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) Hématopoiése

A) Hématopoiese physiologigue

L’hématopoiése est un ensemble de phénoménes qui concourent a la
fabrication et au remplacement continu et régulé des cellules sanguines.

LES CELLULES SANGUINES

Erythrocytes

globules rouges Leucocytes = globules blancs

[

Polynucléaires = Granulocytes

hématies neutrophile éosinophile basophile monocyte lymphocyte

Figure 1. Les cellules sanguines matures.

Toutes les cellules du sang dérivent de la cellule souche hématopoiétique (CSH)
localisée dans la moelle osseuse. Les cellules souches possédent a la fois un
potentiel d’auto-renouvellement, un potentiel de prolifération et un potentiel de
différenciation (1) qui leur permettent de générer des cellules sanguines matures
telles que représentées ci dessus (Figure 1). Les CSH possédent également des
capacités de migration et de dormance (2—4).

Le fonctionnement normal correspond a un équilibre entre production et destruction
des cellules.

Les CSH représentent 0.05% des cellules de la moelle osseuse et sont divisées en
trois compartiments distincts (5) :

o Les CSH avec renouvellement a long terme (LT-HSC), qui s’auto-renouvellent
de facon illimitée tout au long de la vie de lindividu, reconstituant et
pérennisant 'hématopoiese physiologique.

o Les CSH avec renouvellement a court terme (ST-HSC) capables d’auto-
renouvellement mais pour une durée limitée d’environ 8 semaines.

o Les progéniteurs multipotents (MPP), qui ont perdu leur potentiel d’auto-
renouvellement, mais qui possedent des capacités mitotiques et de
différenciation élevees.
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Selon le modéle stochastique le plus couramment admis, les LT-HSC se
différencient en ST-HSC qui elles-mémes donnent naissance aux MPP. Les MPP
vont se différencier en progéniteurs myéloides communs (CMP) et en progéniteurs
lymphoides communs (CLP), qui vont eux méme se différencier pour aboutir aux
cellules matures.

La différenciation et la maturation des CLP conduisent & la production des différents
types de cellules lymphoides, a savoir les lymphocytes B et T et les natural killer
(NK). Dans le cas des CMP, les granulocytes/monocytes, les plaquettes et les
érythrocytes sont formés (2). Ces différentes étapes sont représentées ci-dessous
(Figure 2) :
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Figure 2. Schéma de I'hématopoiese classiquement admise (6).

Cependant, ce modele a été dernierement remis en cause par la présence d’un
progéniteur lymphomyeloide restreint (LMMP), dans un modele alternatif ou ce
LMMP serait situé a une place équivalente des CMP dans la hiérarchie des
différentes lignées, ou encore dans le modéle du contournement ou la lignée
mégacaryocytaire pourrait se différencier indépendamment des CMP (7,8), comme
lillustre le schéma ci-apres (Figure 3) :
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Figure 3. Schémas des derniers modéles de I'hématopoiese (7).
A : Schéma classique de ’hématopoiése.
B : Schéma alternatif de ’hématopoiése.
C : Modéle du contournement de I’hématopoiése.

La régulation de 'hématopoiése résulte d’'une part d'une composante extrinséque
par le micro-environnement médullaire : les cellules stromales (fibroblastes, cellules
endothéliales et adipocytes), les cytokines et les facteurs de croissance (FC).
Certaines molécules agissent sur la CSH durant les premieres étapes de
I'hématopoiése telles que I'lL-1 (interleukin-1), I'IL-3 (interleukin-3), I'lL-6 (interleukin-
6), I'lL-11 (interleukin-11). D’autres sont plus spécifiques de lignée tels que I'lL-5
(éosinophiles, lymphocytes B), I'EPO (érythropoiétine), le M-CSF (macrophage-
colony stimulating factor) et le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor).

D’autre part, la régulation intrinseque est assurée par les facteurs de transcription
(FTs). Ce niveau de régulation regroupe des protéines de liaison a 'ADN dont un
grand nombre est impliqué dans des translocations chromosomiques ou des
mutations somatiques dans les hémopathies malignes. Alors que certains de ces
FTs sont importants dans la formation et le fonctionnement de la CSH, d’autres sont
primordiaux dans la différenciation en une lignée spécifique (9).

Parmi les génes importants pour la formation et le fonctionnement de 'ensemble des
CSH, on retrouve les génes KMT2A (Lysine Methyltransferase 2A, aussi connu sous
le nom de MLL Mixed-lineage leukemia), RUNX1 (Runt-related transcription factor 1),
ETV6 (ets variant 6) ou encore LMO2 (LIM Domain Only 2) (10).
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D’autre part, des génes tels que CEBPA (CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha)
ou GATA1 (GATA Binding Protein 1) sont importants dans la différenciation. Les
facteurs spécifiques de lignée favorisent la différenciation en une lignée spécifique
tout en réprimant des facteurs d’autres lignées. Un exemple de telles protéines
antagonistes est GATAl1 et PU.1 qui favorisent la différenciation des
érythrocytes/mégacaryocytes et des éléments de la lignée myéloide respectivement
(11).

B) Hématopoiése leucémigue

Le «two-hit model » de leucémogénése de Gillland (12) considére que les
leucémies résultent de la coopération entre une anomalie au niveau des facteurs de
transcription hématopoiétiques qui inhibe la différenciation et une anomalie
activatrice qui favorise la prolifération. D’autres mécanismes supplémentaires
interviennent en réalité, notamment des facteurs épigénétiques par l'acétylation
d’histones ou par méthylation (13,14), et les microARNSs (15).

Les leucémies résultent d’'un ensemble de processus hématopoiétiques aberrants
prenant origine dans des cellules souches leucémiques (CSL) rares ayant accumulé
des mutations et/ou des modifications épigénétiques. Ces altérations permettent a la
cellule, dénommeée blaste, de maintenir ou de réacquérir la capacité d’auto-
renouvellement et de prolifération clonale indéfinie (16).

Les altérations génétiques retrouvées dans les leucémies affectent de nombreux
genes codant pour des protéines jouant des roles clés dans le développement
lymphoide tels que les genes PAX5 (Paired box 5), IKZF1 (IKAROS Family Zinc
Finger 1), EBF1 (Early B-Cell Factor 1) et LMO2, dans la régulation du cycle
cellulaire comme les genes CDKN2A/B (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/B),
PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog) et RB1 (Retinoblastoma 1), dans la
signalisation lymphocytaire, ainsi que dans la régulation transcriptionnelle tels que
TBL1XR1 (Transducin (Beta)-Like 1 X-Linked Receptor 1), ETV6 et ERG (ets related
gene) (17,18).

L’origine de la CSL est discutée :

- Une premiére hypothése propose que la CSL soit une CSH ayant accumulé des
mutations lui conférant un caractere leucémique. En effet, certaines CSH possedent
déja le caractere d’auto-renouvellement, et ont une durée de vie qui permet
'accumulation de mutations.

- Une deuxieme hypothése postule que la CSL dériverait de progéniteurs engageés
ou méme différenciés : elle accumulerait des mutations suite a la réacquisition de la
capacité d’auto-renouvellement. Certains oncogénes auraient donc la capacité de
conférer a la cellule mature un potentiel d’auto-renouvellement.
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) Leucémies aigués lymphoblastiques

Les leucémies aigués (LA) constituent une variété d’hémopathies malignes
caractérisées par la prolifération clonale de blastes, cellules bloquées a un stade
précoce de leur différenciation, au niveau de la moelle osseuse, du sang
périphérique et éventuellement d’autres tissus (systeme nerveux central, ganglions,
rate, foie).

Parmi elles, les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) résultent d’une
prolifération clonale développée a partir d’'une cellule lymphoide immature.

Figure 4. May Grunwald Giemsa (MGG)
Gx50 : blastes d’une LAL-B.

A) Epidémiologie

L’incidence standardisée des LAL sur la population mondiale est de 1,9 pour 100 000
personnes-années chez 'homme et de 1,2 pour 100 000 chez la femme, soit un
rapport hommes/femmes de 1,6.

Cette pathologie touche principalement I'enfant. Compte tenu de la répartition de
cette hémopathie maligne, trés dépendante de I'age, le taux d’incidence spécifique
par age chez le garcon de moins de 15 ans est de 3,8 pour 100 000 personnes-
années et 2,5 pour 100 000 chez la fille de méme age.

Chaque année, prés de 500 cas incidents chez I'enfant de moins de 15 ans (44%
des cas) sont dénombrés en France (19). Les leucémies aigués lymphoblastiques
représente le cancer le plus fréquent chez I'enfant : un tiers des cancers et 80% des
LA (20).

Plus spécifiguement, environ deux tiers des cas surviennent entre 2 et 6 ans, avec
un pic d’incidence entre 3 et 4 ans.

80% des LAL sont des LAL-B et 20% des LAL-T. Les LAL-T sont plus fréquentes
chez I'adulte et 'adolescent que chez le jeune enfant (21).

L’incidence globale des LAL chez I'enfant peut varier d’'un facteur 5 selon les pays.
Comparé a celui des populations caucasiennes, le risque est plus faible dans les
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populations noires (Odds Ratio (OR) : 0,39) et plus élevé dans les populations
hispaniques (OR : 1,06) et natives d’Amérique (OR : 1,63) (22).

L’étiologie des LA reste inconnue dans la majorité des cas. Des facteurs génétiques
et environnementaux ont été identifiés comme associés a un risque accru de
développer une leucémie.

Ainsi, bien que les maladies génétiques représentent une faible proportion des LAL,
certaines maladies héréditaires sont associées a un risque plus élevé de développer
ces leucémies, ce qui est en faveur d’une prédisposition génétique pour les LAL.
L'anémie de Fanconi (23), l'ataxie telangiectasie (24) ou encore le syndrome de
Down (25) en sont des exemples.

De méme les radiations ionisantes (26), des infections (27) ou I'exposition a des
produits chimiques tels que les pesticides et les hydrocarbures (28) sont des facteurs
incriminés.

B) Diagnhostic

1) Signes clinigues

La présentation cliniqgue est généralement aigué. Les circonstances de découvertes
sont variées :
- altération de I'état général
- insuffisance médullaire :
o syndrome anémique (paleur, asthénie, dyspnée)
o infection
o syndrome hémorragique (purpura pétéchial, ecchymoses, épistaxis,
gingivorragies...)
- syndrome tumoral (polyadénopathies, hépatomégalie, splénomégalie...)
- douleurs osseuses et articulaires
- atteinte neurologique
- leucostase dans les formes trés hyperleucocytaires (pulmonaire, cérébrale...)
- infiltration testiculaire rare

2) Examens biologigues

a) L’hémogramme

L’hémogramme est I'examen d’orientation de premiére intention. Les trois lignées
peuvent étre atteintes.

Une anémie est rencontrée dans 90% des cas, elle est typiqguement normochrome
normocytaire arégénérative.

Une thrombopénie est frequemment retrouvée.

La leucocytose est trés variable, les formes pouvant aller d'un statut
hyperleucocytaire (>50G/L) a leucopénique (<4G/L). La neutropénie (<1,5G/L), quant
a elle, est fréquente.
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De méme, sur frottis sanguins colorés au MGG, on observe le plus souvent la
présence de cellules blastiques circulantes.

b) Le myélogramme
Le myélogramme est un examen indispensable pour établir le diagnostic. Il consiste

en une analyse cytologique de la moelle osseuse, suite a une aspiration au niveau
sternal ou iliaque.

Cytologie et cytochimie

L’examen cytologique de la moelle permet d’affirmer la LA par la présence d’au
moins 20% de cellules blastiques (29). Le prélevement permet une analyse
morphologique effectuée aprés coloration au MGG complétée par une étude
cytochimique (myéloperoxydase négative évocatrice) afin d’orienter vers le caractére
possiblement lymphoide des blastes.

Immunophénotypage

Par la suite, des analyses par cytométrie en flux (CMF) sont indispensables afin de
confirmer la nature lymphoide des blastes, caractériser 'appartenance a la lignée T
ou B, et affiner la classification en fonction du degré de maturation des blastes
(Classification EGIL).

De méme, cet examen peut permettre de mettre en évidence des marqueurs
aberrants (LAIP : leukemia aberrant immunophenotype) utiles pour le suivi de
I'évolution du clone leucémique, la maladie résiduelle (MRD) Cf 1l-D-2-c.

Cytogénétique conventionnelle

Caryotype médullaire

Les examens de cytogénétique conventionnelle correspondent a une étude des
chromosomes par division cellulaire. L'étude des cellules blastiques est
systématiquement réalisée car elle est a la base de la classification OMS 2016 pour
les LAL-B (21). La valeur pronostique de certaines anomalies caryotypiques est
reconnue et prise en compte dans les indications thérapeutiques.

Un caryotype est réalisé sur les cellules blastiques médullaires, permettant de
rechercher des anomalies quantitatives et qualitatives des chromosomes.

Le caryotype est établi par culture cellulaire d’'une durée de 24h, blocage des
mitoses en métaphases par la colchicine, choc hypotonique, fixation, étalement sur
lames, dénaturation et marquage en bande. Enfin, le caryotype est analysé par
lecture microscopique.

Au diagnostic, il est nécessaire :

- en 'absence d’anomalie détectée, d’analyser (comptage et identification des
chromosomes) au moins 20 mitoses.
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- en cas d’anomalies, d’avoir des criteres de clonalité sur :
o 2 cellules au moins pour affirmer un méme chromosome surnuméraire
ou une méme anomalie de structure.
o 3 cellules au moins pour affirmer la perte d'un méme chromosome.

Cytogénétique moléculaire

Hybridation de sondes fluorescentes (FISH)

Cette technique d’hybridation ciblée est possible sur tous les génes cibles impliqués
dans des translocations récurrentes.

Elle permet la recherche d'un réarrangement de KMT2A (MLL) sur noyaux
interphasiques avec des sondes break-apart car ce gene peut subir des
réarrangements avec de nombreux partenaires.

Il est également possible d’utiliser des sondes de fusion de type BCR-ABL1, ETV6-
RUNX1 (TEL-AML1) et TCF3-PBX1 (Transcription Factor 3 - Pre-B-Cell Leukemia
Homeobox 1, aussi connu sous le nom E2A-PBX1).

Par ailleurs, des sondes de type RUNX1-RUNX1T1 (Runt-related transcription factor
1 translocated to 1) peuvent permettre de détecter des amplifications
intrachromosomiques du chromosome 21 (IAMP21).

La FISH peut également confirmer un caryotype de type hyperdiploide par fixation de
sondes au niveau des centromeres.

Chromosome

Figure 5. Etude du matériel génétique.
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Biologie moléculaire

La biologie moléculaire permet la détection de transcrits de fusion, équivalents
moléculaires des translocations chromosomiques, grace aux techniques de RT-PCR
(Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction), en complément des analyses
de cytogénétique.

Dans les LAL-B, les transcrits de fusion recherchés sont BCR-ABL1, AFF1-KMT2A
(AF4/FMR2 Family Member 1, aussi connu sous le nom AF4), ETV6-RUNX1 et
TCF3-PBX1.

Par ailleurs, la MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) et la PCR
Multiplex permettent de rechercher des amplifications ou des délétions de régions
codantes de 'ADN. Dans les LAL-B les délétions focales d’IKZF1 sont recherchées.

Dans le cadre des LAL-T les transcrits recherchés sont BCR-ABL1, NUP214-ABL1
(Nucleoporin 214kDa-Abelson proto oncogene 1), SIL-TAL1 (SCL/TALL Interrupting
Locus- T-Cell Acute Lymphocytic Leukemia) et des surexpressions de TLX1 (T-Cell
Leukemia Homeobox 1, aussi connu sous le nom HOX11, Homeo Box 11) et TLX3
(T-Cell Leukemia Homeobox 3 également appelé HOX11L2, Homeo Box 11-L2).

De plus, au sein des LAL-T, de nombreux patients présentent des mutations de
NOTCH1, FBXW7, NRAS, KRAS et PTEN (30). Ces mutations sont recherchées par
NGS (Séquencage de Nouvelle Génération).

En outre, la clonalité des cellules leucémiques retrouve un réarrangement soit des
genes codant pour le récepteur de I'antigéne TCR (lignée T), soit de ceux codants
pour la synthese des immunoglobulines (lignées B, a partir du stade Il de
maturation).

Aprés design d’amorces spécifiques de ces réarrangements, le suivi de la MRD
pourra s’effectuer grace a la détection de la clonalité, avec une sensibilité excellente
de 'ordre de 10™.

C) Classification

1) Etude cytologigue

L’analyse du type cytologique des cellules blastiques permet de distinguer les deux
grandes variétés de LA que sont les leucémies aigués myeloides (LAM) et les
leucémies aigués lymphoblastiques (LAL).

Le caractere lymphoide de la leucémie est suggéré par I'absence de granulations
cytoplasmiques et par I'analyse cytochimique retrouvant une négativité de la réaction
des peroxydases dans le cytoplasme (caractérisant la lignée myéloide hormis
LAMO). La classification internationale FAB (franco-américano-britannique) distingue
3 variétés cytologiqgues de LAL en fonction des caractéristigues morphologiques
(Tableau 1) (31).
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Tableau 1. Aspect morphologique des LAL - Classification FAB.

- Lymphome de Burkitt
Petits lymphoblastes Grands lymphoblastes Lyt hgmg d.e |’3urk|tt
disséminé
Ll =l LIl

> 2 diameétres

UETEEES L e |<r§ ?}'g(r:ny?;fess lymphocytaires Grande, homogéne
ymp (hétérogene)

Chromatine +/- Fine Fine Mottes ; aspect dense
Nucléole Non visible 1 ou plus (>25% Blastes) 2a5
Rapport 3 e B )

Nucléo/Cvtoplasmiaue >0,9 0,7-0,9 (hétérogéne) 0,8-0,9
Contour noyau Irrégulier Irrégulier Régulier
Basophilie - .
cvionlasmiaue Modérée Variable Intense
Vacuoles
cvionlasmigues Non Non (ou rares) Nombreuses

Commentaires Surtout enfant Surtout adulte Rare (<5% des LAL)

Morphologie

@0 ‘©

Désormais, la classification FAB, dépourvue d’'impact pronostique, est abandonnée
au profit de I'immunophénotypage et de la cytogénétique.

2) Etude immunologique

L’expression variable, par les cellules leucémiques, d’antigénes membranaires ou
intracytoplasmiques regroupés en « CD » (cluster de différenciation) permet de
déterminer si les lymphoblastes appartiennent a la lignée B ou T et préciser leur
stade de différenciation. Cette caractérisation se fait en cytométrie en flux a l'aide
d’anticorps monoclonaux, chaque anticorps utilisé étant spécifique d’un antigéne
donné.

L’'immunophénotype est défini par 'ensemble des CD exprimés par les cellules
leucémiques (32).

a) Leucémie aigué lymphoblastique de type B

Les LAL de la lignée B représentent 80 a 85% des cas de LAL chez I'enfant. Elles
sont caractérisées par la présence du CD19 qui est spécifique de la lignée B.

La distinction des 4 stades de maturation des LAL-B s’effectue en fonction de
marqueurs antigéniques (Tableau 2).

Les formes les plus fréquentes correspondent au stade Il de maturation, dites preé-
pré-B ou B communes (55 a 60%) ; les cellules blastiques expriment le CD10
(antigéne commun des LAL CALLA).
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Les formes dites pré-B représentent 15 & 20% des cas et sont caractérisées par la
présence d’une chaine lourde d’immunoglobuline intracytoplasmique (cu). Les LAL-B
matures, ou leucémies de Burkitt, sont rares (1 a 2%) ; les cellules blastiques
expriment des immunoglobulines de surface (slg). Les formes les plus immatures
(CALLA négatif) sont également rares.

Tableau 2. Classification EGIL des LAL-B.

B-I (Pro-B) + ) _ _

B-Il (B commune ou
Pré Pré-B) + + = =

B-IIl (Pré-B) + + + _
B-1V (Mature B) + o o +

b) Leucémie aigué lymphoblastique de type T

Les LAL de la lignée T représentent 15 a 20% des LAL de I'enfant. L’appartenance a
la lignée T est établie par la positivité du CD3. De méme que pour la lignée B, la
distinction des 4 stades de maturation des LAL-T s’opére en fonction de marqueurs
antigéniques (Tableau 3).

Tableau 3. Classification EGIL des LAL-T.

Lo | | it | o |
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3) Etude moléculaire et cytogénétique

L’examen cytogénétique reste la base de la nouvelle classification OMS 2016 (21). Il
constitue un élément fondamental de la prise en charge des LAL, contribuant a en
démontrer I'hétérogénéite.

a) Leucémie aigué lymphoblastique de type B

Selon la classification de 'OMS (21,29), les LAL-B sont divisées en 2 groupes :
- Les LAL-B associées a des anomalies génétiques récurrentes.
- Les LAL-B non associées a des anomalies génétiques récurrentes.
Dans le premier groupe, on retrouve les anomalies suivantes :
- 1(9;22)(g34;911.2) conduisant a la formation du gene de fusion BCR-ABL1

- les translocations impliquant un réarrangement de KMT2A (11923)
t(v;11923) principalement les t(4;11)(q21;923) et t(11;19)(g23;p13.3)

- 1(12;21)(p13;922) conduisant a la fusion ETV6-RUNX1
- I'hyperploidie, soit un nombre de chromosomes compris entre 51 et 65
- I'hypoploidie, soit un nombre de chromosomes inférieur a 45
- 1(5;14)(g31;932) IL3-IGH conduisant a la surexpression d’IL3
- 1(1;19)(g23;p13.3) entrainant la fusion TCF3-PBX1
Depuis 2016, la classification OMS intégre 2 nouvelles entités provisoires :
- I'amplification intrachromosomique sur le chromosome 21

- les translocations BCR-ABL1-like

Le deuxieme groupe rassemble les LAL-B non associées a des anomalies
génétiques récurrentes : LAL-B « others ».

b) Leucémie aigué lymphoblastique de type T

Selon la classification de 'TOMS de 2016, les LAL-T ne sont pas divisées selon les
facteurs génétiques car ceux-ci ne sont pas clairement associés a des
caractéristiques biologiques uniques des LAL-T.

L’absence de différence clinico-biologique a amené 'OMS a ne pas les subdiviser.
Seules les LAL Early T precursor (ETP ALL), qui possédent une biologie unigue sont
reconnus comme une entité a part entiére (21).
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D) Facteurs pronostigues

En 1993, le « Cancer Therapy Evaluation Program » du National Cancer Institute
(NCI) définissait des facteurs pronostiques uniformes pouvant étre utilisés dans des
études futures (33). L’analyse rétrospective des données cliniques, cytologiques,
immunologiques et cytogénétiques a permis de compléter ces facteurs pronostiques,
permettant d’adapter lintensité des traitements sur des bases rationnelles. Ces
nombreux facteurs sont souvent associés entre eux. L'intensité du traitement efface
cependant certains facteurs pronostiques.

1) Facteurs pré-thérapeutiques

De nombreux facteurs de mauvais pronostic ont a ce jour été identifiés tels que I'age,
I'hyperleucocytose, I'envahissement blastique du systéme nerveux central (SNC), ou
la génétique (34).

Alors que les LAL pédiatriques sont réparties en deux groupes de pronostic favorable

et défavorable, on ne retrouve pas de groupe considéré comme favorable au sein
des LAL de I'adulte (Tableau 4) (35).

Tableau 4. Facteurs pronostiques utilisés en clinique adulte et pédiatrique adapté de Stock

(35).
FACTEURS PRONOSTIQUES
Adultes
Age (années) <35 > 60
Leucocytose au
. o <30 > 30
diagnostic (G/L)
Immmunophénotype T ETP, T IV
Génotype / BCR-ABL1
AFF1-KMT2A / autres KMT2A
Hypodiploidie < 44 chromosomes
Complexe (=5 anomalies)
Mala‘dh?? re5|dtlje||e <0,01% > 0,01%
aprés induction
Pédiatriques
Age (années) 1a9ans <1anou> 10ans
Leucocytose au
- . <50 >50
diagnostic (G/L)
Immmunophénotype BlaBllI ETP
Génotype Hyperdiploidie > 50 chromosomes BCR-ABL1
ETV6-RUNX1 AFF1-KMT2A / autres KMT2A
Hypodiploidie < 44 chromosomes
Mala‘dlej re5|dLIJe||e <0,01% 1%
aprés induction
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a) Age

L’age est un facteur pronostic majeur, tant en matiere de taux de rémission qu’en
durée de rémission compléte. Chez I'adulte, plus I'dge au diagnostic est élevé, moins
le pronostic est favorable. En effet, les patients de plus de 50 ans ont un taux de
survie a 3 ans de 20% (36). Chez I'enfant, les LAL survenant avant 'adge de 1 an ont
un pronostic défavorable. On considére que les LAL sont de pronostic plus favorable
entre 1 et 10 ans. A noter que I'adge de survenue d’'une LAL est étroitement corrélé
aux anomalies cytogénétiques; en effet, les réarrangements de KMT2A
(défavorables) sont essentiellement retrouvés avant 1 an, la fusion BCR-ABL1
(défavorable) représente plus de 30% des LAL de l'adulte (3% chez I'enfant) et les
anomalies de bon pronostic (fusion RUNX1-ETV6 et hyperdiploidie) sont pour la
plupart retrouvées entre 1 et 10 ans.

b) L’hyperleucocytose

L’hyperleucocytose supérieure a 50 000/mm3 chez l'enfant et supérieure a
30 000/mm3 chez I'adulte est associée a un mauvais pronostic (37).

c) L’envahissement du SNC

La ponction lombaire au diagnostic permet la recherche de cellules blastiques dans
le liquide céphalo-rachidien (LCR). On définit I'atteinte méningée par I'existence de
plus de 5 éléments/mm3 avec présence de blastes, quel que soit le taux de ces
derniers (Protocole FRALLE 2000) (38).

d) Immunophénotypage

Les LAL-T sont plus a risque de rechute que les LAL-B, et la survie est moindre.

Au sein des LAL-T, les ETP-ALL semblaient de moins bon pronostic mais les
nouvelles études ne corroborent pas cette observation (39).

e) Génétique

Le pronostic est étroitement lié aux altérations génétiques. Un point complet
concernant les connaissances des anomalies génétiques au sein des LAL sera
développé au chapitre III).

2) Réponse au traitement

La réponse initiale au traitement est un facteur pronostique important.
a) Corticorésistance

La corticorésistance n’est évaluable que si la blastose sanguine au diagnostic est
supérieure ou égale a 1 000/mm3.
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La corticosensibilité est définie par un nombre de blastes inférieur a 1 000/mm3 sur
le frottis sanguin de J8 apres 8 jours de corticoides et une injection de méthotrexate
intrathécale. A l'inverse, la corticorésistance, de mauvais pronostic, est définie par un
nombre de blastes supérieur a 1 000/mm3 a J8.

b) Chimiorésistance

La chimiosensibilité est définie par un taux de blastes inférieur a 5% au
myélogramme de J21 (moelle dite M1) suite a la chimiothérapie initiale.

La chimiorésistance est définie par un taux de blastes supérieur a 5% a J21. On
distinguera :

- les moelles dites "M2" : 6 & 25% de blastes

- les moelles dites "M3" : supérieur a 25% de blastes

Néanmoins, 'examen du myélogramme en sortie d’aplasie est peu sensible et
parfois difficile d’interprétation (présence de blastes de régénération, moelle de
richesse variable).

c) Maladie résiduelle

La maladie résiduelle permet d’évaluer quantitativement a J35 et J70, aprés la mise
en route du traitement, I'ensemble des cellules malignes persistant dans I'organisme
et non détectables par les techniques morphologiques classiques.

Dans ce contexte, le développement des techniques de PCR quantitative en temps
réel (RQ-PCR) sur ADN et ARN, ainsi que de la cytométrie en flux, permettent
d’évaluer de fagon plus sensible et plus précise la réponse thérapeutique a I'échelle
individuelle.

Ainsi, la mesure de la MRD prend désormais pleinement sa place comme outil
décisionnel prospectif (40,41), en permettant de proposer une intensification et
éventuellement une allogreffe de CSH aux patients présentant un risque génétique
favorable ou intermédiaire mais néanmoins une MRD positive apres une cure de
consolidation (42).
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E) Traitement

Depuis plus de 50 ans, le grand nombre d’études protocolaires successives a
bouleverseé les taux de guérison des enfants atteints de LAL. Entre 1960 et 2007, les
chances de survie a 10 ans d’'un patient pédiatrique sont passées de 10 a 90%
environ (Figure 6) (43).
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Figure 6. Courbes de survie estimée a 10 ans de 2852 enfants (43).

Désormais, I'amélioration de la survie des patients pose le probleme des effets
secondaires et des séquelles des traitements lourds administrés.
La connaissance des mécanismes de résistance et du profil d’expression génique
des cellules leucémiques permet d’affiner le choix des traitements en fonction du
type et du stade évolutif de la maladie.
Le schéma du traitement des LAL de I'enfant comprend cing phases majeures :
- une préphase par administration & forte dose de corticoides, médicaments
responsables de multiples effets secondaires tels que des désordres
hydro-électrolytiques, un hypercorticisme, une immunodépression
- une phase d’induction, visant a obtenir une rémission compléte initiale. Cette phase
dure 4 semaines, dans laquelle sont administrés :

= une anthracycline, tel que la daunoruricine, a forte toxicité cardiaque

= un alcaloide de la pervenche, vincristine ou vindésine, a forte toxicité

neurologique
= de la L-asparaginase, avec risque de pancréatite
= un corticoide,
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- une phase de consolidation de 2 & 3 mois, ou sont introduits d’autres agents de
chimiothérapie, afin d’éviter la sélection d’'un clone résistant (44). Les cycles de
chimiothérapie alternent de fortes de doses :

= de méthotrexate, a forte toxicité hématopoiétique

= de cytarabine, également a forte toxicité hématopoiétique

= de L-asparaginase
- deux phases d’intensification retardées, qui correspondent a une
2 semaines apres la fin de la consolidation.
- un traitement d’entretien, qui a pour buts de limiter la reprise évolutive et de détruire
les clones leucémiques persistants (45). 1l doit étre continu et repose sur
'association orale de 6-mercaptopurine (6-MP) quotidienne et de méthotrexate
hebdomadaire, a laquelle peuvent s’associer des cures de chimiothérapie
intermittentes de vincristine et de corticoides.

2°M induction,

Parallelement, un traitement prophylactique des atteintes méningées est entrepris du
fait de I'existence de la barriere hématoencéphalique s’opposant a la pénétration des
drogues de chimiothérapies.

Par ailleurs, ces traitements peuvent éventuellement étre complétés d’'une allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques selon le pronostic de la maladie, I'évaluation
de la maladie résiduelle et la capacité du patient a en supporter la forte toxicité.

Ces derniéres années, la mise en évidence d’anomalies chromosomiques impliquant
des genes de tyrosines kinases, BCR-ABL1 ou BCR-ABL1-like, permet de traiter les
patients réfractaires, jusqu’alors difficiles a soigner. Le traitement repose sur
'administration de thérapies ciblées telles que des inhibiteurs de tyrosine kinases :
imatinib ou le dasatinib en cas de transcrit type ABL1 ou le ruxolitinib en cas de
transcrit de type JAK2, en association a la chimiothérapie (46,47).

En France, deux groupes coopérateurs pour le traitement des leucémies aigués

lymphoblastiques pédiatriques étaient en place : le groupe FRALLE et TEORTC
CLCG. Désormais, les nouveaux protocoles sont regroupés par le CAALL-FO1.
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lI) Anomalies génétigues retrouvees dans les LAL

Des anomalies primaires sont responsables de [l'initiation d'un clone pré-leucémique
qui, lors de l'acquisition de modifications génétiques secondaires complémentaires,
progresse en une veritable LAL.

Les anomalies primaires sont présentes dans toutes les cellules y compris le clone
leucémique. Elles correspondent souvent a des translocations entrainant des genes
de fusion chimériques, ou des aneuploidies (gain ou perte de plusieurs
chromosomes entiers) (48).

Les anomalies secondaires ne sont présentes quant a elle que dans un sous-
ensemble des cellules leucémiques. Elles donnent lieu a des ramifications
sous-clonales complexes, dont [larchitecture correspond généralement a des
anomalies du nombre de copies (CNA) (souvent des microdélétions) et des
mutations ponctuelles (49). Le profil génétique complet des patients présentant une
LAL permet d’identifier des biomarqueurs pronostiques et prédictifs importants qui
peuvent étre utilisés pour adapter la thérapie (Figure 7) (50). Nous détaillerons ici les

biomarqueurs pouvant étre retrouvés au sein des LAL de I'enfant et de I'adulte jeune.
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A) Biomarqueurs de classification dans les LAL-B

Children & adolescents

IAMP21

low hypodiploidy
near haploidy
t(17;19)/TCF3-HLF
1(9;22)/BCR-ABL1
MLLtranslocations __

l
o000

© B-other ALL

IGH translocations

® H(1;19)/TCF3-PBX1

® high hyperdiploidy

o (12;21)/ETV6-RUNXT

Figure 7. Fréquence des anomalies chromosomiques primaires

High risk

Intermediate risk

Good risk

Adults

complex karyotype
IAMP21

 low hypodiploidy

t{9;22)/BCR-ABL1

MLL translocations

IGH translocations

H119)/TCF3-PBX1

high hyperdiploidy

t{12;21)/ETV6-RUNX1

chez les enfants et les adultes atteints de LAL-B (50).

High risk

Intermediate risk

Good risk
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1) Biomargueurs génétigues de bon pronostic

Chez les enfants et adolescents, les marqueurs génétigues de bon pronostic
représentent 50% des cas de LAL (Figure 7).

Ces patients présentent soit une translocation ETV6-RUNX1, soit une hyperdiploidie.
De nombreuses études ont examiné la pertinence pronostigue des anomalies
secondaires mais aucun biomarqueur supplémentaire fiable n’a vu le jour jusqu’a
présent. Compte tenu de I'excellente survie des patients présentant ces anomalies
cytogénétiques, il est difficile d'envisager des biomarqueurs émergents réalisables
cliniguement a partir de ce groupe de risque.

e 1(12:21)(p13:922) / ETV6-RUNX1

Les tranlocations ETV6-RUNXL1 représentent 25 % des LAL-B de I'enfant.

Elles sont associées a une survie a 5 ans trés favorable de 96% (51).

Il s’agit typiquement de LAL-B communes (BIl selon 'EGIL) avec des marqueurs
myeloides CD13 et/ou CD33 fréquemment associés.

Le résultat de la translocation chromosomique t(12;21)(p13;022) est
cytogénétiquement cryptique : la FISH ou la RT-PCR sont donc indispensables pour
détecter cette anomalie.

e Hyperdiploidies (51 & 65 chromosomes)

La fréquence des LAL-B hyperdiploides chez I'enfant est de 25%.

Le pronostic est tres favorable avec une survie globale (OS) a 6 ans de 96% (52).
Les hyperdiploidies sont caractérisées par des trisomies non aléatoires touchant
essentiellement les chromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 et 21 qui représentent plus
de 75 % des gains (47-50).

Elles sont détectées communément par le caryotype, mais un index d’ADN supérieur
a 1,16 en CMF est un argument orientant vers ce type d’anomalie.

2) Biomargueurs génétigues de mauvais pronostic

Certaines anomalies chromosomiques sont reconnues comme biomarqueurs
pronostiques de haut risque de rechute a tout age (57).

La fréquence de ces aberrations génétiques de haut risque est 4 fois plus élevée
chez les adultes que chez les enfants et les adolescents ce qui explique, en partie, la
forte corrélation entre I'age et le pronostic (50).

Les patients atteints d'une de ces anomalies sont classés a risque élevé dans les
protocoles et traités avec des thérapies plus intensives. S’ils sont traités comme un
risque standard, les patients atteints d'une de ces aberrations ont un risque de
rechute et/ou de décés environ 3 fois supérieur par rapport aux patients a risque
intermédiaire.

Les translocations impliquant KMT2A, BCR-ABL1 ou TCF3-HLF (Hepatic Leukemia
Factor) sont aisément détectables par cytogénétique, FISH et RT-PCR.
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o KMT2A (MLL)

Lysine Methyltransferase 2A 11923.3

Les translocations KMT2A ont une prévalence forte aux ages extrémes de la vie :
chez les adultes > 70 ans mais surtout dans les LAL du nourrisson < 1 an ou elles
représentent prés de 80% des cas (58).

Le géne KMT2A, situé au niveau 11923, subit des réarrangements avec de tres
nombreux génes partenaires. Notamment, AFF1 (AF4), MLLT1 (ENL), MLLT4 (AF6),
MLLT3 (AF9) et MLLT10 (AF10) représentent plus de 85% des cas dans les LAL.

La FISH du locus 11923 avec une sonde break-apart est la méthode de détection la
plus appropriée (59).

Le plus fréquemment, les LAL présentant cette anomalie sont hyperleucocytaires et
de type pro-B (Bl selon I'EGIL).

Chez le nourrisson, elles sont de mauvais pronostic avec une fréquence importante
d’envahissement neuroméningé et une survie a 5 ans < 30%.

e 1(9:22)(034;011) / BCR-ABL1

La translocation BCR-ABL1 est rare chez I'enfant avec une prévalence inférieure a
3% (mais il s‘agit de 'anomalie la plus fréquente chez les adultes ou elle représente
30% des cas).

Généralement ce sont des LAL-B communes (Bll selon 'EGIL) avec expression d’'un
ou plusieurs marqueurs myéloides en CMF.

Cette translocation constitue un biomarqueur prédictif primordial car elle peut
permettre la mise en place d’'une thérapie ciblée avec un inhibiteur de tyrosine
kinase, tel que I'imatinib ou le dasatinib (60). En effet, les inhibiteurs de tyrosine
kinases inhibent directement I'effet leucémogéne de I'oncoprotéine BCR-ABL1 en
combinaison avec la chimiothérapie standard. Cette stratégie produit des résultats
significativement supérieurs a la chimiothérapie seule chez les patients de tout age
(61,62).

e 1(17:19)(922;p13.3) / TCF3-HLF

La translocation TCF3-HLF est exceptionnellement retrouvée, avec une estimation a
0,1% des cas.

Cette translocation est associée a une hypercalcémie et a des coagulopathies. Elle
est de trés mauvais pronostic avec des rechutes et déces presque constants (63,64).
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e Hypodiploidie

L’entité des hypodiploidies contient deux sous-groupes qui montrent une propension
a subir une duplication chromosomique, créant ainsi un dilemme diagnostique
lorsque le sous clone hypodiploide est dupliqué, ce qui peut amener a le confondre
avec une LAL hyperdiploide.

Les LAL «near haploidy » tout comme les «low hypodiploidy » montrent une
activation des voies de signalisation Ras et de la phosphoinositide 3 - kinase (PI3K).
Sensibles aux inhibiteurs de la PI3K, ces médicaments devraient étre explorés
comme une nouvelle stratégie thérapeutique pour cette forme agressive de
leucémie.

Toutefois, ces deux sous-groupes sont généralement distingués les uns des autres.
Le motif chromosomique perte/gain y est distinct.

« Near haploidy » : moins de 30 chromosomes

L’haploidie proche est présente dans environ 1% des LAL de I'enfant <15 ans mais
jamais retrouvée chez le nourrisson ou 'adulte.

Elle est définie par une perte chromosomique massive résultant en un nombre modal
de moins de 30 chromosomes (65). Les chromosomes sexuel X/Y et les
chromosomes 10, 14, 18, et 21 sont le plus souvent conserves.

Fréqguemment des mutations activatrices de Ras sont retrouvées ainsi que des
altérations d’IKZF1.

« Low hypodiploidy » : 30-39 chromosomes

Les faibles hypodiploidies sont définies par une perte chromosomique résultant en
un nombre modal compris entre 30-39 chromosomes (65). Les clones sont
typiqguement monosomiques pour les chromosomes 3, 7, 15, 16 et 17 tandis que les
chromosomes 1, 6, 11 et 18 sont volontiers diploides (57).

On y retrouve des altérations de TP53 (Tumor Protein P53), CDKN2A/B et RB1, et
des mutations/délétions de IKZF2 (IKAROS Family Zinc Finger 2).

e 1(5:14)(931:932) / IL3-IGH

Parmi les translocations d’IGH (Immunoglobulin heavy), les translocations IL3-IGH
sont majoritaires.

Leur fréquence est faible parmi les enfants de moins de 10 ans (<3%) alors qu’elle
est beaucoup plus élevée (10%) parmi les adolescents et les adultes jeunes
(15-24 ans).

Ces LAL sont associées a une hyperéosinophilie du fait de I'hyperexpression de
IIL3.

La translocation IgH est de mauvais pronostic avec une survie faible (66).
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3) Biomargueurs génétiques de pronostic intermédiaire

e (1:19)(q23:p13)/ TCF3-PBX1

La fréquence des 1(1;19)(q23;p13) est proche de 5% des LAL-B de I'enfant et 3%
chez I'adulte.

Le plus souvent ce sont des LAL pré-B (Blll selon 'EGIL).

L’anomalie correspond a une fusion de génes codant pour des facteurs de
transcription, facilement identifiee par FISH, RT-PCR et cytogénétique car elle
apparait souvent déséquilibrée au caryotype.

Le pronostic associé a cette anomalie est encore mal défini, mais des études
récentes a partir de protocoles de chimiothérapie intensive ont rapporté une issue
favorable dans plus de 80% des cas (51,67,68).

4) Autres biomargueurs génétigues émergents des LAL-B

e LAL-B «others »

Environ un quart des LAL-B regroupées sous le terme de « B others » ne sont
concernées par aucune des anomalies mentionnées ci-dessus.

Néanmoins, une multitude de microdélétions touchant des genes clés dans la
pathogénéese ont été découvertes par SNP-array (Single Nucleotide Polymorphism,
puces pour polymorphisme des nucléotides) dans les LAL, alors qu’elles ne I'étaient
pas par cytogénétique conventionnelle. Ces microdélétions résultant de Il'activité
aberrante du systeme de la recombinase, correspondent aux altérations génétiques
les plus fréquentes au sein des LAL (69).

Le profil des anomalies du nombre de copies (CNA) est un biomarqueur pronostique.
La quasi-totalité de ces CNA sont des aberrations secondaires, sous-clonales, et
pouvant étre acquises, perdues ou enrichies entre le diagnostic et la rechute (64—
66).

Le profil d'expression génique est utlisé pour définir des sous-groupes
cytogénétiques et en méme temps identifier de nouveaux sous-groupes de patients,
tels que les fusions BCR-ABLL1 like (67—69). Plusieurs réarrangements de ce type ont
ainsi été identifiés, constituant de nouvelles cibles thérapeutiques (76).

e Amplification intrachromosomigue du chromosome 21 (iAMP21)

La caractéristique constante de tous les cas d'iAMP21 est lI'amplification du locus
situé en RUNX1 21g22.12, qui fournit la base pour une détection appropriée par
FISH en utilisant des sondes spécifiques de locus.

La définition acceptée internationalement de ''AMP21 est la présence de trois copies
supplémentaires du géne RUNX1 sur un seul chromosome 21 anormal, ce qui
correspond a au moins 5 signaux par cellule.

Les patients avec une iIAMP21 présentent le plus fréquemment un immunophénotype
de type LAL-B commune (BIl selon 'EGIL) ou pré-B (BIll), sont plus agés (age
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médian de 9 ans) mais I'lAMP21 est rare chez I'adulte. La fréquence rapportée de
présentation de cette anomalie est de 2% chez les enfants. Ces patients ont une
leucocytose médiane au diagnostic de 3,9 G/L, inférieure a celle des autres enfants
atteints de LAL (77). Les patients traités comme ceux présentant une LAL de risque
standard ont un taux trés élevé de rechute (supérieur a 80%), mais qui est
significativement réduit (inférieur a 20%) lorsque les patients sont traités
intensivement (78).

e Délétion d’IKZF1

IKAROS Family Zinc Finger 1 7p12.2

Les délétions d’'IKZF1 se produisent dans 15% des cas pédiatriques et 30% des cas
adultes, mais elles sont plus fréquentes chez les patients avec transcrit BCR-ABL1
(supérieur a 60%) (73-75).

Le motif de suppression varie entre les patients, mais les deux types de délétions les
plus courants sont d’'une part la perte des exons 4 a 7 chez 37 % des patients,
associée a une activité oncogénique, et d’autre part la perte des exons 2 a 7 chez
20 % des patients qui résulte en une transcription aberrante empéchant la traduction
de débuter (82).

Elles sont associées, le plus souvent, a un age plus élevé, une hyperleucocytose,
une MRD positive (83,84).

Les études initiales suggéraient que les patients porteurs d'une délétion IKZF1
avaient de maniére significative un pronostic plus péjoratif, ce qui impliquait qu'il était
un marqueur pronostique fiable (85).

Plus récemment, des études ont montré que la présence d'une délétion d’'IKZF1 ne
supprime pas le pronostic associé a d'autres anomalies génétiques de risque
favorable tels que ETV6-RUNX1 et les délétions de ERG (80-83).

De méme, plusieurs études ont rapporté que les délétions d'IKZF1 ne sont pas
pronostiques chez les patients qui répondent rapidement a leur traitement. L'effet
pronostique est ainsi limité aux patients avec des niveaux de maladie résiduelle plus
élevés aprés chimiothérapie initiale (90,91).

En outre, les délétions d’'IKZF1 sont plus fréquentes aprés rechute indiquant ainsi un
réle possible dans les récurrences. Les cellules correspondant au clone de rechute
sont souvent présentes comme sous-populations minoritaires au moment du
diagnostic ce qui suggere que les cellules responsables de la rechute sont
ancestrales aux cellules leucémiques primaires. Les anomalies génomiques qui
contribuent aux rechutes des LAL seraient ainsi sélectionnées pendant le traitement
(72).
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e Délétion d’ERG

Ets related gene 21g22.2

Certaines LAL-B exposent une délétion focale de ERG, qui code pour un facteur de
transcription contenant un domaine ETS.

Plusieurs études ont maintenant identifié un sous-groupe distinct de patients atteints
de LAL-B pédiatriques caractérisé par une délétion monoallélique du gene ERG
(75,87,88).

La fréquence est de 10% a 15% des LAL-B « others », ce qui équivaut a 3% a 5%
des LAL pédiatriques globales. Fait intéressant, ces patients présentent un excellent
pronostic avec plus de 90% de survie a 5 ans en dépit d'une incidence tres élevée
des délétions d’'IKZF1 (environ 40 %) (87,88,92).

Méme si la présence d’'une délétion de ERG semble définir un sous-groupe distinct
parmi les LAL-B « others », cette anomalie semble étre un événement sous-clonal
qui peut étre perdu ou acquis entre le diagnostic et la rechute (50).

¢ BCR-ABL1-like (Ph-like)

L’entité des translocations BCR-ABL1-like a été identifiée en utilisant différentes
approches permettant de déterminer I'expression génique globale (85,93).

Les LAL Ph-like sont BCR-ABL1 négative mais ont un profil d’expression génique
similaire aux LAL BCR-ABL1. Elles possedent une altération des génes codant pour
des facteurs de transcription de la lignée lymphoides B, le plus communément
IKZF1.

Bien que ces patients n’expriment pas le gene de fusion BCR-ABL1, ils partagent le
méme mauvais pronostic.

Ce sous-groupe, appelé BCR-ABL1-like ou Ph-like représente environ 50% des cas
de LAL-B « others ». Des différences significatives existent dans la génétique de ces
sous-groupes ; notamment en ce qui concerne la prévalence des délétions IKZF1,
des réarrangements CRLF2 et des mutations JAK2 (85,93).

Les LAL Ph-like représentent 10 a 15% des LAL-B standard et de haut risque, avec
une prévalence qui augmente avec I'age (94).

Le séquencage transcriptomique (RNA-seq) de 15 cas de réarrangements identifiés
de kinase et de génes de récepteur de cytokines, incluant ABL1, EPOR
(Erythropoietin Receptor), JAK2 (Janus kinase 2) et PDGFRB (Platelet Derived
Growth Factor Receptor Beta) (95) suggére que les réarrangements activant des
kinases sont la marque des LAL Ph-like et que ces altérations peuvent étre soumises
a une inhibition par des inhibiteurs de Tyrosines Kinases (ITK).

La premiere catégorie est la classe des réearrangements ABL1.

La seconde est celle des réarrangements JAK2/EPOR.

La troisieme est celle des réarrangements CRLF2 (Cytokine Receptor-Like Factor 2),
souvent associés a des mutations de JAK1, ou JAK2 (exon 16 R683G) (96).
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B) Biomargueurs de classification dans les LAL-T

Les anomalies les plus récurrentes dans ce groupe sont les translocations impliquant
les loci a et & des récepteurs des cellules T (TCR) en 14qg11.2, le locus 3 en 7935 et
le locus y en 7p14-15 avec une liste étendue de partenaires (29). Ces translocations
entrainent la surexpression des genes partenaires, majoritairement des facteurs de
transcription ; celle de TLX1 (HOX11) est de bon pronostic tandis que celle de TLX3
(HOX11L2) est corrélée a un mauvais pronostic.

Des translocations peuvent amener a des dérégulations de TAL1 ou LMO2 avec un
pronostic favorable (97).

Sont également retrouvées des mutations de séquence et des délétions qui
impliqguent des génes régulant le développement des cellules T, des genes
suppresseurs de tumeurs tels que NOTCH1, PTEN, RB1, et des génes dont la
fonction est encore mal connue tels que PHF6 (Plant homeodomain finger protein 6)
et WT1 (Wilms Tumor 1) (94).

Les mutations de NOTCH1, FBXW7 (F-Box And WD Repeat Domain Containing 7),
semblent étre de bon pronostic, tandis que leur absence ou des mutations de NRAS
et KRAS, et/ou une mutation ou une délétion de PTEN semblent associées a un
risque de rechute plus élevé (30). Leur impact pronostique chez les enfants est en
cours de démonstration.

Les délétions 5q interstitielles et terminales, qui représentent respectivement 2,5% et
9% des cas, sont des délétions génomiques récurrentes permettant d’identifier des
sous-types distincts au sein des LAL-T. Les délétions interstitielles 1-5q définisssent
un sous groupe de LAL-T immatures et semblent de mauvais pronostic avec une
expression proche des ETP-LAL. Les délétions terminales T-5q forment, quant a
elles, un sous groupe génétigue HOXA positif (98).

Early Thymic Cell Precursor (ETP)

L’entité des ETP est la seule véritablement caractérisée au sein de la classification
OMS 2016 pour les LAL-T (21).

Par définition, les blastes des ETP-LAL expriment le CD7, au moins un marqueur
myéloide ou de cellule souche mais ni le CD1a ni le CD8 (99).

Elles représentent 12 & 15% des LAL-T de I'enfant (100).

Une association avec les mutations de genes myéloides tels que FLT3 (Fms Related
Tyrosine Kinase 3) (35%) (101), NRAS/KRAS, DNMT3A (DNA Cytosine-5-
Methyltransferase 3 Alpha) (16%) (102), IDH1 et IDH2 a été rapportée avec une
fréquence élevée, tandis que les mutations les plus typiquement rencontrées dans
les LAL-T telles que celles concernant le géne NOTCHL1 sont peu retrouvées (21).
Alors que de petites séries initiales d’ETP-LAL suggéraient un trés mauvais pronostic
(99,103), une grande étude plus récente avec un traitement plus efficace a montré
une petite différence pronostique mais statistiguement non significative dans les
résultats (39), tandis que dans la plus grande série a ce jour, aucune signification
pronostique n’a été retrouvée (104).
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C) Délétions récurrentes dans les LAL

Réponse aux
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Figure 8. Genes impliqués dans des anomalies récurrentes au sein des LAL
(particuliérement LAL-B).

Les différentes études de cytogénétique moléculaire sur de larges cohortes de LAL
ont ainsi permis d’identifier plus d’'une cinquantaine d’altérations récurrentes,
principalement des microdélétions (105,106). Elles sont généralement focales et
touchent peu de geénes.

Ces altérations génétiques récurrentes ciblent généralement les genes et les voies
jouant un r6le clé dans la croissance cellulaire et la tumorogenese, tels que les
géenes régulateurs de transcription de développement lymphoide ou les génes
suppresseurs de tumeurs (Figure 8).

Ci-dessous voici la liste des principaux génes retrouvés au sein des LAL-B :

e BTG1, B-Cell Translocation Gene 1 12g21.33

BTG1 a une fonction antiproliférative avec une action régulatrice sur la croissance et
la différenciation cellulaire.

Ces délétions sont retrouvées avec une fréquence de 9% (107).
Il n’existe pas de corrélation clinique raportée.

e BTLA, B And T Lymphocyte Associated 3q13.2

BTLA code pour une molécule de signalisation lymphoide.
La protéine codée contient une immunoglobuline (Ig) dont le domaine est un
récepteur qui relaie des signaux inhibiteurs pour supprimer la réponse immunitaire.
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La fréquence de sa délétion est proche de 5% et associée a une survie sans
évenement a 8 ans diminuée (70% versus 83%)

Génétiguement, les délétions BTLA sont fortement associées a des leucémies
ETV6-RUNX1 positif mais sont également identifiées chez les patients B « others »
(108).

e CDKNZ2A/B, Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/B 9p21.3

CDKNZ2A/B agit comme un suppresseur de tumeur car il est capable d'induire l'arrét
du cycle cellulaire.

Sa fréquence de délétion est élevée, autour de 34% des cas dans les LAL (109).

Les délétions de CDKN2A/B sont associées a un risque de rechute plus élevé et une
survie globale plus faible (110).

e CRLF2, Cytokine Receptor-Like Factor 2 Xp22.33

CRLF2 code pour un membre de la famille des récepteurs de cytokines de type |,
récepteur de la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP).

Les réarrangements de CRLF2 avec surexpression apparaissent dans pres de 5%
des LAL-B, mais avec une fréquence plus élevée dans les B « others » (30%) et les
patients avec un syndrome de Down (50%) (84).

La délétion interstitielle dans la région pseudoautosomale PAR1 des chromosomes X
et Y entraine une dérégulation de CRLF2, via une juxtaposition de ce gene avec le
promoteur de P2RY8. La surexpression de CRLF2 peut également survenir par une
translocation d’IGH et plus rarement par mutation activatrice (111).

Les réarrangements impliquant CRLF2 sont associés a une activation des voies JAK,
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), ERK (Extracellular
signal-regulated kinases) et mTor/PI3K. Ces réarrangements présentent une
mutation de JAK2 dans environ 50% des cas (112).

L’inhibition des voies JAK et PI3K représente une stratégie thérapeutique potentielle
par thérapie ciblée (95).

Le pronostic de cette anomalie est discuté, certains estimant que c'est un
biomarqueur de mauvais pronostic (113) tandis que d’autres estiment que cette
anomalie n’est pas significative par rapport aux autres facteurs de risque (89).

e EBF1, Early B-Cell Factor 1 5g33.3

EBF1 code pour un facteur de transcription et posséde un rble dans I'engagement
dans la lymphopoiese B.

Sa fréquence de délétion est de I'ordre de 3%.

Les délétions dEBF1 sont de mauvais pronostic, avec des niveaux élevés de
maladie résiduelle a J29 (Odds Ratio a 9) (85).

Elles sont présentes a fréquence plus élevée suite a une rechute indiquant leur role
dans les récurrences de maladie (72).
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e ELF1,E74 Like ETS Transcription Factor 1 13913

ELF1 code pour un facteur de transcription exprimé dans les cellules lymphoides.

Il est le principal activateur transcriptionnel du gene TdT (Terminal-deoxynucleotidyl
Transférase, codant pour une ADN polymérase qui insére des nucléotides aux
jonctions D-J, V-D ou V-J et augmente ainsi la diversité des répertoires des Ig) (114).

e ETV6, ETS Variant 6 12p13.2

ETV6 code pour un facteur de transcription habituellement impliqué dans les
translocations des LAL-B et autres leucémies.

Des délétions sont également documentées, avec une fréquence de l'ordre de 13%
des cas (85) sans relation retrouvée avec la survie (109).

Ces délétions sont fortement associées aux transcrits ETV6-RUNX1, ou elles sont
présentes dans 60% des cas (115).

e LEF1, Lymphoid enhancer-binding factor-1 4925

LEF1 code pour un médiateur central de la voie de signalisation WNT (Wingless-typ).
Cette protéine peut se lier a un site fonctionnel important dans la cellule T.
L’expression faible de LEF1 est associée a des taux de rémission complete (RC) et
de survie globale (OS) a 5 ans diminuée a 73% contre 92% dans le cas d’'une
expression de LEF1 élevée (116).

e MYB, MYB Proto-Oncogene, Transcription Factor 6g23.3

MYB un activateur transcriptionnel.
Son amplification est cause de malignité au sein des cellules T par transformation
accélérée et prolifération cellulaire (117).

e NR3C1, Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1 5931.3

NR3C1 code pour un récepteur aux glucocorticoides. Il agit a la fois comme facteur
de transcription qui se lie a des éléments de réponse aux glucocorticoides, et comme
régulateur des autres facteurs de transcription.

Sa fréquence de délétion est de 2% (107).

Elle est plus fréquente a la rechute, particulierement dans les t(12 ;21).
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e NR3C2, Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 2 4931.23

NR3C2 code pour un récepteur aux minéralocorticoides.

Les fonctions de la protéine en tant que facteur de transcription dépendent du ligand
qui se lie aux éléments de réponse aux minéralocorticoides afin de transactiver les
genes cibles.

e PAX5, Paired Box domain 5 9p13.2

PAX5 est un déterminant important de I'engagement vers la lignée B par activation
des génes spécifiques de la lignée B et répression des génes d'autres programmes
de différenciation. La délétion de PAX5 conduit au développement de cellules B peu
différenciées.

Sa fréquence de délétion est de 31%.

Sa délétion isolée semble étre de bon pronostic (118) mais elle est fréquemment
associée a d’autres anomalies (85).

e PDGFRB, Platelet Derived Growth Factor Receptor Beta 5932

PDGFRB code pour un récepteur aux tyrosines kinases a la surface cellulaire qui
peut étre impliqué dans les transcrits des LAL Ph-like (119).

e PHF6, Plant homeodomain finger protein 6 Xq26.2

PHF6 posséde un rdle potentiel dans la régulation transcriptionnelle.
C’est un géne suppresseur de tumeur spécifique de lignée qui s’oppose au
développement des cellules hématopoiétiques malignes (120).

e PTEN, Phosphatase And Tensin Homolog 10g23.31

PTEN est un géne suppresseur de tumeur, muté dans un grand nombre de cancers
a haute fréquence.

Les délétions de PTEN sont rares dans les LAL-B mais sont présentent dans 5% des
cas de LAL-T (30).

Elles sont significativement associées a un échec thérapeutique précoce (121).

e RBI1, Retinoblastoma 1 13g14.2

RB1 est un géne suppresseur de tumeur et régulateur négatif du cycle cellulaire
Il est déelété dans 9% des cas de LAL-B.
Sa délétion isolée est de mauvais pronosctic (109).
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e SH2B3, SH2B Adaptor Protein 3 12g24.12

SH2B3 est un régulateur négatif de la signalisation des cytokines et joue un réle
essentiel dans I'hnématopoiése.

Une délétion de SH2B3 associée a une surexpression du récepteur a I'lL7 distingue
un sous-ensemble de risque €élevé au sein des LAL-B. Cette anomalie est associée a
une anomalie d'IKZF1 (122).

Par ailleurs, les mutations de SH2B3 semblent plus fréquentes au sein des LAL Ph-
like (76).

e TBL1XR1, Transducin (Beta)-Like 1 X-Linked Receptor 1 3g26.31

TBL1XR1 code pour une F-box, protéine responsable de la régulation de I'hormone
nucléaire répresseur 1.

La fréquence de la délétion de TBL1XR1l est de 3% dans les LAL-B (123),
augmentée lors des rechutes a 11% des cas. Le plus fréquemment ces délétions de
TBL1XR1 sont observées en cas de t(12 ;21) (15% des cas) (124).

Cette délétion aboutit & une diminution du recrutement du N-CoR (nuclear receptor
corepressor) et de la sensibilité des géenes des glucocorticoides, ce qui résulte
finalement a une diminution de la signalisation des glucocorticoides provoquée par
laugmentation des niveaux de I'hormone nucléaire répresseur 1 et de l'histone
déacétylase 3 (HDAC 3).

La réduction de la signalisation des glucocorticoides dans les lignées TBL1XR1
appauvries donne lieu a une résistance a des agonistes des glucocorticoides, mais
pas a d'autres agents chimiothérapeutiques.

Un traitement par SAHA (Suberoylanilide Hydroxamic Acid), inhibiteur d’HDAC,
restaure la sensibilité a la prednisolone dans les cellules déplétées TBL1XR1 (125).

e TCF3, Transcription Factor 3 19p13.3

Le géne TCF3 code pour une protéine E jouant un réle crucial dans la lymphopoiése.
Cette protéine est requise pour le développement des lymphocytes B et T.

Sa délétion est le plus fréguemment retrouvée dans le cadre des
t(1;19)(g23;p13)/TCF3-PBX1 ou des exceptionnelles t(17;19)/TCF3-HLF.

e TOX, Thymocyte Selection Associated High Mobility Group Box 8g12.1

TOX régule le développement des lymphocytes T (126).
Ce gene est délété plus frequemment suite a une rechute (70,107).
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e VPREB]I, Pre-B Lymphocyte 1 22q11.22

VPREB1 est un géne impliqué dans le développement de la cellule B au stade
précoce. Ce géne code pour une chaine polypeptidique associée a la chaine Ig pu
pour former un complexe moléculaire exprimé sur la surface des cellules pré-B.

Les délétions de VPREB1 sont retrouvées dans environ 26% des LAL-B et sont
associées a un groupe de haut risque BCR-ABL1 (40%) (127) et BCR-ABL1-like
(34%) (93,128), mais aussi au sous groupe ETV6-RUNX1 (43-68%).
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V) Objectifs

Les techniques conventionnelles de cytogénétique et de biologie moléculaire ne
retrouvent aucune anomalie chez prés de 25% des patients atteints de leucémies
aigués lymphoblastiques. La caractérisation du caryotype par division cellulaire est
délicate, tandis que les techniques de recherche de transcrits par RT-PCR ou de
délétions focales d’/KZF1 par MLPA sont des techniques ciblées.

Une classification optimale des patients permet de délivrer un traitement de plus en
plus personnalisé afin de diminuer complications, rechutes et déces.

Nous étudierons donc I'apport de I'analyse SNP-array dans la prise en charge de ces
patients :

- d’'une part en comparant les résultats obtenus par cette approche en regard des
résultats retrouvés par les analyses conventionnelles,

- d’autre part en analysant les informations supplémentaires identifiées grace a cette
technique pangénomique de puce a ADN.

Par ailleurs, nous étudierons la corrélation des anomalies observées avec différents
parametres pronostiques, biologiques et cliniques.
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V) Matériel et Méthodes

A) Patients

L’étude présentée porte sur 151 patients (124 LAL-B et 27 LAL-T) dont le diagnostic
de LAL a été établi entre janvier 2014 et décembre 2015.

L’age des patients au diagnostic est compris entre 1 et 28 ans et 'dge médian est de
6 ans. Le ratio garconf/fille est de 1,29.

Ces patients étaient suivis a I'Hépital Jeanne de Flandre du CHRU de Lille
(n=69/151), aux Hospices Civils de Lyon au CHU de Lyon (n=45/151) et a I'Hopital
de la Timone de I'Assistance Publique des Hopitaux de Marseille (n=37/151)

(Figure 9).

Le travail réalisé s’est effectué a partir d’ échantillons de moelle osseuse et de sang,
recueillis sur tube EDTA et analysés par le laboratoire au moment du diagnostic.

30%. 46%
. / Lille
Patients Marseille
24% Lyon

Figure 9. Répartition géographique des patients de I'étude.

B) Isolements cellulaires

Afin de préparer les culots cellulaires en vue d’en extraire 'ADN, les leucocytes sont
isolés grace a un milieu de séparation Ficoll®, polyfluorocarbone liquide dont la
densité d=1,077 est supérieure a celle du plasma (d=1,006). L’échantillon déposé au
dessus du Ficoll® est centrifugé 5 minutes & 600G. L’anneau de leucocytes et le
surnageant sont transvasés dans un tube Falcon® de 50 mL dans lequel un tampon
de lyse est ensuite ajouté en quantité suffisante pour 40 mL. Aprés une incubation de
10 minutes a température ambiante, la suspension est centrifugée a 1 200G a 4°C
pendant 10 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot repris dans une solution de
lavage. Apreés une nouvelle centrifugation de 10 minutes a 4°C a 1 200G, le
surnageant est de nouveau éliminé et le culot est remis en suspension dans 10mL
de solution de lavage. Aprés passage au vortex, un aliquot de 200uL est préleve
pour la numération automatisée des leucocytes par le Pentra® Horiba. La suspension
est centrifugée 10 minutes a 4°C a 1 200G puis le surnageant est éliminé. La
qguantité de solution de lavage nécessaire est ajoutée a la préparation des culots de
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maniére a obtenir 5 millions de cellules par tube. On obtient ainsi une suspension de
volume connu contenant un nombre déterminé de cellules. Cette suspension est
aliquotée dans des tubes Eppendorf® de 2 mL. Enfin, les tubes Eppendorf® sont
centrifugés 4 minutes a 4°C a 4 800G. Le surnageant est de nouveau rejeté alors
gue les culots secs sont conservés a -80°C.

C) Extraction de ’ADN

L’extraction a été réalisée sur colonne QIAGEN® (QIAmp® DNA mini). Cette méthode
permet de purifier rapidement 'ADN sans le détériorer et d’obtenir des fragments
d’ADN d’une taille allant jusqu’a 50 kb (essentiellement des fragments de 20-30 kb).
La solution d’ADN obtenue est ensuite utilisable pour les techniques de PCR.

Cette extraction est constituée de plusieurs étapes successives :

- La lyse des cellules: Les échantillons sont lysés dans des conditions
dénaturantes, a 56°C pendant 30 minutes. Chaque culot sec est d’abord
repris dans 180 pl de tampon ATL. La lyse est ensuite réalisée en présence
de 20 pl de Protéinase K et de 200 pl de tampon de lyse (AL).

- La précipitation de 'ADN : Un volume de 200 pl d’éthanol absolu a froid sont
ajoutés afin d’optimiser la fixation de 'ADN a la membrane de la colonne. La
suspension obtenue est alors placée dans une colonne et centrifugée a
température ambiante 1 minute a 6000G. L’ADN est adsorbé sur la membrane
de silice alors que le lysat passe a travers la membrane sous I'effet de la force
centrifuge.

- Le lavage de 'ADN : Le filtrat est jeté et la colonne est lavée une premiere fois
par 500 ul de tampon AW1 et centrifugée a température ambiante 1 minute a
6000G, puis une deuxieme fois par 500 pl de tampon AW2 et centrifugée a
température ambiante 3 minutes a 20000G.

- L’élution : Enfin, la colonne est placée dans un tube Eppendorf® et éluée en
deux fois avec du tampon AE préalablement chauffé & 70°C puis centrifugée a
température ambiante 1 minute a 6000G. Cette derniére étape d’élution
permet d’obtenir 200 pl d’'une solution d’ADN.

D) Dosage de I’ADN

La concentration en ADN de la solution est dosée par spectrophotométrie au
Nanodrop® ou au DropSense® & une longueur d’onde A= 260 nm.

Aprés homogénéisation au vortex et centrifugation, 2 yL d’échantillon par puits dans
le Dropsnense® sont introduits puis dosés.

La quantité d’ADN des échantillons doit ensuite étre normalisée a 50 ng/pL.

La solution ainsi obtenue est conservée a -20°C jusqu’a utilisation pour la technique
Cytoscan® HD.
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E) Cytoscan® HD Affymetrix

1) Principe du SNP-array et caractéristique de la puce Cytoscan® HD

Le Cytoscan® HD est une méthode de SNP-array développée par Affymetrix®. Elle
consiste en une analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA), également
appelée « caryotype moléculaire », permettant ainsi d’étudier le génome dans sa
globalité.

Son niveau de résolution, de l'ordre de quelques kb, est bien supérieur a celui du
caryotype conventionnel qui est d’environ 5 a 10 Mb, pour la détection d’anomalies
déséquilibrées.

Dans le cas des blastes de LAL pour lesquels il est parfois difficile d’obtenir des
mitoses in vitro, cette technique se révele étre une aide précieuse dans
l'interprétation afin de confirmer les gains et les pertes que le caryotype a parfois du
mal a affirmer.

La puce Cytoscan® HD contient plus de 2,6 millions de marqueurs pour I'analyse du
nombre de copies incluant 1 900 000 anomalies du nombre de copies (CNA) et
750 000 polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP) ; ce qui recouvre donc la totalité
du génotype avec plus de 99% de précision.

Le principe repose sur les homologies de séquence d’ADN permettant I'identification
d’'un déséquilibre, perte ou gain, d’une ou plusieurs régions génomiques.

A la différence de la CGH-array (Hybridation génomique comparative), basée sur
I'hybridation génomique comparative entre deux prélévements, le SNP-array permet
'analyse de polymorphismes des nucléotides a partir d’'un unique prélévement. De
plus cette derniere techniqgue permet également la détection de disomies
uniparentales. Cette technologie ne permet cependant pas d’identifier les anomalies
équilibrées (translocations ou inversions) ni les mutations ponctuelles.

Les techniques de SNP-array révolutionnent le domaine de la cytogénétique, et
ouvrent la voie de la cytogénétique moléculaire grace a une détection rapide et fiable
des aberrations chromosomiques.

Cette technigue présente de trés bonnes spécificité, sensibilité et résolution, en
dépassant les directives communautaires de cytogénétique (129).

2) Technigue Affymetrix®

Apres isolement, extraction et dosage, les échantillons d’ADN sont ensuite amplifiés
avec le kit Affymetrix® selon les recommandations du fabricant.
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Les composants du kit sont détaillés dans le tableau ci-apres (Tableau 5) :

Tableau 5. Composants du kit Affymetrix®.

Label
Information

Part
Number

Qty

Affymetrix® GeneChip® Restriction and Ligation

Reagents
« Nspl 1 901718 40 L
10X Nsp I Buffer 1 901719 80 pL
100X BSA 1 901720 25 pL
Low EDTA TE Buffer 1 901697 24 mL
10X T4 DNA Ligase Buffer 1 901722 140 pL
T4 DNA Ligase 1 901723 110 pL
Water, Nuclease-Free 1 901781 10 mL
Aﬁymetrl:(@ GeneChip® Ligation Adaptors and 1 001749
Fragmentation Reagents
Pouch 1: Store in the Pre-PCR Room 1
Genomic DNA 1 900421 ?;'O“r']‘g /uL)!
50 puM Adaptor, Nsp I 1 900697 95 pL
PCR Primer, 002 1 901016 1 mL
Pouch 2: Store in the Post-PCR Room 1 [ ]
- GeneChip® Fragmentation Reagent 1 901010 45 pL
10X Fragmentation Buffer 4 900422 165 |rJLL
TdT 1 901154 200 uL
S5X TdT Buffer 1 900696 800 pL
30 mM DNA Labeling Reagent 1 900699 235 it
Oligo Control Reagent 0100 1 900541 92 pL
.!Lff'wnetrl:a(‘E Genechip® Hybridization Reagents 1 oo1s04 [
Hyb Buffer Part 1 1 901725 7.6 mL
Hyb Buffer Part 2 1 901726 691 pL
Hyb Buffer Part 3 1 901727 323 yL
Hyb Buffer Part 4 1 901728 46 pL
Affymetrix® GeneChip® Stain Reagents 1 901805 _
Stain Buffer 1 1 901751 20 mL
Stain Buffer 2 1 901752 20 mL
Affymetrix® GeneChip® Array Holding Buffer 1 901733 75 mL
Purification Beads 1 901807 22.2 mL
Affymetrix® Genechip® Purification Reagents 1 201826 _
Elution Buffer 1 901738 2 mL
Water, Nuclease-Free 1 901781 10 mL
Purification Wash Buffer 1 901372 N/AZ
Affymetrix® GeneChip® wash A 2 901680 1L
Affymetrix® GeneChip® Wash B 2 901681 1L

Afin d’effectuer les analyses, de I'éthanol absolu et le CloneTech Titanium® Tagq PCR
kit sont également nécessaires.

Lors de chaque série, 2 plaques de 12 échantillons soit 24 échantillons au maximum
peuvent étre techniqués.

L’obtention des résultats, a partir de 250 ng d’ADN (5 L a
jours de manipulation (Figure 10, Figure 11).

50 ng/uL), nécessite 4
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Figure 10. Etapes de la technique Cytoscan® HD Affymetrix.
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Figure 11. Workflow du Cytoscan® HD.

e Digestion par I’enzyme Nspl

Préparation du mix contenant 10 U (Unités) d’enzyme de restriction de type Nspl par

puits.

Digestion de I'ADN des patients durant 2h30 avec le programme « CytoScan

Digest » :

56



programme CytoScan Digest
37°C 120 min
65°C 20 min
4°C 2 min
4°C hold

e Ligation

Préparation du mix contenant 800U de DNA ligase et 750nL d’adaptateur Nspl 50uM
pour chaque puits.

Ligation durant 3h30 avec le programme « CytoScan Ligate » :

programme CytoScan Ligate

16°C 180 min
70°C 20 min
4°C 2 min
4°C hold

e PCR

Les produits de ligation issus d’'un échantillon de patients sont dilués puis déposeés
dans 4 puits, ce qui permet d’'obtenir 4 réactions d’amplification par patient et ainsi
augmenter la quantité d’ADN pour les étapes ultérieures.

Un seul couple d’amorces permet d’amplifier 'ensemble des fragments grace a la
séquence Nspl flanquée aux extrémités de chaque fragment.

La réaction d’amplification, d’'une durée d’'une heure, est contrblée par 2 pL de
Titanium Tag DNA Polymerase 50X avec le programme « Cytoscan PCR » :

programme Cytoscan PCR
94°C 3 min
94°C 30 sec
60°C 45 sec 30X
68°C 15 sec
68°C 7 min
4°C 2 min
4°C hold

b) Jour 2

e Pool des produits de PCR

Les produits issus d’'un méme échantillon de patient et contenus au sein des 4 puits
sont regroupés.
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e Electrophorése des produits amplifiés

La migration sur E-gel d’agarose 2% pendant 30 minutes permet de s’assurer des
bonnes réactions d’amplification et de ligation (Figure 12).

Les produits doivent avoir une taille comprise entre 150 et 2000 pb.

Si on obtient des bandes continues (appelées smear), la ligation et 'amplification se
sont effectuées correctement.

Si obtient un barreau d’échelle, la ligation et/ou 'amplification n’ont pas fonctionné.

Marqueur
de poids
moléculaire Patients Témoins

T

1025 3545586

Figure 12. Electrophorése permettant d'évaluer I'amplification et la ligation.

e Purification des produits de PCR

Ajout des billes dans chaque puit.
Des étapes de centrifugation, d’élution sur rack magnétique, de wash buffer
permettent un lavage des amplicons d’ADN.

e Dosage des produits de PCR

Aprés dilution au 1/10°™® (1pl d’ADN amplifié dans chaque puits pour le dosage + 9
ul Affymetrix® Nuclease-Free water), les concentrations en ADN sont dosées afin de
déterminer si elles sont suffisantes pour pouvoir effectuer I'analyse.

Pour une analyse optimale, la concentration en ADN doit étre supérieure a
3000ng/ul.

L’analyse ne pourra pas étre effectuée correctement si la concentration en ADN est
inférieure a 2500ng/ul.
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c) Jour 3

e Fragmentation

La fragmentation s’effectue a chaud pendant 1h avec 0,5U de DNASE | et 4,30 uL de
Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water avec le programme « Cytoscan-Frag » :

programme Cytoscan-Frag

37°C 35 min
95°C 15 min
4°C 2 min
4°C hold

e Electrophorése des produits fragmentés

Marqueur
de poids
moléculaire Patients Témoin

Figure 13. Electrophorése permettant d'évaluer la fragmentation.

La fragmentation est vérifiée sur E-gel 4% aprés 15 minutes de migration (Figure
13).
Les produits de fragmentation doivent avoir une taille comprise entre 25 et 125 pb.

e Marquage immunofluorescent

L’ADN fragmenté est marqué par la biotine grace a 105U de terminal-
déoxynucléotidyl transférase (TdT).
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Le marquage s’effectue a chaud pendant 4h30 avec le programme « Cytoscan-
Lab » :

programme Cytoscan-Lab
37°C 4h

95°C 15 min

4°C 2 min

4°C hold

Principe _du marquage (Figure 14) : la biotine est incorporée a des nucléotides
contenus dans la sonde. La streptavidine marquée a la FITC se lie avec une grande
avidité et une grande affinité a la biotine.

Une solution d’anticorps anti-streptavidine marqués a la biotine permet d’obtenir une
réaction de liaison en chaine conduisant a I'obtention un signal fluorescent important.

Streptavidine

marguée 3 la FITC
(tube ambré =tube1)
-o\fg .
o o

|::> Streptavidine

marquée a la FITC
(tube ambré =tube 1)

T ?.:E:;:. Biotine
ADN

1-wash A

2-washB

3- stain 1/ wash

4- stain 2 / wash

5-stain 1/ wash

6- buffer ( stabilisateur de la fluorescence )

Figure 14. Schéma de la réaction de marquage.

e Hybridation

L’hybridation est basée sur le principe de complémentarité des acides nucléiques.
Les puces sont hybridées dans un premier temps au sein des puits dans le
thermocycleur pendant 12 minutes.

CytoScan Hyb

95°C 10 min
49°C 2 min
49°C hold

60



Figure 15. Puce a ADN Cytoscan® HD Affymetrix.

Apres introduction des échantillons dans les biopuces (Figure 15), celles ci sont
placées au sein du GeneChip® Hybridization Four 645 (Figure 16). La réaction se
déroule alors a 50°C durant 16 a 20 heures.

Figure 16. GeneChip Hybridization®.

d) Jour 4
e Ringage

Les biopuces sont rincées dans I'appareil GeneChip® Fluidic Station 450 (Figure 17).

Figure 17. GeneChip® Fluidic Station 450.
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e Scannage

Les puces sont scannées dans 'automate (Figure 18).

Figure 18. Automate de scannage des biopuces.

Le signal détecté est fonction de la fluorescence.

e Création du fichier

Aprés le scannage (30 miniutes): on obtient pour chaque échantillon un fichier image
« .data » de 820 Mb/ Patient.

A la sortie du scanner, un alignement automatique de la grille et une compression au
format « .cel » permettent I'obtention d’un fichier de 67 Mb.

Enfin on récupere un fichier pour I'analyse dans ChAS (Chromosome Analysis Suite)
(20 minutes) « .cychp » de 122 Mb.
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3) Paramétres de qualité

Le logiciel permet de visualiser 3 données concernant la qualité de I'analyse (130) :

- la MAPD (Median Absolute Pairwise Difference) mesure la différence des ratio
logarithmiques de chaque paire de sondes adjacentes et la rapporte a la valeur
médiane.

Elle est donc insensible aux occasionnelles variations de signal. En revanche, son
augmentation est en faveur d’'une mauvaise qualité de 'ADN utilisé, de problémes
d’hybridation ou de lecture de la biopuce.

Sa valeur cible est inférieure a 0.25.

- le Waviness SD (Standard Deviation) est une mesure globale de la fluctuation du
signal. Contrairement au MAPD, il varie donc beaucoup en fonction des anomalies
geénétiques ponctuelles du prélévement exploré. C’est donc un mauvais indicateur
pour I'étude des cancers.

Sa valeur cible est inférieure a 0,12.

- Le SNPQC (Single Nucleotid Polymorphism Quality Control) mesure le degré de
séparation des différents génotypes AA, AB ou BB. L’observation d’absence
d’hétérozygotie est optimale lorsque sa valeur est élevée.

C’est un parametre qui est sensible a la qualité de 'ADN, aux étapes d’hybridation et
de lecture de la biopuce, mais également aux anomalies de grande taille de type
hyperdiploidie par exemple et a la présence d’anomalies sous-clonales.

Désormais, avec une nouvelle version de logiciel, il est possible de modifier sa
représentation afin de mieux visualiser les anomalies en cas de clone hyperdiploide.
Sa valeur cible est supérieure a 15.

En pratique, la qualité est jugée satisfaisante si la valeur du SNPQC est supérieure a
15 et celle du MAPD est inférieure ou égale a 0,25.
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F) Logiciel ChAS Chromosome Analysis Suite

Pour cette étude, le logiciel d'analyse d’une suite de chromosomes (ChAS) version
2.1 a été utilise.

On obtient une analyse cytogénétigue permettant de visualiser et résumer les
aberrations chromosomiques retrouvées sur I'ensemble du génome.

Le logiciel compare directement les anomalies ou variants observés a des bases de
données externes publiques telles que la base DGV (Database of Genomic Variants)
répertoriant des variants observés dans une population a priori non malade
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).

Les données concernant les tailles des anomalies, leurs coordonnées ainsi que les
genes inclus dans ces anomalies ont été déterminées par I'University of California
Santa Cruz (UCSC) Genome Browser hg19 et reprises par le logiciel ChAS.

Les aberrations étaient identifiées par une inspection visuelle du nombre de copies,
du log ratio et de I'expression allélique.

Des aberrations chromosomiques peuvent inclure :

- une perte ou un gain du nombre de copies.

- des disomies uniparentales, correspondant a des situations dans lesquelles les
deux chromosomes d'une méme paire chromosomique sont hérités du méme parent
(par opposition a la situation habituelle ou dans chaque paire, un chromosome est
recu du pere et 'autre de la mére). Par conséquent, seuls les genes transmis par ce
parent peuvent s'exprimer. Ces régions sont des zones d’instabilité chromosomique.
- un mosaicisme peut étre détecté, correspondant a un état dans lequel deux ou
plusieurs populations de cellules avec des génotypes différents coexistent chez
I'individu.
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Figure 19. Interprétation des CNA et SNP.

L’interprétation par SNP-array comporte deux étapes principales (Figure 19) :
- D’une part, I'évaluation du nombre de copies s’effectue grace au copy number
(CN):
- En situtation normale, 2 alléles sont présents pour chague géne donc CN = 2.
- En situation pathologique, les CN vont varier (CNV que I'on appellera CNA en
considérant qu’ils sont pathologiques):
o Sile nombre de copie est égal a 1, il s’agit d’'une délétion hémizygote
c’est-a-dire ne touchant qu’un alléle.
o Sile nombre de copies est égal ou supérieur a 3, il s’agit d’un gain.

- D’autre part, I'« expression allélique » reflete la distribution des alleles présentée
par une suite de genes. Elle est calculée comme étant la différence entre l'allele A et
I'allele B pour chaque SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Nous avons attribué la
valeur de 0,5 pour le premier type d’alléle noté A, et -0,5 pour le second type d’alléle
noté B. Pour un génome normal avec 2 alléles, les valeurs attendues pour chaque
géne sont donc :

- AA =1, en cas dhomozygotie A
- AB =0, en cas d’hétérozygotie AB
- BB =-1, en cas d’homozygotie B
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1) Interprétation des anomalies du nombre de copies (CNA)

Les microdélétions sont un mécanisme privilégié d’altérations géniques dans les LAL
(131-133). Elles résultent majoritairement de recombinaisons illégitimes,
conséquence d’erreurs du mécanisme normal de recombinaison V(D)J des génes
des immunoglobulines et du TCR (69).

s 2]

Situation normale Délétion hémizygote Amplification
CN =2 (normal) CNA=1 CNA=3

Perte d’hétérozygotie avec
variation du nombre de copies
(CNA)

Figure 20. Représentation schématique des différents types de pertes d’hétérozygotie

par anomalies du nombre de copies (CNA). Pour chaque position sont représentés I'alléle

d’origine maternelle (X) et I’alléle d’origine paternelle (Y). L’anomalie décrite concerne la 2°™°
position (noire).

Les CNA ont été retenues lorsqu’elles contiennent au moins 20 marqueurs et
mesurent au moins 20 kb (107).
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a) Situation normale
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Figure 21. Représentation schématique de I’expression allélique lors d'une situation normale
sans anomalie du nombre de copies ni perte d'hétérozygotie.

L’expression allélique est normale sans déséquilibre (Figure 21).

Le nombre de copies est stable et normal a 2 sur cette zone (CN = 2) (Figure 22).

La composante logarithmique du CN (qui permet d’évaluer rapidement une dérive)
est de fait également bien linéaire.
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Figure 22. Représentation par le logiciel ChAS d'une zone sans anomalie du nombre de copies
ni perte d'hétérozygotie.
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b) Délétion
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Figure 23. Représentation schématique de I’expression allélique lors d'une délétion
hémizygote.

L’expression allélique est déséquilibrée car un seul allele A ou B s’exprime
(Figure 23).

Le nombre de copies est diminué a 1 sur cette zone (CNA = 1) (Figure 24).
La composante logarithmique du CN est de fait inférieure a la ligne de base.
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Figure 24. Représentation par le logiciel ChAS d'une délétion hémizygote.
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c) Gain
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Figure 25. Représentation schématique de I’expression allélique lors d'un gain d’une copie.

L’expression allélique est déséquilibrée, en effet 3 alléles s’expriment (Figure 25).

Le nombre de copies est augmenté au nombre de 3 sur cette zone (CNA = 3) (Figure
26).

La composante logarithmique du CN est de fait supérieure a la ligne de base.
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Figure 26. Représentation par le logiciel ChAS d'un gain d’une copie (ici en mosaique).
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2) Interprétation des disomies uniparentales (UPDs)

L’intérét des puces SNP-array par rapport aux puces de CGH-array repose sur leur
capacité a détecter les pertes d’hétérozygotie sans variation du nombre de copies ou
UPDs (Disomies uniparentales).

Les SNPs correspondent a une variation d’'un seul nucléotide sans aucune incidence
sur le phénotype. Leur intérét repose sur la possibilité de pouvoir ainsi différencier
les deux alleles d’'une méme région du génome, lI'un étant d’origine maternelle,
I'autre d’origine paternelle.

Les UPDs correspondent bien souvent a des zones d’instabilité génétique.
L’identification d’'une UPD dans une tumeur indique trés souvent la duplication d’'un
géne compris dans cette région et touché par une mutation.

Leur détection est intéressante pour cibler les génes a séquencer. Par exemple, les
UPDs 13912 ou 11923 accompagnant des mutations de FLT3 ou CBL (Cbl Proto-
Oncogene) sont bien connues dans les LAM (134,135).

La fréquence des UPDs identifiées dans les LAL est trés variable selon les études et
les mutations bialléliques n’ont été que trés rarement rapportées (136).

Notre expérience montre que les UPDs sont relativement rares. Toutefois, en
'absence d’analyse de '’ADN germinal en paralléle, linterprétation des UPDs et
notamment la détermination de leur caractere acquis reste difficile.

En pratique, nous avons donc retenu les UPDs de taille supérieure 10 Mb et les
UPDs télomériques (jamais retrouvées chez des individus sains en absence de
consanguinité) (137).

e 87

Situation normale 2 copies identiques 2 copies identiques
CN =2 (normal) CN =2 (normal) CN =2 (normal)

|

Perte d’hétérozygotie sans variation
du nombre de copies (UPD)

Figure 27. Représentation schématique des différents types de pertes d’hétérozygotie
sans variation du nombre de copies (UPD). Pour chaque position sont représentés I'alléle
d’origine maternelle (X) et I’alléle d’origine paternelle (Y). L’anomalie décrite concerne I'alléle
en 2°™ position (noire).
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Figure 28. Représentation schématique de I’expression allélique lors d’une perte

L’expression allélique est déséquilibrée car ce sont les 2 mémes alleles

— NSNS OSINeNNt 00NN eteen® BB

-
3

d’hétérozygotie sans anomalie du nombre de copies.

s’expriment (Figure 28).

Le nombre de copies est stable et normal a 2 sur cette zone (CN = 2) (Figure 29).

La composante logarithmique du CN est de fait également bien linéaire.
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Figure 29. Représentation par le logiciel ChAS d'une perte d’hétérozygotie

sans anomalie du nombre de copies.

qui
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VI) Résultats

A) Anomalies du nombre de copies détectées

L’analyse par SNP-array a permis la mise en évidence d’un nombre important
d’anomalies du nombre de copies (CNA) des genes : 563 délétions et 587 gains soit
un total de 1150 CNA.

Délétions

6% _—
<1Mb

m1-5Mb
5-10Mb
> 10Mb

55%

20%

Figure 30. Répartition des anomalies du nombre de copies
détectées par SNP-array en fonction de la taille.

Les tailles des anomalies observées étaient hétérogénes de 21 kb & 247 Mb.

Les gains retrouvés étaient majoritairement de grande taille car ils concernaient
principalement des patients hyperdiploides avec des gains entiers de chromosomes.
De nombreuses anomalies cryptiques, de taille inférieure a la résolution du caryotype
(5 Mb), ont été retrouvées parmi les délétions, les microdélétions étant en effet un
mécanisme privilégié d’altération génique dans les LAL (Figure 30).
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Figure 31. Fréquence des altérations d’intéréts les plus fréquemment retrouvées
en fonction des génes chez I'ensemble des patients de I'étude. En vert les délétions identifiées
également par MLPA, en bleu les altérations uniquement retrouvées par SNP-array.

Parmi les délétions d’intérét récurrentes (Figure 31) les délétions de CDKN2A/B sont
les plus fréquentes avec 28% des cas (41/151), suivies des délétions de PAX5
identifiées dans 18% des cas (26/151), puis de ETV6 et IKZF1 retrouvées dans 16%
des cas (24 et 23/151 respectivement).

Les délétions VPREB1, présentes dans 13% des cas (19/151), sont les plus
fréquentes parmi celles qui ne sont pas recherchées par MLPA.

Les amplifications intrachromosomiques du chromosome 21 (8/151) et les délétions
de ERG (7/151), non recherchées par MLPA, sont retrouvées dans 5% des cas.

Des délétions localisées des génes CREBBP (16pl13) 7/151, HIST1H1E (6p22.2)
4/151 ainsi que des genes LRRC8C (1p22.2), ERBB4 (2g34), PLEKHG1 (60g25.1),
THSD7A (7p21.3) et CYP2C18 (g23.33) dans 2/151 cas, ont également été
retrouvées mais leur intérét dans la leucémogénese des LAL reste a démontrer.

Par ailleurs, des délétions récurrentes du bras long du chromosome 5 ont pu étre
détectées dans 3/27 cas, soit 11% des patients avec une LAL-T. lls possédaient tous
les trois une délétion terminale 5935.1-5035.3 non vues en cytogénétique.

B) Disomies uniparentales détectées

L’étude a permis de mettre en évidence que 33% des patients (50/151) présentaient
des disomies uniparentales (UPDs) selon les criteres retenus, a savoir les UPDs de

taille supérieure a 10 Mb et/ou les UPDs télomériques. Certains patients en
présentant plusieurs, le nombre total d’'UPDs détectées est de 131. Les UPDs
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retrouvées étaient localisées pour la plupart sur le chromosome 9 et concernaient
notamment les genes PAX5 (9pl13) 14/151, CDKN2A (9p21) 13/151, et CDKN2B
(9p21) 14/151.

C) Caryogrammes

A partir des données de CNA récupérées suite aux analyses SNP-array, nous avons
pu réaliser une analyse fine des délétions impliquées au sein des LAL.

Les 22 chromosomes autosomiques ainsi que les 2 chromosomes sexuels sont
représentés grace au logiciel IdeogramBrowser.
Chaque trait vertical correspond & une anomalie chez 1 patient.

Amplification Délétion Disomie uniparentale

1) Caryogramme reqroupant tous les patients de I’étude
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L’analyse est difficile car trop d’'informations se chevauchent pour les 151 patients.
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Figure 32. Caryogramme de tous les patients de I’étude.
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2) Caryogramme des patients hyperdiploides
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Nous observons que pour les 43 patients hyperdiploides les gains des chromosomes
entiers sont bien objectivés mais cette population ne présente pas/peu d’anomalies
cryptiques (Figure 33).

1 Chr. 2 chr.
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Figure 33. Caryogramme des patients hyperdiploides.

Ce sont les mémes chromosomes qui sont le plus souvent dupliqués chez ces
patients hyperdiploides : 4, 6, + 8, 10, 14, 17, 18, 21, X.
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3) Caryogramme des patients non hyperdipoides
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Figure 34. Caryogramme représentant les altérations du nombre de copies des génes des
patients non hyperdiploides.
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Sans les patients hyperdiploides, le caryogramme apparait plus clair : il permet la
visualisation des anomalies récurrentes (Figure 34).

D) Comparaisons

1) Avec le caryotype conventionnel

Tableau 6. Comparaison des résultats du caryotype conventionnel et du Cytoscan® HD.

150 151
118 145
10 4
22 2

Pour le caryotype conventionnel :

- Succes : Le caryotype a pu étre rendu de maniere fiable avec au moins 20
meétaphases normales ou au moins 2 métaphases anormales.

- Médiocres : La pousse s’est avérée compliquée. Les anomalies sont difficiles a
voir, certaines peuvent ne pas avoir été observées.

- Echecs : Moins de 20 métaphases normales ou moins de 2 métaphases anormales
ont pu étre observées.

Pour le Cytoscan :

- Succes : SNPQC > 15 et MAPD < 0,25, bonne visualisation des anomalies.

- Médiocres : SNPQC < 15 ou MAPD >0.25 : quatre examens (non hyperdiploides,
MAPD < 0.25) présentaient un SNPQC compris entre 10 et 15, pour lesquelles la
sensibilité de détection des anomalies est donc moindre.

- Echecs : Impossibilité d’interprétation des caryotypes car trop d’instabilité et
d’approximation dans la représentation sur le logiciel ChAS (SNPQC trés bas MAPD
élevé), ou anomalies non vues par SNP-array visualisées par le caryotype
conventionnel.
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2) Avec la biologie moléculaire

Tableau 7. Comparaison des résultats de MLPA et du Cytoscan® HD.

97% (113/117)

3% (4/117)

La MLPA est 'amplification multiplex de sondes dépendant d'une ligation. Elle
correspond a une PCR avec plusieurs cibles. Deux sondes peuvent s’associer pour
former une sonde complete, cependant cette association ne s’effectue qu’en
présence de la séquence cible d'ADN compléte et correcte. La quantité de sonde
compléte, et par conséquent la quantité du produit de PCR finale, permet de
déterminer s’il y a dans I'échantillon d’ADN a tester une délétion ou une duplication.

De méme, le Cytoscan® HD par approche SNP-array permet, entre autres, de
détecter des gains ou des délétions.

Le Cytoscan® HD a permis de trouver dans 113/117 cas soit 97% des cas (Tableau
7) les mémes exons deélétés que ceux retrouveés en MLPA. De plus, de nombreuses
autres anomalies ont pu étre retrouvées car I'approche SNP-array est
pangénomique.

La MLPA, utilisée au diagnostic de LAL-B au CHRU de Lille, présente I'avantage
d’étre plus précise pour les exons délétés (en particulier pour la delétion d’'IKAROS)
ou gagnés. De plus, la MLPA est plus sensible ce qui peut contribuer a expliquer les
4 cas discordants (Tableau 8).

Tableau 8. Cas des délétions retrouvées en MLPA et pas en Cytoscan® HD.

Résultats MLPA
Patient Génes délétas Exons Signal Blastose médullaire Interprétation
34 ETVE 5 053 97% Deélétion trop courte
' {un seul exon)
3 0,73
IKZF1 5 0,68
56 264 g';z 0% Anomalies sous clonales
RB1 !
26 0,54
EBF1 16 0,77
81 RB1 %g g';i 80% Anomalie sous clonale
4 0,76
106 IKZF1 6 0,75 85% Anomalie sous clonale
7 0,78
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E) Classification des patients

1) Classification avant Cytoscan® HD

Avant I'utilisation du Cytoscan® HD par technique SNP-array, 10% des patients de
I'étude étaient en échec de classification car il n'avait pu étre mis en évidence ni

transcrit ni réarrangement, et le caryotype était en échec.
Par ailleurs, on dénombrait 20% de LAL-B « others » (Figure 35).

Classification avant le Cytoscan

HOX11L2
HOX11 iploi
SIL-TAL 4% Hypoil;?lmde Ig}j
1% o 1%
‘ / Hyperdiploide

25%

Echec

10%

Tetraploide

1%

BCR-ABL

2%
E2A-PBX1 B others
4% 20%

KMT2A ETV6-RUNX1 iamp21
6% 11% 4%

Figure 35. Classification des patients de I’étude avant I'utilisation du Cytocan® HD
(en rouge les échecs de classicfication et les B « others », en bleu les LAL-T).
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2) Apport du Cytoscan® HD dans la classification

Le Cytoscan® HD a permis de reclasser 29 patients (29/151 soit 19%) : 15 patients
en échec de classification (Tableau 9) et 14 patients auparavant classés parmi les B
« others » pour lesquels les altérations n’avaient pas pu étre vues par les techniques
conventionelles (Tableau 10).

Tableau 9. Classification par Cytoscan® HD des patients auparavant en échec.

Patients Avant Cytoscan Apres Cytoscan
ECHEC Hyperdiploide
ECHEC T others
ECHEC T others
ECHEC Ph like
ECHEC T others
ECHEC DelERG
ECHEC Hyperdiploide
ECHEC T others
ECHEC B others
ECHEC B others
ECHEC B others
ECHEC B others
ECHEC Hyperdiploide
ECHEC B others
ECHEC B others

Tableau 10. Nouvelles anomalies détectées par Cytoscan® HD
(en bleu la qualité du caryotype était médicore).

Patients Avant Cytoscan Aprés Cytoscan
B others DelERG
B others Ph like
B others DelERG
B others Ph like
T others SIL-TAL
B others DelERG
B others iamp21
B others Hyperdiploide
B others DelERG
B others Ph like
B others DelERG
B others iamp21
B others Hypodiploide
B others Ph like
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Les iIAMP21, les délétions de ERG et les transcrits Ph-like sont 3 grandes catégories
oncogénétiques de LAL récemment admises qui peuvent étre détectées par
SNP-array. Auparavant ces patients étaient frequemment classés au sein des LAL-B
« others ».

Cette catégorisation présente un intérét pronostique et de stratification
thérapeutique.

a) Amplification intrachromosomique du chromosome 21

a0 b

g T WITSVEPRR rr———— W )
y A o ’ [T

Géne RUNX1

Figure 36. Gain de matériel génétique incluant RUNX1 et délétion télomérique
du chromosome 21 observés par SNP-array
objectivant une amplification intrachromosomique du chromosome 21.

L’amplification sur le chromosome 21 inclut le gene RUNX1 avec au moins 5 copies
de ce gene (138) (Figure 36).

La délétion télomérique sur le bras long permet de confirmer le diagnostic.

Sa recherche est possible en FISH mais parfois difficile et non systématiquement
réalisée dans certains centres.

Dans notre cohorte, cette anomalie a été retrouvée chez 8 patients dont 2
uniquement grace au Cytoscan® HD.
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b) Délétion ERG
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Figure 37. Perte de matériel génétique observée par SNP-array
correspondant a une délétion localisée de ERG sur le chromosome 21.

Cette délétion a été retrouvée chez 7 patients (dans 1/7 cas, il s’agissait d’'une
délétion secondaire puisque cette patiente présentait un réarrangement KMT2A).

c) Transcrits BCR-ABLL1 like

L’analyse SNP-array permet également d’identifier des réarrangements de type
BCR-ABL1-like (Figure 38), lors d’anomalies du nombre de copies impliquant des
genes codant pour des kinases notamment. Tous ces cas sont explorés
parallélement par une technique complémentaire de détection de transcrits de fusion
la RT-MLPA (139).

Classe des fusions ABL Classe des fusions JAK

Inhibiteurs : imatinib, dasatinib Inhibiteur : ruxolitinib

nd , exonl ABL1 PAXS5 exon 5 . exon 19 JAK2
[ Paired-box domain
[ Tyrosine kinase domain
e dom:
EBF1 exon14 , exon1l PDGFRB P2RY8exon1 , exon1 CRLF2

on coding re

2] oMA binding domain
[ immunoglobulin-like fold
B Helix-loop-helix

O Tyresine kinase domain

Figure 38. Transcrits de fusion BCR-ABL1-like retrouvés parmi les patients de |'étude.
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Ce type d’anomalie a été caractérisé chez 5/151 patients de notre étude :

-15
-1
A1-2015-sem12-LALdiag-L1500045_(CytoScanHD _Array).nad3.cyhd.cychp: Allele Peaks
PDGFRB-EBFI -15
A0S
o0
15
PDGFRB

Figure 39. Délétion de matériel chromosomique entre PDGFRB et EBF1
observée par SNP-array en faveur d’une fusion PDGFRB-EBF1 (Patient 30).

Patient 30 (Figure 39): Jeune file de 12 ans présentant une LAL-BIII,
hyperleucocytaire a 650 G/L, sans envahissement neuro-méningé au diagnostic. Le
caryotype était en échec par technique conventionnelle mais I'étude SNP-array
retrouvait un caryotype de type 46,XX,del(5)(q32). Des délétions au niveau de
PDGFRB et EBF1 ont ainsi été retrouvées, faisant évoquer un transcrit de type
PDGFRB-EBF1, confirmé par RT-MLPA. La patiente était traitée selon le protocole
EORTC 58081 bras VHR. Elle était corticorésistante mais chimiosensible. Le
traitement d’entretien était associé a l'imatinib (Glivec®) auquel il a été attribué des
cytopénies qui n’ayant toutefois pas empéché le maintien de ce traitement. Elle était
toujours en réponse compléte a 18 mois du diagnostic.

Patient 47 : Jeune homme de 23 ans présentant une LAL-BIl sans envahissement
neuro-méningé. Le caryotype de qualité médiocre par technique conventionnelle était
normal. L’étude par SNP-array retrouvait un caryotype de type 46,XY,del(5)(q32). La
délétion du bras long du chromosome 5 était localisée entre les genes PDGFRB et
EBF1. La RT-MLPA confirmait la présence de ce transcrit de type PDGFRB-EBFL1.
Le patient était traité selon le protocole GRAAL 2005. Il était corticorésistant et
chimiorésistant. Le patient recevait une consolidation selon le GRAALL 2014 a
laquelle de I'imatinib (Glivec®) était associé avant la greffe. Il était en réponse compléte
3 mois apres sa greffe, soit a 10 mois du diagnostic.
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Figure 40. Gain de matériel chromosomique au niveau de JAK2 et de PAX5
observé par SNP-array permettant de suspecter la fusion PAX5-JAK2 (Patient 139).

Patient 139 (Figure 40) : Jeune fille de 5 ans présentant une LAL-BIIl a caryotype
46,XX,add(19)(p13), hyperleucocytaire et présentant un envahissement neuro-
méningé au diagnostic. Des gains focaux de JAK2 et PAX5 étaient retrouvés par
SNP-array, faisant suspecter un transcrit de fusion de type PAX5-JAK2, confirmé par
RT-MLPA. La patiente était traitée selon le protocole EORTC 58081 bras AR2 sans
changement thérapeutique. La maladie était corticosensible et chimiosensible. Elle
était toujours en réponse complete a 17 mois du diagnostic.

-
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Figure 41. Gain de matériel chromosomique au niveau d’ABL1
observé par SNP-array permettant de suspecter un transcrit de fusion de type BCR-ABL1-like
(Patient 85).

Patient 85 (Figure 41) : Jeune homme de 19 ans présentant une LAL-BI a caryotype
complexe (plus de 3 anomalies cyogénétiques) hyperleucocytaire sans
envahissement neuro-méningé. Un transcrit impliquant ABL1 était suspecté en SNP-
array car un gain focal d’ABL1 (9g34) était retrouvé. Il n’existait pas d’argument pour
I'identification du géne partenaire. La RT-MLPA permettait l'identification d’un
transcrit de fusion de type ETV6-ABLL. Le patient était traité selon le protocole
GRAAL 2005 mais s’aveérait étre corticorésistant, chimiorésistant et rechutait. Un
traitement de rattrapage par imatinib (Glivec®) était instauré mais a devait &tre arrété
en raison d’une forte hépatotoxicité. Une deuxieme allogreffe de CSH est envisagée.

Par ailleurs, il est a noter qu'une délétion débutant a ABL1 de 4,9 Mb (9933.3-
9934.12) a été identifiée chez le patient 102, sans qu’un transcrit de fusion
impliquant ABL1 n’ait pu étre mis en évidence jusqu’a présent.
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Figure 42. Délétion de matériel chromosomique entre CRLF2 et P2RY8
observée par SNP-array en faveur d’une fusion CRLF2-P2RY8 (Patient 29).

Patient 29 (Figure 42): Jeune fille de 6 ans présentant une LAL-BIl non
hyperleucocytaire et sans envahissement neuro-méningé. Le caryotype retrouvait
une trisomie 21 constitutionelle. L'étude par SNP-array retrouvait cette méme
anomalie. De plus, une délétion localisée au niveau de la région pseudoautosomale
Xp22.33 du chromosome X suggérait la présence d’un transcrit de fusion de type
P2RY8-CRLF2, confirmé par RT-MLPA. La patiente était traitée selon le protocole
FRALLE A. Elle était corticosensible et chimiosensible et en réponse complete a 11
mois du diagnostic.
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3) Classification aprés Cytoscan® HD

La classification des patients suite a [I'utilisation par SNP-array a permis de
catégoriser les patients de la maniére suivante (Figure 43) :

1 Phike  iamp21 Classification aprés Cytoscan
Hypodiploide _ 1% 3% Del ERG

1% [5% / 4%

HOX11L2

Hyperdiploide
4%

HOX11 28%

2%
SIL-TAL __—%
1%
NOST
9%
Echec
0%

Tetraploide
1%
BCR-ABL1
2%

B others
17%
E2A-PBX1 KMT2A ETV6-RUNX1
4% 5% 11%

Figure 43. Classification des patients de I’'étude suite a I'utilisation du Cytoscan® HD
(en rouge les échecs, les B « others » et les nouvelles catégories oncogénétiques
détectées par SNP-arrays, en bleu les LAL-T).

Avec I'apport du SNP-array, nous ne retrouvons aucun cas d’échec de classification
car un caryotype ou des transcrits ont toujours pu étre définis.

Certains cas de LAL-B «others» ont pu étre reclassés dans des groupes de
pronostic bien distinct permettant d’établir un traitement adapté. Pour les LAL-B
« others » restantes, le SNP-array a permis d’identifier de nouvelles altérations
génétiques associées a un score pronostique (118).

Une difficulté de classification subsiste pour les LAL-T.
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F) Paysage génétigue

1) Patients hyperdiploides

La détermination du paysage génétique par SNP-array des LAL-B classées selon
'OMS 2016 a permis de mettre en évidence que la nature et la fréquence des
altérations génétiques sont associées au sous type de LAL.

Tableau 10. Paysage génétique des patients hyperdiploides.

Hyperdiploide

Développement lighée B

Del IKZF1 (7p12)
Del PAX5S (9p)

Del ETV6 (12p13)
Del VPREB1 (22q11)
Del EBF1 (5g33)

Del ELF1 (13q13)
Del LEF1 (4g25)

Voie de Tyrosine kinase

Del PAR1

Réponse aux médicaments

Del TBL1XR1 (3926)
Del NR3C1 (5¢g31)
Del NR3C2 (4q31)

Apoptose

Del BTG1 (12g21)

Marqueurs lymphoides

Del BTLA (3q13)
Del TOX (8q12)

Suppresseur de tumeur

el CORNGATE B sSeiaveRs assTsIawT A s v s s s s

Del RB1 (13q14)
Del PTEN (10q23)
Del PHF6 (Xq26)

Régulation transcriptionelle

hématopoiese

Gain MYB (6G23)
Del ERG (21q22)

Lymphopoiese

Del TCF3 (19p13)

e Peu de délétions sont retrouveées au sein des patients hyperdiploides avec
seulement 11/42 patients (Tableau 10).
De plus, au maximum deux délétions par patient sont identifiées et ne
touchent pas des génes dont I'impact pronostique est clairement reconnu.
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2) Patients non hyperdiploides

Tableau 11. Paysage génétique des patients non hyperdiploides.

IAMP21 B others Ph like | Del ERG

Développement lignée B

Del IKZF1 (7p12)
Del PAX5 (9p)

Del ETV6 (12p13)
Del VPREB1 (22q11)
Del EBF1 (5q33)
Del ELF1 (13q13)
Del LEF1 (4q25)

Voie de Tyrosine kinase

Del PAR1

Réponse aux médicaments

Del TBL1XR1 (3q26)
Del NR3C1 (5q31)
Del NR3C2 (4g31)

Apoptose

Del BTG1 (12g21)

Marqueurs lymphoides

Del BTLA (3q13)
Del TOX (8g12)

Suppresseur de tumeur

DeICDKN2AJB{9p21]bkh
Del RB1 (13q14)
Del PTEN (10g23)
Del PHF6 (Xq26)

T -hl}'l"i
' K

Regulation transcriptionelle

hématopoiese

Gain MYB (6g23)
Del ERG (21q22)

S I | I— ____Jr _____

Lymphopoiese

Del TCF3 (19p13)

S ____{IIIIH

RUNX1-ETV6 KMT2A TCF3-PBX1

Développement lignée B

Del IKZF1 (7p12)
Del PAX5 (9p)

Del ETV6 (12p13)
Del VPREB1 (22q11)
Del EBF1 (5933)
Del ELF1 (13q13)
Del LEF1 (4g25)

Voie de Tyrosine kinase

Del PAR1

Réponse aux médicaments

Del TBL1XR1 (3q26)

Del NR3C1 (5q31)
Del NR3C2 (4q31)

Apoptose

Del BTG1 (12921)

Margueurs lymphoides

Del BTLA (3q13)
Del TOX (8q12)

Suppresseur de tumeur

Del CDKN2A/B (9p21) bi

Del RB1 (13q14)
Del PTEN (10923)
Del PHF6 (Xq26)

I"'I—I"I—"Jlll __________ L

Regulation transcriptionelle

Gain MYB (6g23)

hematopoiese

Del ERG (21¢22)

Lymphopoiese

Del TCF3 (19p13)




Les patients présentant une translocation de type
t(12;21)(p13;922) ; RUNX1-ETV6 présentent de multiples délétions (Tableau
11).

En majorité, ces délétions concernent des genes impliqués dans le
développement de la lignée B.

Des délétions au niveau des genes se rapportant a la réponse aux
médicaments, et du gene suppresseur de tumeur CDKN2A/B sont également
retrouvées. On peut noter la possibilité de détecter des délétions au niveau du
géne ETV6 (8/16 cas), pouvant orienter vers ce type de classification.

Les délétions sont peu nombreuses pour les patients possédant une
amplification intra-chromosomique au niveau du chromosome 21, hormis
celles concernant les genes ETV6 et RB1.

Il est a noter la similitude de profil génomique en SNP-array entre les patients
présentant une translocation t(9;22)(q34;q11.2) ; BCR-ABL1 et les patients
Ph-like. On constate notamment la présence de délétions au niveau des
géenes IKZF1, PAX5 et CDKN2A/B.

Les LAL-B « others » présentent également volontiers des délétions de genes
impliqués dans le développement de la lignée B tels que IKZF1 ou PAX5.

Les patients délétés ERG présentent tous au moins une anomalie secondaire
associée, majoritairement parmi les génes impligués dans le développement
de la lignée B.

Les patients avec t(v;11g23) ; réarrangement KMT2A (MLL) présentent peu
d’anomalies secondaires, hormis des délétions IKZF1, PAX5 ou
ELF1 (2/7 cas). Il est a noter un cas de délétion de ERG, anomalie sous-
clonale secondaire dans ce cas.

Enfin, les t(1;19)(g23;p13.3) ; TCF3-PBX1 présentent tres peu de délétions.

On peut noter la possibilité de détecter des délétions au niveau du géne TCF3
(4/7 cas), pouvant orienter vers ce type de classification.
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G) Pronostic

Nous avons étudié la rechute des patients en fonction de différents parametres
pronostiques, cliniques et biologiques (Tableau 12).

Tableau 12 Patients ayant rechuté et leurs facteurs pronostiques associés

(en rouge les anomalies, en gris NR : non renseigné).

Sexe M M M M M M F M F
AEe diag 3 0 14 19 16 4 7 9 1
EGIL BIII Bl BllI Bl Bl Bl TI/IV TIV BIV
Classification KMT2A |KMT2A] iamp21 Ph like B others KMT2A | T others] HOX11L2 | KMT2A
Atteinte SNC Oui Non Oui Non Non Non Oui Non Oui
GB 73,5 977 2,9 83 1 375 580 33 740
Corticorésistance Non Oui ] Ineévaluable Oui Inévaluable Non Oui Non Non
MRD1 Neg Pos Pos Neg Neg NR NR Pos Neg
MRD2 Neg Pos Neg Pos Neg NR NR Pos Pos
Déces Non Oui Non Non Non Qui Oui Non Qui
CDKN2A/B X X X X X
IKZF1 X X X X
Delétions PAXS X X al X X
récurrentes VPREB1 - - -
ETV6 X
ELF1 X X
TCF3 X

Parmi les 149 patients inclus dans cette étude, seuls 9 ont rechuté. Cependant, des

tendances ont pu mettre en exergue certaines corrélations entre les rechutes et :

- Les réarrangements de KMT2A p=0.001 (Tableau 13).

Tableau 13. Etude des rechutes en fonction des translocations KMT2A.

Rechute
. Total
Oui Non
Oui 4 4 8
Translocation KMT2A Non 5 136 141
Total 9 140 149
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- Les délétions de PAX5 p=0.050 (Tableau 14).

Tableau 14. Etude des rechutes en fonction des délétions de PAX5.

Rechute
- Total
Oui Non
Oui 4 22 26
Délétion PAX5 Non 5 118 123
Total 9 140 149

- Les délétions d’'IKZF1 p=0.028 (Tableau 15).

Tableau 15. Etude des rechutes en fonction des délétions d'IKZF1.

Rechute
. Total
Qui Non
Oui 4 18 22
Déletion IKZF1 Non 5 122 127
Total 9 140 149

- La maladie résiduelle n°1 (MRD1) p= 0.001 (Tableau 16).

Tableau 16. Etude des rechutes en fonction de la MRD1.

Rechute
- Total
Qui Non
Positive 3 2 5
MRD1 Négative 4 125 129
Total 7 127 134

- La maladie résiduelle n°2 (MRD2) p<0.001 (Tableau 17).

Tableau 17. Etude des rechutes en fonction de la MRD2.

Rechute
- Total
Qui Non
Positive 4 3 7
MRD2 Negative 3 120 123
Total 7 123 130

Les réarrangements de KMT2A, les délétions de IKZF1 ou de PAX5, et une maladie
résiduelle positive a J35 et 70 seraient donc associés a un risque de rechute élevé
dans les LAL, comme cela a déja été démontré sur des cohortes plus importantes

(41,59,85).

91



VIl) Discussion

La caractérisation des anomalies cytogénétiques et moléculaires est déterminante
dans la prise en charge des patients atteints de LAL. Cette recherche s’effectue
encore la plupart du temps par la détermination du caryotype par cytogénétique
conventionnelle et par la recherche de délétions ciblées par biologie moléculaire.
Cependant, depuis quelques années, I'approche SNP-array offre de nouvelles
perspectives.

L’objectif de notre travail a été d’évaluer I'apport de cette technique dans la prise en
charge des LAL de I'enfant et de I'adulte jeune. Nous avons ainsi pu exploiter les
données de 151 patients diagnostiqués depuis le début de la mise en place de cette
technique au laboratoire d’Hématologie du CHRU de Lille début 2014 jusqu’a la fin
de 'année 2015.

Cette étude confirme tout d’abord que la cytogénétique médicale est en pleine
révolution. Si la cytogénétique conventionnelle reste 'examen de référence pour la
détermination des caryotypes, les nouvelles technologies pangénomiques de type
SNP-array et CGH-array ouvrent de nouvelles possibilités car elles sont fiables et
hautement résolutives. En effet, la technologie SNP-array présente I'avantage d’étre
réalisée a partir d’ADN sans nécessité de culture cellulaire ; cette étape est
nécessaire pour le caryotype conventionnel mais souvent difficile dans le cas des
LAL.

L’approche SNP-array démontre par ce travail un taux d’échec bien moindre (2/151
versus 22/150) pour la détection d’anomalies cytogénétiques. Nous avons ainsi pu
établir un caryotype pour les 22 patients en échec en cytogénétique conventionnelle,
et pu confirmer voire compléter les 10 caryotypes dont la définition était médiocre.
Deux analyses d’échantillons par SNP-array n’ont pas abouti a des résultats
interprétables. Le prermier cas s’explique par une blastose médullaire faible a
hauteur de 20% (seuil de sensibilité fournisseur d’au moins 20% des cellules et plutét
30% entre nos mains), et le second cas par un ADN dégradé du fait d'une mauvaise
hybridation liée a une puce défectueuse (les électrophoréses de contrdle pour
I'amplification/ligation et la fragmentation étaient trés bonnes tandis que les contrbles
de qualité d’hybridation du logiciel ChAS étaient tous trées mauvais : SNPQC =
0,012 ; MAPD = 0,649 ; Waviness = 0,139).

Par ailleurs, de nombreuses délétions ont été retrouvées. 75% d’entre elles étaient
cryptigues car de taille inférieure a 5Mb et donc non visibles par cytogénétque
conventionnelle. Il s’agit la d’une réelle plus-value de la technique SNP-array,
particulierement dans le cadre des LAL-B ou les microdélétions représentent un
mécanisme de leucémogeénese récurrent (97). Ces délétions concernent notamment
des genes impliqués dans le développement de la lignée B (IKZF1, PAX5, ETV6,
TCF3, ERG...), dans la réponse aux médicaments (TBL1XR1, NR3C1, NR3C2) et
des genes suppresseurs de tumeurs (CDKN2A/B, RBL1...). Certains de ces génes
ont d’'ores et déja un impact pronostique avéré : les délétions isolées des geénes
IKZF1, EBF1 ou RB1 sont associées a un pronostic défavorable, tandis que celles
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concernant les génes ERG, ETV6 ou BTG1 sont favorables (87,118,123). En ce qui
concerne les gains, ils étaient platot rares en dehors des LAL hyperdiploides.
L’unique gain cryptique identifié concerne le géne MYB.

La concordance est excellente pour l'identification de délétions focales des genes
également ciblées par MLPA. Toutefois, bien que la technologie SNP-array permette
de détecter des délétions focales ne touchant que quelques exons du géne
incriminé, la MLPA demeure plus précise en permettant de détecter des délétions ne
touchant qu’'un exon, et posséde une meilleure sensibilité. Les discordances
observées (4/151) entre les résultats de MLPA et de SNP-array peuvent ainsi
s’expliquer par le fait que I'approche SNP-array offre une sensibilité moindre pour la
détection d’anomalies sous-clonales ou au sein d’un prélévement dilué.

Par ailleurs, bien que l'analyse SNP-array ne permettte théoriguement pas de
détecter des anomalies équilibrées, plusieurs anomalies cytogénétiques dites
équilibrées ont pu étre identifiées car elles sont caractérisées par des anomalies du
nombre de copie des genes aux points de cassure : délétions ETV6 (8/16) dans le
cadre des t(12 ;21), délétions TCF3 (4/6) dans le cadre des t(1 ;19).

La distribution des fréquences des classes de LAL de nos patients s’est avérée
conforme a la littérature avec une majorité de patients hyperdiploides et présentant
une t(12 ;21). Dans un premier temps, 31/151 patients (soit 20%) étaient classés au
sein du groupe des LAL-B « others » car aucune anomalie cytogénétique ou de
biologie moléculaire n’avaient pu étre détectées par les techniques conventionnelles.
Parmi ceux-ci, 14 patients (9% de tous les patients) ont pu étre reclassés grace a
'analyse SNP-array. Trois principaux types d’anomalies d’impact pronostique et/ou
thérapeutigue ont pu étre retrouvées ou suscpectées: I'amplification
intrachromosomique du chromosome 21, la délétion de ERG, la détection
d’anomalies compatibles avec la présence d’'un transcrit de fusion de type Ph like.

La fréquence des iIAMP21 retrouvées apres SNP-array était de 5% alors qu’elle est
de 2 a 3% dans la littérature. Cette discordance pourrait s’expliquer d’'une part par le
fait que cette anomalie était encore récemment peu connue donc non
systématiquement recherchée, et d’autre part car cette derniére technique permet
une détection optimale des iIAMP21 avec un nombre de copies de RUNX1 augmenté
et une délétion télomérique du chromosome 21 évocatrice.

De méme, les analyses conventionelles de cytogénétique et de biologie moléculaire
sont des techniques peu adaptées pour la détection des LAL Ph-like. La technique
de SNP-array est une technique de choix dans ce cas de figure car elle permet de
détecter les gains ou délétions sur I'ensemble du génome dont les génes impliqués
dans des transcrits a activité tyrosine kinase (ABL1, JAK2, PDGFRB) ou ceux codant
pour des récepteurs de cytokines (CRLF2) (76). Ces anomalies du nombre de copies
touchant ces génes sont en faveur d’'un possible transcrit de fusion de type
BCR-ABL1-like. En outre, cette technique pangénomique permet également de
détecter des anomalies fréquemment associées a ce type de leucémies aigués,
telles que les délétions d’'IKZF1 (93). Néanmoins, afin de pouvoir caractériser ces
transcrits avec certitude, une technique complémentaire doit é&tre mise en place : au
CHRU de Lille, nous avons choisi d’utiliser la RT-MLPA (139).

Par ailleurs, 15 patients (10%) de I'étude étaient auparavant en échec de
classification avec les analyses conventionnelles car ni transcrit de fusion ni
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réarrangement n’avaient pu étre mis en évidence, et le caryotype était en échec.
L’analyse SNP-array a permis leur catégorisation essentiellement en LAL-B
« others », T « others » et hyperdiploides.

Nous avons également pu déterminer le paysage génétique des LAL en fonction de
leur classe OMS. Seules quelques modifications sont observées dans les leucémies
KMT2A-réarrangé, alors que de multiples altérations sont objectivées dans les LAL
avec transcrits de fusion Ph-like et les translocations ETV6-RUNX1. Ceci suggere
que seules quelques altérations génétiques supplémentaires sont nécessaires pour
induire une leucémie dans le cas des réarrangements KMT2A alors que dans le cas
des trasncrits Ph-like et ETV6-RUNX1 de multiples anomalies additionnelles sont
requises dans la leucémogenése.

La technique Cytoscan® HD est réalisable & condition de posséder un nombre
suffisant de prélevements, car I'analyse s’effectue par série de 12 a 24 échantillons.
Il s’agit d’'un examen innovant dont le co(t fournisseur est de 250 euros par patient.
Ce colt est a contrebalancer avec l'aide précieuse apportée par cet examen dans la
prise en charge des patients au diagnostic d’'une LAL. En effet, il permet d’instaurer
de facon précoce un traitement mieux adapté au type de LAL, ce qui se traduit a la
fois par une amélioration de la survie et une diminution de la survenue de
complications. Egalement, il diminue les surcolts engendrés par de nouveaux
traitements suite a des rechutes, ou par des effets indésirables en relation avec des
traitements plus intensifs que nécessaire.

De plus, les analyses de cytogénétique et biologie moléculaire conventionnelles ont
également un coQt. Compte tenu des trés bons résultats présentés dans ce travail en
matiére de concordance avec I'analyse SNP-array, il pourrait donc étre envisagé de
remplacer ces techniques conventionnelles par la technique de cytogénétique
moléculaire SNP-array, associée a la technique de RT-MLPA pour la recherche de
transcrits de fusion chimériques.

Nous avons choisi de présenter ce travail en recherchant des anomalies
indépendamment du type de LAL-B ou T.

Il est toutefois a noter que les types d’anomalies détectées par SNP-array, en
particulier les microdélétions, sont plus nombreuses et mieux décrites au sein des
LAL-B.

Au CHRU de Lille, la technique de biologie moléculaire de MLPA n’est pas effectuée
en routine pour les LAL-T car il s’agit d'une technique ciblée de détection de
délétions ou de gains. Or, de telles anomalies récurrentes d’impact pronostique n’ont
actuellement pas été mises en évidence. Les études démontrent plutdét des
altérations par transcrits équilibrés (89) ou mutations (94) au sein des LAL-T.

Grace aux derniéres technologies développées au sein des laboratoires, en
particulier les SNP-arrays, seuls environ 20% des patients atteints de LAL-B ne sont
toujours pas classables alors que c’est encore le cas pour plus de 50% des LAL-T.

L’étude effectuée s’appuie sur un effectif important, puisque 151 patients ont été
étudiés. Cependant, afin de différencier plusieurs groupes statistiques, les patients
ont été associés en fonction de leur classification OMS ou d’autres anomalies
détectées par SNP-array. Par conséquent, notamment pour les anomalies plus rares,
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les sous-groupes étaient constitués d’'un nombre tres restreint de patients pour
lesquels il était difficile d’obtenir des résultats pronostiques significatifs.

De plus, le recul médian (18 mois) par rapport au diagnostic est faible donc peu
propice a une analyse pronostique statistique optimale. En effet, les patients de
I'étude ont tous été diagnostiqués en 2014 et 2015. Pour les patients diagnostiqués
fin 2015, nous ne disposons que de quelques mois de recul. Au mieux, pour les
premiers patients inclus dans cette étude, deux ans et demi d’évolution ont pu étre
observés. Les contraintes de temps n'ont ainsi pas permis d’avoir plus de recul,
notamment concernant les rechutes ou les déces.

Des tendances ont tout de méme pu étre observées, par exemple le pronostic
défavorable des patients atteints de LAL avec réarrangements de KMT2A qui
représentent 3 des 5 décés dénombrés et 4 des 9 rechutes. Ce travail a également
permis de confirmer que les délétions d’'IKZF1 ainsi qu’'une MRD positive sont des
éléments de mauvais pronostic.

D’ici quelques temps, le recul sera plus optimal pour affiner les corrélations
pronostiques et exploiter ainsi au mieux les données receuillies au cours de ce
travail.

Dans certaines hémopathies, telles que les syndromes myélodysplasiques (SMD), il
a été démontré que certaines disomies uniparentales (UPDs) impliquant des
chromosomes fréquemment touchés par les délétions pouvaient avoir des
implications pronostiques similaires a ces délétions (140).

L’interprétation des UPDs s’est avérée complexe car ce sont des anomalies qui n'ont
jusqu’ici pas été caractérisées au sein des LAL. Peu d’UPDs ont pu étre observées
chez les patients de notre cohorte, mais la plupart des UPDs retrouvées
concernaient des genes fréquemment délétés tels que PAX5 et CDKN2A/B. Les
études statistiques sur ces faibles effectifs n'ont pas permis de retrouver d’'impact
pronostique.

Une technologie de type CGH-array aurait ainsi pu étre valable dans le cadre de
cette étude car les UPDs n’ont pas pu étre pleinement exploitées. Néanmoins, la
détection d’UPDs est intéressante dans la caractérisation des hypodiploidies
masquées (qui restent toutefois des situations tres rares).

Enfin, bien que le nombre de Single Nucleotid Polymorphism (SNPs) soit tres
important et recouvre plus de 99% du génome, certaines régions sont moins bien
couvertes. C’est notamment le cas d’'une zone d’intérét Xp22.33 correspondant au
gene CRLF2. Dans ce cas une autre technique, telle que la PCR guantitative en
temps réel, peut étre intéressante afin de pouvoir détecter cette anomalie de maniere
plus fiable.

Ainsi, les résultats obtenus grace a ce travail sont tres encourageants et pemettent
de valoriser I'activité du laboratoire d’Hématologie du CHRU de Lille dans la prise en
charge des jeunes patients atteints de LAL, en apportant le maximum d’informations
utiles aux pédiatres. La place du SNP-array dans les LAL de l'adulte pourrait
désormais étre étudiée et son intérét rapidement démontré.
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VIII) Conclusion

En conclusion, cette étude permet de démontrer que la cytogénétique moléculaire
pangénomique et hautement résolutive constitue un lien important entre la
cytogénétique conventionnelle et la biologie moléculaire.

En effet, dans un temps compatible avec un laboratoire de routine moléculaire, les
puces a ADN de type SNP-array permettent d’améliorer la prise en charge des
patients atteints de LAL en apportant des informations supplémentaires, non
retrouvées avec les analyses conventionnelles. Une classification optimale de ces
LAL permet d’utiliser le traitement le plus adapté pour obtenir de meilleurs résultats
en matiére de survie des patients et limiter la survenue de complications.

Le caryotype conventionnel nécessite I'obtention de cellules en métaphase donc des
divisions cellulaires, ce qui peut étre délicat, en particulier pour les patients atteints
de LAL. L'approche SNP-array présente quant a elle un taux d’échec extrémement
faible (1,3%) ainsi qu’une meilleure résolution.

De plus, la concordance avec les délétions retrouvées en biologie moléculaire est
excellente (97%). L’'analyse SNP-array présente en outre lavantage d’'étre
pangénomique. De fait, nous avons pu retrouver de multiples altérations géniques,
en particulier de nombreuses microdélétions qui s’avérent étre un mécanisme
privilégié de leucémogénése dans les LAL-B.

Grace a cette analyse de nombreux patients ont pu bénéficier d’'une prise en charge
plus adaptée. Mise en place en routine au sein du secteur de Biologie Moléculaire du
Laboratoire d’Hématologie du CHRU de Lille cours de cette étude, la technique
SNP-array posséde désormais toute sa place dans la prise en charge initiale des
patients atteints de LAL.
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Titre du mémoire / these : Apport de la cytogénétigue moléculaire dans la prise en
charge des Leucémies Aigués Lymphoblastiques de I'enfant et de I'adulte jeune
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Résumé : Les Leucémies Aigués Lymphoblastigues sont des pathologies malignes
touchant particulierement les enfants. Ces hémopathies comportent différentes entités
pronostiques définies par la cytogénétique. Cependant, prés d'un quart des LAL-B
comportent des anomalies récurrentes qui demeurent indétectables par la cytogénétique
conventionnelle et la biologie moléculaire. L’approche SNP-array est une technique d’étude
pangénomique qui permet d’évaluer les anomalies du nombre de copies des génes. Cette
analyse a été effectuée sur 151 prélévements médullaires au diagnostic de patients atteints
de LAL. Ces patients, agés de 1 a 28 ans, étaient issus des centres de Lille, Lyon et
Marseille. Les résultats obtenus grace a cette technique nous ont permis de mettre en
évidence d’'une part le faible taux d’échec lors de la détermination du caryotype (2/151
versus 22/151 par cytogénétique conventionnelle), et d’autre part la bonne concordance
avec les résultats de biologie moléculaire (97% avec les délétions retrouvées en MLPA). De
plus, de multiples microdélétions cryptiques de taille inférieure a 5Mb ont été observées alors
gu’elles ne pouvaient pas I'étre par cytogénétique conventionnelle. Les caryogrammes
élaborés ainsi ont permis de visualiser les génes les plus fréquemment impliqués dans ce
type de pathologie. Les paysages génétiques retrouvaient une importante hétérogénéité des
altérations additionnelles en fonction des classes OMS. Grace au SNP-array, 15 patients en
échec de classification ont pu étre catégorisés, tandis que 14 patients initialement classés
parmi les LAL-B others ont pu étre reclassés au sein de trois grandes familles : amplification
intrachromosomique du chromosome 21, délétion de ERG ou Ph-like. La détection de ces
anomalies est primordiale dans la prise en charge des patients car elle permet d’utiliser le
traitement le plus adapté afin d’obtenir de meilleurs résultats concernant la survie des
patients. Désormais, au CHRU de Lille 'analyse SNP-array est ainsi effectuée au diagnostic
chez tous les patients atteints de LAL en complément des analyses conventionnelles.
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