cassure du gene dans cette région (figure 6-4).
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6.4 Amplification rapide des extrémités d’ADNc (3’'RACE)

6.4.1 PCR Abl : contréle de la RT PCR

Le gel d’agarose met en évidence une bande de migration sur les deux échantillons testés, a
savoir la patiente au diagnostic et le témoin RUNX1-RUNX1T1 positif. Cette bande de 138 pb
correspond a I'amplification du gene Abl. La présence de produit de PCR signifie que la RT-
PCR a bien généré de I'ADNc et que par conséquent l'oligo(dT) anchor primer est
fonctionnelle. Le « blanc » de PCR ne montre pas d’amplicon validant la réaction (figure 6-9).

300 —
200  —

ige—___ N

T

2 T+ Blc

Figure 6-9 Migration des produits de la PCR Abl sur gel d’agarose 2%

P : patiente au diagnostic, T+ : témoins RUNX1-RUNX1T1 positif, Blc : blanc, contréle de la réaction de PCR

6.4.2 3’'RACE amplification

La réaction a été validée grace aux « blancs » (figure 6-10). La migration des produits
d’amplification 3’'RACE avec gradient de température d’hybridation donne les résultats

suivants :
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Figure 6-10 Migration des produits de la 3’"RACE sur gel d’agarose 2%
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Trois températures d’hybridation sont testées. P : patiente au diagnostic, T+ : témoin RUNX1-RUNX1T1 positif, Blc : blanc,
contrdle de la réaction de PCR

La migration des amplicons de la patiente montre une bande au-dessus de 500 pb que I'on
retrouve avec les trois températures d’hybridation. A 63°C une autre bande se détache aux
alentours de 600pb et a 67°C deux bandes supplémentaires sont visibles a 400 et 500 pb.

Chez le témoin RUNX1-RUNX1T1 une bande se montre a 500 pb a 63 et 67°C. A ces
températures une autre bande d’environ 600 pb se distingue. A 67°C apparait une bande

supplémentaire de 700 pb. La migration a 65°C ne montre pas de produits amplifiés. Le
fragment d’ADN de 500 pb correspond au transcrit RUNX1-RUNX1T1.

6.4.3 3’RACE semi-nichée

La 3’RACE PCR semi-nichée a été réalisée sur les produits amplifiés de la patiente a 63 et
65°C et le témoin a 63°C. La réaction est validée par persitance des « blancs » dépourvus de
produits de PCR (figure 6-11).

-

i1l

100 s

P63°c P65°c T+63°c

Figure 6-11 Migration des produits de 3’'RACE PCR semi-nichée sur gel d’agarose 2%

P63°c : amplicons de la patiente préalablement amplifiée en 3’RACE PCR avec une température de 63°C, P65°c : amplicons
de la patiente antérieurement hybridé a 65°C, T+63°c : produits d’amplification du témoin RUNX1-RUNX1T1 positif apres la
3’RACE PCR a 63°C

Sur I"échantillon de la patiente amplifié a 63°C trois bandes principales se distinguent a 600,
500 et 400 pb. Ce profile ce rapproche des résultats obtenus a 67°C lors de la premiére
amplification. La migration du produit de la patiente a 65°C ré-amplifié montre une large
bande autour des 500 pb soulignée par une autre bande a 400 pb. La migration du produit
de PCR semi-nichée sur le témoin RUNX1-RUNX1T1 a 65°C est ininterprétable.
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6.5 Séquencage

6.5.1 Premiére réaction de séquencage

L’analyse des données avec le logiciel Sequencing Analysis (Applied Biosystem®) donne des
électrophorégrammes ou chaque pic correspond a un des quatre fluorochromes différents.

Le Raw data permet la visualisation des données brutes et d’avoir une appréciation générale
de la fluorescence et de l'intensité du signal directement liée a la quantité de matrice

initialement présente. Pour valider la séquence, 'intensité moyenne du signal de chaque
fluorochrome doit étre supérieure a 10-20 pour chaque ddNTP.

La premiere réaction de séquence n’a pas donné de séquence interprétable pour tous les
échantillons testés.

Les produits de 3’'RACE PCR : patiente 63°C et témoin 63°C et les produits de 3’'RACE PCR

semi-nichée avaient une séquence négative ou aucune fluorescence spécifique n’a été
enregistrée. La fluorescence basale était égale au bruit de fond.

Un début de séquence a pu étre analysé sur |'échantillon de 3’'RACE PCR patiente 65°C
jusgu’a la base 221 du fragment d’ADN correspondant au géne RUNX1. Au dela, l'intensité
de fluorescence est devenue trop faible pour pouvoir étre interprétée. De plus, a partir de la
222°™ base I’analyseur montrait un mélange de deux séquences d’ADN.

6.5.2 Deuxiéme réaction de séquencage

La migration sur gel d’agarose haute résolution a donné les résultats suivants :

i §

500
400
300

S SET

( (QEL

|

200

100
P63°c P65°c T+63°c

Figure 6-12 Migration des produits de la 3’RACE PCR semi-nichée sur gel d’agarose haute résolution a 2%
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P63°c : amplicons de la patiente préalablement amplifiée en 3’RACE PCR avec une température de 63°C, P65°c : amplicons
de la patiente antérieurement hybridé a 65°C, T+63°c : produits d’amplification du témoin RUNX1-RUNX1T1 positif apres la
3’RACE PCR a 63°C

Pour I'échantillon de la patiente amplifié a 63°C trois bandes se distinguent a environ 600 pb
(H), 500 pb (M) et 450 pb (B). A 65°C une seule bande au environ de 500 pb est retrouvée.
Pour I’échantillon témoin deux bandes se détachent a 700 pb (H) et 500 pb (B) (figure 6-12).

La deuxieme réaction de séquence a été réalisée sur 6 échantillons extraits du gel d’agarose
haute résolution. Seul I'’échantillon Patiente 65°C a montré une séquence lisible unique de
520 pb avec une intensité moyenne de fluorescence supérieure a 10-20 (figure 6-13).
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Figure 6-13 Electrophorégramme du produit de la 3’RACE PCR semi-nichée de la patiente (65°C)

Fusion de I'’exon 5 de RUNX1 avec la séquence du partenaire inconnu

La séquence obtenue avec le logiciel Sequencing Analysis (Applied Biosystem®) (figure 6-14)
a partir du produit de 3'RACE PCR semi-nichée (amplification avec hybridation a 65°C) issu
de 'ARN de la patiente se traduit par:

TICTTTGGTTTGTGAGGCTGGCATGATGAAACACTCGGCTGAAGGAAAAATGCTATGAGCCATGAAG
AACCAGGTTGCAAGATTTAATGACCTCAGGTTTGTCGGTCGAAGTGGAAGAG!
CCGGACACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAG
GCCGAGGCCGGCTGATCACGAGATCAGGAGATCGGGACCATCCTGGCTAACACGGTGAAACCCTGT
CTCTACTACAAATGCAAAAAAATTAGGCGGGCGTGGTGGCAGGTGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGG

AGGCTGAGGCAGGAGAATGGCGTGAACCCAGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCGCGCCA
CCGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGAGAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAA

Inconnu

I RUNX1 Exd \ I RUNX1 Ex § ]

Figure 6-14 Séquence du produit de la 3’'RACE PCR semi-nichée de la patiente (65°C)

6.6 Identification du transcrit

La séquence obtenue par séquencage est située en aval de I'exon 5 de RUNX1. Soumise a
I'outil BLAT de la base de données Ensembl une similarité de 99.32% avec la région q21.13
du chromosome 8 : 82943149-82943443 (Human GRCh 38) est trouvée (figure 6-15 et 6-16).
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BLAST/BLAT type BLAT Subject
Query location 22510 519 (+) Query CTGGCTAACACGGTGAAACCCT
Database location 882043149 0 82043443 () _ LIVIELILLL
Subjec CTGGCTAR GTGAR AAA
Genomic location 8 82943149 to 82943443 (-)
Alignment score 574.0 Quezy
E-value 3.6e-164 Subject
Alignment length 205 Query
Percentage identity 99.32
Subjec
Query ACAGAGAGAG.
Subjec CGACAGAGAGAG AARARAARAAR

Figure 6-15 Alignement de séquence d’apres la base de données Ensembl

Cette séquence correspond a lintron 2 du gene RP11-731N10.1 qui, lorsqu’elle est
transcrite, code pour un long ARN non codant intergénique (novel lincRNA) de 815 pb.
Comme son nom l'indique cet ARN ne donne pas de protéine. Il n’y a donc pas de protéine
chimérique de fusion fonctionnelle chez notre patiente.

Chromosome 8

_| Contigs A\CO9(
Genes (Comprehens!
<AP11-853810.1 <RP11-81388.1 < AC0S0132.1
<RP11-81388.2
- —
' 82.60 W 82,80 M 83.20 @ 8340M
Gene Legend B psoudogene B RvA gone
dinates (x.y). [ 2660,1286 |
195 200 205 0 215 220 25 230 2% 240 48 250 i
1 1 ] 1 | 1 1 1 1 1 | 1 ]
=
1200~
mo(;_‘ RUNX1 Exon S RP11-731N10.1 Intron 2

Adh, "qﬁll'} A "| A 1A 5 i
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Figure 6-16 Identification du partenaire de RUNX1 dans la translocation t(8;21)(q22;922) atypique : RP11-731N10.1 ,
d’apres la base de donnée Ensembl

Points de cassure de RUNX1 dans l'intron 6 et dans I'intron 2 de RP11-731N10.1. (A) Schématisation du chromosome 8 et
localisation de la séquence dans le bras long en q21.13. (B) A I’échelle du gene, présence de RP11-731N10.1, transcrit dans
le mémé sens que RUNX1 (reverse ou négatif). (C) Au niveau nucléotidique correspondance de la séquence obtenue en
3’RACE PCR avec l'intron 2 de RP11-731N10.1
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7 Les longs ARNs non codant

Le projet de séquengage du génome humain a permis d’affirmer que seulement 2% de I’ADN
génomique codent pour des protéines. Néanmoins, les deux tiers du génome sont transcrits
en ARN (acide ribonucléotidique). Ce paradoxe de la « matiére noire » ou « junk DNA »
s’explique par I'existence de régions riches en transcrits codants pour des ARNs dépourvus
de potentiel protéique. Ces ARNs non codants jouent un réle dans la régulation de
I’expression des genes. lls sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques dont
I’'hématopoiese normale et pathologique (146).

7.1 Définition

Il existe tout un ensemble d’ARNs non codant dans lequel on trouve, par exemple, les ARNs
ribosomaux et les ARNs de transfert. Le reste du groupe est séparé en fonction de la taille
du transcrit. Ainsi, on distingue :

- Les petits ncARNs (< 200 nucléotides) qui comprennent, entre autres, les micro-ARN
(miARN), les ARN nucléaires (snARN) et les ARN nucléolaires (snoARN).

- Les longs ncARNs (>200 nucléotides) représentent un groupement divers d’ARNs
dont certains sont polyadénylés, nucléaires ou cytoplasmiques. Tout comme les ARNs
codant, beaucoup de IncARNs sont liés a des cellules spécifiques par des facteurs
nucléaires et sont transcrits par des promoteurs puis épissés. D’autres, proviennent
d’enhancers. On estime, qu’il y a plusieurs douzaines de IncARNs produits par le
génome humain (146).

L’expression des ncARNSs est plus faible que celle des ARNm produisant une protéine.

7.2 Classification

Les IncARNSs sont classés en fonction de leurs localisations sur la séquence génomique (figure
7-1). Cing groupes ont pu étre définis (147).

7.2.1 LncARNs autonomes ou intergéniques
Ces ARN sont placés dans la séquence génomique mais ne chevauchent pas la séquence d’un

géne codant pour une protéine. lls sont donc indépendants. Ils sont transcrits par I’ARN
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polymérase Il, polyadénylés et épissés. Leur taille peut atteindre 1kb. Les IncARNs
autonomes les plus connus sont: XIST (exemple traité plus bas dans les fonctions des
IncARN), H19 et HOTAIR.

7.2.2 LncARNs anti-sens

La transcription de ces IncARNs semble se faire dans le sens opposé au brin d’ADN lié a
I"'unité de transcription. En fait, il existe des pairs sens/anti-sens d’IncARNs (SAS) et des anti-
sens « naturel » enrichis aux extrémités 5’ et 3’ du transcrit sens.

7.2.3 Pseudogeénes

Les pseudogenes sont des reliques de genes. Ces IncARNs ont perdu leur potentiel codant
protéique suite a des mutations non-sens, frameshift (mutations entrainant décalage du
cadre de lecture) ou autres mutations. lls sont des produits de la duplication en tandem de
génes ou d’ARNm pendant la rétransposition. La plupart des pseudogénes sont inertes.
Cependant, certains sont transcrits et peuvent réguler I'expression de génes par des
mécanismes épigénétiques ou post-transcriptionnels. Ils posent par ailleurs de nombreux
problémes aux biologistes moléculaires de part leur grande homologie avec certains génes
codant pour des protéines.

7.2.4 LncARNSs introniques

Les introns ne possédent pas seulement les snoARNs et les miARNs. De longs transcrits ont
été retrouvés au sein d’introns de génes au potentiel protéique. Ces IncARNs semblent avoir
des schémas d’expression différents et sont dérégulés dans les cancers.

7.2.5 LncARNSs divergents

Ces transcrits bidirectionnels sont établis au voisinage des sites d’initiation de Ia
transcription. Les IncARNs divergents sont polyadénylés et rapidement dégradés par les
exosomes. On ne sait pas encore si ce sont de simples transcrits produits a partir des régions
libres avoisinantes des promoteurs, si leur transcription intervient dans le maintient de
I'ouverture de la chromatine ou encore si ces transcrits ont eux mémes un role régulateur.
Les enhancers produisent aussi des transcrits bidirectionnels.
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enhancer-associated intronic small RNA-containing pseudogenic

divergent nested antisense terminal antisense stand-alone promoter-associated

Figure 7-1 Contexte génomique de IncARNs (147)

7.3 Fonctions des LncARNs

Les IncARNs sont des molécules mouvantes qui ont la capacité d’interagir physiquement et
fonctionnellement avec I’ADN mais aussi d’autres ARNs et des protéines. Cette interaction
s’établie a travers I'appariement nucléotidique ou via la formation de domaines structuraux
par repliement de I’ARN (146). Toutes les propriétés de ces IncARNs ne pas encore connues.
Les modifications d’expression des IncARNs sont corrélées avec les processus
développementaux et diverses maladies (147).

7.3.1 LncARN et régulation de I'expression génétique

La régulation de I'expression allélique est la fonction la mieux caractérisée. L'exemple le plus
étudié est I'inactivation de X. En effet, chez la femme (46,XX) un des deux chromosome X est
capable de produire un IncARN nommé XIST (X inactivation specific transcript) qui le couvre
et recrute des complexes répresseurs condensateurs de chromatine comme PRC2 (Polycomb
repressive complexe 2). Ce processus de mise au silence est appelé également lyonisation et
se traduit par la formation du corpuscule de Barr. De la méme maniére I'empreinte
parentale, processus par lequel un allele est exprimé en fonction de |'origine parentale
s’explique par la régulation de loci génomiques d’ol émanent des IncARNs. De nombreux
groupes soumis a empreinte contiennent des genes codant pour une protéine et des
IncARNs d’expression réciproque. Un autre exemple est celui du IncARN HOTAIR transcrit a
partir du locus HOX C et qui induit le silence au locus HOX D par le recrutement
intermédiaire de complexes répresseurs. HOTAIR introduit aussi la notion de régulation en
trans c’est a dire d’action sur un autre chromosome que celui dont il est issu. A 'opposé,
I'action sur un gene de voisinage est appelée régulation en cis. Les IcnARNs peuvent
interférer avec la liaison ADN-protéine, modifier I'architecture nucléaire, réguler la stabilité
des ARNm et leur traduction, moduler le taux d’ARNm par compétition avec les micro-ARN
et aussi altérer directement la fonction de la protéine (146).
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7.3.2 LncARN et hématopoiése normale

Les IncARNs sont impliqués dans le développement de plusieurs tissus en modulant la survie,
la division et la différenciation cellulaire. De nombreuses études ont permis d’identifier plus
d’une centaine de IncARNs concernés dans la régulation dans la biologie cellulaire et le
développement des vertébrés.

Dans I’"hématopoiése peu de IncARNs ont été étudiés. LncARN-EPS est un IncARN nucléaire
chez la souris. Durant |'érythropoiése cet IncARN est activé et réprime le gene pro-
apoptotique Pycard. LncARN EGO quant a lui régule I'expression des protéines des
granulations éosinophiliques. HOTAIRM1 au niveau du groupe HOX A s’active pendant la
myélopoiese et est essentiel a I'induction d’HOX A et aux genes de différenciation myéloide.

En 2012, I’American Society of Hematology Annual Meeting a décrit des IncARNs dans les
cellules souches hématopoiétiques, les cellules myéloides, les érythroblastes et les
mégacaryocytes (146).

7.3.3 LncARN et maladie

Il a été montré que les INcARNs avaient un impact sur la transformation et la différenciation
maligne. HOTAIR est bien connu pour son activation dans le cancer du sein et est associé a
une invasion tissulaire intense et métastatique. Le IncARN p15AS est un anti-sens du gene
suppresseur de tumeur p15. L'augmentation de I'expression de p15 AS est couplée avec la
répression de pl5 dans les LAM et les LAL. La délétion de XIST chez les femmes peut
introduire un syndrome myéloprolifératif et myélodysplasique agressif, voir méme une
leucémie par le biais de dérépression de genes positionnés sur le deuxiéme chromosome X.
Cette découverte est une piste étiologique qui pourrait expliquer la présence fréquente d’un
chromosome X surnuméraire dans les hémopathies malignes (146).

7.4 Mécanismes d’action

L’action des IcnARNSs se fait a différents niveaux de I'expression des genes (figure 7-2).

7.4.1 LncARN dans I'épigénétique

Les IncARNs ont la capacité de recruter des protéines de régulation de la chromatine. lls
peuvent fonctionner en cis en se liant aux génes situés au voisinage du site de synthese des
ARNs ou en trans en régulant des genes localisés dans des domaines distants ou sur un autre
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chromosome. L’interaction entre IncARN et protéine de régulation peut se faire par
recrutement, par des attaches ou par la constitution d’échafaudages permettant la
connexion de plusieurs complexes protéiques en méme temps. PCR2 (Polycomb complex
repressive 2) est un complexe de modification de la chromatine qui interagit avec les
IncARNSs. Par exemple, HOTAIR peut interagir avec PCR2 et le complexe LSD1/CoREST/REST
pour déméthyler la lysine K4 de I'histone H3 et prévenir |'activation de gene. Le recrutement
de facteurs impliqués dans |’activation génétique est aussi possible pour les IncARN. Mistral
et HOTTIP sont deux IncARNs qui peuvent recruter MLL en cis depuis un ensemble de genes
proches de leurs loci. Mistral est capable de former des boucles chromosomiques ce qui
facilite le rapprochement des IncARNs de leurs cibles. Hormis, les modifications d’histones,
les IncARNs influencent la régulation épigénétique par modulation de méthylation de ’ADN
au niveau des dinucléotides CpG par recrutement de DNMTs (ADN méthyltransférase) (147).

7.4.2 LncARN dans la transcription

Les IncARNs ont la capacité de modifier directement les processus de transcription. Certains
agissent comme des leurres tandis que d’autres sont en compétition avec les facteurs de
transcription. Les IncARNs peuvent eux-mémes étre des co-régulateurs de facteurs de
transcription. Par exemple, le locus de la cycline D1 est a I'origine de différents transcrits de
IncARNs de taille variable connus sous le nom de ncARNccnvpi. Ces derniers, lors d’'une
exposition au stress, s’activent, s’attachent a ’ADN et recrutent la protéine TLS. L'activité co-
activatrice de p300/CBP de HAT est alors inhibée. Ainsi, les ncARNcenp: sont a la fois des
recruteurs et des effecteurs de TLS. De plus, la localisation cellulaire des facteurs de
transcription peut aussi étre influencée par les IncARNs. Enfin, les IncARNs peuvent en
agissant au travers des facteurs de transcription, interférer directement avec I'activité de
I’ARN polymérase Il (147).

7.4.3 LncARN et compartiments nucléaires

Les compartiments nucléaires sont régulés par les IncARNs. Le noyau est une loge
dynamique ou de multiples acteurs, « corps nucléaires », jouent des roles importants. Parmi
eux, le nucléole est le siege de la transcription de I’ARN ribosomique et de I'assemblage des
ribosomes. Mais le nucléole et le compartiment périnucléolaire sont les lieux ou les IncARNs
Xist et Kcnqltol agissent respectivement sur Xi (chromosome X inactivé) et le domaine
Kcngl soumis a empreinte (147).
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7.4.4 LncARN dans la régulation post-transcriptionnelle

Les processus d’élaboration et de maintien des ARN messagers (ARNm) peuvent étre altérés
par les IncARNs. L'épissage alternatif des transcrits peut étre modifié par les IncARNs qui
masquent les sites d’épissage. Au sein du cytoplasme les transcrits sont régulés au niveau de
leur extrémité 3’ par des facteurs qui alterent leur stabilité. Ces mécanismes passent,
notamment, par la dé-adénylation et la dégradation par les exosomes (complexes
protéiques de dégradation des acides ribonucléiques). Certains IncARNs modifient la stabilité
des transcrits d’ARNm par recrutement au niveau des AREs (AU-rich elements) des
extrémités 3’ de facteurs de stabilisation ou au contraire de déstabilisation. Il semblerait que
la régulation de la traduction soit aussi affectée par les IncARNs. Par exemple, le facteur de
transcription PU.1, impliqué dans I’hématopoiése est négativement régulé au niveau
protéique par le IncARN NAT (147).

7.4.5 Interaction longs et petits ncARNs

Les IncARNs et les petits ncARNs interagissent. Les micro-ARN et les IncARNs interviennent
dans la stabilisation des ARNm. Ainsi, les IncARNs masquent les sites de liaison des miARNs
sur les ARNm par compétition. Cependant, les IncARNs ont aussi la capacité de séquestrer
comme une « éponge » les MiARNSs via des sites de liaison au niveau de leur extrémité 3’ afin
de les éloigner des ARNm cibles. Encore, les IncARNs peuvent eux-mémes servir d’hotes pour
les miARNs (147).
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Figure 7-2 Mécanisme de fonction des IncARN (147)
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7.5 L’exemple de RUNXOR

Une étude récente (148) a mis en évidence avec une technique de R3C (RNA-guided
Chromatin Conformation Capture) un long ARN non codant intragénique nommé RUNXOR.
Ce IncARN de 216 kb est transcrit depuis un promoteur situé environ 3kb en amont du
promoteur 1 du géne RUNXI1. La séquence de RUNXOR (pour RUNX1 overlapping RNA)
couvre la séquence génomique de RUNX1 et la transcription se fait dans la méme direction.
RUNXOR ne subit pas d’épissage, semble situé dans le compartiment nucléaire et possede de
multiples points d’interactions avec I’ADN. L'intérét de RUNXOR réside dans le fait que ce
IncARN est activé dans les LAM et que son expression augmente, in vitro, lorsque les cellules
sont soumises a un traitement par aracytine. De plus, RUNXOR a été retrouvé associé aux
chromatines de chromosomes concernés dans les translocations récurrentes de RUNX1.

RUNXOR aurait une fonction importante dans la leucémogénese car :

- Il posséde la capacité de se lier aux éléments régulateurs de RUNX1 (promoteurs et
enhancers).

- RUNXOR s’associe directement a I’ADN et participe a l'interaction entre les deux
promoteurs de RUNX1 via la création de boucles intra-chromosomiques. Ce qui
constitue un mécanisme de régulation épigénétique. Aussi, RUNXOR interagit avec
EZH2 et la protéine RUNX1.

- Le promoteur de RUNXOR situé en amont du promoteur de RUNX1 instaure un
mécanisme de compétition en cis pour la régulation de la machinerie
transcriptionnelle.

- RUNXOR est activé dans les LAM et est impliqué dans les translocations
chromosomiques de RUNX1 via son extrémité 3.

RUNXOR apparait donc comme un acteur essentiel dans la physiopathologie des
hémopathies malignes.
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8 Discussion

Dans ce travail, nous rapportons le cas d’une leucémie aigué myéloide, thérapie induite,
avec une translocation t(8;21)(q22;922) impliquant le géne RUNX1 et le long ARN non
codant intergénique RP11-731N10.1. La translocation entraine la fusion des cing premiers
exons de RUNX1 (cassure au tout début de I'intron 6) avec une partie de I'intron 2 de RP11-
731IN10.1. Ce IncARN étant dépourvu de potentiel protéique, il n’a pas été retrouvé de
protéine chimérique. Il s’agit du premier cas hématologique rapportant une translocation
entre un gene du CBF et un IncARN.

Peu de données sont disponibles a propos de RP11-731N10.1. Sa séquence génomique
comporte 6 exons. Une recherche dans la base de données informatique IncRNome
(http://genome.igib.res.in/IncRNome) ne nous apporte pas beaucoup d’informations hormis

la séquence du transcrit et sa stucture secondaire (figure 8-1).

Figure 8-1 RP11-731N10.1, séquence du transcrit et structure secondaire d’apreés (http://genome.igib.res.in/IncRNome)

La séquence découverte ne s’aligne pas avec la séquence du transcrit issue de RP11-
731N10.1 car nous nous trouvons dans l'intron 2. Par définition les introns ne sont pas
transcrits. La cassure génomique a pu provoquer une modification du signal d’épissage ce
qui a entrainé la traduction aberrante de I'intron 2. Sachant que le IncARN RUNXOR ne subit
pas d’épissage (148) un parallélisme peut étre fait avec RP11-731N10.1. De plus, par
I'approche que nous avons eu nous n’observons pas de séquence exonique de RP11-
731N10.1. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce résultat :

- Le séquencage réalisé a partir de la RACE PCR est bornée par 'amorce Exon 4 nichée
de RUNX1 et I'oligo(dt) anchor primer de la RACE PCR. La présence d’une séquence
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polyA dans la séquence intronique de RP11-731N10.1 est possiblement a I'origine de
ce biais.

- Le séquencage du mauvais amplicon. En effet, la migration sur gel haute résolution
montrait sur I’échantillon Patiente 63°C un produit supplémentaire d’environ 600
pb. Cette séquence plus longue nous aurait peut étre permis d’avoir un exon du
IncARN.

Malgré I'absence de séquence exonique, I'alignement de la séquence du partenaire inconnu
avec RP11-731N10.1 placé sur le chromosome 8, dans la région estimée du point de cassure
et la fusion directe des séquences de RUNX1 et du IncARN constituent un ensemble
d’arguments qui écartent la suggestion d’'une séquence homologue interférente avec notre
amorce. Dans ce cas, nous n"aurions pas obtenu de produit d’amplification.

A I'heure actuelle, RP11-731N10.1 n’a pas d’implication décrite dans la régulation
épigénétique ni d’interaction avec d’autres ARNs. On ne retrouve aucune étude sur ce
IncARN dans la littérature.

8.1 La démarche suivie

Pour réaliser notre objectif nous sommes partis de résultats cytogénétiques « standard »
pour ensuite cibler notre recherche a I'aide de techniques de biologie moléculaire. La
démarche a été argumentée par différents articles de la littérature faisant I'objet d’une
recherche de partenaires inconnus impliqués dans des translocations atypiques. Les études
sélectionnées concernaient toutes un cas de leucémie aigué associée avec un réarrangement
du géne RUNX1 (tableau 8-1).

Tableau 8-1 Publications avec recherche de partenaires inconnus dans des translocations atypiques impliquant RUNX1

(149-152)
Date de Méthodes Partenaire
R

BAC
Q-PCR
Giguére et al 2013 3’ et 5’ RACE PCR LAL Ph+ (15;21)(q26.1;q22) RUNX1-SVv2B
Sequencage
RT-PCR

BAC
SR 3'RACE PCR
Miikhail et al 2003 Notherblot LAL t(4;21)(q28;q22) RUNX1-FGA7

Séquencage

BAC
Paulsson et al 2006 3'RACE PCR LAM (7;21)(p22;q22) RUNX1-USP42
RT-PCR

BAC
Zhang et al 2004 Séquengage LAM t(X;21)(p22;922) RUNX1-PRDX4
RT-PCR
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L’article de Giguére.A et Hébert.J (149), en particulier, a été notre base de travail pour établir
la méthodologie et le dessin des amorces. En effet, bien que nos amorces soient différentes
de celles utilisées dans le papier de Giguere.A, elles ont été nommées et stratégiquement
disposées le long de RUNX1 comme dans leur étude de cas. Les amorces ont été dessinées
en fonction de la séquence du transcrit variant 1 de RUNX1 NM-001754.4, tout comme dans
I'article de Paulsson.K et al (150).

L'utilisation en premier lieu des BACs nous a permis de préciser notre point de cassure sur le
bras long du chromosome 8 et d’écarter les remaniements déja décrits : en 8q13 dans une t-
LAM sans gene partenaire déterminé (153), en 8923 et 8g24 avec I'implication des génes
FOG2 et TRPS1 respectivement (129). Ces derniers points se situant en aval du géne
RUNX1T1, ils n’est pas étonnant qu’ils ne soient pas concernés dans notre cas. La premiére
série place le point de cassure dans une région d’environ 5 Mb qui correspond a la zone ou
se localise RP11-731N10.1. Cependant, une deuxiéme série de BACs, plus centrée autour du
point de cassure présumé nous aurait permis d’augmenter la précision et d’appuyer la
cohérence de nos résultats.

Les amorces ont été testées par plusieurs PCR classiques afin d’obtenir les meilleures
températures de travail et accroitre la spécificité de nos techniques. La température
optimale retenue était de 64°c pour les amorces de Q-PCR et 65°C pour les amorces de
RACE-PCR. Seul le couple d’amorce des exons 5-6 a montré un smear synonyme d’amplicons
non spécifiques. Le risque d’employer cette paire d’oligonucléotides en Q-PCR était de
surestimer la quantification des produits amplifiés entre les exons 5 et 6. En réalisant une Q-
PCR, nous ne cherchions pas a avoir une quantification fine comme I'on doit obtenir dans le
cadre d’un suivi de maladie résiduelle. Le but était de situer le point de cassure au niveau du
géne RUNX1 pour en déduire sa position, antérieure ou postérieure, par rapport au
partenaire inconnu. En fonction de la disposition on pouvait déterminer de I'exécution d’une
3’ ou 5" RACE PCR. De plus, nous avons observé, malgré le risque de surestimation, une
baisse de 63% entre les produits des exons 4-5 et ceux des exons 5-6. La présence de moins
d’amplicons entre les exons 5 et 6 traduisait une moindre amplification, par absence
d’hybridation de I'amorce 6 et donc une probable cassure du géne RUNX1 entre ces deux
exons. Nous avons donc émis I'hypothese de placer le gene RUNX1 en 5’ et le partenaire
inconnu en 3’ du produit de fusion. Cette hypothése nous a conduit a la décision de réaliser
une 3’'RACE PCR.

L'utilisation du SYBR® Green pour la PCR quantitative en temps réel était motivée par les
nombreux avantages que présente cet agent intercalant. Cette molécule est la plus
fréquemment utilisée. Ce systéme de fluorescence est insensible a la présence de
mésappariements d’ADN. De plus, la technique en SYBR® Green est économique et simple
d’utilisation. En revanche, cet intercalant se place sans spécificité entre deux molécules
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d’ADN double brins. Il n’y a donc pas de spécificité et le risque est d’obtenir des signaux
parasites (142). C'est pour cela que le dessin d’amorce a été optimisé.

L’avantage principal de la méthode de quantification relative par comparaison des ACt est
qgu’elle ne nécessite pas la construction d’un standard. L'inconvénient majeur de ce moyen
de calcul est qu’il repose sur la condition que les échantillons et le calibrant aient des
efficacités d’amplifications égales (142). Ici, le pool témoin a servi de calibrant. La matrice
étant la méme (échantillons de patient) les efficacités d’amplifications étaient considérées
comparables.

La plaque d’efficacité a validé nos amorces bien que les pentes des droites d’efficacité
étaient inférieures a 3,3 sur le témoin ETV6-RUNX1 positif.

Les conditions de réalisation de la 3’RACE ont été adaptées a notre recherche en fonction
des résultats déja obtenus et ceux envisagés. D’'une part, les transcrits de fusion des
hémopathies n’excédent pas 1kb. D’autre part, les fiches fournisseurs de la reverse
transcriptase (SuperScript™Il) et de ’ADN polymérase (GoTaq® HotStart Polymerase) nous
indiquaient des potentiels de production de 12.3 kb d’ADNc et 1.5 kb d’ADN respectivement.
Nous avons donc décidé d’utiliser, dans un premier temps, ces deux réactifs dans les
conditions préconisées par les fournisseurs, ce qui revenait aux protocoles déja en mis en
place au laboratoire. En cas d’échec, nous aurions alors suivi les conseils techniques du kit
5’/3’ RACE Kit (ROCHE) nous indiquant I'utilisation de I'Expand Long Template PCR System
(ROCHE) qui possede une ADN polymérase plus puissante. En revanche, ne connaissant pas
la température optimale d’hybridation de la PCR anchor primer, I'étape d’amplification a été
réalisée avec un gradient de température. Ce gradient nous a permis d’augmenter la
spécificité de la RACE et donc nos chances d’amplifier le transcrit cible.

L’échec des réactions de séquencage peut étre lié soit aux amorces, soit a la matrice d’ADN.
Les amorces avaient déja prouvé leurs spécificités et leur bon fonctionnement dans les
réactions antérieures. Mais, il est aussi possible que la matrice d’ADN ait été en trop faible
quantité ou quelle se soit dégradée entre les réactions de 3’RACE semi-nichée et le
séquencage. La présence d’impuretés due a une purification insuffisante aurait pu aussi
inhiber le fonctionnement de la Taq polymérase durant la réaction de séquence. La présence
d’un mélange de plusieurs bases peut s’attribuer a une mauvaise qualité de préparation de
la matrice provoquant l'interférence de contaminants. Aussi, un mélange de deux produits
de PCR de tailles différentes peut se manifester par un signal double. Cette derniére
hypothése semble la plus plausible puisque la migration sur gel résolutif a montré I'existence
de plusieurs produits d’amplifications dans un méme échantillon. Les résultats de migration
des produits sur gel sont cohérents. En effet, les échantillons de la patiente présentent sur
les deux réactions de RACE PCR un amplicon d’environ 500 pb et I'on obtient par séquencage
une séquence de 520 pb. De la méme maniére, le produit amplifié chez le témoin de 500 pb
correspond au transcrit RUNX1-RUNX1T1. Habituellement, le produit de PCR amplifié pour la
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détection du transcrit RUNX1-RUNX1T1 fait 395 pb avec les amorces utilisées au laboratoire
et dessinées selon les recommandations de I'European BIOMED-1 (154). Mais ici, nous avons
employé des amorces différentes dont une placée a I'extrémité de ’ARNm ce qui explique
I’obtention d’un produit de PCR plus long.

Apres avoir identifié le partenaire de RUNX1 dans la translocation t(8;21)(q22;922) de notre
cas, nous n’avons malheureusement pas pu réaliser de RT-PCR de contréle afin de retrouver
le transcrit avec un couple d‘amorces disposé sur I’exon 4 de RUNX1 et sur la séquence de
RP11-731N10.1.

Dans la littérature d’autres techniques d’identification de partenaire inconnu existent. La
panhandle PCR est souvent utilisée pour authentifier les multiples partenaires impliqués
dans les remaniements de MLL (155). Cette méthode plus couteuse et plus compliquée
nécessite au minimum quatre étapes (figure 8-2). La différence essentielle avec la 3’'RACE
PCR est que la panhandle utilise des hexamers aléatoires contenant une séquence du géne
connu lors de I'étape de RT-PCR au lieu de I'oligo(dT) primer. Ainsi, le brin d’ADNc obtenu
présente a ses deux extrémités une séquence du géne connu. Cette disposition va entrainer
lors de la dénaturation la formation d’une boucle intra-brin. Bien que cette boucle fasse la
grande spécificité de cette technique (156), I'utilisation d’hexamers aléatoires provoque la
formation de produits multiples produits de PCR et de tailles différentes ce qui augmente la
difficulté d’interprétation. De plus, la panhandle PCR est adaptée que lorsque le géne
inconnu se trouve a I'extrémité 3’ du géne connu. Hors, au début de notre travail nous ne
savions pas précisément ol se situait le partenaire par rapport a RUNX1. C'est pourquoi
nous avons opté pour la RACE PCR.

1. Digest with BamHI bp
Phosphatase

2. Ligate to bp craa
A H
b

3. Add toTag/
5 dNTPs

Denature¢ Intra-strand

anneal >

MLL  Ppolymerase
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1and 2
% thermal cycle 1
- 3

o>
'-L' 2
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Figure 8-2 Stratégie schématique de la panhandle PCR (155)

Exemple pour amplifier le point de cassure génomique impliquant MLL (155)
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La bubble PCR est une autre méthode alternative. Habituellement utilisée pour cloner des
points de fusion génomiques, la bubble PCR a pu étre adaptée pour identifier le partenaire
de RUNX1 dans une LAL pédiatrique a partir d’ADNc (157). La encore, le colt et la
complexité de la technique nous ont fait écarter cette méthode comme dernier recourt en
cas d’échec.

8.2 Mécanismes d’activation de RUNX1 et leucémogénése

L’activation de RUNX1 et son r6le dans le développement leucémique chez la patiente
ouvrent plusieurs portes de discussion. Notre cas rassemble différentes situations dans
lesquelles de multiples mécanismes de leucémogénése ont été démontrés.

Tout d’abord, il s’agit d’une leucémie thérapie induite associée a une translocation
équilibrée du gene RUNX1 impliquant ses exons 1 a 5 avec le bras long du chromosome 8. Le
domaine Runt est donc conservé et le domaine d’activation perdu, ce qui laisse sous
entendre un effet dominant négatif de RUNX1 muté sur I'allele natif.

Ensuite, la morphologie de LAM 0, pousse a se questionner sur la présence éventuelle de
mutations au sein de RUNX1. Une mutation bi-allélique, souvent décrite dans les cas de LAM
indifférenciée, induirait une perte de fonction de RUNX1 et donc un défaut d’expression.
Toutefois, cette interrogation reste sans réponse puisque nous n’avons pas exploré le
deuxieme alléle de RUNX1 ni réalisé de séquencage complet du géne a la recherche de
mutations ponctuelles.

Encore, la translocation entraine la fusion de I'’exon 5 de RUNX1 avec I'intron 2 d’'un nouveau
lincARN : RP11-731N10.1. Comptes tenu des récentes découvertes concernant les longs
ARNs non codant la piste d’un processus de régulation de I'expression allélique n’est pas a
sous estimer (146). En effet, RP11-731N10.1 pourrait modifier I'expression de RUNX1 a
différents niveaux :

- Au niveau épigénétique : plusieurs mécanismes sont possibles avec le recrutement
de complexes répresseurs de RUNX1 via une régulation en trans ou une action sur la
méthylation de la lysine K4 de I’histone H3 ou par modification de la méthylation de
I’ADN au niveau des dinucléotides CpG.

- Au niveau transcriptionnel : les processus de transcription peuvent étre altérés si
RP11-731N10.1 agit comme un leurre ou entre en compétition avec les facteurs de
transcriptions de RUNX1. RP11-731N10.1 peut aussi avoir une activité co-régulatrice.

132



- Au niveau post-transcriptionnel : RP11-731N10.1 peut modifier I'épissage alternatif
des transcrits en masquant les sites d’épissage. Sachant que PU.1 est régulé
négativement au niveau protéique par le IncARN NAT, on peut émettre I'hypothese
que RP11-731N10.1 exerce un effet semblable.

Enfin, nous savons que la patiente ne présentait pas d’anomalie des génes FLT3, NPM1,
CEBPa et MLL mais nous ne connaissons pas son statut vis a vis d’autres génes tels RAS, KIT,
IDH1, IDH2 et WT1. Le séquencage haut débit (NGS, next generation sequencing) aurait été
la technique idéale pour avoir une vision d’ensemble des altérations moléculaires associées
a la translocation t(8;21)(g22;922) de la patiente.

Par ailleurs, en rapport au niveau d’expression de certains exons de RUNX1 chez notre
patiente, plusieurs compléments a ce travail peuvent étre envisagé :

- I'expression de RUNX1 est-elle associée a celle de RP11-731N10.17?

- I'expression de RP11-731N10.1 est-elle différente entre I’hématopoiese normale et
leucémique ?

- I'expression de RP11-731N10.1 est-elle associée a des mutations de RUNX1 ?

L'implication du IncARN RUNXOR est aussi a prendre en compte dans notre réflexion.
L’étude de H.Wang (148) montre que RUNXOR est activé dans les LAM et qu’il est retrouvé
au niveaux des chromosomes réarrangés par des translocations équilibrées. Puisqu’il couvre
toute la séquence de RUNX1 il est légitime de penser qu’il pourrait jouer un réle dans notre
cas.
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9 Conclusion

Runt-related protein 1 (RUNX1) est un géne clé de la leucémogéneése. Son implication dans
une translocation t(8;21)(q22;922) sans atteinte du géne RUNX1T1 chez une patiente prise
en charge au CHU de Nancy a suscité notre intérét. L'exploration de ce réarrangement
atypique nous a mené a la découverte d’une fusion RUNX1- RP11-731N10.1. L'implication de
ce nouveau IncARN est d‘autant plus étonnante qu’elle concerne les cinqg premiers exons de
RUNX1 et I'intron 2 de RP11-731N10.1.

A la lumiere des dernieres découvertes scientifiques, la présence de RP11-731N10.1 ouvre
tout un champ de réflexions sur de nouveaux mécanismes d’activation de RUNX1 et son role
dans la leucémogéneése. La modification de la régulation de I'expression allélique par des
actions a différents niveaux allant de I'épigénétique a la traduction semble étre le role des
ces long ARNs non codant, longtemps ignorés.

Les résultats de notre recherche restent cohérents malgré quelques imprécisions techniques
qui auraient mérité d’étre plus approfondies. Le recours a des techniques d’analyses
globales de 'ADN comme le séquencage haut débit nous auraient vraisemblablement
apporté des informations nécessaires a la compréhension du mécanisme d’action de RP11-
731N10.1. Pour le moment nous ne pouvons qu’émettre des hypothéses.

Enfin, la technique de 3’RACE PCR est adaptée a la recherche de partenaires inconnus
impliqués dans des translocations.
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Extraction d’ARN au Trizol®

Laboratoire de génétique CHU Nancy

Cette technique permet d’isoler les ARN totaux a partir de cellules issues de prélevements
sanguins ou médullaires a I'aide de Trizol®. Ce réactif est une solution monophasique de
phénol de d’isothiocyanate de guanidine qui permet d’isoler des ARN. Cette technique est
basée sur la différence de solubilité des acides nucléiques en fonction du pH en milieu
agqueux.

Homogénéisation : Cette étape lyse les cellules et libére des acides nucléiques. Il y a

formation de complexes entre I'ARN et l'isothiocyanate de guanidine puis rupture des
interactions hydrophiles entre les protéines et ’ADN. A noter que les ARN sont solubles dans
I'eau.

Sous sorbone aprés décongélation des cryotubes contenant les cellules en Trizol®
(INVITROGEN, réf : 3478H), transférer 500 pl dans un tube Eppendorf de 1.5ml stérile .
Ajouter 500 I de Trizol® dans le tube Eppendorf et dans le cryotube qui seront traités de
maniere identique en paralléle.

Phase de séparation par addition de chloroforme (AnalaR Normapur VWR, réf : 22711290) :
La phase aqueuse supérieure contient I’ARN et la phase organique inférieure rosée contient

les protéines . L’ADN est a l'interface.
Ajouter 200 ul de chloroforme (pour 1ml de Trizol®) et homogénéisé par agitation.
Vortexer 15 secondes et laisser reposer a température ambiente 2 a 3 minutes.

Centrifuger 15 minutes a 12000 g a 4°C (centrifugeuse JOUAN MR1822). Transférer la phase
aqueuse dans un tube Eppendorf de 1.5 ml.

Précipitation de I’ARN par addition d’isopropanol anydrous (Merck, réf : 1009940500) :

Ajouter 500 ul d’isopropanol (pour 1ml de Trizol®) et incuber a -20°C de quelques heures a
une nuit.

Lavage de I’ARN par addition d’éthanol 75% (AnalaR Normapur VWR/PROLABO, réf :
20821.365) :

Centrifuger 10 minutes a 12000 g a 4°C, éliminer le surnageant et rincer le culot d’ARN avec
1 ml d’éthanol 75% (pour 1 ml de Trizol®).

Puis centrifuger pendant 5 minutes a 7500 g a 4°C.
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Eliminer I'alcool et rajouter 500 pl d’éthanol 75% dans chacun des tubes traités en paralléle
et les rassembler.

Re-centrifuger 5 minutes a 7500g a 4°C et éliminer le surnageant.

Séchage de I’ARN

Laisser sécher le culot d’ARN par retournement sur papier absorbant jusqu’a ce qu’il n’y ait
plus de traces d’éthanol.

Mise en solution de I’ARN :

Re-suspendre I’ARN dans de I’'eau milliQ (EUROBIO, réf : GAUDEAU OOF-01). Le volume est a
adapter en fonction de la taille du culot (de 30 pl a 100 pl).

Conservation : Aprés avoir dosé I’ARN par spectrophotométrie (Nanodrop) celui-ci sera
conservé a -80°C.
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RESUME DE LA THESE

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des maladies rares dont I'incidence augmente.
Ces hémopathies ont bénéficié des progrés des sciences et des techniques. La cytogénétique
conventionnelle et la biologie moléculaire ont permis d’améliorer les connaissances de la
leucémogénese et de stratifier les LAM en groupes de risque. La cytogénétique est le facteur
pronostic le plus fort. RUNX1, essentiel a I’'hématopoiese, est I'un des génes le plus remanié
dans les LAM. Les réarrangements impliquent, entre autres, des translocations et des
mutations qui amenent a des mécanismes divers d’activation (effet dominant négatif,
haploinsuffisance). Plus, récemment, des études ont attribué un role important aux longs
ARNs non codant (IncARN) notamment dans la régulation épigénétique. L'implication des
IncARN dans I’hématopoiése semble non négligeable.

Notre intérét s’est porté sur un cas de LAMO, thérapie induite, présentant une translocation
atypique t(8;21)(g22;922) n’impliquant pas le géne RUNXIT1. Notre objectif a été
d’identifier le géne partenaire de RUNX1 dans ce réarrangement.

Pour cela nous avons utilisé différentes techniques de cytogénétique conventionnelle et de
biologie moléculaire. L'amplification rapide par I'extrémité 3’ (3’RACE PCR) suivie d’une
réaction de séquencage nous a permis d’identifier le partenaire inconnu.

Nous avons mis en évidence un transcrit de fusion RUNX1-RP11-731N10.1.

RP11-731N10.1 est un IncARN peu connu qui ne code pas pour une protéine. Il n’y a donc
pas de protéine chimérique fonctionnelle issue de cette translocation t(8;21)(q22;922).
L'implication d’un IncARN ouvre un champ de réflexions sur de nouveaux mécanismes
d’activation de RUNX1 (de la régulation épigénétique a la traduction) et son réle dans la
leucémogénese.

TITRE EN ANGLAIS : Identification of RUNX1 partner in acute myeloid leukemia with
atypical translocation t(8;21)(q22;922) without RUNX1T1 by cytogenetic technique and
molecular biology Q-PCR, 3’RACE PCR and sequencing

MOTS CLEFS : Leucémie aigué myéloide, t-LAM, translocation, RUNX1, IncARN,
3’RACE PCR

INTITULE ET ADRESSE :

UNIVERSITE DE LORRAINE

Faculté de Médecine de Nancy

9, avenue de la Forét de Haye

54505 VANDOEUVRE LES NANCY Cedex
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