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Résumé

L’analyse des anomalies génomiques récurrentes est importante pour établir le
diagnostic, le pronostic et pour orienter la thérapie des leucémies aigués pédiatriques.
L’objectif de notre étude est d’élaborer une stratégie optimale pour détecter les anomalies
chromosomiques dans les leucémies aigu€s lymphoblastiques (LAL) et myéloides (LAM)
des enfants. Pour ce faire, nous avons caractérisé au caryotype, avec des panels
d’hybridation in situ en fluorescence (FISH), par RT-PCR et par I’index d’ADN 253
leucémies de novo recues au CHU Sainte-Justine entre 2005 et 2011 (186 LAL-B, 27 LAL-
T et 40 LAM). Nous avons réussi a optimiser la détection des anomalies chromosomiques
dans les trois types de leucémies, avec des fréquences de 93,5% dans les LAL-B (174/186),
66,7% dans les LAL-T (18/27) et 90% dans les LAM (36/40). Nos résultats suggerent
d’utiliser plusieurs tests génétiques concomitants afin d’optimiser la détection des

anomalies génomiques dans les LAL et les LAM de novo pédiatriques.

Mots-clés : cytogénétique, leucémie aigué, anomalies chromosomiques, FISH, panel de

FISH, pédiatrie, anomalies génétiques, micropuces, aSNP, protocole
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Abstract

Analysis of recurrent genomic abnormalities is important for the diagnosis,
prognosis and therapeutic choices in paediatric acute leukemia. The aim of our study is to
establish a strategy optimizing the detection of cytogenetic abnormalities in childhood
acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia (AML). To do so, we
have characterized childhood AML and ALL cases received in cytogenetic laboratory of
CHU Sainte-Justine (Montreal, Canada) between 2005 and 2011. Overall, 253 de novo
cases have been analyzed (186 B-ALL, 27 T-ALL and 40 AML) by karyotyping,
fluorescence in situ hybridization (FISH) panels, RT-PCR and DNA index. Chromosomal
abnormalities detection rates achieved 93,5% in B-ALL (174/186), 66,7% in T-ALL
(18/27) and 90% in AML (36/40). Our results suggest the analysis of both molecular and
cytogenetic tests to optimize the detection of genomic abnormalities in new cases of

childhood AML and ALL.

Keywords: cytogenetic, acute leukemia, chromosomal abnormalities, FISH, FISH panel,

paediatric, genomic abnormalities, microarrays, SNP arrays, method
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BAC: bacterial artificial chromosome

CAP : College Américain des Pathologistes

CCMC: Cancer Cytogenomics Microarray Consortium

CCMG : College Canadien des Médecins Généticiens

Cep : centromere d’un chromosome

CN-LOH : perte d’hétérozygotie sans changement du nombre de copies
COG: Children Oncology Group

CRC : consortium de recherche sur les leucémies lymphocytiques chroniques
der: chromosome anormal dérivé

DGV: Database of Genomic Variants

DI: index d’ADN

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EFS : survie sans événement

ELF-MF : champs ¢lectromagnétiques avec des radiations non-ionisantes a fréquences
extrémement basses

FDA : Food and Drug Administration

FISH : hybridation in situ en fluorescence

FITC : fluorescéine

GMO: greffe de moelle osseuse

GWAS: études d’associations pangénomiques

1AMP21 : amplification intra chromosomique du chromosome 21



ISCA : International Standard Cytogenomic Array consortium
ISCN : Systéme international de la nomenclature cytogénétique humaine
LAL : leucémie aigué lymphoblastique

LAL-ETP: early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
LAM : leucémie aigué my¢loide

LAM-t : leucémie my¢loide secondaire a la thérapie

LAM-SD : leucémie aigué myéloide reliée au syndrome de Down
LOH : perte d’hétérozygotie

Mb: mégabase

MRC : Medical Research Council

MTHEFR : méthylenetétrahydrofolate réductase

NHEJ : Non-Homologue End-Joining

xii

NQOTL1 : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) quinone oxydoréductase

OS : survie globale
Q-PCR : PCR quantitatif

RT-PCR: la réaction en chaine entrainée par une polymérase a ADN aprés transcription

inverse
SMD : syndrome my¢lodysplasique
SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide

TdT : transférase deoxynucleotidyle terminale
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1 Introduction

1.1 Introduction générale

1.1.1 Généralités et statistiques du cancer

Le cancer est la principale cause de mortalité au Canada. En 2011, on estime que
177 800 nouveaux diagnostics et 75 000 déces sont survenus au pays par cette maladie (1).
En termes de taux d’incidence et de prévalence, il s’agit d’une maladie affectant
principalement les adultes (le risque de cancer augmente avec 1’dge). Néanmoins,
I’oncologie pédiatrique demeure une problématique de société importante (1). La
leucémie, une tumeur maligne caractérisée par une prolifération clonale de cellules
indifférenciées (blastes) de la moelle osseuse, est le cancer pédiatrique le plus fréquent. La
leucémie aigué représente 31,5% des cancers chez les enfants de moins de 14 ans (2). Chez
I’enfant, la prévalence de la leucémie par rapport aux autres types de cancer varie en
fonction de 1’age des patients, avec un pic d’incidence entre 1 et 4 ans pour la leucémie
aigué lymphoblastique (LAL) (Figure 1) (2, 3). Outre 1’age, les données épidémiologiques
montrent que plusieurs facteurs influengent la distribution de ce type de cancer tels que le
genre (ratio hommes: femmes = 1,2 a 1,8 :1) et ’origine ethnique (les personnes de race
blanche et les non hispaniques sont davantage affectés que les noirs et les hispaniques) (3-

5).

L’évolution de la médecine moderne a nettement permis d’augmenter les taux de survie des
patients atteints de leucémies aigués pédiatriques: le taux de survie sans événement (EFS-
event free survival) a 5 ans était d’environ 1% dans les années 1950, 50% dans les années

1960, 80% en 1990 et pourrait atteindre 90% en 2012 (Figure 2) (5, 6). Ceci peut



s’expliquer par différents facteurs tels que I’amélioration substantielle des stratégies
thérapeutiques (chimiothérapie, radiothérapie et autres), la mise en place d’essais cliniques
sur de nouveaux traitements et ’amélioration du diagnostic et de la stratification du risque
de chaque patient (5-7). Il est aussi important de donner des thérapies appropriées aux
patients atteints de leucémies afin d’éviter la toxicité; c’est pourquoi il est préférable
d’ajuster les traitements en fonction de critéres cliniques et biologiques précis spécifiques a

chaque type de cancer (8). La mise en évidence d’anomalies chromosomiques récurrentes

constitue un facteur de diagnostic et de pronostic essentiel.
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Figure 1. Fréquence des nouveaux cas de cancers pédiatriques en fonction du groupe
d’age [inspiré de Kaatsch, 2010 (2)] : A. Bébés de moins de un an, B. Enfants de un a

quatre ans, C. Enfants de cinq a neuf ans et D. Enfants de dix a quatorze ans. La leucémie



est la néoplasie pédiatrique la plus fréquente, sauf pour le groupe des moins de un an, dans

lequel les cancers du systéme nerveux sympathique sont plus communs.
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Figure 2. Taux d’incidence et de mortalit¢ A) de tous les cancers et B) des leucémies chez

les patients de 0 a 19 ans au Canada entre 1985 et 2011. Les sections de courbes en bleu

représentent des estimations (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2011) (1).

1.2 Cancérogenese

1.2.1 Définition

entre la prolifération cellulaire et 1’apoptose.

Le cancer est une maladie complexe multifactorielle caractérisé par un déséquilibre

La cancérogenese est un processus en

plusieurs étapes au cours desquelles se produit la transformation maligne. Cette



tumorogenése requiert 1’acquisition de plusieurs caractéristiques clés qui conférent un
avantage prolifératif aux cellules tumorales (9). En 2000, Hanahan et Weinberg ont
proposé six propriétés biologiques essentielles: augmentation des signaux de prolifération
cellulaire, blocage des signaux d’inhibition de la croissance cellulaire, résistance a la mort
cellulaire, capacit¢ d’immortalité réplicative, induction de I’angiogenése et activation de
I’invasion et de la formation de métastases (10). En 2011, quatre nouvelles altérations
cellulaires ont été ajoutées, soit la dérégulation du métabolisme énergétique, 1’évasion du

systéme immunitaire, la promotion de I’inflammation et I’instabilité génomique (9, 11, 12).

Plusieurs éveénements sont nécessaires a la transformation néoplasique, soit

I’initiation, la promotion et la progression tumorale.

1.2.2 Initiation tumorale

Un clone est une population cellulaire provenant d’une seule cellule. Pour qu’une
anomalie chromosomique soit considérée comme clonale, elle doit étre présente dans au
moins deux cellules (gain chromosomique ou anomalie structurale) ou trois cellules (perte
chromosomique) (13, 14). Il a été suggéré que les tumeurs ont une origine monoclonale,
c’est-a-dire que toutes les cellules d’une masse cancéreuse dérivent d’une seule cellule
anormale (cellule progénitrice commune) (Figure 3) (15). En fait, la majorité des
néoplasies ont une origine monoclonale, cependant certains carcinomes ont toutefois une
origine polyclonale (16). Parmi les étapes précoces, I’initiation de la cancérogenese est
déclenchée par I’activation d’oncogenes (conversion d’un proto-oncogéne en oncogene
actif) ou [D’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs. Différents mécanismes
moléculaires ou génétiques sont impliqués, tels que les mutations ponctuelles,
I’amplification et les translocations chromosomiques (pour 1’activation des oncogenes), la
méthylation des ilots CpG, les délétions et les monosomies (pour 1’activation des genes
suppresseurs de tumeurs). Ce déréglement d’un géne clé contrdlant le cycle cellulaire, la

prolifération cellulaire et/ou 1’apoptose altere une cellule normale (qui devient alors



anormale), ce qui constitue le premier événement a 1’origine d’une tumeur (d’ou le terme
initiation tumorale). Il s’agit d’une Iésion irréversible, bien que des altérations

subséquentes soient nécessaires pour parvenir a la cancérogenése compléte (17).
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Figure 3. Tumeurs d’origine monoclonale ou polyclonale (modifi¢ de Weinberg, 2007
(15), p.40, figure 2.17). Les tumeurs monoclonales proviennent de la transformation
maligne d’une seule cellule normale qui acquiert diverses propriétés cancéreuses, alors que
les tumeurs polyclonales dérivent de plusieurs cellules différentes qui ont traversé la

frontiere de la malignité.



Au niveau génétique, il existe 2 types d’anomalies chromosomiques clonales: les
anomalies chromosomiques primaires et secondaires (Tableau I). Les anomalies primaires
sont des réarrangements géniques spécifiques a certains cancers et sont impliqués dans
l'initiation tumorale, alors que les anomalies secondaires se développent dans les cellules
présentant déja une anomalie primaire (anomalie additionnelle) et jouent plutot un role dans

la progression tumorale (16).

Tableau 1. Principales caractéristiques des anomalies chromosomiques primaires et

secondaires

Anomalie chromosomique primaire Anomalie chromosomique secondaire

Souvent la seule anomalie de la tumeur Rarement seule

(souvent associée a d’autres anomalies)

Roéle dans I’initiation tumorale Role dans la progression tumorale
(premiers stades de la cancérogenese) (stades plus avancés de la cancérogenese)
Spécifique a la tumeur Peu spécifique a la tumeur

(dépend de I’anomalie primaire déja

présente)
Principalement des réarrangements Principalement des anomalies génomiques
géniques (translocations chromosomiques) déséquilibrées (gains et pertes)

Par la suite, la deuxieme étape de la cancérogenese implique la sélection clonale des
cellules initiées ayant subi une premiere altération génétique : il s’agit de la promotion
tumorale (17). Elle est favorisée par des mécanismes modulant 1’expression génique et
provoque une augmentation de la prolifération cellulaire et/ou une diminution de

I’apoptose. Contrairement a I’initiation tumorale déclenchée par une exposition a des



agents cancérigénes génotoxiques, les agents promoteurs du cancer ne provoquent pas
d’altérations directes a I’ADN, mais interviennent plutdt par des mécanismes €épigénétiques

affectant des voies de signalisations clées ou en stimulant I’inflammation (17).

1.2.3 Progression tumorale

Lors de la progression tumorale, des altérations génomiques supplémentaires se
développent et permettent de générer une tumeur maligne. Cette étape de la cancérogenése
est associée a une grande instabilité génomique et chromosomique. La présence d’un clone
présentant une anomalie chromosomique primaire, acquise lors de I’initiation tumorale,
perturbe différents processus cellulaires dans la tumeur (des altérations du fuseau
mitotique). Ceci crée un environnement propice a 1’acquisition d’anomalies additionnelles

(anomalies secondaires), d’ou la grande variabilité génétique (16).

Les cellules qui émergent constituent différents sous-clones; leur co-existence
génere une hétérogénéité génétique. Ces cellules subissent alors une sélection clonale de
type Darwinienne. En effet, 1’évolution clonale peut étre expliquée par le modele de
Charles Darwin de la progression tumorale (sélection naturelle darwinienne des cellules
cancéreuses) (15, 18). Selon ce modéle, lors de 1’évolution clonale, il y a généralement
émergence d’un clone dominant ayant un avantage prolifératif (augmentation des signaux
de prolifération cellulaire, blocage des signaux d’inhibition de la croissance cellulaire et/ou
résistance a ’apoptose) (18). La croissance des cellules de ce clone dominant sera alors

favorisée au détriment des autres cellules qui deviendront alors des clones mineurs.

Par la suite, la complexité du génome tumoral peut évoluer lorsque la tumeur infiltre
la membrane basale (formation de métastases) ou lors des traitements (16). Durant la
thérapie, certains clones présentant un phénotype et des anomalies distinctes deviennent
résistants, ce qui sélectionne des sous-clones mineurs et peu nombreux lors du diagnostic et

qui peuvent ensuite entrainer une rechute (19).



1.3 Cancérogenese pédiatrique

Puisque la cancérogenése est un processus en différentes étapes qui s’échelonne
généralement sur plusieurs années (parfois méme plusieurs décennies), il est pertinent de se
questionner sur les mécanismes permettant d’accélérer la transformation maligne
rapidement pour que des enfants voire des bébés soient déja affectés; aussi des altérations
impliquant des geénes clés du controle du cycle cellulaire, de la prolifération cellulaire, de
I’apoptose ou de la réparation de I’ADN peuvent expliquer la leucémogenese rapide (20-
22). Certaines aberrations génomiques qui surviendraient avant la naissance peuvent

également en étre la cause (8, 23).

1.3.1 Origine prénatale de certaines anomalies chromosomiques

Dans les leucémies pédiatriques, plusieurs évidences suggeérent que certaines
anomalies chromosomiques surviennent avant la naissance, durant ’hématopoiese foetale
(8, 23). L’acquisition d’une premiére anomalie prénatale, au niveau d’une cellule
hématopoiétique immature, permet de générer un clone pré-leucémique, mais n’est
toutefois pas suffisante pour que la leucémie se développe puisque des altérations
subséquentes sont essentielles a la pathogenese (24). Les principales anomalies
chromosomiques ayant une origine in utero sont, dans les LAL, la fusion ETV6-RUNXI
[translocation  t(12;21)(p13;922)], les réarrangements du gene MLL (11923)
I’hyperdiploidie et dans les leucémies aigués myéloides (LAM), la fusion RUNXI-ETO
[translocation t(8;21)(q22;q922)] (8, 20).

o t(12;21)(p13;q22) en prénatal

Des études sur des jumeaux identiques monozygotiques ont montré qu’une

anomalie clonale (par exemple la fusion ETV6-RUNXI) est acquise chez un premier jumeau



(in utero) et diffuserait au deuxiéme jumeau par une anastomose vasculaire intraplacentaire
(via les vaisseaux foetaux) durant la grossesse (25). Les deux jumeaux partagent donc un
clone commun pré-leucémique [avec la translocation t(12;21(p13;q22)] puis peuvent
développer tous les deux une leucémie aigu€ lymphoblastique aprés la naissance.
L’émergence d’anomalies secondaires survenant en postnatal, principalement des variations
du nombre de copies (CNV) (telle que la délétion hémizygote du deuxiéme alléle du géne
ETV6), favoriserait la progression de la leucémogenése (25, 26). Des études de
polymorphismes d’un seul nucléotide sur micropuces (aSNP : array SNP) ont montré que
les LAL précurseur-B présentant le géne de fusion chimérique ETV6-RUNXI ont en
moyenne deux a six CNV additionnels (pouvant varier entre 0 et 14 CNV), principalement
des microdélétions récurrentes impliquant des génes importants pour la différenciation des
cellules B ou le controle du cycle cellulaire (26-29). Ceci concorde avec le modéle en
plusieurs étapes de la pathogenese de la leucémie : initiation tumorale prénatale par la
fusion ETV6-RUNXI (générant un clone pré-leucémique), puis transformation maligne des
progéniteurs lymphoides par 1’acquisition d’anomalies génomiques additionnelles

(favorisant I’émergence de cellules-souches leucémiques).

Plusieurs arguments illustrent cette évolution clonale des LAL. D’abord, les
jumeaux identiques avec une leucémie concordante partagent les mémes marqueurs
moléculaires clonaux, tels que les réarrangements de la chaine lourde des
immunoglobulines (/GH) ou du récepteur des cellules T (TCR) (8, 25). Par contre, puisque
les anomalies secondaires a la translocation t(12;21) sont discordantes entre les deux
jumeaux (la délétion du géne ETV6 est présente chez un seul des jumeaux ou de taille trés

différente), cela suggere que ces évenements surviennent apres la naissance (26).

De plus, des études évaluant la fréquence de translocations chromosomiques (par
exemple la fusion ETV6-RUNXI) dans le sang de cordons de nouveau-nés normaux ont
montré que 0,1-1% des cas présentent une translocation t(12;21)(p13q22), bien que ces

bébés ne soient pas atteints de leucémie (8, 30). Ceci correspond a des taux environ 100
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fois plus ¢élevés que le risque cumulatif d’avoir une leucémie pédiatrique [1 :12 000 pour les
LAL avec t(12;21)] (8, 26). En d’autres termes, cela signifie qu’un nouveau-né sain porteur
de la t(12;21) a la naissance aurait une probabilit¢ de 1/100 de développer une LAL-B,
suggérant que des anomalies additionnelles sont critiques et essentielles pour compléter la

transformation maligne (23).

Enfin, le taux de concordance de LAL-B chez les jumeaux génétiquement
identiques est d’environ 10-15% (la probabilité qu’un clone pré-leucémique évolue en
leucémie est donc d’environ 1/10, ce qui est 10 fois supérieur a ce qu’on retrouve dans la
population en général) (18, 23). La discordance dans 85-90% des cas (un seul des deux
jumeaux est atteint de leucémie) pourrait s’expliquer par des facteurs environnementaux

survenant en postnatal et contribuant a la variabilité génétique interindividuelle.
e Réarrangements du géne MLL en prénatal

Dans la leucémie du nouveau-né (LAL avec réarrangement du géne MLL en 11q23),
le taux de concordance chez les jumeaux avoisine 100% (18). Plus de 90% des leucémies
chez les bébés de moins de 1 an sont des LAL avec un stade de différenciation pro-B et
sont caractérisés par le géne de fusion MLL-AF4 issu de la translocation t(4;11)(q21;923)
(31). On retrouve également une origine prénatale des réarrangements de MLL chez les

enfants et les bébés atteints de LAM (32).

Puisque ces entités surviennent tres tot dans la vie (trés breve latence de la
leucémogenese), il a été suggéré qu’une exposition prénatale a des composés génotoxiques
(par la diete de la mere durant la grossesse) pourrait expliquer ’origine in utero des
translocations impliquant MLL (31). Or, un géne de fusion impliquant MLL (par exemple
le gene de fusion MLL-AF4) comme seule anomalie génétique semble insuffisant pour
causer la leucémie (31). Ces réarrangements affectent toutefois drastiquement la stabilité
génomique, en favorisant 1’acquisition rapide d’anomalies subséquentes lors d’une

exposition prénatale chronique a des agents génotoxiques (dérégulation du cycle cellulaire,
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diminution de la capacité de la réparation de I’ADN ou la suppression de I’apoptose médi¢e
par TP53) (8, 32, 33). Les aberrations du géne MLL pourraient ainsi accélérer 1’évolution

clonale, expliquant la trés bréve latence des leucémies chez ces bébés.
e Hyperdiploidie prénatale

Par le test des cartes de Guthries (test de dépistage sanguin de certaines maladies
congénitales des nouveau-nés), il est possible de détecter des cellules leucémiques par
I’analyse des réarrangements de la chaine lourde des immunoglobulines (gene /GH) et les
blastes précurseurs-B des LAL présentant un réarrangement spécifique. Dans une étude
utilisant ce test, 63% des enfants atteints de LAL-B présentent des clones pré-leucémiques
et ce taux augmente a 91% (10/11) chez les patients avec une LAL hyperdiploide, ce qui est
significativement supérieur aux groupes sans hyperdiploidie (34). De plus, des cellules pré-
leucémiques hyperdiploides ont été détectées dans le sang du cordon d’un nouveau-né qui a
par la suite développé une LAL avec hyperdiploidie (35). Ces résultats concordent avec

une origine prénatale de I’hyperdiploidie (36, 37).

Globalement, ces données suggerent une étiologie complexe multifactorielle
survenant en plusieurs étapes pour expliquer la leucémogenese pédiatrique, impliquant a la

fois des facteurs génétiques et environnementaux (21, 38).

1.3.2 Etiologie des leucémies

La leucémie implique des altérations des différentes voies biologiques régulant le
cycle cellulaire, 1’apoptose, la réparation de I’ADN ou I’hématopoiese (20-22). Bien que
les causes exactes et les mécanismes responsables de 1’étiologie des leucémies ne soient pas
encore totalement élucidés, il est certain qu’une interaction de plusieurs facteurs de risque

(anomalies constitutionnelles germinales ou prédispositions héréditaires, exposition
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environnementale et anomalies génomiques acquises) contribue a la leucémogenése (39,
40). Par ailleurs, les différents types de leucémies (LAL-B, LAL-T et LAM) peuvent avoir

une étiologie distincte.

1.3.2.1 Facteurs génétiques

Contrairement a plusieurs tumeurs solides qui ont souvent une composante
héréditaire importante (par exemple les mutations de BRCAI ou de BRCA2 dans le cancer
du sein, les mutations de MSH2 ou de MLHI dans le cancer du cdlon héréditaire, le
HNPCC ou une mutation du géne RB dans le rétinoblastome), une faible proportion des

leucémies chez I’enfant est causée par une anomalie génétique familiale (héritée) (22).

Certains syndromes génétiques congénitaux, notamment les syndromes d’instabilité
chromosomiques, le syndrome de Down, et la neurofibromatose de type 1 représentent un
facteur de risque héréditaire pouvant expliquer au total environ 5-10% des cas de leucémies
aigués (20, 38, 39, 41). Les patients atteints de syndromes avec une prédisposition aux
hémopathies malignes souffrent souvent d’une importante toxicité suite aux thérapies

standards, d’ou I’importance d’un diagnostic précoce pour assurer un suivi approprié (41).
e Syndromes d’instabilité chromosomique

Environ 10% des cas avec anémie de Fanconi développent une leucémie (LAM a
pronostic défavorable avec monosomie 7 ou duplication 1q), ce qui représente un risque
600 et 5000 fois plus élevé d’avoir une LAM ou un syndrome myélodysplasique (SMD),
respectivement, que la population en général (41). Ceci pourrait s’expliquer par une
sénescence prématurée des cellules-souches hématopoiétiques chez ces patients (38).
Puisque 25% de ces cas sont phénotypiquement normaux, le syndrome est identifi¢
uniquement au moment du diagnostic de leucémie, d’ou les risques élevés de toxicité. La
thérapie doit par la suite étre adaptée (éviter les agents alkylants et la radiation) et une

greffe de cellules-souches hématopoiétiques peut étre requise (41). Chez les patients avec
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le syndrome de Bloom, le risque de leucémie est estimé a 15% (principalement des LAM
avec délétion 7q). Le cancer constitue la principale cause de mortalité¢ précoce chez ces
enfants. Dans I’ataxie telangiectasie, le risque de LAL-T est augmenté de 70 fois, avec des
translocations récurrentes impliquant le récepteur des cellules T (7CR). Leur cancer
présente un pronostic défavorable (risque tres élevé de mortalité reliée au traitement et a la
toxicité) et leur sensibilité extréme aux radiations provoque des leucoencéphalopathies et
des tumeurs cérébrales secondaires. Il est donc recommandé de réduire les doses de

chimiothérapie (particuliérement le méthotrexate et les agents alkylants) (41).

e Syndrome de Down

En présence du syndrome de Down (trisomie 21 constitutionnelle), on note une
augmentation de 500 fois du risque de développer une LAM mégacaryoblastique (M7 selon
la classification FAB) (16). Les enfants présentant une LAM reliée au syndrome de Down
(LAM-SD) ont des anomalies cytogénétiques distinctes des autres LAMs (16, 42). Ces
patients présentent principalement une dup(lq), del(6q), del(7p), dup(7q), trisomie 8,
trisomie 11 et une del(16q); mais Ion retrouve rarement les anomalies récurrentes
classiques des LAMs non SD comme la t(8;21), le réarrangement MLL, I’'inv(16), la
t(15;17) ou la monosomie 7. Ainsi, les LAM-SD représentent clairement une entit€ unique,
d’ailleurs reconnue par la classification de ’OMS (43). Ces patients (particulierement les
jeunes enfants de moins de trois ans) répondent bien a la chimiothérapie avec la cytarabine
et les anthracyclines, d’ou le pronostic favorable (42). Cependant, les enfants atteints du
syndrome de Down ont une probabilité 10 a 24 fois plus €élevée d’avoir une LAL que dans
la population en général (41). Les patients avec une LAL reli¢e a ce syndrome (LAL-SD)
ont un pronostic défavorable; aussi d’importants taux de mortalité sont observés (survie
sans événement-EFS a 10 ans de 55% par rapport a 73% chez les LAL de risque standard
sans syndrome de Down). Ceci pourrait s’expliquer par 1’absence d’anomalies
cytogénétiques a bon pronostic telle que 1’hyperdiploidie avec les trisomies combinées 4,

10 et 17 ou la translocation t(12;21)(p13;q22). Les LAL-SD sont plutot associées a la
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translocation t(8;14)(q11;q32) et aux délétions des geénes ETV6 (12p13), CDKN2A (9p21.3)
et PAXS5 (9p13.2) (42).

e Polymorphismes génétiques

L’implication de polymorphismes dans des genes clés du métabolisme ou de la
détoxification de certains produits chimiques cancérigénes semble jouer un rdle dans
I’étiologie de la leucémie (40). Des polymorphismes alléliques constitutionnels modulant
I’activit¢ de la NADPH quinone oxydoréductase (NQOI : enzyme qui détoxifie les
quinones), de la méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR : enzyme impliquée dans le
métabolisme du folate), sont plus fréquents chez les bébés atteints de LAL avec une
translocation de MLL que chez les contrdles (39, 44). De plus, un polymorphisme du geéne
CYP3A4 du cytochrome P-450 (allele CYP3A4-V) est associé a un risque plus élevé de
développer une leucémie myéloide secondaire a la thérapie (LAM-t) suite a I'utilisation des

épipodophyllotoxines (39).

Des polymorphismes dans le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de
classe II (allele HLA-DPBI1*0201), complexe impliqué dans la réponse immunitaire
adaptative, sont associés a une augmentation du risque de LAL avec hyperdiploidie (37).
Le poids du bébé a la naissance semble étre également un facteur de risque; les bébés
pesant plus de 4 kg ont un risque accru de développer une LAL avec hyperdiploidie ou avec
la fusion TCF3-PBX1 [t(1;19)(q23;p13)] (37). Une étude sur plus de 7820 cas de leucémies
a montré que le risque de LAL avec hyperdiploidie augmente de 12% pour chaque tranche
supérieure de 0,5 kg de poids et de 41% pour les LAL avec la fusion TCF3-PBXI (45). 1l

n’y a toutefois aucune corrélation significative avec le risque de LAM (45).

Récemment, des études d’associations pangénomiques (GWAS- Genome Wide
Associations Studies) sur de larges cohortes de patients et de contrdles ont identifi¢
plusieurs facteurs importants de risque pour les hémopathies malignes. Plusieurs

polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP), impliquant des genes critiques pour le
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développement des cellules B, la régulation du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN,
constituent des facteurs de risques génétiques confirmés dans 1’étiologie des LAL-B
pédiatriques (22). Notamment, des locus en 7p12.2 (géne IKZF1), 10q21.2 (géne ARID5B)
et 14qll.2 (géne CEBPE) contiennent des variations génétiques qui perturbent la
différenciation des progéniteurs des cellules B et sont associés a une augmentation
significative du risque de développer une LAL-B chez I’enfant (22). Une récente étude du
Children Oncology Group (COG) a par ailleurs identifié certains polymorphismes du géne
ARIDSB associés a un pronostic défavorable (46). De plus, une variation au niveau de
I’intron 1 du géne CDKN24 (9p21.3), un geéne suppresseur de tumeur, influence
significativement le risque de LAL de lignée B et T des enfants (47). Ces alleles de
susceptibilit¢ sont communs dans 1’ensemble de la population, mais ont une faible
pénétrance : la leucémogenese serait donc attribuable a I’interaction entre la présence de
multiples variants génétiques (qui conférent un faible risque) et une exposition

environnementale a des produits cancérigenes.

1.3.2.2 Facteurs environnementaux

Des études épidémiologiques ont montré que 1’exposition environnementale a
certains produits chimiques ou aux radiations ionisantes est liée a une augmentation du
risque de leucémies (20). L’association entre une exposition aigu€¢ a forte dose de
radiations (les bombes atomiques de Nagasaki et d’Hiroshima en 1945) et I’augmentation
de I’incidence de leucémies (aigués et chroniques) est bien connue et documentée, toutefois
les conséquences d’une exposition chronique a faibles doses (exposition occupationnelle)

sont moins claires (20, 39, 40).

Les lignes électriques a trés haut voltage constituent une source de champs
¢lectromagnétiques avec des radiations non-ionisantes a fréquences extrémement basses
(ELF-MF), soit entre 0 et 100 kilohertz (48, 49). Contrairement aux radiations ionisantes

tels que les rayons X, les radiations non-ionisantes n’ont pas suffisamment d’énergie pour
9
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briser les molécules d’ADN (49). L’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer a
classifié¢ les ELF-MF comme cancérigéne possible (groupe 2B) chez I’humain (48). Dans
la leucémogenese, des études cas-contréles ont montré une augmentation significative du
risque de développer une leucémie pédiatrique de 1,4 a 1,7 fois lorsque le niveau
d’exposition aux est supérieur a 0,3 puT (39, 49). Cette association est encore plus
importante pour les enfants de moins de quatre ans dont le lieu de résidence est inférieur a
50 métres a la source d’exposition (le risque d’avoir une leucémie aigué est alors augmenté
de 2,6 fois) (48). Toutefois, la contribution exacte de 1’exposition environnementale aux
ELF-MF sur ’incidence globale des leucémies pédiatriques demeure controversée et les

mécanismes biologiques impliqués peu connus (39, 40, 49, 50).
e Agents génotoxiques

L’exposition a des produits chimiques causant des dommages génotoxiques a
I’ADN (directement ou indirectement via 1’activation ou 1’accumulation de métabolites
cancérigenes) peut aussi contribuer a I’initiation ou a la promotion de la leucémogenese.
La fumée de cigarette (hydrocarbures aromatiques polycycliques), les pesticides, les
solvants utilisés a la maison, la peinture et la diete de la mere ou de I’enfant sont des
facteurs potentiels de risque (20). L’exposition maternelle a la peinture durant la grossesse
augmente les risques de développer une LAL chez I’enfant (20, 51). Cette association est
limitée aux LAL avec la t(12;21)(p13;922) (risque 4 fois plus élevé que chez les controles
non exposés a la peinture), ce qui pourrait expliquer I’origine prénatale de la fusion E7V6-
RUNXI. L’exposition prénatale aux solvants de pétrole augmente de 3,5 fois les risques
d’avoir une LAM avec anomalies cytogénétiques favorables (51). Le benzéne est une

cause des néoplasies de novo de la lignée myéloide.
e Agents utilisés en chimiothérapie

Certains agents cytotoxiques utilisés en chimiothérapie peuvent causer des

leucémies my¢loides secondaires a la thérapie (LAM-t) (20). Le type de médicaments
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utilisés influence la vitesse de la transformation maligne de la LAM-t ainsi que les
anomalies génomiques présentes. D’abord, les LAM-t induites par des agents alkylants
nécessitent une latence de 1 a 20 ans (moyenne de 5 ans), la transformation maligne étant
souvent précédée d’un syndrome myélodysplasique (SMD) (16, 40). Ces leucémies
présentent un caryotype complexe hypodiploide avec des anomalies génomiques
déséquilibrées telles que les monosomies partielles 5g-, 7g- ou les monosomies complétes
des chromosomes 7, 18 et 21. Par contre, les LAM-t induites par les inhibiteurs de la
topoisomérase Il se développent plus rapidement (1 a 3 ans apres 1’exposition, sans phase
SMD). Le mécanisme d’action des inhibiteurs de la topoisomérase II consiste a augmenter
et a stabiliser les complexes de clivages de ’ADN; ce qui induit des coupures dans ’ADN
puis I’apoptose de la cellule (40). Ces LAM-t sont caractérisées par des translocations
équilibrées au sein d’un caryotype paradiploide et sont majoritairement monocytiques ou
myélomonocytiques (type M4 ou MS5b selon la classification franco-américaine-
britannique, FAB) (Tableau II) (40). Par exemple, les médicaments épipodophyllotoxines
telles que le téniposide (VP-26) et I’étoposide (VP-16), utilisés en chimiothérapie intensive
pour les LAL a haut risque, le neuroblastome ou le lymphome de Hodgkin, sont associés
aux LAM-t avec réarrangements du gene MLL (11g23). Les traitements aux anthracyclines
(par exemple le doxorubicin, le daunorubicin et d’autres types d’inhibiteurs de la
topoisomérase II) induisent des translocations impliquant MLL, mais également les genes

CBFB (16q22) ou RUNXI (21q22) (16, 39).

e Exposition occupationnelle

On retrouve plusieurs sources environnementales d’inhibiteurs de la topoisomérase
II, telles que certains médicaments (quinolones), produits chimiques (laxatifs naturels,
podophyline, dérivés du benzene et oestrogenes synthétiques) et aliments (flavonoides)
(44). Ces expositions durant la grossesse contribuent a augmenter le risque pour le
nouveau-n¢ de développer une leucémie. L’usage de pesticides durant la grossesse ou la

consommation de dipryone (un anti-inflammatoire non stéroidien) est associé a une
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augmentation significative du risque de leucémie avec réarrangement de MLL pour le feetus
(44). Certains composés induisent spécifiquement des bris au niveau du géne MLL du
feetus (notamment les bioflavonoides alimentaires), mais n’affectent pas le génome de la
mere, dont les mécanismes de réparation de I’ADN sont déja développés et efficaces pour
contrer ces cassures (31). Le moment de I’exposition maternelle semble toutefois critique,
particuliérement lors des premiers mois de vie durant lesquels le site de 1’hématopoicse

passe du sac vitellin vers le foie (44).

Par la suite, malgré la présence de clones pré-leucémiques générés par une premicre
anomalie génomique (anomalies acquises suite a une exposition environnementale ou
anomalies génétiques constitutionnelles), 1’acquisition d’anomalies subséquentes est
nécessaire et souvent critique pour compléter la leucémogenése. La progression de la
leucémie est influencée par différents facteurs, notamment par une dérégulation de la
réponse du systéme immunitaire lors d’une exposition a des infections (20). Ainsi,
I’interaction entre le génotype de la mere, du bébé et 1’exposition environnementale a

certains composés peut expliquer 1’étiologie multifactorielle de la leucémie.

3.2. écanismes moléculaires a origine es anomalies
1323 M lécul I d 1

chromosomiques

Au niveau moléculaire, plusieurs mécanismes peuvent expliquer 1’origine des
translocations chromosomiques ou de I’hyperdiploidie retrouvées dans les hémopathies

malignes.
e Translocations chromosomiques

Pour qu’une translocation chromosomique soit formée, plusieurs évenements sont
requis : deux cassures double-brin de I’ADN (une sur chacun des deux chromosomes
impliqués dans la translocation), une réparation erronée de I’ADN et I’acquisition d’un

avantage de survie dans la cellule avec cette translocation (les translocations non
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fonctionnelles ou létales ne favoriseront pas le développement de la leucémie). Certaines
régions du génome semblent plus susceptibles aux bris de ’ADN (hot spots) a cause de
petites homologies de séquences ou de sites physiologiques de clivage par certaines
enzymes telles que la topoisomérase II (enzyme régulant la topologie et la structure
tridimensionnelle de 1’ADN) ou les endonucléases apoptotiques (8). Ceci pourrait
expliquer pourquoi certains locus sont des sites récurrents d’anomalies chromosomiques,

que ce soit des translocations ou des variations du nombre de copies (CNV).

Les territoires chromosomiques (architecture et organisation du matériel génétique
au sein de différents domaines dans le noyau interphasique) géneérent aussi une proximité
physique propice aux réarrangements chromosomiques au niveau de certains points de
cassures (16). Par exemple, les locus impliqués dans les translocations t(9;22)(q34;q11.2)
(fusion BCR-ABLI) ou t(15;17)(q22;921) (fusion PML-RARA) semblent avoir une
proximité spatiale. Ensuite, des erreurs dans la réparation de I’ADN, principalement lors de
la réparation des extrémités non homologues de I’ADN (NHEJ : Non-Homologue End-

Joining), peuvent survenir et provoquer une recombinaison illégitime.

La recombinaison V(D)J, un mécanisme constitutif de recombinaison durant lequel
est établi le répertoire des antigénes immunologiques, peut également causer des fusions
aberrantes oncogéniques (8). Ce mécanisme est particuliérement fréquent chez les enfants
dans les LAL-T impliquant le récepteur des cellules T (c’est le cas de la translocation

t(11;14)(p13;ql11) associée a la fusion LMO2-TCR).
e Aneuploidie

Plusieurs mécanismes moléculaires, principalement des erreurs de ségrégation des

chromosomes a la mitose, peuvent causer de 1’aneuploidie (52).

D’abord, le dysfonctionnement de la réplication des centrosomes, qui conduit a des

centrosomes multiples (supernumerary centrosomes), semble intervenir dans I’aneuploidie
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retrouvée dans les leucémies (Figure 4). Le centrosome, le centre organisateur des
microtubules, doit normalement se dupliquer et se séparer afin de former les deux poéles
opposés du fuseau mitotique (fuseau mitotique bipolaire), ce qui est essentiel afin d’assurer
la ségrégation adéquate des chromosomes lors de la cytocinese (Figure 4A). Cependant,
lorsque la duplication du centrosome n’est pas coordonnée avec la réplication de I’ADN
chromosomique, il se forme des fuseaux mitotiques aberrants tripolaires ou multipolaires,
ce qui conduit a des erreurs dans la ségrégation des chromosomes (53). En effet, les
cellules ayant des fuseaux mitotiques tripolaires peuvent effectuer la cytocinése et les
cellules qui réussissent a survivre sont aneuploides (Figure 4B). Par contre, lorsque les
cellules contiennent des fuseaux multipolaires (>3 poéles), il n’y a généralement pas de
cytocinese. Par contre, si elles poursuivent le cycle cellulaire, lorsque p53 est absent ou

inactivé, cela entraine la formation de cellules polyploides (Figure 4C) (53).

Un attachement inadéquat entre le kinétochore et les microtubules, tel qu’un
attachement mérotélique (un kinétochore 1li¢ aux microtubules provenant des deux pdles
opposés du fuseau) ou un kinétochore complétement détaché des microtubules (défaut du
point de contréle de ’assemblage du fuseau mitotique permettant la progression du cycle
cellulaire) peut également étre a I’origine d’une ségrégation inégale des chromosomes lors
de ’anaphase (52). Une séparation prématurée des chromatides-sceurs (anomalies dans le
complexe de cohésion) peut aussi générer des cellules-filles aneuploides. Lors des
divisions cellulaires successives, tous ces mécanismes peuvent contribuer a I’accumulation

de I’aneuploidie et a I’instabilité chromosomique des cellules cancéreuses (54).



Fuseau mitotique normal bipolaire

cellules normales diploides

Fuseau mitotique tripolaire

cellules aneuploides

21



22

Figure 4. Mécanismes moléculaires a I’origine de 1’aneuploidie et de la polyploidie : les
fuseaux mitotiques multipolaires et les centrosomes multiples. A) Fuseau mitotique normal
bipolaire générant des cellules diploides. B) Fuseau anormal tripolaire (3 centrosomes)
générant des cellules aneuploides. C) Fuseau anormal multipolaire (5 centrosomes) donnant
des cellules polyploides. D) Marquage immunohistochimique d’un fuseau mitotique
tripolaire (rouge) se divisant en 3 noyaux (colorés en bleu au DAPI). Modifi¢ de Fukasawa

et al, 2008 (53) (ABC) et de Weinberg, 2007 (15), p.515, figure 12.38A (D).

1.4 Hématopoiése normale

L’hématopoiese est un processus physiologique normal permettant la génération et
le renouvellement de ’ensemble des cellules du sang périphérique a partir de cellules-
souches hématopoiétiques. Le développement hématopoiétique est hautement régulé par
les stimulations du microenvironnement (facteurs de croissance, cytokines, etc.) qui
déterminent 1’autorenouvellement, la quiescence ou la différenciation des cellules-souches
hématopoiétiques en cellules progénitrices, en cellules précurseurs puis en cellules
différenciées de la lignée lymphoide ou myéloide (Figure 5) (55, 56). La Figure 5A
présente le modele classique linéaire de 1’hématopoiese (clonal succession model), dans
lequel les cellules matures dérivent toutes d’un seul ensemble de cellules-souches
hématopoiétiques. Des études récentes suggerent toutefois I’existence de plusieurs
populations de cellules-souches hétérogénes ayant la capacité de se différencier en deux
lignées (lymphoide et myéloide) en fonction du microenvironnement (clonal diversity

model) (56).

Plusieurs geénes ont un role critique dans I’hématopoicse (Figure 5B). Par exemple,
les génes TALI, RUNXI et MLL sont impliqués dans la génération (émergence et

maturation) des cellules-souches hématopoiétiques. /IKAROS est un régulateur clé¢ de la
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différenciation lymphoide; ETV6, un facteur de transcription de la famille Ets et agit
comme un répresseur transcriptionnel, MYB et GATA3 sont impliqués dans la
différenciation des cellules lymphoides T alors que PAX5 et TCF3/E2A dans la
différenciation des cellules lymphoides B (23, 55, 57, 58). Les anomalies chromosomiques
qui entrainent la dérégulation de ces genes clés perturbent 1’hématopoicse normale et
peuvent favoriser I’émergence de cellules pré-leucémiques spécifiques a la lignée cellulaire

(my¢loide, lymphoide B ou lymphoide T) altérée.
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lymphoide et my¢loide (modifi¢ de Weinberg, 2007 (15), fig 12.4). B) Roéle des principaux
facteurs de transcription et des génes régulant la chromatine au cours des différentes étapes
du développement et de la différenciation hématopoiétique. La dérégulation de ces génes
clés de I’hématopoiése par des anomalies chromosomiques (surtout des translocations) peut

favoriser la leucémogenéese (LAL-B ou LAL-T) [modifi¢ de Teitell et Pandolfi, 2009 (55)].

Légende : HCS : cellules souche hématopoiétique, MPP : progéniteur multipotent, ELP :
progéniteur lymphoide précoce, CLP : progéniteur lymphoide commun, ETP : précurseurs

précoces des cellules T

1.5 Roles de la cytogénétique en oncologie hématologique
pédiatrique

La cytogénétique, qui est 1I’é¢tude de la chromatine chromosomique, est essentielle
pour établir le diagnostic, le pronostic et pour orienter la thérapie des hémopathies
malignes.  Plusieurs anomalies chromosomiques récurrentes sont impliquées dans
I’initiation ou la progression tumorale. Plus spécifiquement, la majorité des leucémies
aigués pédiatriques sont caractérisées par des translocations entre deux chromosomes qui
génerent des génes de fusion ou dérégulent I’expression normale de génes impliqués dans
des processus clés de I’hématopoiese tels que le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire
et I’apoptose. Les roles de la cytogénétique seront approfondis dans les sections 1.5.1
(thérapies génétiques ciblées, page 26) et 1.6 (diagnostic et pronostic des leucémies, page

27).
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1.5.1 Thérapies génétiques ciblées

La cytogénétique a aussi contribu¢ a la mise au point de thérapies ciblées qui
révolutionnent le traitement de certaines hémopathies malignes. La premiere thérapie ciblée
découle de la découverte de la translocation pathognomonique t(15;17)(q22;921) spécifique
aux LAM M3 (leucémie aigué promy¢locytique). La caractérisation des points de cassures
de cette translocation a mis en évidence le geéne de fusion PML-RARA, impliquant le
récepteur nucléaire de 1’acide rétinoique (RARA), d’ou la mise au point de la thérapie a
I’acide rétinoique (all-trans retinoic acid and anthracycline) (59). Les patients ayant la
t(15;17) peuvent donc bénéficier de cette thérapie ciblée, qui, en combinaison avec le
trioxyde d’arsenic, entraine des taux de survie globale (OS) de I’ordre de 75 a 85%, ce qui

constitue 1’entité avec le meilleur pronostic dans les LAM (7, 60).

Initialement, I’imatinib mésylate (STI-571 ou Gleevec®) a été¢ développé pour
inhiber spécifiquement le récepteur PDGFR dans les syndromes
my¢lodysplasiques/my¢loprolifératifs avec un réarrangement du géne PDGFRa (4q22) ou
PDGFRp (5q33) (16, 43). 1l est cependant aussi efficace sur d’autres tyrosines kinases,
telles quABL et c-KIT. Le STI-571 a été approuve par la Food and Drug Administration
(FDA) aux Etats-Unis en 2001 pour le traitement des leucémies myéloides chroniques,
caractérisées par le gene de fusion BCR-ABLI (19). En effet, cet inhibiteur de tyrosine
kinase cible ce gene de fusion issu de la translocation réciproque t(9;22)(q34:;q11)
(chromosome de Philadelphie : Ph). Au niveau moléculaire, I’imatinib se lie a la poche
catalytique du domaine tyrosine kinase d’ABL et bloque I’acces a I’ATP, conférant a la
protéine chimérique BCR-ABLI une conformation inactive, induisant un arrét de
prolifération (55). Le STI-571 est également utilis¢ comme thérapie dans les LAL Ph+, la
fusion BCR-ABL1 étant présente dans environ 5% des LAL-B pédiatriques (7). Le STI a
aussi été utilisé dans de rares cas de LAL-T avec le gene de fusion NUP214-ABL issu de la

translocation t(9;9)(q34;q34) (61).
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1.6 Diagnostic et pronostic des leucémies aigués

pédiatriques
1.6.1 Classifications des leucémies

1.6.1.1 Classification franco-américaine britannique

La classification franco-américaine-britannique (FAB-French American British) des
leucémies, basée sur le stade de maturation de la tumeur (caractéristiques morphologiques
et cytochimiques des blastes), a été établie en 1976 puis révisée en 1985 et 1991 (4, 62).
Ultimement, pour les LAM, 11 sous-types ont été établis de MO (leucémie indifférenciée) a
M7 (leucémie mégacaryoblastique) (Tableau II) (16). Pour les LAL, 3 sous-types sont
reconnus par ce systeme de classification: L1, L2 (prolifération des cellules pré-B ou T) et
L3 (prolifération des cellules B, lymphome de Burkitt). Les LAL L1 présentent des petites
cellules leucémiques avec une chromatine nucléaire homogene et un noyau de forme
réguliere. Cette catégorie constitue la majorité des cas de LAL pédiatriques. Les LAL L2
ont de plus larges cellules leucémiques avec une chromatine de distribution variable et un
noyau de forme plus irréguliére que les L1 (il y a parfois méme plusieurs noyaux). Cette
entité représente environ 25% des cas de LAL pédiatriques (16). Autant les LAL L1 que
les L2 peuvent provenir d’une lignée de cellules B ou T. Enfin, la morphologie des LAL
L3 est caractérisée par de grosses cellules leucémiques homogeénes avec une architecture de
la chromatine normale et un noyau régulier, présentant souvent d’importantes vacuoles
dans le cytoplasme basophile. Le type L3 est associé¢ a I’'immunophénotype des cellules B
matures et correspond aux leucémies de type Burkitt (équivalent au lymphome de Burkitt).
I s’agit d’une catégorie plus rare (1-2% des cas de LAL des enfants), mais constitue une
entité distincte caractérisée par la translocation t(8;14)(q24;q32) et le gene de fusion c-
MYC-IGH (16). Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette translocation t(8;14)

sont expliqués dans la section 1.6.4.6 (Figure 7).
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LAM et les anomalies

Type Différenciation (4, 16) Anomalie Génes Fréquence de
de chromosomique impliqués I’anomalie (63,
LAM 64)
Mo LAM avec différenciation =~ monosomie 5/délétion 5q, 15-25% et
minimale caryotype complexe 20% LAM MO
M1 Leucémie myéloblastique Caryotype normal 32% LAM M1
sans maturation
M2 Leucémie my¢loblastique t(8;21)(q22;q22) RUNXI- 40% LAM M2
avec maturation ETO
M3 Leucémie promyélocytique, t(15;17)(q22;921) PML-RARA > 95% des LAM
hypergranulaire, typique M3
M3v | Leucémie promyé¢locytique, t(5;17)(q35;921) ou autres NPM1- Tres rare, <1%
microgranulaire, translocations variantes RARA des LAM M3v
hypogranulaire, atypique 17921 (16)
M4 Leucémie Réarrangement 11g23, MLL 18-27% et
myélomonocytique monosomie 7/délétion 7q 12% LAM M4
M4eo Leucémie inv(16)(p13;q22), CBFp- 95-100% LAM
myélomonocytique avec t(16;16)(p13;922) MYHII M4eo
eosinophiles
MS5a Leucémie monoblastique Réarrangement 11g23, MLL 57-61% et
(faiblement différenciée) trisomie 8 12% LAM M5
MS5b Leucémie monocytique Réarrangement 11q23 MLL 57-61% LAM
(différenciée) M5
M6 Erythroleucémie Monosomie 7/délétion 7q, Rare (7)
monosomie 5/délétion 5q, 73% LAM M6
caryotype normal (65)
M7 Leucémie Caryotype complexe, 41%,
mégacaryoblastique trisomie 21 41% et
constitutionnelle
’ RBM15- 50% LAM M7
t(1;22)(p13;q13) MKL1 3)

Ce tableau n’est pas exhaustif, seules les principales anomalies chromosomiques

récurrentes dans les LAM pédiatriques sont présentées. Ces anomalies chromosomiques ont été
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retrouvées dans les différents sous-types FAB, mais ne font pas partie intégrante de cette

classification.

Il est important de préciser que la classification FAB ne tient pas compte des
caractéristiques génétiques ou cytogénétiques. Bien qu’elle apporte des critéres pour établir
le diagnostic des leucémies aigués, une faiblesse de la classification FAB est qu’elle est peu
ou pas informative sur la valeur pronostique de chacune des entités (4). C’est pourquoi une
classification plus récente des hémopathies malignes, notamment celle de 1’Organisation
mondiale de la Santé (OMS), est désormais plus pertinente et davantage utilisée par les
cliniciens. Les principales anomalies chromosomiques des LAL seront présentées selon la

classification OMS aux chapitres suivants.

1.6.1.2 Classification 2008 de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

Tout d’abord, outre les criteres cliniques tels que I’age, la morphologie, le
pourcentage de blastes et ’immunophénotype, la classification 2008 des hémopathies
malignes de [’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) inclut également les
caractéristiques génétiques de la leucémie (43). Cette classification fait 1’objet d’un
consensus mondial utilisé par les cliniciens pour le diagnostic et le pronostic des leucémies.
Dans les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) B, 1’anomalie numérique la plus
fréquente est I’hyperdiploidie (25% des cas pédiatriques) et ’anomalie structurale la plus
fréquente est la translocation pathognomonique t(12;21)(p13;q22). Cette derniere génere le
gene de fusion ETV6-RUNXI (25% des LAL-B des enfants) (7). Les LAL-T sont
caractérisées par des réarrangements de genes récepteurs des cellules T, principalement le
gene TCRA/D (14qll) ou le TCRB (7q34), retrouvés dans environ 20 a 35% des cas

pédiatriques (66). Dans les leucémies aigu€s myéloides (LAM), les réarrangements du gene
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MLL (11923) constituent les anomalies les plus prévalentes, présentes dans environ 18%
des LAM pédiatriques (7, 63). Actuellement, il existe 104 translocations chromosomiques
impliquant MLL et 66 différents génes partenaires ont été identifiés au niveau moléculaire
(32, 64, 67-69). L’on retrouve ces translocations dans divers types d’hémopathies
malignes, autant dans les LAM et LAL de novo (nouveau diagnostic) que dans les
leucémies induites par la thérapie (inhibiteurs de la topoisomérase II) (16, 69). Les
translocations t(4;11)(q21;q23) (fusion MLL-AF4) et la t(9;11)(p22;q23) (fusion MLL-AF9)

sont les plus fréquentes dans les LAL et les LAM respectivement.

En résumé, voici les anomalies génétiques inclues dans la classification 2008 de

I’OMS pour les LAM et les LAL-B (43):
LAM avec anomalies génétiques récurrentes :
s LAM avec t(8;21)(q22;q22); RUNXI-RUNXITI
% LAM avec inv(16)(p13.1;922) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFS-MYH11
% Leucémie aigué¢ promyélocytique avec t(15;17)(q22;q21); PML-RARA
» LAM avec t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
% LAM avec t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
% LAM avec inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPNI-EVII
% LAM mégacaryoblastique avec t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKLI
s LAM avec mutation du géne NPM1

s LAM avec mutation du géne CEBPA
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Leucémies/lymphomes lymphoblastiques B avec anomalies génétiques récurrentes :

s LAL-B/lymphome avec t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

X/
°

LAL-B/lymphome avec t(v;11q23); réarrangement MLL

X/
°

LAL-B/lymphome avec t(12;21)(p13;q22); TEL-AMLI (ETV6-RUNXT)
% LAL-B/lymphome avec hyperdiploidie

% LAL-B/lymphome avec hypodiploidie (LAL hypodiploide)

% LAL-B/lymphome avec t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH

% LAL-B/lymphome avec t(1;19)(q23;p13.3); E24-PBX1 (TCF3-PBX1)

Les anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAL-B, les LAL-T et les LAM
seront expliquées en détail dans les sections 1.6.3.3 (Tableau III), 1.6.3.4 (Tableau IV) et
1.6.4 (Tableau V) respectivement.

1.6.2 Théorie des cellules-souches hématopoiétiques

Les cellules-souches hématopoiétiques sont des cellules normales quiescentes qui
ont la capacité de se différencier et de régénérer I’ensemble des cellules du systeme
hématopoiétique. Elles sont localisées dans des domaines spécifiques dans la moelle
osseuse (niches ostéoblastiques), le sang périphérique (niches vasculaires) ou le cordon
ombilical. Elles sont régulées par des stimulations du microenvironnement (tel que les
ostéoblastes, les cellules endothéliales, certains facteurs de croissance ou des cytokines) qui

détermine le destin et la survie des cellules-souches hématopoiétiques : quiescence, auto-
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renouvellement, différenciation ou apoptose (56). Leur immunophénotype est constitué

principalement des marqueurs CD34+ et CD38-.

Les cellules-souches leucémiques présentent des caractéristiques similaires aux
cellules-souches hématopoiétiques (quiescence, capacité d’auto-renouvellement illimitée),
mais constituent des cellules pré-cancéreuses (70). Lorsque des patients atteints de
leucémie ont des rechutes, la résistance au traitement est attribuable a la survie et a la
prolifération des cellules-souches leucémiques, qui ne sont pas ciblées par les thérapies
actuelles, d’ou I'intérét de développer des nouvelles approches spécifiques a ce type de

cellules.

Plusieurs  anomalies  chromosomiques [par  exemple:  translocations
t(4;11)(q21;923), t(9;22)(q34;q11.2)] semblent survenir au niveau de ces cellules-souches
primitives CD34+CD19- et il a été suggéré que cela pourrait expliquer leur pronostic
défavorable dans les LAL-B pédiatriques (56). Plus spécifiquement, le géne de fusion
MLL-AF4 issu de la t(4;11) a été détecté dans des cellules-souches mésenchymateuses de
bébés atteints de LAL-B du nouveau-né (31). Ainsi, les réarrangements du gene MLL
pourraient étre a l'origine de la transformation maligne des cellules-souches
hématopoiétiques en cellules-souches leucémiques (71). L’implication des cellules-
souches leucémiques a également été montrée dans les leucémies de la lignée myéloide.
Par exemple, la protéine de fusion chimérique PML-RARA confere la capacité d’auto-
renouvellement aux promyélocytes, un événement crucial a la leucémogenese de la

leucémie aigué promyelocytique (56).

Selon le modele des cellules-souches cancéreuses (ou des cellules leucémiques
initiatrices), les cellules-souches leucémiques seraient les principales responsables de
I’évolution clonale et de la résistance thérapeutique (72). Une récente étude a montré que
la pathogenése des LAL Ph+ est initiée par plusieurs sous-clones de cellules-souches

leucémiques présentant une diversité génétique (variations du nombre de copies distinctes),
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suggérant une évolution multi-clonale complexe dynamique (pas linéaire) (72). Ceci remet
en doute le dogme de I’origine monoclonale du cancer (10) (Figure 3), mais illustre surtout
I’importance de la mise au point de thérapies capables d’éradiquer tous les sous-clones
intra-tumoraux (72). Deux modeles peuvent expliquer I’évolution clonale (Figure 6).
Selon le mode¢le classique (Figure 6A), le clone dominant au diagnostic acquiert des
anomalies additionnelles spécifiques a la rechute et demeure le clone principal. Selon un
nouveau modele (Figure 6B et C), dans certains cas de LAL et de LAM, un sous-clone
mineur au diagnostic résiste a la thérapie et émerge lors de la rechute, avec des altérations
génomiques distinctes de celles détectées initialement (19, 73, 74). Ce sous-clone devient
donc dominant a la rechute, au détriment du clone initial (¢liminé par la chimiothérapie).
Ceci suggere ’existence d’un clone ancestral pré-diagnostic (au niveau d’une cellule-
souche pré-leucémique) qui génére deux lignées clonales indépendantes : un premier clone

dominant au diagnostic et un deuxiéme clone dominant a la rechute (72, 75).

De plus, les cellules-souches leucémiques ont un profil d’expression génique
(signature génique) spécifique associé a un pronostic défavorable dans les LAM. Ces
cellules expriment différemment 52 genes (21 sont moins exprimés et 31 sont surexprimés
par rapport a d’autres sous-populations de cellules plus différenciées); ce qui permet
d’établir une note ou une valeur des cellules-souches leucémiques-LSC score, basé sur un
algorithme mathématique (76). Ce LSC score constitue un nouveau marqueur pronostique
indépendant (notamment chez les patients avec un caryotype normal) fortement corrélé a
une diminution de la survie globale (OS) et de la survie sans événement (EFS) des patients
atteints de LAM (76, 77). Ceci souléeve I’importance de développer de nouveaux
marqueurs génétiques des cellules-souches leucémiques afin d’établir des thérapies ciblant

spécifiquement ces cellules résistantes.
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Figure 6. Evolution clonale des anomalies chromosomiques détectées au diagnostic et a la
rechute des leucémies aigués pédiatriques. A) Modele classique de 1’évolution clonale des
LAM. Le clone détecté a la rechute provient du clone dominant au diagnostic. B) Nouveau
modele de I’évolution clonale des LAM. Le clone principal a la rechute découle d’un clone
secondaire au diagnostic. C) Nouveau modele de 1’évolution clonale des LAL. La plupart
des clones détectés a la rechute dérivent de clones ancestraux au niveau des cellules-
souches leucémiques (A et B : tirés de Ding et al, 2012; C : modifi¢ de Mullighan et al,
2008) (74, 75).

1.6.3 Leucémies aigués lymphoblastiques (LAL)

1.6.3.1 Diagnostic

Les LAL sont caractérisées par une accumulation de cellules immatures de la lignée
lymphoide dans la moelle osseuse et aussi, dans la majorit¢ des cas, dans le sang
périphérique (16). Parmi les LAL pédiatriques, la majorité des cas proviennent de la lignée
des cellules B (LAL-B : 85%) et environ 15% de la lignée des cellules T (LAL-T) (3, 16,
43). Le diagnostic des LAL est effectué¢ principalement selon la classification de I’OMS
2008 (section 1.6.1.2).

Par ailleurs, DI’immunophénotype permet d’identifier, par des anticorps
monoclonaux, les antigénes cytoplasmiques, nucléaires ou a la surface, exprimés par les
cellules leucémiques (16). L’immunophénotype est spécifique a chacun des stades de
différenciation des cellules de la moelle osseuse durant I’hématopoiése. Par exemple, les

LAL-B se divisent en plusieurs sous-classes (16):
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1) LAL précurseur B précoce, pro-B ou early pre-B ALL (exprimant le CD19, le complexe
majeur d’histocompatibilité HLA-DR et la transférase deoxynucleotidyle terminale (TdT) :
10% des cas de LAL pédiatriques)

2) LAL commun ou common ALL (exprimant le CD19, la TdT et le CD10 : 60% des LAL
pédiatriques)

3) LAL précurseur B ou pre-B ALL (exprimant le CD19, la TdT, le CD10, le CD19b et

I’immunoglobine : 20-25% des cas)

4) LAL des cellules B matures ou mature B-cell ALL (exprimant des immunoglobulines

avec une seule chaine légere a la surface cellulaire : 2% des cas).

1.6.3.2 Pronostic et stratification du risque

Des études portant sur de grandes cohortes de patients de LAL et de LAM
pédiatriques ont permis d’établir la valeur pronostique des anomalies chromosomiques
récurrentes. En outre et comme nous 1’avons déja mentionné, un role important de la
cytogénétique est d’orienter le choix du traitement afin qu’il soit le plus adapté possible au

profil génétique des cellules leucémiques de chaque patient.

Tout d’abord, la détection des anomalies chromosomiques ayant une valeur
pronostique connue permet d’améliorer la stratification du risque des patients (risque faible,
intermédiaire ou ¢élevé). Ceci influence les décisions thérapeutiques telles que
I’intensification et la durée des cycles de chimiothérapie (78). Par exemple, une
hyperdiploidie a plus de 50 chromosomes (sans anomalie secondaire additionnelle),
particulierement en présence des trisomies 4, 10 et 17, est associée a un trés bon pronostic
dans les LAL (79). Par conséquent, si les autres facteurs cliniques sont également de

pronostic favorable, une chimiothérapie moins agressive est indiquée. Par contre, les LAL
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qui présentent un réarrangement du gene MLL constituent une catégorie a haut risque avec
des tumeurs tres agressives, spécialement chez les enfants de moins de quatre ans (80). La
survie sans évenement (EFS — event free survival) se définit par la durée de survie (en mois
ou en années) sans rechute hématologique (plus de 5% de blastes dans la moelle osseuse)
ou sans rechute cytogénétique (présence d’anomalies chromosomiques clonales dans la
moelle osseuse) (81, 82). En effet, le taux de survie sans événement (EFS) a 5 ans des
bébés présentant un réarrangement de MLL est estimé entre 30 a 40%, et ce, malgré une
chimiothérapie intensive (7). Une greffe de cellules-souches hématopoiétiques est souvent
considérée et de nouveaux protocoles incluant une intensification de la chimiothérapie pour

ce sous-groupe de patients est sous investigation actuellement (83, 84).

1.6.3.3 Anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAL-B

Les principales anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAL pédiatriques
de la lignée B sont présentées dans le Tableau III. Les caractéristiques cytogénétiques des
anomalies pertinentes pour ce mémoire sont décrites dans les sections qui suivent 1.6.3.3.1

et 1.6.3.3.2.
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Principales anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAL-B

pédiatriques.

Anomalie Génede | Fréquence Pronostic Mécanisme
chromosomique fusion moléculaire (8)
t(12;21)(p13;922) ETV6- 25% Favorable Facteur de

RUNX1 transcription
chimérique (répression
transcription) (85)
Hyperdiploidie 25% Favorable Augmentation du
50-68 chromosomes dosage génique
Réarrangements Défavorable Altération de la
MLL : structure de la
t(4;11)(q21;923) MLL-AF4 5-6%"' (71, chromatine
86)
t(11;19)(q23;p13.3) | MLL-ENL 2% (7)
t(1;19)(q23;p13) TCF3- 5% 2 Intermédiaire Facteur de
(80), -
PBX]I Hent transcription
(7,64,87) | Sxeeien chimérique
pronostic
avec
méthotrexate
(7)
Délétion p16 (9p21) 11-27% (80, Conzg‘gerse Perte d’un géne
88, 89) suppresseur de tumeur
19:22)(q34:q11.2) | BCR-ABLI | 2-4% (7) | Defavorable | p i cine chimérique
active I’activité
tyrosine kinase d’ABL
Hypodiploidie 1-2% Défavorable Dérégulation du
<39 chromosomes dosage génique
Amplification intra 2:3% (7, 90) | Défavorable
. (90, 91)
chromosomique
RUNXI (21q22)
(1IAMP21)
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Légende: 1. Chez les bébés de moins de 12 mois atteints de LAL-B, la fréquence des
réarrangements de MLL est de 61-79% (86). 2. Dans les LAL-pré B, la fréquence de
fusion TCF3-PBX1 est de 20-25% (55, 64).

1.6.3.3.1 Anomalies chromosomiques numériques
o Hyperdiploidie

L’anomalie chromosomique numérique la plus fréquente dans les LAL-B est
I’hyperdiploidie, présente dans 25% des cas pédiatriques (7). Cette anomalie est
caractérisée par un immunophénotype précurseur B (les blastes exprimant les marqueurs
CD10+, CD19+ et souvent CD34+), une classification FAB de type L1, des pourcentages
de blastes trés élevés (médiane entre 95-100%) et avec un pic d’incidence chez les enfants
entre 2 et 4 ans (16, 37, 43). Selon la plus récente nomenclature du Systéme international
de la nomenclature cytogénétique humaine (ISCN 2013), une hyperdiploidie se définit
comme une constitution chromosomique a plus de 46 chromosomes (13, 14). Or, en
hématologie clinique, on désigne « hyperdiploidie a bon pronostic » (high-hyperdiploidy)
les LAL ayant entre 51 et 65 chromosomes (index d’ADN >1,16), le nombre modal le plus
fréquent étant de 55 chromosomes (16). Les chromosomes surnuméraires impliqués dans
I’hyperdiploidie ne sont pas aléatoires, les plus fréquents étant les chromosomes 4 (78% des
cas), 6 (85%), 10 (63%), 14 (84%), 17 (68%), 18 (76%), 21 (90-99%, tétrasomie 21 dans
70% des cas) et X (89%) (16). La survie globale des enfants atteints de LAL-B avec cette
hyperdiploidie a plus de 50 chromosomes est d’environ 90% et I’EFS a 5 ans est de 70-
80% (37, 64). La présence simultanée des trisomies 4, 10 et 17 confére particulicrement un
excellent pronostic. Une étude du groupe d’oncologie pédiatrique (Children’s Oncology
Group : COQG) sur plus de 5400 patients a montré une EFS a 8 ans de 90% avec une
thérapie dans le groupe de risque standard (79). Ceci suggere qu'une hyperdiploidie avec
des trisomies spécifiques 4, 10 et 17 est un facteur de pronostic indépendant plus important

que le nombre total de chromosomes impliqués dans 1’hyperdiploidie.



40

Plusieurs hypothéses ont été soulevées pour expliquer le bon pronostic que confére
I’hyperdiploidie, principalement concernant la bonne réponse a la chimiothérapie.
D’abord, les copies supplémentaires de SLCI1941 (21q22.3) seraient responsables de la
grande sensibilit¢ aux traitements avec le méthothrexate (agent chimiothérapeutique
antifolate). Ce gene, trisomique ou tétrasomique dans la majorité des LAL hyperdiploides,
code pour le transporteur cellulaire du méthotrexate, ce qui favorise 1’accumulation de ce
médicament et de ses métabolites, les polyglutamates, dans les cellules leucémiques
hyperdiploides (37, 92). 1l s’agit d’ailleurs d’une cible thérapeutique potentielle. La
sensibilit¢ a la chimiothérapie avec la L-asparaginase est attribuée a une diminution de
I’expression du gene codant pour I’asparagine synthase dans les LAL-B hyperdiploides ou
avec la fusion ETV6-RUNXI1(93). Enfin, les blastes leucémiques hyperdiploides ont une
propension a 1’apoptose spontanée, notamment a cause d’une augmentation de 1’expression

du gene pro-apoptotique CAS-P8AP2 en 6q15 (37, 79).

Bien que I’hyperdiploidie est une anomalie récurrente dans les leucémies, il est
controvers¢ de déterminer si ’aneuploidie (ou I’hyperdiploidie) est une cause ou une
conséquence du cancer (52). Elle pourrait promouvoir la cancérogenese par I’amplification
d’oncogenes ou en favorisant I’instabilité génomique. Il a été suggéré de développer des
thérapies ciblant spécifiquement 1’aneuploidie, soit au niveau des voies de signalisations
impliquées dans la réponse cellulaire a D’aneuploidie (protéasome, chaperonnes ou

autophagie) ou des geénes clés sur les chromosomes aneuploides (52).

Environ 50% des LAL-B pédiatriques avec une hyperdiploidie entre 51 et 65
chromosomes présentent également des anomalies structurales (16, 64). 1l a été suggéré
que la présence de ces anomalies de structures additionnelles pourrait conférer un pronostic
défavorable (94). En fait, certaines translocations récurrentes a mauvais pronostic
[t(9;22)(q34;q11.2) et réarrangements de MLL] additionnelles a I’hyperdiploidie constituent

I’anomalie primaire et sont donc responsables du pronostic défavorable (contrecarre I’effet
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bénéfique de I’hyperdiploidie) (22, 64). L’isochromosome 17q au sein d’un caryotype

hyperdiploide semble aussi corrélé a un risque €levé de rechute.

. Hypodiploidie

La ploidie est un facteur pronostique important dans les LAL-B des enfants puisque
I’hypodiploidie (35-45 chromosomes) et la para-haploidie (moins de 34 chromosomes) sont
a un spectre opposé a I’hyperdiploidie et sont considérées comme des marqueurs de
pronostic défavorable avec une survie réduite des patients (la survie globale a 8 ans est
estimée a 50% et I’EFS a 8 ans est d’environ 39%) (95-97). La définition stricte de
I’hypodiploidie se référe aux cellules ayant < 45 chromosomes (13), toutefois 1’entité
clinique des LAL-B hypodiploides a pronostic défavorable est restreinte aux néoplasies
dont les blastes contiennent moins de 44 ou méme 39 chromosomes (7, 43, 80, 98).
Différents sous-groupes ont été établis et le nombre de chromosomes est corrélé avec le
pronostic : les tumeurs avec 44 chromosomes ayant une EFS a 8 ans supérieure a celles
avec une importante hypodiploidie (30-39 chromosomes) ou une para-haploidie (23-29

chromosomes) (43, 96).

o Hyperdiploidie et hypodiploidie

Certains patients présentent a la fois un clone hypodiploide et un clone
hyperdiploide. Il a été suggéré que la lignée hyperdiploide résulte de I’endoreduplication
du clone hypodiploide. Dans des études sur de larges cohortes de LAL pédiatriques, cette
entité rare a été décrite comme a pronostic défavorable, similaire aux cas présentant
uniquement de I’hypodiploidie (96, 97). Le mécanisme d’endoreduplication du clone
hypodiploide semble assez fréquent, soit retrouvé dans environ 65 % des cas de LAL para-
haploides (37). Cette entité est toutefois difficile a détecter au caryotype car le clone

hyperdiploide, ayant un avantage prolifératif, masque souvent le clone hypodiploide (64).
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1.6.3.3.2 Anomalies chromosomiques structurales

Plusieurs anomalies chromosomiques de structure sont récurrentes dans les LAL-B,
principalement des translocations, mais également des délétions, duplications et

amplifications (Tableau III).

° Translocation t(12;21)(p13;q22)

L’anomalie chromosomique structurale la plus fréquente dans les LAL-B
pédiatriques est la fusion ETV6-RUNXI issue de la translocation t(12;21)(p13;q22),
présente dans 25% des cas. Les facteurs de transcription E7V6 (TEL) et RUNXI (AMLI ou
CBFA?2) jouent un role majeur dans ’hématopoiése et dans la leucémogenese (58, 64). La
protéine chimérique qui découle de ce gene de fusion possede une activité dominante
négative, c’est-a-dire qu’elle agit comme un répresseur de la transcription des genes cibles
de RUNXI (43). Par ailleurs, des études d’expression génique ont montré que le géne de
fusion ETV6-RUNXI altere plusieurs voies biologiques essentielles. D’une part, il diminue
I’expression de genes impliqués dans I’apoptose, la réparation des dommages a I’ADN
médiée par p53, le développement et la différenciation des cellules B [la t(12;21)
surviendrait au niveau des cellules pré-B II]. D’autre part, il augmente 1’expression des
marqueurs de cellules-souches hématopoiétiques (en conférant des propriétés
d’autorenouvellement illimité) et des geénes impliqués dans les voies de la prolifération
cellulaire PI3K/AKT/mTOR (85). Ceci suggere que la translocation t(12;21) aurait un role

dans I’initiation, la promotion et le maintien de la leucémogenese (85).

La t(12;21) est une anomalie cryptique (invisible a la résolution du caryotype) et
doit donc étre détectée par hybridation in situ en fluorescence (FISH) ou par réaction en
chaine entrainée par une polymérase a ADN apres transcription inverse (RT-PCR) (98, 99).
Il s’agit d’une entité a pronostic favorable, ’EFS a 5 ans est d’environ 89% et la survie
globale a 5 ans de 96% (7, 80). Cependant, la majorité des cas (62-79%) présentent des

anomalies cytogénétiques additionnelles et leur valeur pronostique est actuellement
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controversée dans la littérature (24, 27, 100). L’anomalie secondaire la plus fréquemment
observée est la perte du 2° allele d’ETV6 (12p13) (25-59% des cas de LAL-B avec cette
translocation) (24, 29, 100, 101). Ceci permettrait 1’inactivation compléte d’E7V6 (un
alléle réarrangé et un allele délété) ce qui semble constituer une étape critique dans la
leucémogenese des LAL avec la t(12;21) (102). La fusion ETV6-RUNXI est également
associée a une trisomie/tétrasomie 21, un gain du 2° all¢le du géne RUNX1, une duplication
du dérivé 21 (contenant le géne de fusion), des délétions en 9p21.3 (CDKN2A4/B), 9p13.2
(PAXS), 6q et une duplication Xq (27, 29, 99, 103). Des ¢études d’aSNP ont aussi montré
des microdélétions focales (< 1Mb) récurrentes en 14q32.33, 7pl4.1, 3q26.32 (gene
TBLIXRI) et 22ql11.22 associées a 12-21% des cas de t(12;21); cependant 1’impact
pronostique de ces petites pertes génomiques n’a pas encore été étudié (27, 29). Les
anomalies du géne TBLIXRI (3q26.32) sont particulicrement intéressantes car ce gene est
impliqué dans la réponse du récepteur hormonal nucléaire « nuclear hormone receptor »
(les délétions de TBLIXRI surexpriment les cibles des récepteurs de 1’hormone
thyroidienne et de 1’acide rétinoique) et TBLIXRI joue un rdle dans le métabolisme des
glucocorticoides (29). De plus, certaines microdélétions retrouvées a la rechute de patients
avec la fusion ETV6-RUNXI pourraient expliquer la résistance aux traitements aux
glucocorticoides (102). En effet, des pertes récurrentes en 15ql15.1 (gene BMF, un
médiateur central de 1’apoptose induite par les glucocorticoides), en 5q31.3 (gene NR3Cl1,
un récepteur des glucocorticoides), en 2p21 et en 3p21.3 (génes MSH2 et MLHI
respectivement, impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN « mismatch
repair pathway ») refletent I’évolution clonale des cellules avec la t(12;21) chez les patients

qui subissent une rechute (102).

1.6.3.4 Anomalies chromosomiques dans les LAL-T

Les LAL-T sont des tumeurs malignes des cellules-souches hématopoiétiques

caractérisées par un phénotype de cellules T immatures (3). Un minimum de 20-25% de
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blastes doit étre retrouvé dans la moelle osseuse pour que I’hémopathie soit désignée
comme une leucémie T de novo (43). Les blastes des tumeurs lymphoblastiques T
présentent une morphologie hétérogene, mais expriment tous des antigénes des cellules T
(les marqueurs les plus spécifiques étant TdT+ et CD3+ cytoplasmique; alors que les
principaux marqueurs des lymphoblastes des précurseurs T sont CD99+, CD34+ et CDla)
(43). Chez les enfants, I’incidence des LAL-T augmente avec 1’age et est supérieure chez
les garcons, le pic d’incidence pouvant atteindre environ 29% chez les adolescents
masculins de 15 a 18 ans (43, 64). De facon générale, les LAL-T sont considérées a
pronostic plus défavorable que les LAL-B, principalement en raison d’une fréquence
supérieure de caractéristiques cliniques a haut-risque (atteinte du systéme nerveux central,
age et taux de leucocytes sanguins, « white blood cell count », plus élevé) (43, 64). Les
anomalies cytogénétiques les plus récurrentes sont les réarrangements de génes récepteurs
des cellules T (TCR) avec une variété de geénes partenaires (Tableau IV) (43). Ces
translocations causent, dans la majorité¢ des cas, une dérégulation de la transcription de
genes impliqués dans le développement ou la différenciation des cellules T par la
juxtaposition d’un de ces genes au niveau de la région régulatrice du locus de TCR (section
1.6.3.5 et Figure 7). La surexpression aberrante de ces facteurs de transcription
oncogéniques a permis d’établir différents sous-groupes génétiques correspondant a des
stades spécifiques de développement des cellules T (3, 7, 43, 104). Ces anomalies sont

mutuellement exclusives, suggérant une pathogenese distincte :

e LYLI (19p13) + : thymocyte pro-T précoce

e HOXII/TLXI (10g24) + : thymocyte cortical précoce

o TALI (1p32) + : thymocyte cortical tardif
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Tableau IV. Principales anomalies récurrentes dans les LAL-T pédiatriques.

Anomalie chromosomique

Délétion 9p21 (genes

Fréquence

40-70% (16, 88, 104, 105)

Pronostic

Controversé (pas un facteur

CDKN2A/B) pronostic indépendant)
(88, 105)
Réarrangement des genes 20-35% Variable en fonction du
TCR : TCRA/D (14ql1) ou gene partenaire
TCRB (7q34)
t(5;14)(q35;q11.2) fusion 20-24% Défavorable (7, 104)
HOXI11L2-TCR
Anomalies du gene TALI : 15-30% Controversé (7, 64, 104)
délétion interstitielle
cryptique 1p32 (fusion SI/L-
TALI) ou réarrangement de
TALI
Duplication 6923 (gene 8-15% Inconnu (16)
MYB)
t(11;14)(p13;ql11) fusion 5-10% Inconnu (16)
LMO2-TCR
t(10;14)(q24;q11) fusion 7-8% Favorable (7, 66, 104)

HOXI11-TCRD

Outre ces anomalies fréquentes, certaines anomalies récurrentes plus rares ont une

valeur pronostique importante.

Par exemple, I’amplification 9q34 [épisomes extra-

chromosomiques contenant le géne de fusion NUP2I14-ABLI issu de la translocation
t(9;9)(q34;q34)] et la translocation t(9;22)(q34;q11.2) (fusion BCR-ABL]I) sont retrouvées

dans 3-6% des cas de LAL-T pédiatriques. Ces anomalies sont associées a un pronostic
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défavorable, mais sont sensibles aux thérapies (imatinib) inhibant le récepteur tyrosine

kinase (64, 106).

Récemment, un nouveau sous-type de LAL-T a ét¢ mis en évidence : les LAL des
précurseurs précoces des cellules T, « early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia»
(LAL-ETP), caractérisées par une expression aberrante de marqueurs my¢loides ou des
cellules-souches hématopoiétiques (notamment CD13, CD33, CD34 et CD117). Il s’agit
d’une hémopathie maligne plus rare (15% de I’ensemble des LAL-T), mais trés agressive,
présentant une signature génomique distincte des autres LAL-T pédiatriques (107). Par
ailleurs, une étude de séquengage de I’ensemble du génome « whole-genome sequencing »,
sur une cohorte de 106 LAL-T pédiatriques, a mis en évidence des mutations récurrentes de
genes régulant le développement hématopoiétique (ETV6, RUNXI, IKAROS, EP300 et
GATA3) et/ou impliqués dans la voie de signalisation de RAS (par exemple FLT3, JAK3 et
JAK]I) retrouvés dans respectivement 58% et 67% des cas de LAL-ETP (significativement
plus ¢élevé que dans les autres LAL-T) (107). Globalement, les LAL-ETP montrent un
profil d’expression génique similaire aux cellules-souches hématopoiétiques normales et
aux cellules-souches leucémiques my¢loides a pronostic défavorable. Ceci suggere que les
clones des LAL-ETP subissent un arrét de maturation et de différenciation a un stade
précoce (cellules-souches leucémiques agressives), d’ou 'intérét d’ajouter des thérapies
habituellement utilisées pour les LAM (fortes doses de cytarabine, thérapies ciblées

inhibant la voie JAK) pour le traitement des LAL-ETP (107).

1.6.3.5 Conséquences moléculaires des translocations chromosomiques

Les deux principaux mécanismes moléculaires qui découlent des translocations

chromosomiques dans les leucémies sont la formation de genes de fusion chimériques et la
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dérégulation de D’expression normale des genes clés de 1I’hématopoicse. Ces deux

mécanismes ont un réle important dans la leucémogenese (Figure 7) (71, 108, 109).

e Formation de genes de fusion chimériques

Les translocations chromosomiques €quilibrées peuvent générer un géne de fusion hybride
avec une protéine chimérique ayant un potentiel oncogénique. Les génes de fusion sont
responsables d’environ 20% de la morbidité reliée a I’ensemble des cancers humains (108).
Ce mécanisme est impliqué dans les réarrangements de tyrosines kinases telles qu’ABLI
(fusion BCR-ABLI dans les LAL-B et les leucémies myéloides chroniques, fusion
NUP214-ABL1 dans les LAL-T), PDGFRp (fusion PDGFRS-ETV6 dans les leucémies
myélomonocytaires chroniques). Un gene de fusion chimérique peut également impliquer
des facteurs de transcription tels que RUNXI et ETV6 (fusion ETV6-RUNXI dans les LAL-
B, fusion RUNXI-ETO dans les LAM). Par la suite, ces protéines chimériques altérent des
processus cellulaires essentiels (augmentation de la prolifération cellulaire, diminution de
I’apoptose, perturbation de I’adhérence cellulaire, etc.). Les translocations impliquant
MLL, une protéine de liaison a I’ADN, activent la transcription de genes cibles en induisant
des modifications €pigénétiques de la chromatine. Certaines protéines hybrides peuvent
aussi inhiber la transcription de genes cibles. Par exemple, 1’oncoprotéine RUNXI-ETO
recrute une histone déacétylase (complexe répresseur) qui condense la chromatine,
empéchant la transcription des genes cibles de RUNXI. Ceci bloque la différenciation des

cellules my¢loides.
e Dérégulation de I’expression génique normale

La juxtaposition ou la relocalisation d’un proto-oncogeéne prés du promoteur d’un géne
fortement exprimé ou a expression constitutive altére I’expression génique normale et

favorise sa conversion en oncogene. Par exemple, dans la translocation récurrente du



48

lymphome de Burkitt (LAL L3), la t(8;14)(q24;932), le proto-oncogeéne c-MYC (8q24) est
activé par sa juxtaposition preés du fort promoteur du géne des immunoglobulines /IGH
(14932), entralnant une surexpression anormale et une prolifération cellulaire accrue et
dérégulée de cellules lymphoides. Un mécanisme similaire se produit dans les LAL-T avec

réarrangement du géne TCR.
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A) Géne de fusion chimérique BCR-ABL1 C) Juxtaposition aberrante IGH-c-MYC
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Figure 7. Conséquences moléculaires des translocations chromosomiques (A et C, tirés de
Frohling et Dohner, 2008; B et D modifiés respectivement de Krivtsov et Armstrong, 2007
et Mitelman et al, 2007) (71, 108, 109). A) Formation du gene de fusion chimérique BCR-
ABLI issu de la t(9;22)(q34;q11.2). B) Modulation de I’architecture de la chromatine par
les geénes de fusion impliquant MLL (11g23). Normalement, le géne MLL médie la
méthylation de 1’histone H3K4, régulant I’expression de genes cibles (notamment les génes
de la famille HoxA). Cependant, lorsqu’une translocation génére un gene de fusion, une
méthyltransférase, DOTIL, est recrutée et favorise la méthylation de 1’histone H3K79,
conduisant a une expression aberrante des génes HoxA. C) et D) Juxtaposition anormale de

c-MYC pres du promoteur de /GH causée par la t(8;14)(q24;932). D) Cette translocation
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provoque une cassure au niveau d’un exon de ¢-MYC (ici entre I’exon 1 et 2) et au niveau
de la région régulatrice « switch » ou constante d’/GH, les deux genes se retrouvant dans la
méme orientation 5°-5°. Ceci provoque une activation constitutive de 1’oncogene ¢-MYC

(régulé par le promoteur d’/GH) et une expression aberrante de ses génes cibles.

1.6.4 Leucémies aigués myéloides (LAM) et syndromes

myélodysplasiques (SMD)

Les LAM sont caractérisées par une accumulation excessive de blastes myéloides
immatures dans la moelle osseuse (16). Cet arrét de la maturation des cellules-souches
empéche I’hématopoiése normale et provoque un déficit de cellules différenciées
(granulocytes, monocytes, thrombocytes et érythrocytes). La définition de I’OMS 2008
stipule que les LAM présentent plus de 20% de myéloblastes dans le sang ou la moelle
osseuse (43). L’incidence des LAM est supérieure chez les adultes que chez les enfants
(4ge médian de 67 ans) : 50% des cas surviennent chez les patients de plus de 50 ans, alors
qu’environ seulement 6% des cas touchent les moins de 20 ans (3). Les syndromes
my¢lodysplasiques (SMD) constituent un groupe de maladies clonales des cellules-souches
hématopoiétiques caractérisés par une cytopénie et une dysplasie dans la lignée myéloide

(43). Les SMD ont un risque accru de transformation maligne en LAM.

Le diagnostic des LAM et des SMD est établi en fonction des criteres des
classifications FAB et de ’OMS (sections 1.6.1.1 et 1.6.1.2).

1.6.4.1 Anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAM et les SMD

Contrairement aux LAL-B dans lesquelles on retrouve une importante récurrence

d’hyperdiploidie, les LAM pédiatriques sont plutot caractérisées par des aneuploidies
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impliquant un seul chromosome ou un seul bras chromosomique (principalement -5/-5q, -
7/-7q, trisomie 8) (Tableau V). On retrouve également des translocations récurrentes

générant des génes de fusion chimériques.
. Réarrangements du géne MLL

Les anomalies chromosomiques récurrentes les plus fréquentes dans les LAM
pédiatriques sont les translocations impliquant le géne MLL (mixed lineage leukemia) en
11923 (7, 32). Comme son nom I’indique, les réarrangements de MLL ne sont pas
spécifiques aux LAM de novo des enfants, on les retrouve également dans les LAL et les

leucémies aigués myéloides secondaires a la thérapie (LAM-t).

Des études récentes montrent que les LAM pédiatriques avec réarrangement de
MLL constituent une entité clinique et génétique hétérogene (32, 69). Le pronostic varie en
fonction de plusieurs facteurs, notamment le gene partenaire de MLL, la présence
d’anomalies chromosomiques additionnelles, I’age au diagnostic et le taux de leucocytes
sanguins (WBC) (32). Ces anomalies sont associées a un groupe de risque intermédiaire ou
¢levé : PEFS a 5 ans varie entre 32 et 59% et la survie globale (OS) a 5 ans entre 42% et 62
% (32, 63, 98, 110). La translocation t(1;11)(q21;q23) (géne de fusion MLL-MLLTII)
confére un excellent pronostic (OS a 5 ans de pres de 100% et EFS a 5 ans de 92%), les
patients avec cette entité bénéficieraient donc d’une thérapie moins intensive (111). La
translocation la plus récurrente est la t(9;11)(p22;q23) (gene de fusion MLL-MLLT3 ou
MLL-AF9) et présente un pronostic similaire aux autres réarrangements de MLL (risque
intermédiaire) (7, 110). Certaines études ont toutefois noté une meilleure sensibilité a la
thérapie lorsque ce sous-groupe est associ¢ a une morphologie FAB M5 (32), alors que
d’autres équipes ont montré que la t(9;11) est stratifiée dans le groupe des LAM a risque
¢levé (pronostic défavorable) lorsque des anomalies additionnelles sont détectées (63). Les
translocations t(6;11)(q27;q23) et t(10;11)(p12;923) impliquant les génes MLLT4 (AF6) et

MLLTI0 (AF10) respectivement constituent également des sous-groupes a pronostic
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défavorable. Ceci illustre la pertinence clinique de caractériser les translocations
impliquant MLL, par FISH ou par RT-PCR, afin d’identifier le géne partenaire. Aussi, pres
de la moitié des patients présentent des anomalies génomiques supplémentaires, dont

environ 90% sont des anomalies déséquilibrées (69).



Tableau V. Principales anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAM et les SMD

pédiatriques.

Anomalie Géne de fusion Fréquence Pronostic
chromosomique
t(8;21)(q22:922) RUNXI-ETO 12%-14% (40% des favorable
(RUNXITI) LAM M2) (63, 110)
inv(16)(p13;922) ou CBFB-MYH11 7%-9% (7) favorable
t(16;16)(p13;922)
Excellent avec la
5 : - 0/ _170,
ezl PME-RARA 6%-12%(7, 63) thérapie a I’acide
rétinoique (43)
Réarrangements 15-25% (32) Intermédiaire
11q23 (MLL)
t(9;11)(p22;q23) | MLL-AF9 (MLLT3) | 43% des LAM MLL+' Intermédiaire
t(1;11)(q21;q23) | MLL-MLLTI1 3% des LAM MLL+ Excellent (32)
(AF1q)
t(6;11)(q27;q23) | MLL-MLLT4 (AF6) | 5% des LAM MLL+ défavorable
€(10;11)(p12;q23) | MLL-MLLTI0 13% des LAM MLL+ défavorable
(AF10)
Monosomie 7 ou 2%-5% (7, 63) défavorable
délétion 7q
Monosomie 5 ou 29 Intermédiaire (63) ou
délétion 5q défavorable (7, 110)
Trisomie 8 2%-7% (7, 63) Intermédiaire (63)
Délétion 17p13 p33 3% (64) Défavorable (64)

"LAM MLL+ : leucémies aigués myéloides avec réarrangement du géne MLL (11g23)
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1.7 Techniques cytogénétiques actuellement utilisées en

hématologie clinique

Différents outils génétiques sont actuellement utilisés en hématologie clinique : le
caryotype, I’hybridation in situ en fluorescence (FISH), la réaction en chaine entrainée par
une polymérase a ADN apres transcription inverse (RT-PCR) ainsi que la cytométrie en
flux (index d’ADN) (16, 112, 113). Les différentes caractéristiques de ces techniques sont

présentées au Tableau VI.
Caryotype

Dans les hémopathies malignes, le caryotype permet l’analyse des anomalies
chromosomiques spécifiques aux cellules leucémiques. Les lymphocytes étalés sur des
lames sont colorés un marquage morphologique en bandes GTG (bandes G, dénaturation a
la Trypsine et coloration au Giemsa), permettant d’identifier chacune des 23 paires de
chromosomes. La résolution obtenue varie entre 10 et 20 Mb (114). Ceci donne une vue
d’ensemble du génome (analyse non ciblée) (98, 114) et permet la détection des anomalies
récurrentes, rares et secondaires, qu’elles soient équilibrées ou déséquilibrées. Le
caryotype vise les cellules en phase mitotique et présente des difficultés techniques telles
qu’un faible index mitotique des cellules leucémiques in vitro et une faible résolution des
chromosomes (Tableau VI) (98, 114, 115). Le College Canadien des Médecins
Généticiens (CCMGQG) recommande de détecter les anomalies chromosomiques clonales par
la technique du caryotype pour tous les cas de LAL et de LAM de novo, ainsi que pour le

suivi et a la rechute si une anomalie est identifiée au diagnostic (116).
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Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

La technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) permet d’hybrider une
sonde fluorescente avec une séquence d’ADN complémentaire sur les noyaux
interphasiques (FISH interphasique) ou les cellules mitotiques (FISH métaphasique) du
patient (16, 114). En cytogénétique hématologique, la FISH constitue un outil essentiel
pour établir le diagnostic et le pronostic des leucémies (98, 108, 115, 117). Il existe une
grande variété de sondes commerciales, principalement les sondes de fusion (pour la
détection d’un géne de fusion) et les sondes de réarrangement (breakapart, pour la
détection d’un réarrangement génique) (98, 112). Ces derniéres sont surtout utilisées pour

les génes ayant un grand nombre de partenaires tel que MLL (112, 115, 118).

Pour le diagnostic des leucémies de novo, les laboratoires de cytogénétique clinique
utilisent généralement une série « panel » de sondes spécifiques aux anomalies
chromosomiques les plus fréquentes et/ou ayant une valeur pronostique importante selon le
type de leucémie étudié. Toutefois, certains génes ne sont pas couverts par une sonde
commerciale (sondes utilisées dans les panels) et nécessitent une petite sonde ciblant une
région génomique précise. Il est alors approprié d’utiliser des chromosomes artificiels de
bactéries (Bacterial artificial chromosomes-BACs) ayant une taille d’environ 150-300 kb,
permettant de cibler des séquences uniques au niveau d’un gene spécifique (16). Les BACs
sont d’ailleurs particulicrement utiles pour préciser les points de cassure d’une translocation
chromosomique rare (119). Pour caractériser les remaniements chromosomiques
complexes ou pour identifier les chromosomes marqueurs d’origine inconnue, il est
pertinent d’effectuer une FISH meétaphasique (sur chromosomes) avec des peintures
chromosomiques (ensemble de sondes a séquences uniques spécifiques a chaque paire de

chromosomes homologues).
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Réaction en chaine entrainée par une polymérase a ADN aprés

transcription inverse (RT-PCR)

La RT-PCR est une analyse qui utilise des amorces spécifiques a une séquence
d’ARN du patient, puis plusieurs cycles d’amplification sont effectués. La RT-PCR est une
technique spécifique et trés sensible (10'6) (98, 112, 118, 120), d’ou I’augmentation du
risque d’un résultat faux positif (contamination avec des produits PCR) (120, 121).
Puisqu’en clinique, la RT-PCR est utilisée pour détecter les transcrits des genes de fusion
les plus fréquents, elle présente I’inconvénient du risque de résultats faux négatifs (da a des
translocations variantes avec des points de cassures moléculaires rares) (59, 98). Enfin,
cette méthode ne permet pas la détection d’aneuploidies telles que les trisomies et les

monosomies ainsi que les anomalies de ploidie telle que I"haploidie et I’hypodiploidie.

Index d’ADN

L’index d’ADN (cytométrie de flux) permet d’évaluer la ploidie d’un échantillon en
mesurant la quantit¢ d’ADN par cellule (112). L’ADN est marqué avec un fluorochrome
(I’iodure de propidium) qui émet de la fluorescence en présence d’une lumiere laser émise
par le cytometre de flux. Un algorithme permet ensuite de distinguer les différentes phases
du cycle cellulaire (Go, Gi/S et Go/M) et de les comparer & un contréle normal diploide
(index d’ADN = 1) (94). L’hyperdiploidie (plus de 50 chromosomes) entraine un bon
pronostic et est caractérisée par un index d’ADN > 1,16, alors que I’hypodiploidie sévere
(moins de 39 chromosomes) améne un pronostic défavorable et est représentée par un index

d’ADN < 0,85 (94, 95, 122).
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Comparaison des avantages et des limites de chacune des techniques

cytogénétiques actuellement utilisées pour le diagnostic des leucémies.

Technique Avantages Limites
Caryotype Analyse génomique globale Faible résolution (environ 10 Mb)
98, 114,
(1 15) Détection des anomalies chromosomiques Cible uniquement les cellules en
numériques (aneuploidie et polyploidie) et  division et nécessite une quantité et
structurales (anomalies fréquentes et une qualité adéquate des
rares) métaphases
FISH Détection des anomalies chromosomiques Analyse ciblée
(16, 112, numériques et structurales (permet la
115, 117) détection des anomalies cryptiques)
Cible a la fois les mitoses et les noyaux Résolution environ 100 kb
interphasiques
Détection de 1’hétérogénéité clonale Neécessite 1’utilisation de plusieurs
sondes
RT-PCR Sensibilité permettant la détection de la Analyse ciblée (détection des
(59, 98, maladie résiduelle transcrits des génes de fusion
118, 120, fréquents)
121)
Ne détecte pas les anomalies
chromosomiques numériques et
structurales rares
Taux élevés de faux positifs et de
faux négatifs
Index ADN Détection des changements de ploidie, de Seuil de détection élevé
(95, 112) I’hyperdiploidie et de I’hypodiploidie
Ne détecte pas les anomalies de
structure et les aneuploidies
impliquant 1 ou 2 chromosomes
aCGH Détection des réarrangements cryptiques Ne détecte pas les anomalies
(114, 123, déséquilibrés équilibrées
124) (gains et pertes)
Détection des LOH a la suite d’une perte Ne détecte pas les CN-LOH, la
d’un all¢le sans duplication compensatoire ploidie et les petits clones
aSNP Détection des réarrangements cryptiques Ne détecte pas les anomalies
(125-127) déséquilibrés (gains et pertes) équilibrées

Détection des LOH, des CN-LOH, de la
ploidie et de I’hétérogénéité clonale
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1.8 Nouvelles technologies en cytogénétique (micropuces)

Les micropuces permettent la détection des anomalies déséquilibrées, c’est-a-dire
les gains (amplifications, duplications, translocations déséquilibrées) et les pertes
(délétions, translocations déséquilibrées) de matériel génétique. Les études d’associations
pangénomiques (GWAS) ont montré la présence d’aberrations chromosomiques cryptiques
ayant une valeur pronostique cliniquement importante dans les cancers hématologiques
(22). Par exemple, des délétions submicroscopiques récurrentes du géne [KZFI/IKAROS
(7p12.2) sont associ¢es aux LAL ayant un pronostic défavorable, avec une prévalence
estimée a 80-95% dans les LAL-B présentant la fusion BCR-ABL1 (Ph+) (22). De plus, les
délétions du geéne IKZF'1/IKAROS sont également fréquentes dans les LAL Ph- et triplent le
risque de résistance au traitement ou de rechute (19). Par ailleurs, plusieurs auteurs ont
soulevé la pertinence d’utiliser les micropuces comme test génétique de routine en
hématologie clinique, particuliérement pour les cas ou I’analyse du caryotype n’a pas

permis de détecter d’anomalies (113, 114, 123, 125, 128, 129).

Il existe actuellement deux types de micropuces: I’hybridation génomique
comparative sur micropuces (aCGH) et les polymorphismes d’un seul nucléotide sur
micropuces (aSNP) (128). Différentes plateformes sont offertes pour chacune de ces deux
techniques et quelques exemples, avec leurs caractéristiques respectives, sont présentés
dans le Tableau VI. La nouvelle génération de micropuces intégre simultanément des
sondes polymorphiques et des sondes non polymorphiques sur la méme micropuce.
L’avantage majeur des micropuces, comparativement aux autres outils cytogénétiques, est
leur trés grande résolution (< 1000 paires de bases pour certaines plateformes) (112, 125,
126). Cependant, seules les anomalies entrainant une perte d'hétérozygotie (LOH) et/ou un

changement du nombre de copies (gain ou perte) peuvent €tre observées : les translocations
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réciproques, les insertions et les inversions équilibrées ne sont donc pas détectables (112,

114, 123).

La principale différence entre les plateformes d’aCGH et d’aSNP est la
discrimination de chacun des all¢les des chromosomes homologues par les puces des aSNP
(126). Ainsi, les deux plateformes permettent la détection de la perte d’hétérozygotie
causée par une délétion hémizygote d’un allele. Cependant, seules les sondes
polymorphiques des aSNP peuvent détecter la perte d’hétérozygotie sans changement du
nombre de copies (CN-LOH) (125, 126, 129). Les CN-LOH observées dans les cellules
tumorales correspondent a une disomie uniparentale acquise, car les deux chromosomes ou
locus homologues proviennent d’un seul parent a la suite d’une perte de 1’all¢le paternel ou

maternel et duplication de 1’alléle subsistant (128, 130).

1.9 Hypothése et objectifs du projet de maitrise

Hypothése :

Notre hypothese de recherche principale est que I’implantation de notre stratégie,
qui consiste a utiliser différentes techniques cytogénétiques concomitantes, permettra
d’améliorer le taux de détection des anomalies chromosomiques. Ceci contribuera a
améliorer le diagnostic, le pronostic et les choix thérapeutiques dans les leucémies aigués

pédiatriques.

Notre projet est pertinent et innovateur car il permettra d’une part, de mieux
comprendre les anomalies chromosomiques qui influencent le pronostic et oriente les
thérapies des leucémies et d’autre part, d’élaborer une stratégie efficace pour améliorer la
détection de ces anomalies. Il s’agit de la premiére étude évaluant ’apport des panels de

FISH en hématologie clinique au CHU Sainte-Justine. En perspective, I’optimisation des
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outils cytogénétiques et 1’augmentation du taux de détection des aberrations génomiques
pourront contribuer a améliorer la prise en charge et a réduire les taux de rechute des

patients atteints de leucémie aigué pédiatrique.

Notre objectif principal est donc d’¢laborer une stratégie optimale pour détecter les
anomalies chromosomiques dans les leucémies aigués pédiatriques. Plus spécifiquement,
nous désirons déterminer une stratégie qui permettra d’utiliser en complémentarité les
différents outils génétiques importants en hématologie clinique : la cytogénétique standard
(caryotype), la FISH, la RT-PCR et I’index d’ADN (ploidie). Nous voulons mettre au point
une stratégie efficace pour le diagnostic des LAL et des LAM (leucémies de novo), le suivi

de la maladie résiduelle et a la rechute.

Objectif'1 :

Mise au point, optimisation et évaluation 1) des conditions de culture des cellules
médullaires et 2) des panels de FISH utilisés au laboratoire de cytogénétique clinique du
CHU Sainte-Justine. Nous voulons aussi déterminer le seuil des sondes utilisées par FISH

dans le panel LAL-B.

Objectif 2 :

Déterminer la fréquence et la valeur pronostique des anomalies chromosomiques primaires

et secondaires dans une cohorte pédiatrique de LAL et de LAM du CHU Sainte-Justine.

Objectif 3 :

Effectuer une caractérisation cytogénétique moléculaire des anomalies rares.

Objectif 4 :

Etablir une stratégie pour intégrer les micropuces en hématologie pédiatrique clinique.
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2. Matériel et méthodes

Afin d’atteindre nos objectifs et de vérifier nos hypothéses, une étude rétrospective
des dossiers médicaux des patients atteints de leucémies aigués pédiatriques (LAL et LAM)
a été réalisée au laboratoire de cytogénétique postnatale du CHU Sainte-Justine (Montréal,
Québec, Canada). Nous avons analysé tous les cas regus entre le 1% janvier 2005 et le 31
décembre 2011 puisque c’est en 2005 qu’ont été introduits les panels (ensemble de

plusieurs sondes) de FISH en oncologie clinique a Sainte-Justine.

2.1 Sélection des sujets

La direction des affaires médicales et universitaires (DAMU) du CHU Sainte-
Justine a autorisé 1’accés aux dossiers médicaux pour ce projet. La sélection des patients a
été effectuée a partir des dossiers médicaux et la confidentialité des données a été respectée

en tout temps.

Les participants ont été sélectionnés selon les critéres suivants :

Critéres d’inclusion :

e Nouveau diagnostic de LAL-B, LAL-T ou LAM (leucémies de novo).

e FEchantillons de moelle osseuse ou de sang regus au laboratoire de cytogénétique
postnatale du CHU Sainte-Justine.

e Participants dges de moins de 18 ans.

e Au minimum une analyse cytogénétique doit avoir été effectuée (caryotype ou

FISH) avec un rapport complété et signé.



63

Criteres d’exclusion :

e Participants agés de 18 ans ou plus.

e Patients atteints de LAL ou LAM, mais dont aucun échantillon de moelle osseuse
ou de sang n’ait été recu au laboratoire de cytogénétique post-natale du CHU
Sainte-Justine.

e Patients dont une analyse cytogénétique a été effectuée (caryotype ou FISH)
uniquement sur le prélévement avant une greffe de moelle osseuse (pré-GMO),

post-GMO ou fin de traitement.

La plupart des patients inclus dans notre étude sont inclus dans la cohorte de patients du
protocole thérapeutique pour les LAL du Dana Farber Cancer Institute (131-134). Ces
patients bénéficient de thérapies a la fine pointe de la technologie, adaptées en fonction de
critéres cliniques, génétiques et cytogénétiques (seuls les enfants dont les parents ont donné

leur consentement écrit libre et éclairé peuvent participer au protocole).

2.2 Caractéristiques cliniques des patients

Au total, 253 patients atteints de leucémies aigués pédiatriques de novo ont été
analysés dans cette ¢tude : 186 LAL-B, 27 LAL-T et 40 LAM. Les types de leucémies
(lignée lymphoide B, T ou myéloide) ont été établis en fonction de différents critéres
respectant la classification de I’OMS et la classification FAB. Les principales
caractéristiques cliniques de ces patients sont décrites dans le Tableau VII. L’age des
enfants au diagnostic varie entre quatre mois et 18 ans, 1’age médian étant de cinq ans (pour
les LAL-B et les LAM) et de 11 ans (pour les LAL-T). Les leucémies de la lignée
lymphoide affectent Iégerement plus de garcons que de filles (le ratio sexe masculin : sexe
féminin est de 1,24 :1 et de 2 :1 pour les LAL-B et les LAL-T, respectivement), alors que la

leucémie my¢loide touche surtout les filles (le ratio filles : gar¢ons est de 1,67 :1). Le taux
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de survie globale a sept ans (2005 a 2012) pour I’ensemble des cas est de 92,5% (236/253
patients sont toujours vivants en aout 2012). La survie est supérieure pour les LAL-B

(94,6% de survie) que pour les LAL-T et les LAM (environ 89% et 85% des cas sont

vivants, respectivement).

Tableau VII. Principales caractéristiques cliniques des patients.

Nombre total de LAL-B de LAL-T de LAM de novo
cas novo novo
Nombre total de 253 (100%) 186 (72,9%) 27 (11,4%) 40 (15,7%)
cas
Age : médiane 5 5 11 5
(années)
minimum 0,33 0,33 1,33 1,17
(années)
maximum 18 18 17 17
(années)
Sexe : Masculin 136 (53,8%) 103 (55,4%) 18 (66,7%) 15 (37,5%)
Féminin 117 (46,2%) 83 (44,6%) 9 (33,3%) 25 (62,5%)
Survie :
Vivants (aott 236 (92,5%) 176 (94,6%) 24 (88,9%) 34 (85%)
2012)
Décédés 19 (7,5%) 10 (5,4%) 3(11,1%) 6 (15%)
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2.3 Résumé des techniques utilisées

Nous avons effectué une caractérisation génomique globale par 1’utilisation
concomitante de plusieurs outils importants en hématologie clinique: panel de FISH,
cytogénétique standard (caryotype), RT-PCR et index d’ADN (ploidie) (Figure 8). Les
techniques de cytogénétique standard et moléculaire (FISH) ont été effectuées au
laboratoire de cytogénétique postnatale du département de pathologie du CHU Sainte-
Justine, alors que la RT-PCR et I’index d’ADN ont été réalisés au laboratoire de biologie
moléculaire et d’hématologie spéciale de la méme institution, respectivement. Pour ce
faire, un échantillon de moelle osseuse a été prélevé a partir de la créte iliaque postérieure
gauche et/ou droite de chaque patient. La moelle osseuse ainsi prélevée est séparée et

envoy¢e dans les départements respectifs.

LAL et LAM de novo regues en cytogénétique
au CHU Sainte-Justine 2005-2011
cytogenetique

Caryotype FISH interphasique G;’S;ise

classiques
LAL,LAM

Panel LAL-B
Panel LAL-T

Panel LAM

Figure 8. Stratégie utilisée au CHU Sainte-Justine pour caractériser les leucémies aigués

pédiatriques (LAL et LAM). La moelle osseuse des patients a été analysée par les quatre
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techniques concomitantes (caryotype, FISH, RT-PCR et index d’ADN). Pour la FISH, un
panel de sondes spécifique au type de leucémie (LAL-B, LAL-T ou LAM) est utilisé.
Similairement, pour la RT-PCR, les amorces pour la détection des geénes de fusion

classiques sont choisies en fonction de chaque type de leucémie (LAL ou LAM).
2.4 Les analyses cytogénétiques

2.4.1 Mise en culture et préparation des lames

Plusieurs étapes sont requises pour obtenir et analyser des chromosomes en
métaphases: la mise en culture, le choc hypotonique, la récolte, 1’é¢talement sur des lames et

la coloration par un marquage GTG.

Dés sa réception, le tube contenant la moelle osseuse est centrifugé afin d’enlever le
milieu de transport. Un décompte cellulaire mesure la concentration des leucocytes dans
cet échantillon. Ceci permet de calculer la dilution nécessaire pour obtenir la quantité
voulue de leucocytes soit de 10 millions de cellules dans chacun des tubes. La moelle est
diluée dans un tube stérile contenant 3,5 mL de milieu RPMI complet et 1,5 mL de milieu
bone marrow max (Invitrogen). Six tubes sont ensuite mis en culture et incubés a 37°C

selon les conditions suivantes:

» 24 heures culture/ 3 heures colcémide/ 3 heures 5-bromo-2’-déoxyuridine

(BrdU) (3 tubes)
» 48 heures culture/ 3 heures colcémide/ 3 heures BrdU (1 tube)

» 24 heures culture/ colcémide toute la nuit (overnight)/ 3 heures BrdU

(1 tube)
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» Technique directe : aucune culture/ 25 minutes colcémide (1 tube)

0,05 mL de colchicine (Colémide©; Gibco), un inhibiteur du fuseau mitotique, est ajouté 3
heures avant le début de la technique (ou toute la nuit) afin de bloquer les cellules en
métaphase, permettant I’accumulation de cellules en division. 0,1mL de BrdU, un analogue
de la thymidine, est également ajouté¢ 3 heures avant la récolte afin d’allonger les

chromosomes, facilitant ainsi I’analyse des anomalies cytogénétiques.

Apres ’incubation a 37°C durant 24 ou 48 heures, un choc hypotonique dans du
KCI 0,075 M (Multicell, Saint-Jean-Baptiste, Canada) durant 20 minutes a 37°C permet de
faire gonfler les cellules. Afin de procéder a la récolte des chromosomes, deux fixations
dans une solution froide (4°C) 3:1 de méthanol et d’acide acétique (carnoy I) sont
effectuées. Les lymphocytes sont ensuite conservés a 4°C dans le carnoy I durant une nuit

avant une troisiéme fixation.

Pour la technique directe, le choc hypotonique et la récolte s’effectuent la journée
méme du prélévement (pas de mise en culture). Pour ce faire, 0,4 mL de moelle osseuse
non diluée et 0,05 mL de colcémide sont immédiatement ajoutées a une solution
préchauffée de chlorure de potassium (KCl) 0,075 M. Ce tube est mis a I’incubateur durant
25 minutes a 37°C (choc hypotonique). Les étapes subséquentes sont identiques aux autres

tubes mis en culture.

Les lymphocytes sont ensuite étalés sur des lames propres préalablement identifiées.
Les lames servant a ’analyse chromosomique sont vieillies durant quelques jours a
température ambiante, puis incubées une nuit a 37°C avant le marquage et la coloration.

Les autres lames non colorées sont conservées a température ambiante pour la FISH (5
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lames pour le panel LAL-B, 5 lames pour le panel LAM, 3 lames pour le panel LAL-T).

Les culots excédentaires sont conservés au congélateur a -20°C dans 1 mL de carnoy 1.

2.4.2 Marquage GTG et analyse chromosomique

Afin de permettre I’identification de chacun des chromosomes, nous avons utilisé

un marquage morphologique en bandes GTG selon le protocole déja publié (135-137).

En résumé, les lames sont d’abord trempées dans un bain de trypsine 2% (Gibco,
Life Technologies, Montréal, Canada), diluée dans du NaCl (Baxter) durant environ 30
secondes, puis transférées dans trois bains successifs de solution saline NaCl. Ensuite, la
coloration est effectuée en placant les lames dans un bain de Giemsa (Harleco, Voigt
Global Distribution Inc., Kansas, Etats-Unis) 5% a pH 6.8 pendant environ deux a trois
minutes. Les lames sont ensuite rincées dans deux bains successifs d’eau stérile. Le temps
et la concentration des bains de trypsine et de Giemsa peuvent étre ajustés afin d’obtenir un

patron de bandes G et une coloration optimum.

La dénaturation enzymatique a la trypsine digére les régions moins condensées de la
chromatine (clivage des ponts disulfure de ’ADN dans les bandes R), qui seront moins
colorées au Giemsa (les bandes R apparaissent donc plus pales). Cela donne un patron de
bandes G (les bandes G sont foncées) qui facilite 1’identification et 1’analyse des

chromosomes au microscope.

Pour I’analyse microscopique, les lames contenant les préparations chromosomiques
sont analysées au microscope photonique. Généralement, 25 mitoses sont analysées pour
chaque patient. Un minimum d’un caryotype par clone est réalisé (comprenant la lignée

normale s’il y a lieu) avec le logiciel Cytovysion (Leica Microsystems, Concord, Canada).
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La formule chromosomique est établie en suivant les normes de nomenclature de ’'ISCN

2013 (14).

Depuis I’automne 2011, 1’analyse des préparations chromosomiques est faite avec
un microscope automatisé : GSL; Genetix, Molecular Devices, San Jose, Etats-Unis qui
prend des photographies des métaphases selon les critéres établis. Ceci augmente
significativement 1’efficacité du laboratoire puisqu’il n’est plus nécessaire de chercher au
microscope les mitoses, il suffit de sélectionner les 25 métaphases d’intérét parmi celles

prises par le GSL.

2.5 Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

2.5.1 Panels de FISH (ensemble de sondes commerciales)

Des panels différents ont été ¢tablis afin de détecter les anomalies chromosomiques
récurrentes (les plus fréquentes) et/ou ayant une valeur diagnostique ou pronostique
importante dans les leucémies aigués pédiatriques. Plusieurs panels décrits dans la
littérature ont ét¢ comparés (138). Seules les sondes ayant une valeur diagnostique et
pronostique importante ont €té sélectionnées spécifiquement pour chacun des trois types de
leucémies étudiées LAL-B, LAL-T et LAM (Figure 9 A, B et C). Le panel LAL-B
comprend 13 sondes, le panel LAL-T 6 sondes et le panel LAM 9 sondes. Cinq lames sont
préparées pour les cas de LAL-B et de LAM et trois pour les cas de LAL-T. Au laboratoire
de cytogénétique du CHU Sainte-Justine, ces panels de FISH sont utilisés pour les

leucémies de novo.



A. Panel LAL-B

1. » IGH (14g32) (break-apart de Vysis) O Lame 1
2. e W.H. (4p16.3) / » Cep 4 (Vysis)
3.« ETV6 (12p13) (Break-apart de Vysis) + « Cep 10
aqua (vysis) 5
4. » MLL (11q23) (Break-apart de Vysis) + « Cep17 0 Lamg
aqua (Vysis)
5. p16 (9p21) / « Cep 9 (Vysis)+ « MYB (6g23)
aqua (Vysis) Lame 3
6. « BCR (22q11.2) Vert / « ABL ES (9934) Rouge mys/ \ABL
e £(9;22) (Dual color Extra signal de Vysis)
7.9 D75486 (7g31) Rouge / » Cep 7 (7p11.1-q11.1) Lame 4
Vert (Vysis)
8. « TCF3 (19p13.3) Vert / « PBX1 (1q23) rouge
t(1;19) (Dual fusion de Vysis )
9. e ETO (8g22) Rouge / « RUNX1 (21q22) Vert Lame 5
«t(8;21) (Dual fusion de Vysis)
10. » 13/ o 21 Aneuvysion (Vysis)
B. Panel LAL-T
1. » LSI TCR (14q11.2) (Break apart de Vysis) Q ?ACBPI\_/ Lame 1
2. s BCR ( 22q11.2)/ ¢« ABL ES (9q34)
e £(9;22) (dual color extra signal de Vysis) p16
Cep9 Lame 2
3. e p16 (9p21)/ » Cep 9 (Vysis) + o« MYB (6g23) (Vysis) VB
4. - MLL (11923) (Break apart de Vysis)
5. » €¢-MYC (8q24) (Break apart de Vysis) O Q LAme:S
C. Panel LAM
1. D7S486 (7q31) Rouge/ » Cep 7 (7p11.1-q11.1)
Vert (Vysis ) Lame 1
2. e 531 Rouge / = 5p15.2 Vert Cri du Chat (Vysis)
3. ¢ ETO (8q22) Rouge / » RUNX1 (21q22) Vert Lame 2
t(8;21) (Dual fusion de Vysis) Q
4. - CBFP (16q22) (Break apart de Vysis)
Lame 3
5. » MLL (11q23) (Break apart de Vysis)
6. « ETV6 (12p13) (Break apart de Vysis)
7. « PML (1522) rouge/ » RARA (17g21) vert FIZXIFb/\ @ Lame 4
t(15;17)(q22;q21) (Dual fusion de Vysis)
8.« D20108 (20g12) (Vysis)
Lame 5

9. e p53(17p13)/ « Cep 17 (Cytocell)

EHO
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Figure 9. Description des panels de FISH utilisés pour les leucémies aigués pédiatriques
de novo. A) Panel LAL-B comprenant 13 sondes réparties sur 5 lames. B) Panel LAL-T
comprenant 6 sondes réparties sur 3 lames. C) Panel LAM comprenant 9 sondes hybridées
sur 5 lames. Légende : Sondes marquées par : ® la fluorescéine (FITC, vert), ® le Texas-
Red (rouge), ® : le spectrum aqua (bleu) ou « une superposition des fluorochromes FITC et

Texas-Red (apparait jaune).

2.4.2 Caractérisation cytogénétique moléculaire par BACs

Afin d’identifier les genes partenaires impliqués dans certaines translocations
chromosomiques rares, nous avons mis au point une stratégie pour caractériser ces
anomalies par FISH avec des BACs (Figure 10). Les BACs que nous avons utilisés sont
déja marqués avec des fluorochromes de couleur rouge (7exas-Red) ou verte (FITC) et une
grande variété sont disponibles (Center for Applied Genomics, The Hospital for Sick

Children, Toronto, Ontario).

Pour identifier les BACs a utiliser, nous avons d’abord déterminé les genes
candidats impliqués dans des remaniements chromosomiques similaires décrits dans la
littérature. Par la suite, nous avons choisi des BACs spécifiques aux genes candidats pres
des points de cassure de ces anomalies. La localisation et le choix des BACs s’effectuent a
partir de la base de données du «Human Genome Browser Gateway» (version

GRCh37/hg19) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).

Par exemple, les translocations chromosomiques impliquant le géne MLL (11q23)
forment des génes de fusion avec une variété de partenaires différents. Avec la sonde
breakapart de MLL (Vysis), utilisée dans les panels de FISH, on détecte le réarrangement

du gene, mais [D’identification de son geéne partenaire nécessite des analyses


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
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supplémentaires. Par RT-PCR, seuls les génes de fusion classiques sont détectés (au CHU
Sainte-Justine, des amorces permettent la détection des génes MLL-AF4 dans les LAL et
MLL-AF9 dans les LAM; Tableau X). Nous utilisons donc des BACs pour identifier les
genes partenaires plus rares de MLL (Figure 10).
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Figure 10. M¢éthode pour caractériser le réarrangement d’un geéne rare par FISH avec des
BACs. A) L’utilisation de deux BACs (un BAC vert et un BAC rouge) de part et d’autre
d’un géne candidat permet de générer une sonde breakapart. B) Par exemple, pour détecter
le réarrangement du géne candidat MLLTI (ENL) en 19p13.3, deux BACs (RP11-1056A10
en vert et RP11-114A7 en rouge) sont sélectionnés a partir de la base de données UCSC
Genome Browser. C) Idéogramme illustrant deux chromosomes 19 normaux (deux signaux
jaunes). D) Idéogramme illustrant un réarrangement du géne MLLTI par la séparation des
signaux des deux BACs (BAC rouge sur le dérivé 19 et BAC vert sur le dérivé 11). Dans
cet exemple, il s’agit d’une translocation t(11;19)(q23;p13.3).

2.4.3 Technique de la FISH

Les sondes utilisées pour les trois panels sont des sondes commerciales (Vysis,
Abbott Molecular; Dako ou Cytocell). Les techniques de FISH ont été réalisées selon les
différents protocoles décrits par ces compagnies. En ce qui concerne les BACs, la
technique de FISH est faite selon de légeres modifications du protocole décrit par 1’équipe

de Keefe, 2010 (119).

La FISH consiste donc a hybrider une sonde fluorescente avec une séquence d’ADN
complémentaire sur la préparation chromosomique ou interphasique (noyaux) du patient.
La technique de la FISH est réalisée en deux jours : les prétraitements, la dénaturation et
I’hybridation s’effectuent la premicre journée, les lavages et la coloration le lendemain.
Les lames utilisées sont non colorées et on délimite sous les lames deux régions plus riches
en noyaux (ou en chromosomes) a 1’aide d’un crayon a pointe de diamants. Les lames bien
identifiées sont laissées toute la nuit dans une solution de carnoy 1 (pour mieux fixer les

préparations).
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Plusieurs solutions doivent étre préalablement préparées : 2X SSC (solution de
citrate de sodium), PBS (solution de tampon phosphate), formaldéhyde, pepsine, 2X SSC
+Tween 0,1% et 0,4X SSC +Tween 0,3% (Annexe 1).

2.4.3.1 Prétraitements des lames et préparation des sondes

Pour les prétraitements du lendemain, les lames sont séchées sous la hotte chimique
environ 15 minutes, puis a I’incubateur a 37°C durant environ deux heures. Les
prétraitements  différent pour la FISH interphasique et la FISH métaphasique.
Généralement, la FISH interphasique est utilisée pour les panels (LAL-B, LAL-T et LAM
de novo) ou pour les suivis, alors que la FISH métaphasique est utilisée pour les BACs
(pour préciser les points de cassure d’une translocation chromosomique, section 2.4.2) ou

pour des peintures chromosomiques.

Les lames doivent étre déposées successivement dans chacun des bains décrits dans
le Tableau VIII. Ces prétraitements contribuent a augmenter la vitesse de réaction et la

stabilité des hybrides.



Tableau VIII. Prétraitements des lames pour la FISH interphasique et métaphasique.

FISH métaphasique  FISH interphasique
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2XSSC 37°C 2XSSC 60°C
30 minutes 2 minutes
Ethanol 70 % Pepsine 37°C
2 minutes 13 minutes
Ethanol 85 % PBS
2 minutes 5 minutes
Ethanol 100 % Formaldéhyde
2 minutes 5 minutes
PBS
5 minutes
Ethanol 70 %
2 minutes
Ethanol 85 %
2 minutes
Ethanol 100 %
2 minutes

Comme nous 1’avons déja mentionné précédemment, les sondes utilisées sont déja
marquées [couplées avec un fluorochrome tel que la fluorescéine (FITC, vert), le Texas-Red
(rouge) ou la Cyanine 3 (orange)], ce qui permet leur visualisation au microscope a
fluorescence. Chacune des sondes sont diluées dans du tampon d’hybridation et de I’eau
déionisée selon les proportions décrites dans le Tableau IX. Apres avoir été mélangées au
vortex et a la centrifugeuse, les sondes sont prétes a étre déposées sur les lames. 5 pL de

sonde (jusqu’a 10 pL selon la taille de la goutte) est appliqué délicatement au centre du



77

cercle préalablement tracé. Les régions d’hybridation sont ensuite couvertes d’une petite

lamelle circulaire de verre (coverslip) ayant un diameétre de 12 ou 18 mm.

Tableau IX. Préparation des dilutions pour les sondes de la marque Vysis ou pour les

BACs de Toronto.

1 sonde Vysis®

(20pL)

2 sondes Vysis
(20 pL)

1 BAC RP11 de
Toronto (10 pL)

2 BACs RP11 de
Toronto (10 pL)

4 uL eau déionisée

4 uL eau déionisée

3 uL eau déionisée

1 uL eau déionisée

15 pL tampon 14 pL tampon 5 uL tampon 5 uL tampon
d’hybridation de d’hybridation de d’hybridation de d’hybridation de
Vysis Vysis Vysis Vysis
1 uL sonde 1 uL sonde #1 2 uL BAC 2 uL BAC #1

1 uL sonde #2 2 uL BAC #2

Légende : a. Toutes les sondes utilisées dans les panels LAL-B, LAL-T et LAM

sont distribuées par Vysis, Abbott Molecular Inc. (Markham, Canada) a I’exception de la
sonde p53/cep 17 (Cytocell), dans le panel LAM. La dilution de cette sonde de Cytocell
(Cambridge, Angleterre) ne requiert pas d’eau (6 uL de sonde avec 14 puL de tampon
d’hybridation de Cytocell).

2.4.3.2 Hybridation et coloration

Une ouverture des doubles hélices d’ADN de la préparation chromosomique du
patient et de la sonde est nécessaire pour que I’appariement des brins complémentaires
(hybridation) puisse s’effectuer. Cette dénaturation (déstabilisation des ponts hydrogene)
peut étre réalisée sous I’action de la formamide (un produit chimique génotoxique) et/ou a

la chaleur. Pour cette étape, nous utilisons le Thermobrite (Abbott Molecular), un appareil
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programmable qui permet d’automatiser 1’étape de la dénaturation. En fait, il s’agit d’une
co-dénaturation puisque la sonde et les lames sont dénaturées en méme temps. Les lames
sont placées dans le Thermobrite pour une dénaturation a 75°C pendant 5 minutes.
Ensuite, I’hybridation est effectuée en placant les lames dans une chambre humide (50%

formamide/ 2X SSC) a I’incubateur a 37°C durant toute la nuit (environ 18 heures).

Le lendemain, les lames sont plongées successivement dans les solutions suivantes :

Bain 1 : 2X SSC a 37°C pendant 2 minutes.

Bain 2 : 0,4X SSC + Tween 0,3% a 73°C pendant 2 minutes.

Bain 3 : 2X SSC +Tween 0,1% a température ambiante pendant 1 minute.

Bain 4 : PBS a température ambiante (quelques minutes, la durée n’est pas importante).

Les lames sont ensuite colorées avec du 4’-6’-diamidino-2-phénylindole (DAPI), un
agent intercalant fluorescent qui lie spécifiquement I’ADN et colore les noyaux et les
chromosomes en bleu. Le DAPI est couplé au p-phénylénediamine (PPD) pH 9,0, un agent
anti-blanchiment qui préserve la fluorescence. 12 pL. de DAPI/PPD (DAPI II 125 mg/mL,
Vysis) est déposé sur chacune des deux gouttes de la lame. Il faut couvrir d’une lamelle de
verre (24mm X 60 mm). Les lames colorées sont placées a 1’abri de la lumiére. Elles

peuvent étre conservées au réfrigérateur a 4°C durant environ trois mois.

2.4.3.3 Analyse microscopique

L’analyse de la FISH requiert un microscope a fluorescence. Les fluorochromes des
sondes émettent de la fluorescence en présence d’une longueur d’onde précise (émise par la
lumiere du microscope). Le microscope contient plusieurs filtres, permettant de modifier la

longueur d’onde et d’exciter les différents fluorochromes des différentes sondes.
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Dans le panel LAL-B, 100 noyaux interphasiques sont analysées pour chaque sonde,
alors que 200 noyaux sont analysées dans les panels LAL-T et LAM. Par exemple, le panel
utilisé pour les LAL-B de novo comprend 13 sondes, nécessitant I’analyse de 1300 cellules.
Deux personnes effectuent 1’analyse de chaque lame (100 cellules chacune pour les LAL-B;
50 cellules chacune pour les LAL-T et les LAM). En cas de discordance (plus de 10%
d’écart), une troisieéme fait aussi la lecture des lames concernées. Par ailleurs, dans le cas
d’une moelle avec un faible pourcentage de blastes (lors de I’évaluation de la maladie
résiduelle), 500 cellules sont alors analysées. Les mitoses sont également analysées au
besoin. Dans le cadre de notre projet de maitrise, I’interprétation des résultats de la FISH et

des carytoypes a été faite pour 253 cas de leucémies (LAL et LAM de novo).

2.6 RT-PCR

Puisque des amorces spécifiques sont requises pour la technique de RT-PCR, seuls
les génes de fusion classiques importants pour le diagnostic ou le pronostic des leucémies
sont ciblés. Le Tableau X présente les génes de fusion testés au laboratoire de biologie
moléculaire du CHU Sainte-Justine pour les LAL et les LAM de novo. L’analyse de la RT-
PCR est réalisée en parallele aux analyses cytogénétiques (FISH et caryotype) lors du
diagnostic (Figure 8). Lorsqu’un gene de fusion est détecté (RT-PCR positive), les

amorces pour ce géne seront utilisées pour le suivi de la maladie résiduelle.
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Tableau X. Génes de fusion classiques dans les LAL et les LAM pédiatriques détectés par
RT-PCR.

LAL LAM
BCR-ABLI1 MLL-AF9
MLL-AF4 CBFp-MYHI1
ETV6-RUNXI ETO-RUNXI
TCF3-PBXI PML-RARA

2.7 Statistiques

Des analyses statistiques ont ét¢ effectuées afin d’établir des corrélations entre les
anomalies chromosomiques retrouvées chez les patients et différents parameétres cliniques
tels que la survie globale, la survie sans événement, le pourcentage de rechutes et la

résistance au traitement.

La taille de 1’échantillon est de 253 patients mineurs.

Tests statistiques :

Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel SPSS (IBM SPSS Statistics, version
19).

Pour déterminer s’il y a une corrélation entre la présence d’anomalies chromosomiques

additionnelles (secondaires) et les taux de rechutes des patients, la corrélation Khi-deux de
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Pearson a ¢été utilisée. Pour les groupes présentant moins de 5 patients (n < 5), le Test exact
de Fisher a été choisi car ce test statistique est valide et plus appropri¢ pour les petits

groupes.

Pour étudier la survie des patients (survie globale et survie sans événement), des courbes de
survie Kaplan-Meier ont ¢été effectuées. Le modele de Kaplan-Meier est fondé sur
l'estimation de probabilités conditionnelles & chaque date a laquelle un événement se
produit (par exemple une rechute ou le déces du patient) pour estimer le taux de survie a
chaque moment dans le temps. Ceci permet de comparer les taux de survie de différents

groupes de patients (avec des anomalies chromosomiques distinctes).

Afin de déterminer le seuil des sondes du panel LAL-B, deux tests statistiques ont

¢été utilisés avec le logiciel Excel, 2007 (Microsoft Office) :

R/

% Fonction B inverse (maximum avec un intervalle de confiance de 95%)

% Distribution normale de Gauss (moyenne plus deux ou trois déviations

standards)



3. Résultats

3.1 Optimisation des conditions de culture des cellules

médullaires

L’analyse des mitoses des cellules de la moelle osseuse par cytogénétique standard
peut s’avérer difficile en fonction de la quantité de métaphases obtenues (index mitotique)
et de leur qualit¢ (morphologie et longueur des chromosomes). Il est donc essentiel
d’optimiser les conditions de culture des cellules médullaires. Un des objectifs de notre
projet est de comparer quatre différentes conditions de culture afin de déterminer laquelle
ou lesquelles permettent d’optimiser la détection des anomalies chromosomiques. Pour ce
faire, un total de 22 cas de leucémies de novo ont été analysées (4 LAM et 18 LAL-B). 14
cas ont été mis en culture selon les trois premicres conditions uniquement et dans huit cas
supplémentaires, la technique directe a aussi été utilisée. Les conditions de culture ainsi
que les anomalies sont présentées dans le Tableau XI. Il est a noter que pour certains
échantillons, certaines conditions de cultures ont été effectuées, mais n’ont pas été
analysées au microscope lorsqu’un nombre suffisant de métaphases analysées (25) était

atteint (les mitoses de meilleure qualité sont analysées en priorité).
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Tableau XI. Proportion de mitoses anormales selon les conditions de culture dans huit cas

de LAL-B de novo.

Anomalie 1) 24h 2) 24h 3) 48h 4)
culture culture/ culture/3h  Technique
/3h colcémide  colcémide directe
colcémide toute la nuit
Hyperdiploidie dans 29/ Pas Pas analysée 5/26 24/25
51 mitoses analysées analysée
(75% par FISH)
Hyperdiploidie dans 1 1/20 - - Pas
des 20 mitoses analysées analysée
(FISH : 58%), délétion
p16 (82%)
Hyperdiploidie dans 1 1/13 - - Pas
des 13 mitoses analysées analysée
Fusion ETV6-RUNXI 025N Pas analysée Pas Quantité
(FISH : 70%) analysée | insuffisante
de mitoses
Aucune (FISH et 0/25 N Pas analysée Pas 0/19 ™
caryotype normaux) analysée
t(9;22)(q34;q11) dans 1/1 0/11 ™ Pas 6/15
7/27 mitoses analysées et analysé
fusion BCR-ABL (FISH :
67%)
Trisomie 21 dans 8/20 5/16 3/3 0/1 Pas
mitoses analysés (FISH : analysée
27%)
t(14;14)(q32;q11) et Pas Pas analysée Pas 14/17
isochromosome 7q dans | analysée analysée
14/17 mitoses analysées
(FISH : 80%)
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Légende. N : Toutes les cellules analysées sont normales, h: heures

Parmi les huit cas de LAL-B de novo sur lesquels on a effectué une technique
directe, un seul a échoué (quantité insuffisante de mitoses analysables) et trois n’ont pas été
analysés (la quantité et/ou la qualité des mitoses était supérieure dans les autres conditions
de culture) (Tableau XI). Parmi les quatre autres cas analysés avec la technique directe, un
clone anormal a été détecté dans trois d’entre eux. Notamment, dans le premier cas, un
clone anormal hyperdiploide a été détecté dans 98% (24/25) des mitoses provenant de la
technique directe, mais dans seulement 19% (5/26) des mitoses de la culture 48 heures avec
3 heures de colcémide. Par FISH, I’hyperdiploidie a été¢ observée dans 75% des cellules
analysées; la technique directe semble donc plus représentative du clone anormal
hyperdiploide chez ce patient. Aussi, le sixieme cas illustre 1’importance d’utiliser la
technique directe pour les LAL-B de novo. En effet, chez ce patient, une fusion BCR-ABL
a été observée dans 67% des cellules analysées par FISH interphasique. En analysant
d’abord le caryotype avec la culture de 24 heures et la colcémide toute la nuit, toutes les
mitoses sont normales (11/11). En analysant les cellules de la technique directe, on a pu

retrouvé la translocation t(9;22)(q34;q11) dans six métaphases sur 15 analysées.

Dans les 14 autres cas, nous avons comparé uniquement les cultures de 24 heures
(avec la colcémide trois heures ou toute la nuit) et de 48 heures (résultats non montrés). La
détection du clone anormal a été optimale (taux de mitoses anormal plus élevé) avec la
technique 24 heures/3 heures chez neuf patients (quatre LAM et cinq LAL-B). La
technique 24 heures/toute la nuit a été optimale dans trois cas et la technique 48 heures/3
heures dans deux cas. La culture de 24 heures semble donc plus efficace dans la majorité

des patients analysés (64%).
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3.2 Optimisation des panels de FISH

Depuis I’intégration de la FISH en hématologie clinique au CHU Sainte-Justine, le
choix des sondes dans chacun des panels a évolué¢ (Figure 9). Plusieurs changements ont
été effectués, les principales modifications sont présentées dans ce chapitre. Initialement,
le panel LAL-B comprenait notamment la sonde breakapart c-MYC (8q24) pour la détection
des réarrangements du géne c-MYC associés aux LAL L3 de type Burkitt. Cette sonde
permet la détection de la translocation classique t(8;14)(q24:;q32) avec la fusion c-MYC-
IGH ainsi que les translocations variantes impliquant I’oncogéne c-MYC : la translocation
t(2;8)(p11;q24) (fusion IGK-c-MYC) et la t(8;22)(q24;q11) générant le gene de fusion /GL-
c-MYC. Dans le nouveau panel LAL-B, nous avons remplacé la sonde breakapart c-MYC
pour la sonde breakapart /IGH (14q32). Les réarrangements d’/GH sont plus fréquents que
ceux de c-MYC puisqu’ils ne sont pas exclusifs aux LAL L3 : on les retrouve aussi dans les
LAL-B L1 et L2 (16). Dans notre cohorte de LAL-B pédiatriques, cette sonde a d’ailleurs
permis la détection de plusieurs anomalies chromosomiques impliquant le géne /GH ou le
locus 14q32, telles qu'une translocation t(14;14)(ql1;q32) et une t(2;14)(p16;q32). Les
analyses de ces cas seront expliquées en profondeur dans le Tableau X VI, la Figure 18 pour
la t(14;14) et dans le Tableau XVII et la Figure 22 pour la t(2;14) et discutées dans la
section 4.5.3. D’autres sondes ont aussi ét¢ modifiées dans les panels afin d’optimiser la
détection des anomalies chromosomiques. Le panel LAL-B initial comprenait la sonde
breakapart TCF3 (19p13) pour la détection des réarrangements de ce géne. Nous avons
toutefois décidé d’utiliser la sonde de fusion TCF3-PBXI, qui permet d’observer la
présence de ce gene de fusion issu de la translocation t(1;19)(q23;p13). Les translocations
variantes impliquant 7CF3 sont assez rares dans les LAL-B pédiatriques (seule une
t(17;19)(q22;p13) avec la fusion TCF3-HLF a déja été décrite) (64) et la classification 2008
de ’OMS comprend les LAL-B avec la fusion T7CF3-PBXI, mais n’inclut pas les autres
réarrangements du gene 7CF3 (43).
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De plus, pour détecter le géne de fusion ETV6-RUNXI issu de la translocation
pathognomonique t(12;21)(p13;922), nous avons choisi des sondes ciblant les génes ETV6
(12p13) et RUNXI (21q22) séparément plutot que la sonde LSI ETV6/RUNXI extra signal
(Vysis), afin de pouvoir détecter les anomalies variantes ou rares impliquant d’autres génes
partenaires. Les trois sondes utilisées pour observer les réarrangements impliquant les

chromosomes 12p et 21q ainsi que des exemples sont donc présentées dans la Figure 11.
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Figure 11. Détection de la translocation t(12;21)(p13;922) par FISH avec trois sondes
différentes. Dans le panel LAL-B, le gene de fusion ETV6-RUNXI est détecté par
I’utilisation concomitante de trois sondes : la sonde breakapart ETV6 (12p13) (les trois
photos de FISH a gauche), la sonde RUNXI1 (21g22.3) (les trois photos au centre) et une
sonde contrdle en 21q22.13-q22.2 (les trois photos a droite). A) Patient atteint de LAL-B
de novo avec une t(12;21)(p13;q22) seule. On observe un réarrangement du gene E7V6, un

réarrangement du géne RUNXI (fleche) et I’absence de trisomie 21. Le caryotype est
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féminin normal [46,XX], puisque la translocation t(12;21) est cryptique et donc pas visible
a cette résolution. B) Deuxiéme patient avec une LAL-B présentant une translocation
t(12;21) avec des trisomies des chromosomes 10 et 21. On observe le réarrangement du
géne ETV6, le réarrangement du gene RUNXI avec une trisomie 21 (quatre signaux pour la
sonde RUNX1; fléches) et trois signaux pour la sonde controle sur le chromosome 21. Les
trisomies 10 et 21 ont ét¢ confirmées au caryotype. C) Troisiéme patient atteint d’une
LAL-B ayant une t(12;21) avec perte du 2° alléle du géne ETV6. On observe le
réarrangement d’ETV6 avec la perte de la copie normale du geéne (absence de signal jaune
avec la sonde ETV6 breakapart), le réarrangement du gene RUNXT (fleche) et ’absence de

trisomie 21.

3.2.1 Seuil des sondes utilisées par FISH

Les critéres d’interprétation des résultats de la FISH étant variables d’un laboratoire
de cytogénétique a I’autre, il est primordial de déterminer le seuil de chacune des sondes
utilisées. Le seuil permet de préciser le nombre de cellules anormales requises afin de
désigner un résultat anormal (autrement dit, pour distinguer les résultats anormaux des
résultats faux-positifs). Initialement, les seuils utilisés au CHU Sainte-Justine étaient basés
sur les seuils décrits dans la littérature. Ces seuils sont basés sur plusieurs critéres tels que
le type, la nature et la taille de la sonde, la position génomique de la sonde par rapport au
geéne ciblé et/ou au point de cassure et la distance minimale entre les signaux d’hybridation
de la sonde. Par exemple, les laboratoires de cytogénétiques utilisent généralement les

seuils suivants pour les sondes hybridées sur des échantillons de LAL et de LAM de novo :
» Sonde simple fusion : 1%
» Sonde double fusion : 2%

» Sonde breakapart : 1% (MLL) a 10% (IGH)



&9

» Sondes alphoides ou locus spécifiques :

o gain : 5%

o perte : 10%

L’interprétation des résultats de la FISH est ensuite basée sur ces seuils théoriques
en corrélation avec les autres données cliniques et génétiques de chaque patient
(pourcentage de blastes, index d’ADN, résultats de la biologie moléculaire concernant la
présence de transcrits de fusion, etc.). Cependant, ces seuils théoriques sont congus pour
les leucémies de novo et ne sont pas appropriés pour le suivi de la maladie résiduelle, dans

laquelle le pourcentage de blastes et d’anomalies cytogénétiques est tres faible.

Dans le cadre de ce projet de maitrise, nous avons donc calculé les seuils réels pour
I’ensemble des sondes du panel LAL-B. Les seuils ont été déterminés en comptant le
nombre de cellules faux-positives pour chacune des sondes dans 20 cas de LAL-B de novo
présentant une anomalie chromosomique connue pour une sonde précise. Il est donc
possible de déterminer le seuil des autres sondes, qui sont normales (absence d’anomalie)
chez ce patient. Un faux positif se définit comme une cellule avec un profil d’hybridation
suggérant une anomalie au niveau du locus ciblé par la sonde. Les seuils ont par la suite été
¢établis en effectuant des analyses statistiques. Deux méthodes différentes décrites dans la
littérature ont été utilisées. Dans la premiere méthode, les seuils sont établis en identifiant
I’échantillon avec le plus grand nombre de cellules faux-positives. Le seuil est ensuite
calculé avec une fonction B inverse et un intervalle de confiance de 95% (117). Avec la
deuxieme méthode, le calcul des seuils est basé sur une distribution normale de Gauss. Le
seuil correspond a la moyenne du nombre de cellules faux-positives plus deux ou trois
déviations standard (139). Les seuils obtenus pour chacun des trois types de sondes
(sondes breakapart, sondes de fusion et sondes locus spécifiques) sont présentés dans le
Tableau XII. Pour une méme sonde, les seuils calculés par la méthode 1 sont supérieurs a

ceux calculés par la méthode 2. Dans I’ensemble, la méthode 1 a donné des seuils qui
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varient entre 2,95% et 16,78%, alors qu’avec la méthode 2, ils varient entre 0% et 13,31%.
La sonde ayant le seuil le plus ¢élevé est Cep 17 (sonde spécifique au centromere du

chromosome 17) et la sonde D7/cep 7 (7q31 et centromeére du chromosome 7) a le seuil le

moins élevé.



Tableau XII. Détermination du seuil des sondes utilisées par FISH dans le panel LAL-B.

Type de Sondes Seuil par la méthode 1 : Seuil par la méthode 2 :
sondes fonction P inverse distribution normale de Gauss
Nb Nb total Max. Moy. DS Moy. Moy.
cellules cellules (interv (%) (%) +2DS +3DS
faux- analysées alle (%) (%)
positives (100 confian
cellules ce 95
/cas) %) (%)
Break ETV6 3 1400 7,36 0,21 0,58 1,37 1,95
apart
MLL 5 1800 7,36 0,28 0,75 1,78 2,53
IGH 43 1900 11,94 2,26 2,18 6,36 8,54
Fusion ETO/ 9 1600 8,58 0,56 1,09 2,75 3,84
RUNXI
(DF)
BCR/ 30 1800 9,75 1,76 1,56 4,89 6,45
ABL ES
TCF3/ 11 1800 7,36 0,63 0,96 2,54 3,50
PBXI DF
Locus Cep 10 11 1900 10,90 0,69 1,74 4,17 5,91
spécifique (gain)
(pour 23 1900 10,90 1,44 1,86 5,16 7,02
détecter (Perte)
les
aneuploid | Cep 17 19 1600 15,87 1,27 2,96 7,19 10,16
ies) (gain)
48 1600 16,78 3,27 3,35 9,96 13,31
(perte)
13 (gain) 6 1800 6,04 0,35 0,79 1,92 2,71
(Perte) 8 1800 6,04 0,47 0,80 2,07 2,87
9 1100 6,04 0,73 0,90 2,54 3,44

21 (gain)
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(perte) 4 1100 6,04 0,36 0,50 1,37 1,88
WH/cep4 9 1200 9,75 0,75 1,42 3,59 5,02
(gain)
17 1200 7,36 1,42 1,24 3,90 5,14
(perte)
pl6/cep9 12 1500 4,61 0,07 0,26 0,58 0,84
(gain)
27 1500 9,75 1,20 1,57 4,34 5,90
(perte)
MYB 4 1100 8,59 0,29 1,07 2,42 3,49
(gain)
11 1100 9,75 0,73 1,39 3,51 4,89
(perte)
D7/cep 7 0 1700 2,95 0 0 0 0
(gain)
10 1700 6,04 0,59 0,80 2,18 2,97
(perte)

Légende. DS : déviation standard, Moy. : moyenne, Nb : nombre, Max. : maximum.

3.3 Corrélation entre les caractéristiques cliniques et les

anomalies chromosomiques des LAM

Au total, 40 cas de LAM de novo ont été analysés. Ils ont été classés en différents
sous-groupes d’anomalies cytogénétiques, en fonction des principales anomalies
chromosomiques récurrentes détectées au caryotype et/ou par FISH. Les principales
caractéristiques cliniques de ces patients sont présentées dans le Tableau XIII. La
fréquence des anomalies chromosomiques est illustrée dans la Figure 12C. Les
caractéristiques cliniques de la population de LAM de novo étudiée, I’age médian au

diagnostic est de 5 ans, 66% sont de sexe féminin et le pourcentage de blastes médian au
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diagnostic est de 66%. L’age médian est inférieur dans les sous-groupes avec la fusion
CBFf-MYHII (inversion 16), un réarrangement de MLL (11g23) et avec d’autres
anomalies chromosomiques (2,5; 3,5 et 2,8 ans respectivement). Le pourcentage de blastes
est le plus élevé chez les patients avec la fusion PML-RARA et un réarrangement du gene

MLL (84% et 83% respectivement).

Dans I’ensemble, 90% (36/40) des cas de LAM présentent des anomalies
chromosomiques. L’anomalie la plus fréquente est le réarrangement du gene MLL (11q23),
retrouvée dans 27,5% des cas (11/40). Les translocations impliquant MLL constituent
88,9% des cas de LAM avec une classification FAB M5 (8/9). La deuxiéme anomalie la
plus fréquente est la fusion PML-RARA issue de la translocation pathognomonique
t(15;17)(q22;q921), représentant 12,5% (5/40) de I’ensemble des cas de LAM et 100% (5/5)
des LAM M3. Nous avons également retrouvé les principales anomalies génomiques
connues dans la littérature pour les LAM pédiatriques, telles que la fusion CBFfS-MYH]I1
[inv(16)(p13;922)] dans 7,5% des cas (3/40), la fusion RUNXI-ETO générée par la
translocation t(8;21)(q22;922) dans 5,0% des cas (2/40), la monosomie 7/délétion 7q
(10,0%; 4/40), la délétion 5q (2,5%; 1/40), la trisomie 8 (2,5%; 1/40) et un caryotype
complexe (5,0%; 2/40). Certaines anomalies rares ont également été détectées (colonne
«autres anomalies»), notamment une translocation t(12;13)(p13;ql?) avec un
réarrangement du gene ETV6 (12pl13) chez une jeune patiente de cinq ans atteinte d’une
LAM M1 de novo. Ce cas a d’ailleurs été investigué¢ davantage par FISH afin de préciser le
point de cassure sur le chromosome 13. Les résultats de ces analyses supplémentaires sont

présentés dans le Tableau X VI et illustrés dans la Figure 21.
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Tableau XIII. Caractéristiques cliniques des patients atteints de LAM de novo en fonction

des sous-groupes cytogénétiques.

Nb Sans Réar. t(15;17) t(8;21) 1Inv(16) Mono Caryotype Autres
total anom. MLL PML- RUNXI- CBFB- 7/del complexe
cas cytog. (11q23) RARA ETO MYHII 7q

Nb total cas 40 4 11 5 2 3 4 2 9

Nb cas 34 3 9 5 2 3 1 2 9

vivants

Age médian 5 14 3,5 14 10 2,5 13 9,5 2,8

(années)

Sexe : H 15 1 3 1 0 2 2 2 4
F 25 3 8 4 2 1 2 0 5

Classification 35 3 10 5 2 2 3 2 7

FAB connue

Mo 0

M1 4 2 2
M2 7 1 2 1 3
M3 5 5

M4 6 1 1 2 1 1
MS5 9 8 1
Mo 2 1 1
M7 2 1 1

% blastes 66 73 85 84 43 50 16 56 45
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Légende. H : hommes, F : femmes, anom. cytog. : anomalies cytogénétiques, Nb : nombre,

survie : aolt 2012, % blastes : pourcentage de blastes au diagnostic (médiane)

3.4 Fréquence des anomalies chromosomiques dans les

leucémies aigués pédiatriques

3.4.1 Anomalies primaires

Les fréquences des anomalies chromosomiques dans les leucémies aigués
pédiatriques de novo au CHU Sainte-Justine sont présentées dans la Figure 12. Les taux de
détection des anomalies génomiques sont de 93,5% pour les LAL-B (174/186 cas sont
anormaux), 66,7% pour les LAL-T (18/27 cas anormaux) et 90% pour les LAM (36/40 cas
anormaux). Dans les LAL-B (Figure 12A), les anomalies les plus fréquentes sont
I’hyperdiploidie (37% des LAL-B) et la fusion ETV6-RUNXI issue de la translocation
t(12;21)(p13;922) (20% des cas). Dans les LAL-T, les anomalies les plus fréquemment
observées sont la délétion du gene suppresseur de tumeur p/6 en 9p21 (22% des LAL-T) et
les réarrangements du gene TCR en 14ql1.2 (15% des cas). Dans les LAM, les
réarrangements du geéne MLL en 11g23 sont les plus fréquents (28% des cas), suivis de la

fusion PML-RARA issue de la translocation t(15;17)(q22;921) (13% des cas).
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Figure 12. Fréquences d’anomalies chromosomiques dans les leucémies aigués
pédiatriques de novo au CHU Sainte-Justine. A. Dans les LAL-B, 93,5% des cas ont des
anomalies cytogénétiques. B. Dans les LAL-T, des anomalies ont été détectées dans 66,7%

des cas. C. Dans les LAM, 90% des cas présentent des anomalies chromosomiques.

3.4.1.1 Réarrangements du gene MLL (11q23)

Puisque le géne MLL a une multitude de génes partenaires (7, 16, 32, 69), nous
avons ¢évalué la fréquence des translocations classiques et rares impliquant la bande
chromosomique 11q23. La Figure 13 illustre la variété de génes de fusion détectés dans
notre cohorte de leucémies aigués pédiatriques. Au total, 20 cas avec un réarrangement
impliquant le géne MLL ont été détectés: 9 LAL-B et 11 LAM. Nous avons d’abord
identifié la translocation t(4;11)(q21;923) générant le géne de fusion MLL-AF4. Cette
translocation constitue le réarrangement de MLL le plus récurrent dans les LAL-B (quatre

des neuf cas de LAL-B avec un réarrangement de MLL).
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Figure 13. Variété des translocations impliquant le géne MLL en 11q23 dans les LAL-B et
les LAM pédiatriques.

Parmi les autres cas de LAL-B avec un réarrangement du géne MLL, deux ont la
translocation récurrente t(11;19)(q23;p13.3) [gene de fusion MLL-ENL] et on a également
détect¢ une translocation t(9;11), généralement retrouvée dans les LAM. La
t(9;11)(p22;923) avec le gene de fusion chimérique MLL-AF9 est d’ailleurs la translocation
la plus fréquente dans les LAM (7 des 11 cas avec réarrangement de MLL) (Figure 14).
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Figure 14. Translocation t(9;11)(p22;q23) avec réarrangement du géne MLL chez une
patiente avec une LAM de novo. A et B. FISH avec la sonde de réarrangement MLL
(Vysis, Abbott Molecular Inc.) qui montre une translocation impliquant le gene MLL
(11g23). Ce réarrangement a été observé dans 98% des cellules analysées par FISH. C.
Caryotype en bandes GTG de la méme patiente montrant la translocation t(9;11)(p22;q23).
Cette translocation a été observée dans 26 mitoses sur 28 analysées. De plus, la présence du

transcrit de la fusion MLL-AF9 a ét¢ montrée par RT-PCR (non illustré).

Dans les LAM, outre la translocation classique t(9;11), on a aussi trouvé un cas de

t(11;19), une t(6;11)(q27;923) et une t(10;11)(p12.31;923). L’identification des genes de
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fusion MLL-ENL [t(11;19)], MLL-AF6 [t(6;11)] et MLL-AF10 [t(10;11)] a été réalisée par
FISH avec des BACs, puisqu’aucune sonde commerciale spécifique a ces geénes n’est
actuellement disponible. L’ensemble des résultats de la caractérisation cytogénétique
moléculaire de ces cas est présentée dans la section 3.5 (Tableau XVI, Figures 19 et 20).
En résumé, 56% des LAL-B et 36% des LAM avec un réarrangement du gene MLL ont une
translocation rare [autre que les translocations classiques t(4;11) ou la t(9;11) dans les

LAL-B et les LAM respectivement].

3.4.2 Anomalies secondaires

Les deux anomalies primaires les plus fréquentes dans les LAL-B sont
I’hyperdiploidie et la fusion ETV6-RUNXI issue de la translocation t(12;21)(p13;q22).
Dans notre projet, nous avons aussi évalué¢ la fréquence et I’impact pronostique des
anomalies secondaires additionnelles a ces deux anomalies dans notre cohorte de patients
pédiatriques. La liste ainsi que la fréquence de ces anomalies secondaires sont présentées

dans la figure 15 :
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Figure 15. Fréquence des anomalies secondaires additionnelles a la translocation
t(12;21)(p13;922) et a I’hyperdiploidie dans les LAL-B. A) 73,7% des cas avec une
t(12;21) ont des anomalies secondaires, la plus fréquente étant la perte du 2° alléle du géne
ETV6 en 12p13. B) 37,7% des cas avec une hyperdiploidie (de 50 a 65 chromosomes)
présentent des anomalies secondaires, notamment la perte du géne p/6 (9p21), un clone

hypodiploide ou la duplication du chromosome 1q.

Parmi les 69 cas de LAL-B avec une hyperdiploidie de 50 a 65 chromosomes,

environ 37,7% (26/69) ont des anomalies additionnelles (Figure 15B). Les anomalies
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secondaires les plus fréquemment retrouvées sont la perte du géne suppresseur de tumeur
pl6 (6 cas sur 26), un clone hypodiploide (5/26) et la duplication du chromosome 1q
(5/26). La région minimale dupliquée sur le chromosome 1 a d’ailleurs été¢ limitée aux
bandes 1921q32. Parmi les cas de LAL-B avec la fusion ETV6-RUNXI, la majorité
présentent des anomalies secondaires (28/38; 73,7%). La perte du 2° alléle du géne ETV6
est une anomalie secondaire récurrente : on la retrouve dans 53,6% (15/28) des cas de
t(12;21) avec anomalies additionnelles et dans 40% de 1’ensemble des cas de fusion ETV6-

RUNXI (15/38).

3.4.2.1 Hyperdiploidie et hypodiploidie dans les LAL-B

Parmi les LAL-B hyperdiploides, certains patients présentent également un clone
hypodiploide. Les changements de ploidie peuvent étre évalués par FISH et par 1’index
d’ADN; la Figure 16 illustre la complémentarité de ces deux méthodes. Dans notre
cohorte, nous avons retrouvé cette entité (co-existence d’un clone hyperdiploide et
hypodiploide) chez cinq patients, représentant 7,2% (5/69) de I’ensemble des LAL-B
hyperdiploides (50-65 chromosomes). Le Tableau XIV présente les résultats de ces cinq
cas. Lors de la premiere analyse de la cytogénétique standard (environ 25 mitoses sont
analysées), seul le clone hyperdiploide a été détecté chez les patients numéros 1, 2 et 4. Or,
par FISH, on a montré la présence d’un clone hypodiploide, ce qui a été confirmé par
I’index d’ADN. Une seconde analyse du caryotype, sur un plus grand nombre de mitoses
(Jusqu'a 60 mitoses ont €té analysées), a permis d’observer des métaphases hypodiploides.
Avec I’index d’ADN, un seul pic aneuploide a toutefois ét¢ mis en évidence chez deux
patients (patients 2 et 5). Le 2° clone aneuploide est présent dans un faible pourcentage de
cellules (moins de 20%) chez ces deux patients, la faible hétérogénéité clonale étant
difficile a observer par cytométrie de flux. Aussi, le pourcentage de cellules dans chacun
des clones différe 1égerement entre chacune des techniques, mais globalement, le clone

hyperdiploide est supérieur. En fait, chez les patients 1, 3, 4 et 5, les cellules
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hyperdiploides sont environ deux fois plus nombreuses que les cellules hypodiploides, alors

que chez le patient 2, le pourcentage des deux clones est similaire.

0
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Figure 16. Détection d’hypodiploidie et d’hyperdiploidie par I’index d’ADN et par FISH.
A. Hypodiploidie a 23~26 chromosomes détectée par cytométrie de flux chez un patient
avec une LAL : I’index d’ADN (DI) est de 0,54. Le clone hypodiploide (pic jaune)
représente environ 81% des cellules. B. Hypodiploidie détectée par FISH chez le méme
patient : une monosomie 8 (signal rouge) est montrée dans le noyau. Le clone hypodiploide

a été détecté dans environ 80% des cellules par FISH. Cette hypodiploidie a également été
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observée au caryotype dans 15 mitoses sur 25 analysées (non illustré). C. Hyperdiploidie a

55 chromosomes détectée par cytométrie de flux chez un deuxiéme patient avec une LAL :

I’index d’ADN (DI) est de 1,18. Le clone hyperdiploide (pic jaune) représente environ 59%

des cellules. D. Hyperdiploidie détectée par FISH chez un troisiéme patient avec une LAL :

cette cellule montre une tétrasomie 10 (signal rouge) et une trisomie 4 (signal vert). Les

chromosomes 7 (signal bleu) sont présents en deux copies. Le clone hyperdiploide a été

détecté dans environ 50% des cellules par FISH.

Tableau XIV. Cing cas de LAL-B de novo avec co-existence d’un clone hyperdiploide et

d’un clone hypodiploide détectés au caryotype, par FISH et/ou par I’index d’ADN.

Cas Caryotype FISH Index d’ADN
Clone Clone hypo. Cellules Clone Clone | Clone Clone
hyper normales hyper. hypo. | hyper. hypo.

’ >1,16) (<0,85)
1 26/38 mitoses  5/38 mitosesa  7/38 mitoses a | 50% des 15% des 1,23 0,65
as9 25~28 46 noyaux  noyaux
chromosomes  chromosomes  chromosomes
2 6/55 mitoses a  9/55 mitoses a  40/55 mitoses | 18% des 15% des | aucun 0,68
66 34~38 a46 noyaux  noyaux
chromosomes  chromosomes  chromosomes
3 13/21 mitoses  9/21 mitoses a aucune 70% des  30% des 1,09 0,55
as2 23~29 noyaux  noyaux
chromosomes  chromosomes
4 32/60 mitoses aucun 28/60 mitoses | 77% des 18% des 1,21 0,59
as8 a46 noyaux  noyaux
chromosomes chromosomes
5 8/25 mitoses a  3/25 mitoses a  14/25 mitoses | 60% des 14% des 1,3 aucun
62 29 normales noyaux  noyaux
chromosomes  chromosomes
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Légende. Clone hyper.: clone hyperdiploide (> 50 chromosomes); clone hypo.: clone

hypodiploide (<39 chromosomes).

3.4.2.2 Valeur pronostique des anomalies chromosomiques secondaires

Afin d’évaluer la valeur pronostique des anomalies chromosomiques secondaires,
nous avons comparé les taux de rechutes et de déceés des patients ayant uniquement des
anomalies chromosomiques primaires et ceux des patients ayant des anomalies

chromosomiques secondaires additionnelles (Tableau XV).

Nos résultats montrent qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative
entre les taux de rechutes des patients avec une hyperdiploidie ou avec la translocation
t(12;21) seule et ceux des patients avec en plus des anomalies secondaires (p>0,05, test chi-
deux de Pearson et test exact de Fisher). De plus, aucune différence statistiquement
significative n’a été observée entre les taux de déceés des patients avec hyperdiploidie seule
et ceux des patients avec hyperdiploidie et anomalies secondaires (p>0,05). 100% des
patients présentant la fusion E7V6-RUNX]I sont vivants en aotit 2012 (aucun déces); iln’y a
donc aucune différence entre les taux de survie des patients avec une t(12;21) seule ou avec

des anomalies secondaires.



Tableau XV. Fréquence et valeur pronostique des anomalies

I’hyperdiploidie et a la translocation t(12;21)(p13;922).
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secondaires a

Anomalies Nombre Nombre de Statistiques Nombre Statistiques
de patients de
patients avec patients
rechute décédés
Hyperdiploidie 74 12 4
> 46 chromosomes
Hyperdiploidie 50- 69 10 3
65 chromosomes
(bon pronostic)
Hyperdiploidie 43 7 2
seule
Hyperdiploidie 26 3 p>0,05 1 p>0,05
+ anomalies
secondaires
Hyperdiploidie 1 1 *p=0,032 0 p>0,05
+ caryotype (Pearson)
complexe! p=0,182
(Fisher)
Hyperdiploidic 3 1 p>0.,05 1 p>0,05
+ Hypodiploidie'
t(12;21)(p13;q22) 38 3 0
Fusion ETV6-
RUNX1
t(12;21) seule 10 1 0
#(12:21) + 28 3 p>0,05 0 p>0,05
anomalies
secondaires
1(12;21) + perte 15 2 p>0,05 0 p>0,05
ETV6?

Légende. Caryotype complexe : plus de 4 chromosomes anormaux, tests statistiques : chi-

deux de Pearson (pour I’ensemble des échantillons) et test exact de Fisher (pour les

échantillons avec moins de cinq patients), 1: cette entité fait partie du groupe
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«hyperdiploidie + anomalies secondairesy, 2 : cette entité fait partie du groupe « t(12;21) +

anomalies secondaires.

Bien que dans I’ensemble, les anomalies secondaires ne semblent pas étre corrélées
a un pronostic défavorable (Tableau XV), nous avons déterminé si certains types (ou sous-
groupes) d’anomalies secondaires peuvent influencer le pronostic. Nous avons donc
compar¢ la survie sans évenement a sept ans (EFS a 7 ans) du groupe des LAL-B
présentant de I’hyperdiploidie seule avec le sous-groupe des LAL-B avec hyperdiploide et
un caryotype complexe (Figure 17). Nos résultats montrent une réduction fortement
significative de la probabilité de survie sans événement des patients avec hyperdiploidie et

un caryotype complexe comparativement aux patients avec hyperdiploide seule (p<<0,001).

1,0 Tt
R —— Hyperdiploidie seule
0,6
EFS -+ Hyperdiploidie +
caryotype complexe
0.4+
*p<0,001
0,07
0 200 400 80,0 80,0 1000 1200

Nombre de mois

Figure 17. Courbes de Kaplan Meier pour la survie sans évenement (EFS) a sept ans des
LAL-B avec hyperdiploidie seule et des LAL-B avec hyperdiploidie au sein d’un caryotype

complexe. Le test log rank (Mantel-Cox) montre que la survie sans événement des cas avec
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hyperdiploidie et un caryotype complexe (courbe mauve) est statistiquement réduite par

rapport aux cas avec hyperdiploidie seule (courbe bleue) (*p<0,001).

3.5 Caractérisation cytogénétique moléculaire des

anomalies rares

Parmi I’ensemble des leucémies aigués analysées, plusieurs anomalies rares ont été
détectées au caryotype et/ou avec les panels de FISH. Nous avons donc effectué¢ des
analyses supplémentaires de cinq cas pour lesquels il était cliniquement pertinent de
préciser les points de cassure des translocations rares. En effet, I’identification des deux
genes partenaires impliqués permet de mieux établir le diagnostic et le pronostic des
anomalies chromosomiques (32). Les caractéristiques de ces cinq cas et les résultats de
I’ensemble des analyses sont décrits dans le Tableau XVI et illustrés dans les Figures 18,

19,20 et 21.

Chez la premicre patiente étudiée (Figure 18), une jeune fille de 11 ans atteinte
d’une LAL-B de novo, la cytogénétique standard révele un remaniement complexe
impliquant les chromosomes 9 et 14 (Figure 18A). Par FISH avec le panel LAL-B, on a
d’abord détecté un réarrangement complexe du géne /GH en 14q32.3 (Figure 18C), une
délétion des deux alleles du gene pl6 (9p21) et une délétion d’un allele du géne PAXS
(9p13). Afin d’¢liminer la présence du gene de fusion c-MYC-IGH issu de la translocation
t(8;14)(q24;932) (spécifique au lymphome de Burkitt ou aux LAL L3 de type Burkitt, une
entité disctincte des autres LAL-B L1 ou L2) (43), nous avons utilis¢ la sonde de fusion
IGH-C-MYC (Vysis), qui a confirmé I’absence du gene de fusion (résultats non montrés).
Par FISH avec une peinture spécifique au chromosome 9 hybridée avec la sonde breakapart

d’IGH, nous avons confirmé la présence de la translocation t(9;14)(p11-12;q32.3), ce qui
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concorde avec les résultats du caryotype. Cette translocation t(9;14) implique donc le géne

IGH sur le chromosome 14, mais le géne en 9p11-12 reste a identifier.

Tableau XVI.

Caractérisation de cinq cas d’anomalies chromosomiques rares et

identification des geénes impliqués par FISH avec des BACs.

# Typede Age Anomalies détectées au Anomalies Geénes identifiés
Cas | leucémie caryotype détectées par FISH
(panel)
1 LAL-B 11 46,XX,del(9)(p21),der(9)t(9 Réarrangement IGH (14q32) et
de novo  ans ;214)(pl1- IGH et délétion CEBPE (14q11.2)

12;932),t(14;14)(q11;q32)[2 biallélique p16

41/46,XX[1] (80%), délétion

monoallélique

PAXS5 (71%)

2 LAM 6 47, XX, +X,- Réarrangement MLL (11g23) et
MS5de mois 6,der(10)t(10;11)(p12;q23) MLL (90%) AF10/MLLTIO0
novo inv(11)(q13qg23),der(11)t(10 (10p12.31)

11)(p172:q12).-
14,der(21)t(10;21)(q24;q22?
3)[cp27]

3 LAM 16  48,XX,t(6;11)(q27;q923),+de Réarrangement MLL (11g23) et
MS de ans r(6)(t(6;11)x2[26] MLL (100%) AF6/MLLT4
novo (6927)

4 LAL lan 46,XX,t(11;19)(q23;p13.3)[ Réarrangement MLL (11g23) et

pré-B de 21/46,XX[16] MLL (50%) ENL/MLLTI
novo (19p13.3)

5 LAM 5 46, XX,t(12;13)(p13;q1?)[10 Réarrangement ETV6 (12p13) et
M1 de ans 1/46,XX[1] ETV6 (80%) FOXOI1/FKHR
novo (13q14.11)
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Aussi, les deux chromosomes 14 anormaux observés au caryotype (Figure 18A) et par
FISH avec la sonde /GH (Figure 18C) suggerent la présence d’une translocation t(14;14),
c’est-a-dire entre les deux chromosomes 14 homologues. Dans la littérature, une
translocation rare t(14;14) impliquant les genes /GH et CEBPE a déja été décrite dans des
cas de LAL-B (64, 140-142). Pour vérifier la présence d’un réarrangement du géne CEBPE
en 14q11.2, nous avons utilisé des BACs couvrant ce geéne (Figure 18D). Par FISH avec
ces BACs, nous avons montré un réarrangement du géne CEBPE. Le profil d’hybridation
est d’ailleurs similaire a celui de la sonde IGH (Figure 18C) : séparation des signaux entre
les deux chromosomes 14 homologues [t(14;14)] et la partie 5’ télomérique de la sonde est
présente sur le dérivé 9 [t(9;14)]. La présence des réarrangements des génes /GH en
14q32.3 et de CEBPE en 14q11.2 suggere une fusion CEBPE-IGH issue de la translocation
t(14;14)(q32.2;q11.2). La Figure 18B illustre et résume de facon schématique les
anomalies chromosomiques, les points de cassures et les genes impliqués dans ces
remaniements complexes. Les deux translocations t(9;14) et t(14;14) détectées chez cette
patiente confirment donc le diagnostic de LAL-B de mnovo, ce qui concorde avec

I’immunophénotype.
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Figure 18. Caractérisation cytogénétique moléculaire d’une LAL-B de novo avec une

translocation complexe impliquant les chromosomes 9 et 14 chez la patiente 1. A.

Caryotype montrant une délétion du chromosome 9 [del(9)(p21)], une translocation
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t(9;14)(p11-p12;q32) et une translocation entre les deux chromosomes 14 homologues
[t(14;14)(q11;932)]. Ces anomalies ont été observées dans 24 mitoses sur 25 analysées. B.
Idéogramme illustrant les chromosomes 9 et 14 anormaux. C. FISH avec la sonde /GH
(14932.3) breakapart de Vysis (Abbott Molecular Inc.) montrant un réarrangement du géne
IGH (observé dans 80% des cellules analysées). Cette photo montre que la partie 5’
télomérique de la sonde (verte) est présente sur le dérivé 9 et le dérivé 14, alors que la
partie 3’ centromérique (rouge) est sur le deuxiéme dérivé 14. D. FISH avec les BACs
RP11-147E17 et RP11-68M15 couvrant le gene CEBPE en 14qll.2, montrant un
réarrangement du gene. La présence des réarrangements des genes /GH et CEBPE ont

permis de préciser les points de cassure de la translocation t(14;14)(q11.2;q32.3).

Les trois cas suivants que nous avons caractérisés (cas 2, 3 et 4 dans le Tableau
XVI) ont en commun un réarrangement du géne MLL en 11q23. Les translocations
impliquant MLL sont généralement associées a un pronostic défavorable (16, 71, 86), mais
des études récentes montrent que le pronostic peut €étre modulé en fonction du géne
partenaire de MLL (32, 69, 111). Par conséquent, nous avons identifié¢ le géne partenaire de
MLL dans trois translocations rares dans lesquelles la RT-PCR avait montré 1’absence des
genes de fusion classiques MLL-AF4 ou MLL-AF9. Les résultats sont présentés dans les
Figures 19 et 20.
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Figure 19. Caractérisation cytogénétique moléculaire d’une LAM M5 de novo avec une
translocation complexe impliquant les chromosomes 10, 11 et 21 chez la patiente 2. A)
Caryotype partiel montrant les chromosomes 10, 11 et 21 anormaux. B) FISH avec la
sonde MLL breakapart (Vysis, Abbott Molecular Inc.) montrant un réarrangement du géne
MLL en 11923. Ce réarrangment a été observé dans 90% des cellules analysées. C) FISH

sur chromosomes avec des peintures spécifiques aux chromosomes 11 (en vert) et 12 (en
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rouge). Cette mitose montre les deux chromosomes 12 normaux, un chromosome 11
normal et une translocation entre les chromosome 10 et 11 (du matériel génétique du
chromosome 11 est présent sur le dérivé 10). D) FISH sur chromosomes avec des peintures
spécifiques aux chromosomes 10 (en vert) et 21 (en rouge). Du matériel du chromosome
10 est présent sur le chromosome 10 normal, sur le dérivé 10 (chromosome 10 anormal),
sur le dérivé 11 et sur le dérivé 21. Les hybridations avec les peintures ont donc montré
I’absence de translocation t(11;12), mais la présence des translocations t(10;11) et t(10;21).
E) Pour préciser le point de cassure sur le chromosome 10, des BACs ont été séléctionnés
de part et d’autre du géne candidat MLLT10/AF10 (10p12.31): le BAC RP11-43K6 (en
vert) et le BAC RP11-469D16 (en rouge). F) Un réarrangment du géne AF10 a été observé

dans 90% des cellules analysées.

Légende N: normal, der: chromosome dérivé anormal

Chez la patiente 2 (Figure 19), un bébé de six mois atteint d’'une LAM MS5 de novo, un
réarrangement de MLL (11q23) a été détect¢ dans 90% des cellules analysées par FISH
(Figure 19B). Au caryotype, on observe un remaniement complexe impliquant les
chromosomes 10, 11 et 21 dans toutes les mitoses analysées (27/27) (Figure 19A). Par
FISH avec des peintures spécifiques a ces chromosomes, on a montré la présence des
translocations t(10;11) et t(10;21) (Figures 19C et 19D). Dans la littérature, la translocation
t(10;11)(p12.31;923) générant le geéne de fusion MLL-AFI0/MLLTI0 est rare, mais
récurrente dans les LAM pédiatriques. Elle est retrouvée dans environ 13% des cas de
LAM avec un réarrangement de MLL et est associée a un pronostic défavorable (32). Nous
avons donc choisi des BACs spécifiques au géne AFI10 en 10p12.31 (Figure 19) et
I’hybridation a montré un réarrangement de ce géne (Figure 19F). Les réarrangements de

MLL et de AFI0 suggerent la présence du géne de fusion MLL-AFI10 issu de la
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translocation t(10;11)(p12.31;923). Toutefois, les geénes impliqués dans la translocation

t(10;21)(q24;q22?.3) n’ont pas encore été identifiés.

Dans la Figure 20, les patientes 3 et 4 avec réarrangement de MLL sont présentées.
La patiente 3 est une fille de 16 ans atteinte d’'une LAL M5 de novo (Figure 20A, B et C).
Au caryotype, on a détecté une translocation t(6;11)(q27;923), suggérant le gene
AF6/MLLT4 en 6q27 comme gene partenaire candidat de MLL en 11q23. Par FISH, on a
observé un réarrangement du géne MLL dans toutes les cellules analysées (sonde breakapart
de Vysis) et un réarrangement de AF6 dans 75% des cellules analysées (BACs localisés de
part et d’autre du gene AF6 en 6q27). Ceci concorde avec les résultats obtenus au
carytoype et suggére la présence du géne de fusion MLL-AF6 issu de la translocation

t(6;11)(q27;923).

Le patiente 4 est un bébé d’un an atteint d’une LAL-B de novo (Figure 20D, E, F et
G). Un réarrangement du géne MLL a été observé dans 50% des cellules analysées par
FISH. Une tranlocation t(11;19)(q23;p13) a été détectée par cytogénétique standard dans
deux des 18 mitoses analysées. Des BACs pour le géne ENL (19p13.3) ont été choisis afin
de distinguer la translocation t(11;19)(q23;p13.3) (géne de fusion MLL-ENL) de la
translocation t(11;19)(q23;p13.1) (gene de fusion MLL-ELL). Par FISH avec ces BACs, on
a montré un réarrangement du gene ENL, suggérant la présence du géne de fusion MLL-
ENL. Afin de le vérifier, des amorces spécifiques a ce transcrit de fusion ont ét¢ mises au
point au laboratoire de biologie moléculaire du CHU Sainte-Justine. Les analyses en RT-
PCR ont bien montré la présence du transcrit de fusion MLL-ENL généré par la
translocation t(11;19)(q23;p13.3), ce qui confirme les résultats obtenus au caryotype et par
FISH. Ces amorces ont par la suite été utilisées pour effectuer le suivi de la maladie

résiduelle par RT-PCR chez cette patiente.
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Figure 20. Caractérisation cytogénétique moléculaire de deux cas (patients 3 et 4) avec
réarrangement du géne MLL. Chez la patiente 3 atteinte d’'une LAM MS5 de novo (A, B et
C), le caryotype partiel montre une translocation t(6;11) avec deux copies supplémentaires
du dérivé 6 (A). B) Par FISH, un réarrangement du géne MLL (11q23) a été observé dans
100% des cellules analysées. On note trois copies de la partie rouge 3’ (télomérique) de la
sonde MLL, confirmant les trois dérivés 6 observés au caryotype. C) Par FISH avec des
BACs spécifiques au géne AF6/MLLT4 (6q27), un réarrangement du géne a été observé
dans 75% des cellules. Ce réarrangement est associé a une délétion de la région 3' du gene
AF6 (absence du BAC vert RP11-178P20, photo de droite). Chez la deuxiéme patiente
atteinte d’une LAL-B de novo (D, E, F et G), une translocation t(11;19) a été détectée au
caryotype (D). Le réarrangement du gene MLL a été observé par FISH dans 50% des
cellules analysées (E). Le point de cassure au niveau du chromosome 19 a été précisé par
FISH avec des BACs spécifiques au gene ENL/MLLTI en 19p13.3 (F). G) Cette mitose
montre le réarrangement du géne ENL par la séparation des deux BACs sur le dérivé 19

(signal rouge) et sur le dérivé 11 (signal vert).

Pour le patiente 5, une translocation rare t(12;13) a été détectée au caryotype chez
une fillette de cinq ans ayant recu un diagnostic de LAM M1 de novo (Figure 21). L’index
d’ADN est normal (1) et aucune translocation classique n’est détectée par RT-PCR. Par
FISH, on observe un réarrangement du gene ETV6 dans 80% des cellules analysées, ce qui
précise le point de cassure sur le chromosome 12 en 12pl13 (Figure 21B). Dans la
littérature, certaines translocations t(12;13)(p13;q12.2) on déja été rapportées dans des cas
de leucémies (64). Il s’agit des genes de fusion ETV6-FLT3 et ETV6-CDX2. Nous avons
effectué¢ une hybridation supplémentaire avec des BACs couvrant ces deux genes candidats
(FLT3 et CDX2 sont localisés en 13q12.2). Cependant, aucun réarrangement de FL73 ou
de CDX2 n’a pu étre observé (Figure 21D). Afin de déterminer le géne partenaire d’ETV6

sur le chromosome 13, nous avons fait une autre sonde dans la région 13q: FOXO1/FKHR.
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Le réarrangements du géne FOXOI (13q14.11) sont récurrents dans le rhabdomyosarcome
alvéolaire [translocation t(1;13) et t(2;13)] (16), une tumeur solide, mais n’ont jamais été
décrits dans les LAM pédiatriques. Or, dans notre cas de LAM M1, la FISH avec la sonde
FOXOI breakapart a bien montré un réarrangement du geéne dans 59% des cellules

analysées (Figure 21C).



119

ATRED
=D
Teax

]

¢ - (-g »

O T S I T F O T
€ T 1] L] 1" 1 12
,5)‘“ 8 gt 34 14 La

19 2 n n X
B — 12p13 Region [orer— o 13914 Region P
g 5
§ " 5 E £ s B s gl-8 5z
—— 2 = & B z z|€ 5 oz z
[T > - LT =

- 486 kb - ~632 kb -

- ~T20 kb - - ~650 kb -

LSI ETV6 (TEL) Dual Color,
Break Apart R(aafra)ngernem Probe LS| FOX01 Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe

chri3 (qi2.2)

Scale 208 kof 1
chri3: I | s00000| | 2s760000] 287se00s| 28500000|
BAC End Pairs
RP11-886H16 eetrereee] CTD-3885L3 o 4 12}
CTD-3199P13 sraisisrirriss] | CTO-2165B8 bititeatiiiiite] RP11-179F17
CTD-2317021 { CTD-2576M11 | { CTC-497M13 |
RP 1L =1 S2NE bttt y CTO-3251E23 e
RF11-79502 } i RF11-1876G16 |

e E— I Y Ee— -

1y PoXt b | COX2 8 FLT3 b=-Hh-di
ATPSEFZ | LOCTO02s8730 W




120

Figure 21. Caractérisation cytogénétique moléculaire d’une translocation rare t(12;13)
chez une patiente atteinte d’une LAM M1 de novo. A) Caryotype montrant la translocation
t(12;13)(p13;q1?). Cette translocation a été observée dans 10 des 11 mitoses analysées au
caryotype. B) FISH avec la sonde ETV6 breakapart (Vysis, Abbott Molecular Inc.)
montrant un réarrangment du géne E776 (12p13) (observé dans 80% des cellules analysées
par FISH). C) FISH avec la sonde FOXOI1/FKHR (13q14.11) breakapart (Vysis, Abbott
Molecular Inc.), illustrant le réarrangment du géne. D) FISH avec des BACs (en vert)
couvrant les génes candidats FLT3 et CDX2 en 13q12.2 et une sonde contrdle en 13q14 (en
rouge). Cette photo montre I’absence de réarrangement des génes FLT3 et CDX2.

3.5.2 Quatre nouvelles translocations identifiées dans les LAL-B

Tableau XVII. Identification de nouvelles tranlocations chromosomiques dans quatre cas

de LAL-B.

# Typede Age Anomalies détectées au Anomalies Génes
Cas | leucémie caryotype détectées par candidats
FISH (panel) testés
1 LAL-B 6ans 46,XY,t(2;14)(p16;q32)[14]/ Aucune (panel IGH : normal
de novo 46,XY[11] LAL-B normal) BCLI1A4 :
normal
2 LAL-B 18 47.XY,+X,t(12;17)(p13:;q12),+ Trisomie 19 ETV6: normal
de novo ans 19[23]/46,XY[2] (76%)
3 LAL-B  6ans 45XY,?der(1)?t(1;7)(q?:q?), Monosomie 7, PAXS :
de novo t(9;12)(p?11;p12),- délétion p16, réarrangement
9,inc[6]/46,XY[19] délétion ETV6 (56%)
(80%)
4 LAL-B 18  46,X,t(X;1)(p22;p372),t(8;20)( Aucune (panel -
rechute ans q721;q11)[11]/46,XX[14] LAL-B normal)
post-
GMO
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Légende. GMO:greffe de moelle osseuse

Dans le Tableau XVII sont présentées quatre nouvelles translocations
chromosomiques que nous avons identifiées dans notre cohorte de LAL-B. Les points de
cassures exacts et les geénes impliqués non pas encore €té précisés, mais nos résultats
suggerent que ces anomalies n’ont jamais ét¢ décrites dans la littérature. En effet, les génes
retrouvés dans des anomalies semblables connues dans la littérature ne sont pas impliqués

dans nos cas.

Par exemple, nous avons trouvé une translocation t(2;14)(p16;q32) chez un gargon
de six ans atteint d’une LAL-B de novo (Tableau XVII, cas 1 et Figure 22). Par FISH,
toutes les sondes analysées dans le panel LAL-B sont normales. L’index d’ADN est
normal (1) et aucune translocation classique n’est détectée par RT-PCR. Nous avons donc
précisé les points de cassure par FISH, d’une part pour déterminer les génes impliqués et
d’autre part, afin de trouver une sonde (anormale au diagnostic) pour effectuer le suivi de la
maladie résiduelle. Dans la littérature, une translocation t(2;14)(p13-p16;q32) impliquant
les genes IGH en 14q32 et BCLI1A en 2pl6.1 est décrite dans la leucémie lymphocytaire
chronique (LLC) et dans quelques rares cas de LAL-B (64). Or, dans notre cas, la sonde
IGH breakapart (Vysis) était normale dans toutes les cellules analysées par FISH (absence
de réarrangement du gene IGH) (Figure 22B). Avec des BACs spécifiques au gene

BCL11A4, nous avons aussi montré 1’absence de réarrangement de ce géne (Figure 22C).
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Figure 22. Nouvelle translocation t(2;14)(p16;q32) n’impliquant pas les génes classiques
IGH et BCLIIA dans une LAL-B de novo. A) Caryotype montrant la translocation
t(2;14)(p16;q32). Cette anomalie a été observée dans 14 des 25 mitoses analysées. B)
FISH avec la sonde /GH breakapart (Vysis), montrant I’absence de réarrangement du géne
IGH en 14q32.3. Une copie du gene est localisée sur le chromosome 14 normal et la
deuxiéme copie est présente sur le dérivé 2 issu de la t(2;14), mais n’est pas réarrangée
(deux signaux jaunes). Le point de cassure sur le chromosome 14 est donc plus
centromérique que 14q32.3. C) FISH avec les BACs RP11-416L21, RP11-1023M9 et
606L8 (illustrés en vert) couvrant le géne BCLIIA en 2pl6.1. Cette photo montre
I’absence de réarrangement du gene BCLI1A. Les deux copies du gene sont présentes (deux
signaux verts) : une copie sur le chromosome 2 normal et I’autre copie sur le dérivé 14 issu
de la translocation t(2;14). Ceci montre que le point de cassure sur le chromosome 2 est

plus centromérique que ces BACs en 2p16.1.

Dans le deuxiéme cas, nous avons identifié une nouvelle translocation
t(12;17)(p13;q12) chez un jeune homme de 18 ans ayant regu un diagnostic de LAL-B de
novo (Tableau XVII, cas 2). Cette translocation, ainsi que des trisomies des chromosomes
19 et X, ont été observées dans 23 des 25 mitoses analysées au caryotype. La seule
anomalie détectée par FISH avec le panel LAL-B est une trisomie 19, ce qui concorde avec
le caryotype. La translocation t(12;17) n’implique pas le géne ETV6 (12p13.2) puisque la
sonde ETV6 breakapart (une des sondes analysées dans le panel LAL-B) est normale.
L’hybridation avec cette sonde a toutefois montré que le point de cassure sur le
chromosome 12 est plus télomérique que le géne ETV6 en 12p13.2, puisque ETV6 est
présent sur le dérivé 12 (et absence de signal sur le dérivé 17). Par FISH avec des BACs,
nous avons précisé que le point de cassure est localisé entre les BACs RP11-101F21
(12p13.31) et RP11-367L22 (12p13.31), correspondant a une distance d’environ 379 kb

(selon ’'UCSC Genome Browser Hgl9). Sur le chromosome 17, le point de cassure est
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situé entre les BACs RP11-15P14 et RP11-229A22 en 17q12, correspondant a une distance
d’environ 334 kb (selon ’'UCSC Genome Browser Hg19).

Dans le cas 3, un gargon de six ans atteint d’'une LAL-B de novo, plusieurs
anomalies ont été détectées par FISH : une monosomie 7, une délétion du gene p/6 (9p21)
et une délétion du géne ETV6 (12p13). Au caryotype, on a retrouvée une translocation
t(9;12)(p?11;p12). Le gene ETV6 n’est pas impliqué dans cette translocation (on a observé
une délétion d’un allele du géne, mais aucun réarrangement). Sur le chromosome 9, le géne
impliqué a été identifié : il s’agit du géne PAX5 en 9p13. On a observé un réarrangement
de PAX5 avec une délétion de la partie 3” (télomérique) de la sonde dans 14 des 25 mitoses

analysées par FISH (56%).

Chez la derniére patiente (cas 4), nous avons observé une anomalie chromosomique
rare lors de sa rechute. Ayant recu son diagnostic de LAL-B dans un hopital extérieur, les
résultats cytogénétiques sur I’échantillon de novo ne sont pas disponibles (inconnus). Cette
patiente est venue a Sainte-Justine pour recevoir sa greffe de moelle osseuse en 2007, puis a
fait une rechute en 2009 (elle était agée de 18 ans lors de sa rechute). Au caryotype, deux
translocations rares ont ¢été détectées au sein du méme clone: une translocation
t(X;1)(p22;p372) et une t(8;20)(q?21;q11). Par FISH, le panel LAL-B est normal (aucune
anomalie n’a été détectée). Aucune translocation n’a été¢ détectée par RT-PCR. Nous
avons donc caractérisé les points de cassure de ces translocations afin de trouver une sonde
adéquate pour effectuer le suivi de la maladie résiduelle par FISH. Les résultats
préliminaires des analyses par FISH avec des BACs montrent que la translocation t(8;20)
implique la bande 20q11.2 et le point de cassure sur le chromosome 8§ est plus télomérique
que 8ql3.1 (BAC RP11-707M3). Sur le chromosome X, le point de cassure a une
localisation plus télomérique que Xpll.p23 (BAC RP11-1137J13). Des études
supplémentaires permettront de déterminer les points de cassure exacts sur les
chromosomes X, 1, 8 et 20. Pour I’instant, le suivi de la maladie résiduelle s’effectue par

cytogénétique standard.
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4. Discussion

4.1 Optimisation de la détection des anomalies
cytogénétiques et valeur pronostique des anomalies

primaires

Grace a notre stratégie, qui consiste a utiliser différentes techniques génétiques
concomitantes (caryotype en bande GTG, RT-PCR, index d’ADN et panels de FISH), nous
avons augmenté les taux de détection des anomalies chromosomiques dans 253 leucémies
aigués pédiatriques incluant 186 LAL-B, 27 LAL-T et 40 LAM (Tableau VII, page 65).
Afin d’optimiser les fréquences d’anomalies dans les différents types de leucémies
pédiatriques, nous avons amélioré différents parametres des techniques et des analyses
cytogénétiques du CHU Sainte-Justine que nous discuterons dans les sections qui suivent:
I’optimisation des conditions de culture des cellules médullaires (section 4.2), la mise au
point et optimisation des panels de la FISH (section 4.3), le développement d’une stratégie
d’analyse génomique globale pour détecter les anomalies cytogénétiques primaires (section
4.4) et secondaires (section 4.6) et la mise au point d’une méthode efficace pour
caractériser les anomalies rares par FISH avec des BACs (section 4.5). Nous discuterons
ensuite de la fréquence et de la valeur pronostique des anomalies secondaires (section 4.6)

et de I’intégration du test des micropuces en hématologie clinique (section 4.7).

Dans le Tableau XVIII, les fréquences d’anomalies chromosomiques obtenues dans
notre étude sont comparées a celles rapportées dans la littérature dans de larges cohortes de
leucémies aigué€s pédiatriques. Il est important de spécifier que les fréquences d’anomalies
chromosomiques détectées varient en fonction des différentes techniques génétiques
utilisées. Les études ayant analysé les échantillons uniquement par cytogénétique standard

ont des taux de détection nettement plus faibles (environ 60% dans les LAL-B) (143), elles
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ont donc été exclues de notre tableau comparatif. Les groupes présentés dans le Tableau
XVIII ont utilisé¢ des techniques similaires a notre étude (FISH et/ou caryotype et/ou RT-
PCR et/ou index d’ADN) et ont étudié¢ des cohortes de leucémies pédiatriques (moins de 18
ans); 1’age étant un autre facteur pouvant moduler la fréquence d’anomalies génomiques
(144). Nos résultats montrent que nous avons réussi a optimiser les taux de détection des
anomalies chromosomiques dans les trois types de leucémies (Figure 12 et Tableau XVIII).
En effet, les fréquences d’anomalies détectées sont supérieures a celles connues dans la
littérature, autant pour les LAL-B, les LAL-T que pour les LAM. L’objectif principal de
notre projet, qui consiste a mettre au point une stratégie pour optimiser la détection des

anomalies génomiques dans les leucémies aigu€s pédiatriques, est donc atteint.

Tableau XVIII. Comparaison des taux de détection des anomalies chromosomiques dans

notre étude et dans la littérature.

Types de leucémie Nos résultats : Littérature : Références
fréquence fréquence
d’anomalies d’anomalies
LAL-B 93,5% 75-85% Moorman et al, 2010 (1725
pédiatriques (186 cas) cas); Harrison et al, 2005

(2367 cas); Pui et al, 2011;
Kwon et al, 2010; (7, 80,

145, 146)
LAL-T 66,7% 50-60% Karrman et al, 2009 (285
pédiatriques (27 cas) cas); Hagemeijer 2010 (66,
106)
LAM pédiatriques 90% 70-75% Harrison et al, 2010 (729
(40 cas) cas); von Neuhoff et al, 2010

(454 cas) (63, 110)
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Dans les LAM pédiatriques, 25% des cas présentent des anomalies chromosomiques
a pronostic favorable telles que les fusions PML-RARA, RUNXI-ETO et CBFB-MYHI11
(Figure 12). Les leucémies myéloides a pronostic défavorable sont présentes dans 47,5%
des cas (fusions MLL-AF6 et MLL-AF10, caryotype complexe, délétion 5q et monosomie
7/délétion 7q). Les anomalies associées a un risque intermédiaire, dont la trisomie 8, la
fusion MLL-AF9, le caryotype et la FISH normaux et les autres anomalies non classifiées
favorables ou défavorables, sont retrouvées dans 27,5% des LAM. Nos résultats obtenus

concordent avec les proportions décrites dans la littérature (7, 147).

Cette stratification du risque en fonction des anomalies cytogénétiques est
cliniquement importante puisque la survie globale est trés différente dans chacun des
groupes (7, 43, 147, 148). Dans la littérature, ’OS a 5 ans des LAM pédiatriques est
estimée a 90% chez les patients avec la fusion PML-RARA, 80% pour les autres anomalies
a pronostic favorable et de 20% a 40% chez les patients présentant des anomalies a
pronostic défavorable (7). Dans notre étude, parmi nos six patients atteints de LAM qui
sont décédés (Tableau XIII), la majorit¢ présentait une anomalie chromosomique a
pronostic défavorable : trois cas avaient une monosomie 7, deux cas un réarrangement de
MLL et un cas normal présentait aucune anomalie détectée au caryotype et par le panel de
FISH. Ainsi, la survie globale a 7 ans est de 25% dans les LAM avec une monosomie 7
(1/4 est vivant), 81,8% dans les LAM avec un réarrangement de MLL (9/11 sont vivants) et
de 75% dans les LAM avec un caryotype normal (3/4 sont vivants). Dans les autres sous
groupes (fusions PML-RARA, RUNXI-ETO, CBFB-MYHI1 et caryotype complexe), tous
les patients sont vivants en aolt 2012 (Tableau XIII). Nous n’avons pas pu observer de
différence significative au niveau de la survie dans chacun des groupes, possiblement car le
suivi n’est pas assez long (les patients ayant regu un diagnostic en 2010 ou 2011 ont eu un
suivi de seulement un ou deux ans [jusqu’en aolt 2012]). Il serait donc intéressant
d’évaluer I’EFS et I’OS de nos patients en 2016, afin d’avoir un suivi d’au moins 5 ans

pour I’ensemble des cas.
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Dans notre cohorte de LAL-B pédiatriques, la fréquence des anomalies
chromosomiques a pronostic favorable est ¢levée, particulicrement pour les LAL
hyperdiploidies. 37% (69/186) des cas de LAL-B présentent de I’hyperdiploidie de 50 a 65
chromosomes (Figure 12 et Tableau XV), ce qui est 1égérement supérieur a la fréquence
décrite dans la littérature (généralement 25%, mais elle peut augmenter jusqu’a 35% ou
40% selon le groupe d’age des patients et les techniques utilisées) (7, 37, 43, 94, 112, 118,
149). Ceci pourrait s’expliquer par certaines caractéristiques de notre cohorte étudiée.
Dans la littérature, il est connu que 1’hyperdiploidie a un pic d’incidence chez les enfants
entre deux et cinq ans (37, 112). Or, parmi nos 186 cas de LAL-B, I’age médian est de cinq
ans; la moitié des patients sont donc dans le groupe d’adge dans lequel la proportion
d’hyperdiploidie est la plus €levée. Aussi, plusieurs études utilisant le caryotype comme
seul test génétique sous-estiment la fréquence des LAL-B hyperdiploides : I’hyperdiploidie
peut étre détectée par FISH interphasique dans environ 33% des cas de LAL-B avec un

caryotype apparemment normal et dans environ 60% des cas avec un échec du caryotype

(37, 94).

Globalement, dans I’ensemble des LAL-B étudiés, 57% présentent des anomalies
chromosomiques a bon pronostic (fusion ETV6-RUNXI, hyperdiploidie), 21% ont des
anomalies a pronostic défavorable (fusion BCR-ABLI1, réarrangement du géne MLL, clone
hypodiploide, amplification du gene RUNXI, caryotype complexe) et 22% ont des
anomalies a risque intermédiaire ou controversé (délétion du géne p16, fusion TCF3-PBXI,
aucune anomalie cytogénétique détectée, autres anomalies non classifiées favorables ou

défavorables) (7, 112, 144, 150).
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4.2 Optimisation des conditions de culture des cellules

meédullaires

Dans la littérature, il est recommandé d’effectuer une technique directe, en plus des
cultures de 24 et 48 heures, pour les LAL pédiatriques de novo (135, 136, 151).
L’intégration de cette technique permet de réduire le taux d’échec (absence ou nombre
insuffisant de mitoses) et d’éviter la sélection des cellules normales ou de certains clones
(avantage prolifératif) en raison de la culture in vitro des cellules (16, 114, 115). Dans
notre étude, nous avons déterminé les conditions de culture optimales a partir de 22 cas de

leucémies de novo (18 LAL-B et 4 LAM) (section 3.1, page 83 et Tableau XI, page 84).

Parmi ces 22 cas, aucun échec de la cytogénétique standard n’a été noté (résultats
non montrés). Dans 1’ensemble des 186 LAL-B ¢étudiés, on peut noter que le nombre
insuffisant de mitoses analysables au caryotype est particulierement fréquent parmi le
groupe des LAL-B avec la translocation t(12;21)(p13;922) (résultats non montrés), ce qui
concorde avec ce qui est décrit dans la littérature (135). Cette translocation est d’ailleurs
cryptique au caryotype : parmi les cas dont ’analyse du caryotype est possible, les quelques

métaphases détectées sont généralement normales (64, 98, 112).

Parmi les huit cas de LAL-B avec lesquels la technique directe a été utilisée, cette
méthode a eu une importance clinique notable chez trois patients. D’abord, chez un patient
(cas 6), I’analyse des métaphases de la technique directe a permis la détection d’une
translocation t(9;22)(q34;ql1) [dans 6 des 15 mitoses analysées], alors que les mitoses
provenant de la technique 24 heures/colcémide toute la nuit étaient toutes normales (11/11)
(Tableau XI). Ceci pourrait suggérer que la culture in vitro des cellules de la moelle
osseuse a favorisé la prolifération des cellules normales, au détriment de la croissance du
clone avec la translocation t(9;22)(q34;q11). La présence du géne de fusion BCR-ABLI

issu de cette translocation t(9;22) a été confirmé par FISH et le patient a pu bénéficier de la
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thérapie ciblée au STI-571 (Gleevec®). L’utilisation de la technique directe chez ce patient
a donc permis d’établir rapidement le diagnostic, ce qui est essentiel pour donner un
traitement approprié, le STI-571 étant un inhibiteur de tyrosine kinase -ciblant
spécifiquement le géne de fusion issu de cette translocation (55). Dans un deuxiéme patient
(cas 1), un clone anormal hyperdiploide a été détecté dans la majorité des mitoses (24/25)
provenant de la technique directe, mais dans seulement quelques mitoses (5/26) de la
culture 48 heures. Par FISH interphasique, I’hyperdiploidie a ét¢ observée dans 75% des
cellules analysées; la technique directe semble donc plus représentative du clone anormal
hyperdiploide chez ce patient. Pour le cas 8, une translocation t(14;14)(q32;ql1) et un
isochromosome 7q ont été détectés dans 14/17 mitoses analysées, ce qui concorde avec les
résultats obtenus par FISH (clone anormal dans 80% des cellules). Malgré le faible nombre
de patients étudiés, ces résultats suggerent que la technique directe est efficace pour
détecter adéquatement le clone anormal dans les LAL-B pédiatriques et s’aveére donc
pertinente pour améliorer la cytogénétique standard. Afin de suivre les recommandations
de la littérature (59, 135, 136), cette méthode a donc été intégrée au laboratoire de
cytogénétique clinique du CHU Saint-Justine depuis janvier 2012 pour les LAL-B de novo.
La FISH interphasique (panel LAL-B de novo) est aussi effectuée avec les lames provenant

de cette technique lorsque cela est possible.

Concernant les trois autres conditions de culture (24 heures/ 3 heures de colcémide,
24 heures/ colcémide toute la nuit et 48 heures/ 3 heures de colcémide), nos résultats
suggerent que dans la majorité des cas, la culture des cellules médullaires durant 24 heures
avec trois heures de colcémide est la plus efficace pour détecter les anomalies
chromosomiques (pour 12 patients sur 22; 54,5%) (résultats non montrés). Il est
recommand¢ d’effectuer toutes ces techniques pour les LAL de novo, mais de prioriser
I’analyse de la culture de 24 heures (136). A la lumiére de nos résultats, nous avons choisi,
au CHU Sainte-Justine, d’analyser en priorit¢ la culture de 24 heures/3 heures et la

technique directe pour les LAL de novo. Les autres cultures (48 heures et 24
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heures/colcémide toute la nuit) sont tout de méme effectuées et analysées au besoin, si le

nombre ou la qualité¢ des métaphases sont insuffisants.

4.3 Mise au point et optimisation des panels de FISH

En cytogénétique hématologique, la FISH constitue un outil essentiel pour établir le
diagnostic et le pronostic des leucémies (98, 108, 115, 117). Cette technique comporte
plusieurs avantages, notamment la détection d’anomalies cryptiques difficilement visibles
au caryotype, de I’hétérogénéité clonale et des noyaux interphasiques (cellules qui ne sont
pas en division cellulaire) (Tableau VI, page 58) (16, 115, 117). Pour les LAL et les LAM
pédiatriques de novo, I'utilisation de panels de FISH permet de cibler les principales
anomalies chromosomiques récurrentes (les plus fréquentes) et ayant une valeur
diagnostique et/ou pronostique importante. Au CHU Sainte-Justine, les premiers panels ont
été implantés en 2005. Ils ont par la suite été améliorés et les panels actuellement utilisés
pour les LAL-B, les LAL-T et les LAM de novo sont présentés dans la Figure 9 (page 71).
Le choix des sondes repose sur plusieurs criteres tels que la localisation chromosomique et
le point de cassure moléculaire de la sonde, la taille de la sonde et enfin la nature de la
sonde (les sondes alphoides ciblent les séquences o satellites des centromeres des
chromosomes, les sondes a séquence unique sont spécifiques a un locus chromosomique
précis, les sondes breakapart permettent la détection des réarrangements chromosomiques

et les sondes de fusion permettent d’observer les génes de fusion).

4.3.1 Panel LAL-B

Dans notre cohorte de LAL-B pédiatriques, nous avons obtenu une fréquence
d’anomalies chromosomiques de 93,5%, ce qui est optimal comparativement a d’autres
¢tudes similaires dans la littérature dans ce type de leucémie (Tableau XVIII, page 127) (7,

80, 145, 146). Pour parvenir a ces résultats, nous avons optimisé les sondes du panel LAL-
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B (Figure 9, page 71). Par exemple, pour la détection de I’hyperdiploidie, nous avons
choisi des sondes qui ciblent les chromosomes les plus fréquemment impliqués dans cette
anomalie numérique récurrente chez les LAL-B pédiatriques (les chromosomes 4, 6, 10, 14
et 21) (16, 112) et qui couvrent la triple trisomie associée a un excellent pronostic
(trisomies simultanées des chromosomes 4, 10 et 17) (79, 112). Le panel LAL-B permet
également la détection des translocations chromosomiques récurrentes dans ce type de
leucémie, telles que les génes de fusion BCR-ABLI, TCF3-PBXI, les réarrangements des
genes MLL, ETV6, RUNXI, IGH ainsi que des anomalies chromosomiques plus rares. Ce
panel nous permet notamment de détecter les réarrangements des genes E7V6 et RUNXI
avec la sonde breakapart d’ETV6 et la sonde ETO/RUNXI. Nous distinguons ensuite les
réarrangements de RUNX1 (21q22.3) de la trisomie 21 avec une 3° sonde, la sonde 13/21
(21922.13-922.2) (Figure 11B, page 88). La FISH, contrairement a la RT-PCR, permet la
détection des délétions associées aux réarrangements primaires (par exemple la délétion du
gene ETV6 comme seule anomalie, Figure 12A) ou aux réarrangements secondaires tels
qu’une délétion au niveau de I’allele non réarrangé du géne ETV6 dans la fusion ETV6-
RUNXI (Figure 11C). Cette stratégie permet également la détection de translocations
variantes ou rares impliquant d’autres genes partenaires. Des anomalies chromosomiques
12p et 21q n’impliquant pas les génes ETV6 et RUNXI sont décrites dans les LAL-B
pédiatriques (152). Dans notre cohorte de LAL-B, notre panel de FISH, en
complémentarité avec le caryotype, a permis de détecter plusieurs anomalies 12p et 21q
outre la fusion ETV6-RUNXI, telles que D’amplification intra chromosomique du
chromosome 21 (1IAMP21) (dans 5% des LAL-B), la délétion du gene ETV6 (dans 2% des
LAL-B), une translocation t(12;13) sans 'implication d’ETV6, une délétion 21q sans
I’implication de RUNXI, une t(15;21) au sein d’un caryotype complexe et un dérivé 21
dans un autre cas de caryotype complexe (Figure 12, page 97). La détection de I'itAMP21,
dont la région commune d’amplification est d’environ 5,1 Mb et contient le gene RUNX1,
est importante car cette anomalie est associée a un pronostic défavorable chez les patients

atteints de LAL-B pédiatriques (EFS a 5 ans de 26% et EFS a 10 ans de moins de 15%),
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d’ou I’indication d’une thérapie intensifiée (16, 90, 112, 118, 153). Concernant les autres
anomalies 12p et 21q plus rares, leur valeur pronostique et les mécanismes moléculaires
impliqués sont peu connus. Dans le cadre de notre projet, nous avons choisi quelques cas
de leucémies aigu€s pédiatriques (LAL-B et LAM) présentant des anomalies
chromosomiques rares et nous les avons caractérisés par FISH avec des BACs (Tableaux
XVI, XVII, et Figures 18 a 22). Les résultats de ces caractérisations ont permis d’identifier
les génes impliqués dans ces translocations rares. Ces cas seront discutés dans la section

4.5.

A I’hopital pédiatrique le Sick Kids Hospital, le panel LAL-B comprend aussi la
sonde breakapart c-MYC (8q24), une sonde qui ne fait pas partie de notre panel LAL-B au
CHU Sainte-Justine. Les réarrangements du gene c-MYC étant associ¢s aux LAL L3 de
type Burkitt [t(8;14)(q24;q32) avec la fusion ¢-MYC-IGH, t(2;8)(p11;q24) avec la fusion
IGK-c-MYC et 1(8;22)(q24;q11) générant le gene de fusion IGL-c-MYC] (16, 64), nous

utilisons cette sonde uniquement dans les cas ou I’immunophénotype suggere une LAL L3.

4.3.2 Panel LAL-T

L’utilisation d’un panel de FISH spécifique aux LAL-T nous a permis d’obtenir un
taux de détection des anomalies chromosomiques de 66,7%, ce qui est supérieur aux taux
décrits dans la littérature pour les LAL-T pédiatriques (Tableau XVIII) (66, 106). Ce panel
permet la détection des principales anomalies chromosomiques récurrentes dans les LAL-T
ainsi que des anomalies rares. Par exemple, la sonde BCR-ABLI permet la détection du
géne de fusion BCR-ABLI retrouvé dans 3% a 6% des LAL-T des enfants, mais permet
également la détection de I’amplification 9q34 avec la fusion NUP214-ABL1 (7, 16, 112).
Globalement, la fréquence d’anomalies un peu plus faible dans les LAL-T
comparativement aux autres leucémies (LAL-B : 93,5% et LAM : 90,0%) (Figure 12, page
97) souléve la pertinence d’optimiser et d’améliorer le panel utilisé pour les LAL-T. Une

amélioration qui pourrait étre apportée est I’ajout de la sonde breakapart SIL-TALI (1p32).
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Cette sonde permet la détection de la délétion interstielle cryptique 1p32, générant le géne
de fusion SIL-TALI, ainsi que les réarrangements du facteur de transcription 7ALI. Ces
anomalies récurrentes sont retrouvées dans 15 a 30% des LAL-T pédiatriques (7, 43, 104,
154). De plus, oncogeéne TALI faisant partie d’'un complexe protéique liant I’histone
déacétylase 1, il a été suggéré que les patients avec des anomalies de ce gene pourraient
bénéficier de thérapies ciblées inhibant 1’histone déacétylase (7, 104). Récemment, il a
d’ailleurs été montré que des inhibiteurs de 1’histone déacétylase diminuent I’expression de
TALI et induisent I’apoptose des cellules T chez des souris transgéniques et sur des lignées
cellulaires, d’ou I’intérét de développer des thérapies similaires chez I’humain (155). Le
panel LAL-T pourrait aussi étre amélioré par 1’ajout de la sonde breakapart TCRf (7q34),
permettant la détection des réarrangements de ce géne de la famille des récepteurs des
cellules T. En effet, par FISH, on peut détecter des translocations impliquant ce locus dans
20% des cas de LAL-T pédiatriques, dont la majorité (environ 58%) sont cryptiques
(invisibles au caryotype) (64, 156). Aussi, les fusions TLX3-BCL1IB (HOX11L2-BCLI11B)
issue de la translocation t(5;14)(q35.1;q32.2)] et MLLT10-PICALM (AF10-CALM) générée
par la translocation t(10;11)(p13;q14)] sont récurrentes dans les LAL-T. Les fusions 7LX3-
BCLIIB et MLLT10-PICALM sont retrouvées dans respectivement 20% a 24% et 5% a
10% des LAL-T pédiatriques et sont associées a un pronostic défavorable (7, 43, 64, 104,
156). La translocation t(10;11)(p13;q14) générant la fusion MLLTI10-PICALM peut étre
confondue avec la translocation t(10;11)(p12;923) (fusion MLL-AF10) lors de 1’analyse du
caryotype (les points de cassure ¢étant assez similaires) et la translocation
t(5;14)(q35.1;932.2) est cryptique (64, 157). 1l s’avere donc nécessaire d’utiliser des
techniques moléculaires telles la RT-PCR ou la FISH pour les détecter (16). Les
laboratoires médicaux Mayo, Mayo Medical Laboratories, de prestigieux laboratoires
américains, utilisent d’ailleurs une sonde double fusion MLLT10-PICALM dans leur panel
de FISH pour les LAL-T. Généralement, les LAL-T sont associées a un pronostic plus
défavorable que les leucémies de la lignée B (risque supérieur de rechute), il est donc

essentiel d’élaborer de nouvelles stratégies afin d’améliorer le diagnostic précoce, la



135

stratification du risque et les traitements a offrir aux patients atteints de cette pathologie
(19, 43, 64). Nous suggérons donc d’ajouter les sondes suivantes pour le panel de la FISH
dans les LAL-T : 1) la sonde breakapart SIL-TALI (1p32), 2) la sonde breakapart TCRf
(7q34), 3) la sonde double fusion TLX3-BCLI1IB [t(5;14)(q35.1;q32.2)] et 4) la sonde
double fusion MLLT10-PICALM [t(10;11)(p13;q14)].

L’optimisation du taux de détection des anomalies génomiques dans les LAL-T
pourrait également bénéficier d’une amélioration du panel utilis¢ par RT-PCR. Au
laboratoire de biologie moléculaire du CHU Sainte-Justine, aucun panel d’amorces n’a été
développé spécifiquement pour les LAL de la lignée T : le méme panel que celui pour les
LAL-B (détection des génes de fusion BCR-ABLI, MLL-AF4, ETV6-RUNXI et TCF3-
PBXI; Tableau X) est utilisé. Or, la fusion ETV6-RUNX]I est pathognomonique (exclusive)
aux LAL-B (3, 16, 64), il n’est donc pas nécessaire de rechercher la présence de ce transcrit
de fusion chez les patients dont I’imunnophénotype confirme un diagnostic de LAL-T. La
fusion TCF3-PBXI [translocation t(1;19)(q23;p13)] est également trés rare dans les LAL-T
(16, 118, 153). 1l serait davantage pertinent de rechercher par RT-PCR les fusions
récurrentes T7LX3-BCLI1IB issue de la translocation t(5;14)(q35.1;q32.2)] et MLLTI0-
PICALM générée par la translocation t(10;11)(p13;q14)]. Aussi, les réarrangements du
gene MLL (11g23) sont présents dans environ 4% des LAL-T pédiatriques (64). La
translocation la plus fréquente est la t(11;19)(q23;p13.3) (fusion MLL-ENL) et est associée
a un pronostic favorable (64, 112, 153, 158). Nous suggérons donc le panel LAL-T suivant
pour la RT-PCR : 1) BCR-ABLI, t(9;22)(q34:;q11.2), 2) MLL-ENL, t(11;19)(q23;p13.3), 3)
TLX3-BCLI11B, t(5;14)(q35.1;q32.2), 4) MLLTI0-PICALM, t(10;11)(p13;q14). Ainsi,
parmi les amorces actuellement détectées par RT-PCR pour les LAL-T (Tableau X), seules

celles ciblant le transcrit de fusion BCR-ABL 1 devraient étre conservées.
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4.3.3 Panel LAM

Le panel LAM que nous avons mis au point semble efficace puisque nous avons
détecté 90,0% d’anomalies chromosomiques dans ce groupe (Figure 12, page 97), ce qui est
supérieur a ce qui est décrit dans la littérature dans de larges cohortes de LAM pédiatriques
(70% a 75% d’anomalies) (Tableau XVIII, page 127) (63, 110). Il est constitu¢ de neuf
sondes, permettent la détection des principales anomalies chromosomiques décrites dans les
LAM pédiatriques (fusions RUNXI-ETO, PML-RARA, réarrangements des génes CBFf,
MLL, monosomie 7/délétion 7q, monosomie 5/délétion 5q et trisomie 8) (Tableau V, page
54 et Figure 9C, page 71). Contrairement, a d’autres panels LAM décrits dans la littérature
tels que celui de /’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (138) et des laboratoires
de Mayo, qui comprennent une sonde de fusion BCR-ABLI pour la détection de la
translocation t(9;22)(q34;q11.2), nous avons décidé de ne pas I’inclure dans notre panel
LAM car cette anomalie se retrouve dans moins de 1% des cas de LAM pédiatriques (16,
65). Par contre, il serait peut-&tre pertinent d’ajouter dans notre panel LAM une sonde pour
observer les réarrangements du géne EVII (3926), qui sont associés a un pronostic tres
défavorable, (64, 148). La plus récente stratification du risque cytogénétique des LAM du
Medical Research Council (MRC) inclut les anomalies 3q [inv(3)(q21g26) et
t(3;3)(q21;926)] dans la catégorie de risque ¢€levé (60, 147). Dans les essais cliniques
AMLI10, AML12 et AMLI5 du MRC sur 5876 jeunes adultes atteints de LAM, la survie
globale a 10 ans des patients avec des anomalies 3q est de seulement 4%; le MRC
considere donc cette entit¢ comme un facteur de risque indépendant (pronostic défavorable)
(60). Les LAM avec un réarrangement du géne EVII font d’ailleurs partie de la
classification 2008 de I’OMS, cette anomalie est donc importante a la fois pour le
diagnostic et le pronostic (43). Le panel de Mayo comprend une sonde de fusion RPNI-
EVII [permettant la détection de I’inversion inv(3)(q21g26)], mais une sonde EVII
breakapart tricolore est aussi disponible (pour détecter tous les réarrangements du gene

EVII). Par ailleurs, une anomalie récurrente dans les LAM M7 pédiatriques, retrouvée
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dans 50% des cas, est la translocation t(1;22)(p13;q13) générant la fusion RBM15-MKLI (3,
64). On la retrouve surtout chez les bébés de moins de 24 mois et elle est associée a un
pronostic défavorable avec une survie médiane de huit mois (64, 65). La fusion RBM15-
MKLI pourrait étre recherchée dans notre laboratoire pour les cas de LAM M7. Une autre
anomalie serait pertinente a rechercher dans les LAM M2 qui ne présentent pas la fusion
RUNXI-ETO [t(8;21)] : la fusion DEK-NUP214 issue de la translocation t(6;9)(p23;q34),

associée a un pronostic défavorable (43).

4.3.4 Seuil des sondes

Une validation pré-clinique de la FISH et des sondes utilisées dans un cadre clinique
est recommandée par plusieurs institutions telles que le College Américain des
Pathologistes (College of American Pathologists-CAP), la FDA, le Collége Américain des
Médecins Généticiens (ACMG), le College Canadien des Médecins Généticiens (CCMG)
et le Children Oncology Group (COG) (116, 117, 159, 160). La validation comporte
plusieurs étapes: la localisation des sondes afin de s’assurer que la sonde hybride au locus
chromosomique voulu sur des lames contrdles (spécificité), la sensibilité (pourcentage de
métaphases avec le profil d’hybridation attendu; la sensibilit¢ minimale de 95% est
recommandée pour des analyses cliniques) et finalement I’établissement du seuil normal de
chacune des sondes utilisées dans un laboratoire de cytogénétique clinique (160). Un des
objectifs de notre projet est de calculer statistiquement le seuil des sondes utilisées dans le

panel LAL-B.

Nous avons évalué le nombre de cellules faux-positives (cellules avec un profil
d’hybridation suggérant une anomalie au niveau du locus ciblé par la sonde) pour chacune
des 13 sondes du panel dans 20 cas de LAL-B de novo présentant une anomalie
chromosomique connue (Tableau XII, page 92 et Figure 23, page 139). Nous avons ensuite
calculé le seuil de chaque sonde en comparant deux méthodes statistiques décrites dans la

littérature (117, 139, 159-161). Tel qu’illustré dans la Figure 23 (page 139), la premicre
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méthode (fonction P inverse) donne des seuils plus élevés que la deuxiéme méthode
(distribution normale de Gauss). Avec la fonction B inverse, le calcul des seuils est basé
sur le maximum (le cas ayant le plus grand nombre de cellules faux-positives), alors que la
méthode de Gauss utilise la moyenne (moyenne des toutes les cellules faux-positives de
I’ensemble des cas). Statistiquement, dans un échantillon donné, le maximum est toujours
supérieur a la moyenne. Ceci explique donc pourquoi la méthode 1, basée sur la valeur

maximale, donne des seuils supérieurs a la méthode 2, basée sur la valeur moyenne.
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Figure 23. Comparaison de deux méthodes statistiques pour le calcul des seuils des sondes
du panel LAL-B. Pour la méthode 1 (courbe mauve), les seuils ont été calculés selon une
fonction B inverse (maximum avec un intervalle de confiance de 95%). Pour la méthode 2
(courbe verte), les seuils ont été calculés selon une distribution normale de Gauss (moyenne

plus 3 déviations standards).

Le choix de la méthode statistique pour calculer les seuils est important car
I’interprétation des résultats cytogénétiques cliniques (FISH) est basée notamment sur ces
seuils. Chaque méthode comporte des avantages et des limites. Avec des seuils élevés
(méthode 1, fonction B inverse), nous minimisons le risque d’avoir des résultats faux-

positifs, (160), ce qui est essentiel pour donner le bon diagnostic. Par contre, des seuils
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¢levés (calculés par la premi¢re méthode) sont moins précis. Ceci pourrait influencer le
suivi de la maladie résiduelle en augmentant la probabilité d’avoir des résultats faux-
négatifs (160). En choisissant la deuxiéme méthode statistique (Gauss), qui donne des
seuils plus bas, on minimise les résultats cytogénétiques faux-négatifs, mais on augmente le
risque d’avoir des cas faux-positifs (160, 162). Toutefois, les données obtenues concernant
le nombre de cellules faux-positives pour chacun des 20 cas analysés ne suivent pas une
distribution normale (courbe standard de Gauss symétrique); les tests statistiques basés sur
la moyenne (plus deux ou trois déviations standards) ne sont donc pas appropriés (117,
139). Ceci suggere que la méthode 1, calculant les seuils des sondes par la fonction 3
inverse, serait plus appropriée et plus valide au plan statistique. Cette méthode serait a
privilégier puisqu’elle établit des seuils de normalité élevés basés sur la valeur maximale
observée chez un patient sain. D’ailleurs, une étude du consortium de recherche sur les
leucémies lymphocytiques chroniques (CRC) a comparé les seuils et I’interprétation des
résultats de la FISH de cinq différents laboratoires (162). Les discordances entre les
laboratoires étaient principalement attribuables a des seuils de normalité inadéquats. Le
CRC recommande par conséquent d’appliquer des normes et des criteres d’analyses de la
FISH rigoureux et d’utiliser des tests statistiques non paramétriques fiables (tels que la
fonction B inverse, basée sur une distribution binominale et non normale comme le test de
Gauss) pour établir le seuil des sondes (162). Le méme raisonnement pourrait Etre

applicable aux leucémies aigués pédiatriques.

Les seuils présentés dans le Tableau XII (page 92) et dans la Figure 23 (page 139)
ont été établis par I’analyse de 100 cellules par cas pour chacune des sondes et ce pour 20
patients atteints de LAL-B de novo (donc au total, environ 2000 cellules ont été comptées
pour chacune des sondes). Il est recommandé de déterminer les seuils en analysant le
méme nombre de cellules que lors de I’analyse des cas de cytogénétique clinique (160).
L’utilisation de ces seuils est donc appropriée pour I’interprétation des résultats des LAL-B

de novo. Toutefois, il faudrait refaire le calcul des seuils afin de pouvoir les utiliser lors des
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suivis de la maladie résiduelle, dans lesquels nous analysons jusqu’a 500 cellules par sonde.
En fait, le nombre exact de cellules a analyser pour établir les seuils varie d’une étude a
I’autre: certains auteurs ont mentionné que 500 cellules sur 20 patients normaux sont
requises (total de 10 000 cellules par sonde) (139, 159), bien que 200 cellules pour 20 cas
(total de 4000 cellules par sonde) semble suffisant pour générer des seuils fiables (117,
160). Parmi les résultats que nous avons obtenus pour les seuils des sondes du panel LAL-
B, il est par ailleurs étonnant qu’aucune cellule faux-positive n’ait été¢ notée pour la sonde
centromérique du chromosome 7(cep 7)/D7S486 (gains) parmi les 1700 cellules analysées
(Tableau XII, avant dernicre ligne). Il faudrait donc analyser un plus grand nombre de
cellules (au minimum 4000) afin d’avoir un seuil représentatif pour cette sonde. Enfin, il

serait aussi pertinent de déterminer les seuils pour les sondes des panels LAM et LAL-T.

4.4 Complémentarité et discordances des techniques
génétiques

Les quatre techniques cytogénétiques (caryotype, FISH, RT-PCR et index d’ADN)
comportent chacune des avantages et des inconvénients pour 1’analyse génomique (Tableau
VI, page 58); I’idéal est de les utiliser de fagcon concomitante pour les leucémies de novo.
L’utilisation de plusieurs tests génétiques nous a permis d’optimiser la détection des
anomalies chromosomiques dans les leucémies aigués pédiatriques (Figure 12, page 97) et
d’évaluer avec une meilleure précision la présence d’anomalies secondaires ou rares
importantes pour le diagnostic et/ou le pronostic des patients (Figures 15, 16, 17 et Tableau
XV). Chez certains patients atteints de LAL-B de novo, par exemple, il y a co-existence
d’un clone hyperdiploide et d’un clone hypodiploide (37, 43, 122, 163). 1l est important de
souligner la difficulté de détection du clone hypodiploide au caryotype, d’ou I’utilité

d’utiliser plusieurs techniques concomitantes (caryotype, FISH interphasique et index
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d’ADN) (Tableau XIV, page 105 et Figure 16, page 104). De plus, le caryotype est
restreint & un nombre limité de mitoses, alors que la FISH et I’index d’ADN évaluent un
grand nombre de cellules (Tableau VI). Des études récentes ont également montré
I’efficacité des aSNP pour détecter I’hypodiploidie chez les patients qui présentent les deux
clones (hyperdiploide et hypodiploide) (122, 125). La valeur pronostique de cette entité
(co-existence d’hyperdiploide et d’hypodiploide) sera discutée dans la section 4.6.1.

Suite a notre étude, nous proposons une stratégie pour la détection efficace de
I’ensemble des anomalies génomiques a chacune des étapes de la maladie (diagnostic, suivi
de la maladie résiduelle, rechute, avant et apres la greffe de moelle osseuse, s’il y a lieu, et
fin du traitement) (Tableau XIX, page 143). Il est important d’utiliser les techniques
appropriées pour chaque patient, en fonction des anomalies détectées lors du diagnostic.
Cela permettra d’offrir aux patients une meilleure prise en charge et de cibler les analyses

appropriées.

Aussi, dans le Tableau XIX, nous voulions souligner qu’apres une greffe de moelle
osseuse, 1l importe de vérifier le pourcentage de cellules du donneur (greffon) et du
receveur (le chimérisme est évalué par des marqueurs de surface). Le caryotype et la FISH
devraient étre effectués uniquement s’il a présence de cellules du receveur. En effet,
lorsqu’un échantillon est constitu¢é a 100% des cellules du donneur, les résultats

cytogénétiques sont pratiquement toujours normaux (résultats non montrés).
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Tableau XIX. Stratégie de détection des anomalies chromosomiques dans les leucémies

aigués pédiatriques a chacune des étapes de la maladie, du diagnostic jusqu’a la fin du

traitement.
Caryotype  FISH RT-PCR  Index ADN’  Micropuces
De novo \ \ \ N J
Suivi de la maladie N \?
résiduelle
Rechute v N N \/ N
Prée-GMO v N
Post-GMO N !
Fin de traitement ! !

Légende. GMO : greffe de moelle osseuse; 1. Les analyses cytogénétiques devraient étre
effectuées uniquement s’il y a présence de cellules du receveur; 2. La RT-PCR peut étre utilisée
pour le suivi de la maladie résiduelle des cas avec des génes de fusion classiques dont les deux
génes partenaires sont connus; 3. L’index d’ADN peut aussi étre utilisé pour le suivi de la maladie
résiduelle et pour la fin du traitement des cas présentant de 1’hyperdiploidie ou de 1’hypodiploidie

lors du diagnostic (de novo).

Seulement quatre cas de leucémies sur 253 étudiés montrent une discordance dans
les résultats des techniques utilisées (Tableau XX, page 145). Le premier cas est un bébé
de 20 mois atteint d’'une LAL-B de novo. Par FISH, on a observé une hyperdiploidie dans
69% des cellules analysées. La présence du clone hyperdiploide a ¢été confirmée par
I’index d’ADN (1,26 dans la méme proportion de cellules). Par RT-PCR, le transcrit de
fusion MLL-AF4 issu de la translocation t(4;11)(q21;q23) a été détecté, bien qu’aucun
réarrangement du gene MLL (11g23) n’avait été observé par FISH. Apres vérification
(reprise de la RT-PCR), on a montré 1’absence de ce transcrit de fusion, ce pourquoi nous

considérons qu’il s’agit d’un faux-positif en RT-PCR. Le deuxiéme cas est une LAL-B
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chez un patient de 14 ans. La FISH interphasique a d’abord montré une délétion du géne
pl6 en 9p21 dans 45 % des noyaux analysés et ’absence de la fusion BCR/ABLI.
Cependant, le transcrit de fusion BCR-ABLI a été détecté par RT-PCR. La PCR
quantitative (Q-PCR) a confirmé la présence de ce transcrit de fusion. Une deuxi¢me
analyse de la FISH a permis d’observer la fusion BCR-ABL1 dans 48% des noyaux et dans
15 des 25 mitoses analysées, avec une délétion d'une grande partie de la sonde d’ABLI
(9934). Cette grande délétion rend I’interprétation plus difficile, ce qui pourrait expliquer
le résultat négatif (absence de la fusion BCR-ABL]I) lors de la premiére analyse de la FISH.
Il s’agit donc d’un faux-négatif par FISH.

Les deux derniers cas sont des translocations qui semblent classiques au caryotype
(points de cassures similaires a ceux décrits dans la littérature), mais qui n’impliquent pas
les genes classiques généralement réarrangés (Tableau XX). La premiére translocation est
la t(9;22)(q34:;922.1) retrouvée au sein d’un clone hyperdiploide a 52~53 chromosomes
chez un gargon de sept ans atteint d’'une LAL-B de novo. L’index d’ADN a confirmé la
présence du clone hyperdiploide, par contre la RT-PCR a montré 1’absence du transcrit de
fusion BCR-ABLI. Par FISH, deux sondes différentes BCR/ABLI montrent 1’absence du
géne de fusion. Ceci a une implication clinique importante pour orienter le choix de la
thérapie (chez cette patiente, le Gleevec ne serait pas approprié puisqu’il ne s’agit pas de la
t(9;22) classique avec le gene de fusion BCR-ABLI). Chez le dernier patient, un bébé de 23
mois atteint d’une LAL-T de novo, on a retrouvé une translocation t(8;14)(q24;q22) dans
10 des 25 mitoses analysées par cytogénétique standard. Dans la littérature, une
translocation avec des points de cassures similaires est décrite dans les LAL-T
pédiatriques : la t(8;14)(q24;q11) (16, 66, 156). Cette translocation est caractérisée par une
juxtaposition du proto-oncogene C-MYC a proximité du géne 7CR (64). Toutefois, chez
notre patient, aucun réarrangement des génes C-MYC (8q24.1) ou TCR (14ql1.2) n’a été
observé par FISH. Les génes impliqués dans la translocation t(8;14) de ce patient n’ont pas

encore €té investigués. Il serait pertinent d’évaluer la présence d’un réarrangement du gene
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NKX2 (14q13.3), un gene de la famille des homeobox dont les anomalies sont décrites dans

environ 5% des LAL-T pédiatriques (157, 164).

Tableau XX. Quatre cas de LAL de novo présentant une discordance entre les résultats de

la cytogénétique standard, de la cytogénétique moléculaire, de la RT-PCR et/ou de I’index

d’ADN.

Type de Résultat du Résultat de la Résultat de la RT- Résultat
discordance caryotype FISH PCR de I’index
d’ADN
Faux-positif | Echec (technique | Hyperdiploidie | Présence du transcrit 1,26
RT-PCR non réussie) (69%), absence de | de fusion MLL-AF4 (69%)
réarrangement de [t(4;11)(q21;923)
MLL (11g23) positive]
Faux-négatif | Echec (technique | Délétion géne pl6 | Présence du transcrit 1
FISH non réussie) (9p21) (45%), de fusion BCR-ABLI
absence de la (point de cassure
fusion BCR-ABL1 mineur)
[t(9;22)(q34;922.1)
positive]
Faux-positif | 52~53,XY,+6,1(9; Hyperdiploidie Absence du transcrit 1,14
caryotype | 22)(q34;922.1),+1 | (63%), absence de | de fusion BCR-ABLI
0,+14,+18,+21,+2 la fusion BCR- [t(9;22)(q34;922.1)
1[28]/46,XY[65] ABLI négative]
Faux-positif | t(8;14)(q24;922) | Normal, absence normal 1

caryotype

[10]/46,XY[15]

réarrangement de

C-MYC (8q24.1)
oude TCR
(14q11.2)
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4.5 Stratégie pour caractériser les cas rares par FISH

avec des BACs

4.5.1 Réarrangements rares du gene MLL

Les remaniements du géne MLL (11q23) constituent des anomalies récurrentes dans
notre cohorte de leucémies aigués pédiatriques, représentant 4% des LAL-T, 5% des LAL-
B et 28% des LAM (Figures 12, 13, 14 et Tableau XIII). Ces translocations forment des
genes de fusions oncogéniques qui jouent un rdle crucial dans la leucémogenese par leur
capacité de transformer les cellules hématopoiétiques en cellules-souches leucémiques (71).
Ces anomalies surviennent surtout chez les bébés de moins de un an, sont souvent associées
a un taux de leucocytes sanguins (WBC) élevé, une organomégalie, un envahissement du
systéme nerveux central et conférent généralement un pronostic défavorable (16, 86, 153).
Chez les bébés atteints de LAL avec la fusion MLL-AF4 issue de la translocation
t(4;11)(q21;923), ’oncogene FLT3 est souvent surexprimé; une thérapie ciblée avec le
lestaurtinib (un inhibiteur de FLT3) est d’ailleurs en essai clinique par le COG
(AALLO0631) (19, 153). Toutefois, des études récentes ont montré que les leucémies avec
réarrangement de MLL constituent un groupe hétérogeéne et ce particulierement parmi les
LAM pédiatriques (32, 67, 69). Plusieurs facteurs peuvent moduler la valeur pronostique
de ces leucémies tels que I’age des patients au diagnostic, la présence d’anomalies
chromosomiques secondaires et le géne partenaire de MLL (86, 112, 119). Par exemple, le
pronostic des LAM pédiatriques est excellent avec le geéne de fusion MLL-MLLTII
[t(1;11)(q21;923)], intermédiaire chez les patients avec le geéne de fusion MLL-AF9
[t(9;11)(p22;923)] et défavorable pour les genes de fusion MLL-AF6 [t(6;11)(q27;q923)] et
MLL-AF10 [t(10;11)(p12;923)] (32, 69, 147). Par ailleurs, la classification 2008 de I’OMS
considére les LAM avec la t(9;11)(p22;923) comme une entité distincte avec un pronostic

supérieur aux autres réarrangements de MLL dans les LAM (43, 119). Ces évidences
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illustrent I’importance clinique de caractériser les cas présentant une translocation en 11g23

afin d’identifier le géne partenaire de MLL (119).

La FISH constitue un outil essentiel, particulierement dans les LAM, car environ le
tiers des translocations impliquant MLL sont cryptiques (43). Les principaux transcrits de
fusion sont ensuite détectés par RT-PCR (MLL-AF4 dans les LAL-B et MLL-AF9 dans les
LAM). Cependant, nos résultats montrent qu’environ la moitié des translocations
impliquant MLL forment un géne de fusion autre que ces deux genes de fusion classiques
(Figure 13). En effet, dans notre cohorte, cinq des neuf cas de LAL-B et quatre des onze
cas de LAM présentent une translocation rare non détectée par RT-PCR, telle qu’une
t(6;11)(q27;923) [gene de fusion MLL-AF6], une translocation complexe
t(10;11)(p12;923),t(10;21)(q24;q22?.3) [MLL-AF10], une t(11;19)(q23;p13.3) [MLL-ENL]
ou autre. Dans le cadre de cette étude, nous avons développé une stratégie efficace pour
identifier le géne partenaire de MLL par FISH avec des BACs (Figure 10) et c’est grace a
cette stratégie que ces translocations rares ont pu étre caractérisées (Tableau XVI, Figures
19 et 20). Une autre équipe a mis au point une stratégie similaire (FISH avec des BACs
spécifiques a MLL et aux genes partenaires candidats) (119). Leur technique consiste a
générer des sondes de fusion maison, chacune de ces sondes étant constituée de cinq BACs
verts spécifiques a MLL et quatre BACs rouges spécifiques au gene partenaire candidat. La
stratégie de 1’équipe de Keefe et al, 2010 semble efficace pour détecter la présence des
principaux genes de fusion décrits dans les leucémies aigués pédiatriques (MLL-AF4, MLL-
AF9, MLL-ENL, MLL-ELL et MLL-AF6) (119). Notre stratégie inclut la sonde breakapart
MLL (Vysis, Abbott Molecular). Pour identifier le géne partenaire, nous utilisons des
BACs de part et d’autre du gene candidat (générant une sonde breakapart) et le
réarrangement de ce gene peut facilement étre détecté par la séparation des signaux des
deux BACs (Figures 19 et 20). Ensuite, il est possible de confirmer la présence du géne de
fusion par RT-PCR. Par exemple, chez le patient atteint de LAL-B de novo dans lequel
nous avons observé un réarrangement des genes MLL et ENL (Figure 20DEFG), des
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amorces spécifiques au géne de fusion MLL-ENL ont pu confirmer les résultats obtenus par
FISH. Récemment, des sondes de fusion commerciales MLL-AF6 et MLL-ENL ont été
développées par la compagnie Poseidon (Kreatech Diagnostics). Ces sondes constituent
donc de nouvelles alternatives pour la détection de ces geénes de fusion. Aussi, une
nouvelle technologie moléculaire, la CGH translocation, permet la détection simultanée de
plusieurs translocations équilibrées. La CGH translocation pourrait s’avérer utile et rapide
pour identifier le géne partenaire de MLL. Nous pourrions donc améliorer notre stratégie

séquentielle pour caractériser les cas avec une translocation impliquant le géne MLL :

1) Détection du réarrangement de MLL par FISH avec une sonde commerciale

MLL breakapart

2) Déterminer des génes partenaires candidats de MLL au caryotype et par RT-
PCR (la RT-PCR confirme ou ¢élimine la présence des geénes de fusion

classiques)

3) Vérifier le réarrangement du géne candidat par FISH avec des BACs ou
détecter le géne de fusion par FISH avec une sonde de fusion commerciale

ou par CGH translocation

Outre I’identification du geéne partenaire de MLL, la caractérisation des anomalies
cytogénétiques rares peut s’avérer utile pour mieux établir le diagnostic, le pronostic ou
pour effectuer le suivi de la maladie résiduelle des patients. Notre caractérisation par FISH
a permis d’identifier de nouvelles translocations chromosomiques dans les leucémies aigués

pédiatriques (sections 4.5.2,4.5.3 et 4.5.4).
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4.5.2 Nouveau réarrangement impliquant le géne PAX5

Nous avons caractéris¢ un cas de LAL-B de novo avec une t(9;12)(p?11;p12) et un
der(1)?t(1;7)(q?;q?) au sein du méme clone (Tableau XVII, cas numéro 3). Par FISH, nous
avons montré un réarrangement du géne PAX5 en 9pl3, mais 1’absence de réarrangement
du géne ETV6 en 12pl13. Dans la littérature, une translocation avec des points de cassure
similaires est décrite dans environ 1% des LAL-B pédiatriques [dic(9;12)(p13;p13)] et est
caractérisée par le géne de fusion PAXS5-ETV6 (16, 64, 165). PAX5 est un facteur de
transcription essentiel a la différenciation des cellules de la lignée B (16, 28, 55, 64). La
protéine chimérique produite par le gene de fusion PAX5-ETV6 agit comme un facteur de
transcription aberrant (répresseur), bloque la différenciation des cellules B et confére un
avantage prolifératif (16, 165, 166). Comme seule anomalie, cette entité confére un
excellent pronostic: la majorité des patients obtiennent une rémission compléte et la survie
globale a 5 ans dépasse 95% (64, 152). Notre cas semble donc étre une entité distincte,
puisque d’une part, il s’agit d’une translocation variante (le géne partenaire de PAX5 n’est
pas ETV6) et d’autre part, le pronostic d’une t(9;12) en association avec une monosomie 7
est peu connu. D’apres les résultats obtenus par FISH avec la sonde E7V6, la région ou est
localisé le point de cassure est plus centromérique que ce gene en 12p13.2. D’ailleurs, cette
région contient un autre géne candidat : SLCOI/B3 (12p12.2). Un chromosome dicentrique
[dic(9;12)(p13;p12.2)] avec le gene de fusion PAXS5-SLCOIB3 a déja été décrit dans les
LAL-B pédiatriques (64, 166). Nous pourrions donc poursuivre la caractérisation
moléculaire en utilisant des BACs de part et d’autre de SLCOIB3 pour évaluer s’il y a un

réarrangement de ce gene dans la moelle de notre patient.
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4.5.3 Nouveaux réarrangements impliquant la bande chromosomique

14932 dans les LAL pédiatriques

Une t(2;14)(p16;q32) a été détectée au caryotype dans une LAL-B de novo (Tableau
XVII, cas numéro 1). Par FISH, nous avons observé une absence de réarrangement des
genes IGH (14q32) et BCL11A4 (2pl16.1) (Figure 22, page 123). Il ne s’agit donc pas de la
t(2;14)(p13-p16;q32) récurrente impliquant le géne de fusion /GH-BCL11A4 décrite dans la
leucémie lymphocytaire chronique (LLC) et dans quelques rares cas de LAL-B (64, 167-
170). Nous avons poursuivi la caractérisation cytogénétique moléculaire avec des BACs
couvrant d’autres geénes candidats tels que DICERI (14q32.13), TRIPI11 (14q32.12) et
LOXL3 (2p13.3), mais aucun réarrangement de 1’un de ces geénes n’a été observé. D’apres
les résultats obtenus avec les BACs, le point de cassure sur le chromosome 2 est localisé
entre le BAC RP11-842N8 en 2pl13.3 et le BAC RP11-416L21 en 2pl6.1 (plus
centromérique que le gene BCL11A4). Quelques genes candidats sont localisés dans cette
région tels que MEISI (2pl4), un facteur de transcription de la famille des homeobox
impliqué dans la différenciation des cellules progénitrices hématopoiétiques et XPOI
(2p15), un proto-oncogene déja rapporté dans de rares translocations dans les leucémies
(64, 171). Sur le chromosome 14, le point de cassure est plus centromérique que le BAC
RP11-809D14 en 14q32.13. Cette région contient plusieurs genes dont le géne candidat
CALMI (14g32.11), impliqué dans le cycle cellulaire. Actuellement, puisqu’aucune sonde
anormale n’a été trouvée pour effectuer le suivi par FISH, les analyses du caryotype seront
donc utilisées pour détecter la translocation t(2;14) lors du suivi de la maladie résiduelle de

ce patient.

Aussi, la caractérisation d’une translocation complexe impliquant /GH a permis de
préciser le diagnostic d’une fillette (Tableau X VI, cas numéro 1 a la page 110 et Figure 18,
page 112). Initialement, par I’analyse de la cytogénétique standard, nous avons observé un
remaniement complexe impliquant les chromosomes 9 et 14 (Figure 18A). Plusieurs

hybridations avec des sondes spécifiques a ces chromosomes ont montré 1’implication des
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genes CEBPE en 14q11.2 et IGH en 14q32.3. CEBPE est un facteur de transcription de la
famille CEBP. 1l est impliqué dans la différenciation des cellules de la lignée my¢loide,
mais n’est pas exprimé dans les cellules précurseurs B normales (64, 140-142). IGH code
pour la chaine lourde des immunoglobulines, un géne constitutivement actif (8, 16, 108).
La fusion CEBPE-IGH issue de la t(14;14)(q11.2;q32.3) est une anomalie rare, mais
récurrente dans les LAL-B pédiatriques et associée a un risque intermédiare (80, 141, 142,
144). La juxtaposition de I’oncogéne CEBPE pres du fort promoteur d’/GH entraine une
sur-expression de CEBPE, contribuant a la leucémogenése (le mécanisme moléculaire est
similaire a celui illustré dans la Figure 7CD, page 50) (108, 140, 141). Par FISH, nous
avons aussi confirmé la présence de la t(9;14)(p11-12;q32.3) et I’absence du gene de fusion
c-MYC-IGH (Figure 18, page 112). Cette translocation t(9;14) clonale implique le gene
IGH sur le chromosome 14, mais le géne en 9p11-12 reste a identifier. Le point de cassure
est plus centromérique que le gene PAX5 en 9pl3.2. Plusieurs genes candidats sont
localisés dans cette région, tels que FANCG (9p13), MELK (9p13.1) et STOML?2 (9p13.1).
Globalement, nos résultats ont permis d’établir un diagnostic de LAL-B (fusion CEBPE-
IGH), qui aurait pu étre confondu avec un diagnostic de lymphome de Burkitt (fusion c-
MYC-IGH) puisque les remaniements du gene /GH sont beaucoup plus fréquents dans cette

entité (16, 43).

4.5.4 Nouveau gene de fusion ETV6-FOX0O1

Nous avons identifi€¢ un nouveau gene de fusion ETV6-FOXOI issu d’une
translocation t(12;13)(p13;q14) dans une LAM M1 de novo (Figure 21, page 120 et
Tableau XVI, page 110). On retrouve des translocations récurrentes impliquant le geéne
FOXOI (13q14.11) dans le rhabdomyosarcome alvéolaire [la t(1;13)(p36;q14) générant la
fusion PAX7-FOXOI et la t(2;13)(q36;q14) avec le géne de fusion chimérique PAX3-
FOXOI] (16, 171, 172). FOXOI (FKHR) est facteur de transcription impliqué dans la
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régulation du cycle cellulaire et de I’apoptose (171). Des études récentes suggerent aussi
qu’il agit comme un géne suppresseur de tumeur dans le lymphome de Hodgkin (64, 173).
Dans les tumeurs solides, les fusions PAX7-FOXOI et PAX3-FOXOI générent des
protéines chimériques aberrantes qui acqui€rent des activité oncogéniques (forts activateurs
transcriptionnels) (16, 172). Ces genes de fusion ont une valeur pronostique importante
chez les patients atteints de rhabdomyosarcome alvéolaire avec des métastases (la fusion
PAX3-FOXOI constitue un sous-groupe a haut-risque; la fusion PAX7-FOXO1 est toutefois
associée a un bon pronostic) (16, 172). A notre connaissance, il s’agit du premier cas de
réarrangement de FOXO! dans les LAM pédiatriques. Une translocation t(12;13)(p13;q12)
a déja été décrite chez un adulte atteint d’une LAM M1 de novo (174). Par FISH et par
PCR, les auteurs ont montré la présence d’une fusion rare ETV6-CDX2 (174). Outre
FOXOI, il existe d’autres génes généralement impliqués dans les tumeurs solides et
exceptionnellement rapportés dans des cas isolés d’hémopathies malignes. Par exemple,
CLCA2 (1p22), un geéne suppresseur de tumeur dans le cancer du sein, a déja été décrit

comme un nouveau partenaire de RUNXI chez un patient adulte atteint d’une LAM-t (175).

L’identification des deux genes impliqués dans la translocation t(12;13)(p13;q14) de
notre patiente facilite le suivi de la maladie résiduelle, qui pourra étre effectué par FISH ou
par RT-PCR (en développant des amorces spécifiques au transcrit de fusion ETV6-
FOXOI). La valeur pronostique de ce nouveau géne de fusion n’est pas connue. Chez
notre patiente, une persistance de 19% de blastes et un réarrangement du gene E7V6 dans
20% des cellules ont été observés au jour 28 post-induction 1. Elle a par la suite regu une
greffe de moelle osseuse et est toujours vivante trois ans apres avoir recu son diagnostic de
LAM. Un suivi a plus long terme permettra de préciser I’impact clinique de la fusion

ETV6-FOXOLI.
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4.6 Fréquence et valeur pronostique des anomalies

secondaires

Les deux anomalies primaires les plus fréquentes chez les LAL-B sont
I’hyperdiploidie et la fusion ETV6-RUNXI issue de la translocation t(12;21)(p13;q22)
(Figure 12). Ces deux anomalies seules sont associées a un pronostic favorable (7, 16, 37,
80), mais la valeur pronostique des anomalies secondaires additionnelles a ces anomalies
est controversée (22, 24, 27, 29, 94, 100). Dans notre projet, nous voulions donc évaluer la
fréquence et I’impact pronostique de ces anomalies secondaires dans notre cohorte de

patients pédiatriques.

4.6.1 Anomalies secondaires a I’hyperdiploidie

L’hyperdiploidie de 50 a 65 chromosomes, high hyperdiploidy, lorsqu’elle est la
seule anomalie primaire est associée a un bon pronostic chez les LAL-B pédiatriques
(survie globale a cinq ans de 90%) (176). Toutefois, environ 20% des patients répondent
mal au traitement et rechutent (EFS a 10 ans de 80%) (112). II est donc cliniquement
pertinent de rechercher de nouveaux marqueurs génétiques afin de mieux stratifier le risque
de cette entit¢ (112, 176). 11 a déja été suggéré que certaines anomalies structurales
additionnelles telle la t(9;22)(q34;q11.2) et les réarrangements de MLL peuvent conférer un
pronostic défavorable aux LAL-B hyperdiploides (37, 64, 94). Dans notre ¢tude des 69
LAL-B de novo avec hyperdiploidie (50 a 65 chromosomes), 37,7% des cas présentent des
anomalies secondaires (Figure 15B, page 102). Afin d’évaluer la valeur pronostique de ces
anomalies additionnelles, nous avons compar¢ les taux de rechute et de déces des sous-
groupes avec et sans anomalies secondaires (Tableau XV, page 107). Nos résultats
suggerent que la présence d’anomalies additionnelles n’influence pas ni les taux de
rechutes, ni les taux de déces des enfants atteints de LAL-B avec hyperdiploidie (p>0,05,

test chi-deux de Pearson). Ceci pourrait s’expliquer par le type d’anomalies secondaires
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détectées dans notre cohorte. En effet, parmi les anomalies additionnelles, nous avons
notamment détecté des délétions des genes pl6 (9p21), ETV6 (12p13) et des duplications
1g21g32. Ces anomalies récurrentes n’affectent pas le pronostic des LAL pédiatriques
hyperdiploides (105, 176). Chez certains patients, nous avons détecté un clone
hypodiploide (<39 chromosomes) en plus du clone hyperdiploide (Tableau XIV). La co-
existence d’hyperdiploidie et d’hypodiploidie est associée a un pronostic défavorable (96,
97, 112, 177). Dans notre cohorte, les taux de rechute sont légérement supérieurs dans le
groupe avec ces deux clones comparativement au groupe avec hyperdiploidie seule (1/5 vs
7/43), mais nous n’avons pas pu observer d’effet statistiquement significatif (Tableau XV,
page 107). De plus, 16,3% (7/43) des patients avec hyperdiploidie seule ont subi une

rechute.

Malgré la présence d’une anomalie cytogénétique a bon pronostic (hyperdiploidie
seule de 50 a 65 chromosomes) d’autres facteurs de risque associés a un pronostic
défavorable (immunophénotype, morphologie, pourcentage de blastes, etc.) ont peut-étre
contribué aux rechutes de certains patients (78). Toutefois, nous avons identifi¢ un
nouveau marqueur génétique associé¢ a un pronostic défavorable : les LAL hyperdiploides
au sein d’un caryotype complexe (au moins quatre chromosomes avec des anomalies
structurales clonales). Nous avons montré, par les courbes de survie de Kaplan Meier
(Figure 17, page 108), que I’EFS a sept ans est significativement réduite chez les patients
avec hyperdiploidie et un caryotype complexe par rapport aux patients avec hyperdiploidie
seule (p<0,001, test log rank de Mantel-Cox). Comme anomalie primaire seule, un
caryotype complexe est associé a un pronostic défavorable dans les LAL-B (112). La
valeur pronostique de I’hyperdiploidie au sein d’un caryotype complexe est peu connue
dans la littérature. Certains auteurs ont néanmoins souligné une importante instabilité
chromosomique générant une hétérogénéité clonale parmi les cas d’hyperdiploidie de 50 a
65 chromosomes (149). Ceci pourrait expliquer la présence de multiples anomalies

structurales (caryotype complexe) chez certains patients avec de ’hperdiploidie. 1l serait
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donc pertinent de vérifier la valeur pronostique de cette entité sur une plus large cohorte de

patients.

4.6.2 Anomalies secondaires a la fusion E7V6-RUNX1

Parmi nos 38 cas de LAL-B avec la fusion ETV6-RUNXI, 73,7% présentent des
anomalies secondaires (Figure 15A, page 102). Par FISH et au caryotype, nous avons
détecté les principales anomalies additionnelles connues telles que la délétion du 2° alléle
d’ETV6 (12p13), la duplication du dérivé 21 contenant le gene de fusion, la trisomie 21 et
la délétion du geéne suppresseur de tumeur p/6 (9p21) (27, 29, 103, 112, 178). Dans notre
cohorte, nous avons montré qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative
(p>0,05, test chi-deux de Pearson) entre les taux de rechute des patients qui présentent la
fusion ETV6-RUNXI seule (aucune anomalie secondaire) et les patients qui ont la t(12;21)
avec des anomalies secondaires (1/10 comparativement a 3/28; Tableau XV, page 107). En
isolant le sous-groupe de patients qui présentent la perte du 2° allele d’ETV6 comme
anomalie secondaire, il n’y a pas de corrélation avec les taux de rechute des patients (1/10
comparativement a 2/15 chez les patients avec perte d’ETV6; Tableau XV, derniere ligne).
Puisque tous les enfants de notre étude avec la t(12;21) sont toujours vivants (aucun déces
dans les groupes avec et sans anomalie secondaire), nous n’avons pas pu évaluer
adéquatement I’impact des anomalies additionnelles sur la survie globale. Dans la
littérature, la valeur pronostique des anomalies secondaires a la fusion ETV6-RUNXI est
controversée car plusieurs études sont contradictoires (99-101, 103, 112, 178, 179). Une
récente étude sur une large cohorte de LAL-B pédiatriques a évalué 1’OS et ’EFS a 9 ans
de 229 cas de fusion ETV6-RUNX]I détectée par FISH (179). L’équipe de Barbany, 2012 a
montré que les anomalies secondaires n’avaient pas d’impact pronostique ni sur 1’OS, ni sur
I’EFS, et ce méme en séparant les sous-groupes d’anomalies additionnelles (délétion
d’ETV6, trisomie 21, duplication du dérivé 21) (179). Ceci confirme donc les résultats que

nous avions obtenus dans notre étude. Toutefois, par micropuces, il a été montré que les
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LAL-B avec la fusion ETV6-RUNXI ont en moyenne de deux a six CNV additionnels, par
exemple des microdélétions récurrentes de geénes impliqués dans le métabolisme des
glucocorticoides (26-29). Par séquengage de l’ensemble de 1’exome, whole-exome
sequencing, on a aussi retrouvé sept mutations somatiques par cas de t(12;21) (180).
Puisque ces altérations sont cryptiques, nous n’avons pas pu les détecter dans notre étude
par FISH (il n’y a d’ailleurs pas de sonde commerciale ciblant ces petites régions
génomiques). I serait toutefois intéressant d’évaluer leur valeur pronostique
(particulierement pour les microdélétions focales récurrentes du gene TBLIXRI), d’ou
I’intérét d’utiliser les micropuces comme test génétique en hématologie clinique. De plus,
I’architecture clonale des LAL pédiatriques avec la t(12;21) semble complexe et dynamique
entre le diagnostic et la rechute (102, 181, 182). Les micropuces pourraient donc étre utiles
afin d’évaluer adéquatement 1’évolution clonale chez les patients en rechute avec la fusion

ETV6-RUNXI.

4.7 Intégration des micropuces en hématologie clinique

4.7.1 Pertinence de ’intégration des micropuces en clinique cytogénétique
oncologique

Les micropuces sont actuellement utilisées comme test génétique de premicre ligne
chez les individus atteints de retard mental, de retard de développement ou des maladies du
spectre de 1’autisme [recommandations du Collége Canadien des Médecins Généticiens
(CCMQG), du College Américain des Médecins Généticiens (ACMG) et du consortium
international de 1’International Standard Cytogenomic Array consortium (ISCA)] (183-
189). Toutefois, aucune norme ne fait consensus sur leur intégration en hématologie (125,
128). Puisque les micropuces permettent d’analyser I’ensemble du génome a trés haute

résolution, il semble pertinent de les intégrer en hématologie clinique afin d’augmenter les
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taux de détection des anomalies génomiques. Par exemple, en utilisant uniquement le
caryotype, on retrouve environ 60% de cas anormaux dans les LAL-B pédiatriques (113,
123, 190), alors qu’environ 55 a 65% des cas sont anormaux dans les LAM (59, 62, 63,
191). En combinant le caryotype et la FISH, on détecte des anomalies dans environ 80%
des cas (7, 113, 145). Enfin, en appliquant les micropuces, environ 90 a 95% des LAL
présentent des aberrations génomiques (en combinant ’aCGH et la FISH) (190, 192) et on
retrouve des anomalies dans environ 80% des LAM (en combinant les aSNP et le
caryotype) (129, 130). L’augmentation des taux de détection des anomalies génomiques
par micropuces peut s’expliquer par deux facteurs. D’une part, certaines anomalies sont
cryptiques et ne peuvent donc pas étre détectées au caryotype ou par FISH (127). Par
exemple, dans une étude de 180 cas de leucémies pédiatriques analysées a la fois par aSNP,
au caryotype et par FISH, la technique d’aSNP a permis de détecter des délétions
submicroscopiques du gene pl6 (9p21.3) dans 26 échantillons (14%) dans lesquels le
caryotype et la FISH (avec une sonde commerciale ciblant p/6) étaient normaux (125).
Dans cette méme cohorte, des délétions cryptiques du gene PAXS5 (9p13) ont été détectées
par aSNP dans 10 cas (5,6%) et des CN-LOH dans 12 cas (6,7%). Globalement, cette ¢tude
a montré que les micropuces ont permis la détection d’aberrations additionnelles (non
observées au caryotype) dans 72% des leucémies. Dans 8% de ces cas, les résultats
obtenus par micropuces ont changé drastiquement le traitement des patients, illustrant le
bénéfice d’utiliser des technologies a haute résolution telles que les micropuces. D’autre
part, certaines anomalies ne se retrouvent pas dans les cellules en division cellulaire (124,
193). Cependant, cette technologie ne permet pas encore la détection des anomalies
chromosomiques équilibrées (a I’exception de la CGH-translocation) et de 1’hétérogénéité
clonale, ce qui est essentiel pour préciser le diagnostic et évaluer adéquatement le pronostic

des LAL et des LAM (114),

De plus, certaines microdélétions et microduplications (ne pouvant pas étre

détectées a la résolution du caryotype) ont une valeur pronostique importante dans les
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hémopathies malignes pédiatriques. Par exemple, des délétions submicroscopiques
récurrentes du géne IKZF1/IKAROS (7p12.2) sont associées aux LAL ayant un pronostic
défavorable, avec une prévalence estimée a 80-95% dans les LAL-B présentant la fusion
BCR-ABLI (Ph+) (22). Les délétions du gene suppresseur de tumeur /IKZF1/IKAROS sont
¢galement fréquentes dans les LAL a haut risque Ph- (retrouvées dans environ 28% des cas)
et triplent le risque de résistance au traitement ou de rechute (19, 194). Les altérations du
gene IKZF1/IKAROS semblent un marqueur de pronostic (et de rechute) indépendant de
I’age ou des autres anomalies cytogénétiques (118), d’ou I’'importance de développer des
méthodes pour les détecter efficacement (195). Or, par FISH, aucune sonde commerciale
ciblant ce géne n’est actuellement disponible (certaines équipes ont toutefois utilisé¢ des
BACs, par exemple le BAC RP11-663L2) (194). De plus, des délétions du géne BTGI
(12921.33) sont retrouvées dans environ 10% des LAL précurseur B et contribuent a la
résistance aux traitements aux glucocorticoides (195, 196). Des microdélétions du gene
ARIDS5 (10g21.2) sont également retrouvées chez les LAL a haut risque (22). Certaines
altérations submicroscopiques impliquant des genes clés du métabolisme des
glucocorticoides (7BLIXRI en 3q26.32 et NR3C1 en 5q31.3), de I’apoptose (géne BMF en
15q15.1) et de la réparation de I’ADN (géne MSH2 en 2p21 et gene MLH1 en 3p21.3) sont
retrouvées a la rechute des LAL avec la fusion ETV6-RUNXI (102). La détection de ces
microdélétions pourrait donc s’avérer utile pour évaluer I’évolution clonale et expliquer la
résistance aux traitements de ces patients. Dans les LAL-T de novo, les micropuces
permettraient la détection d’anomalies supplémentaires dans 38% des cas pédiatriques
(125). Par exemple, les aSNP peuvent détecter des anomalies récurrentes telles que la
delétion cryptique 1p32 générant le gene de fusion STIL-TALI (retrouvée dans 15 a 30%
des LAL-T) et les CN-LOH 9p (retrouvées dans environ 51% des cas), qui incluent
notamment les genes PAX5 (9p13) et p16 (9p21) (105, 125, 197).

De plus, une nouvelle technologie de micropuces, la translocation comparative

genomic hybridization ou CGH-translocation, permet de détecter les translocations
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chromosomiques équilibrées (198, 199). Cette technique combine la PCR et I’aCGH afin
de cibler les geénes de fusions cliniquement significatifs dans les hémopathies malignes. La
premicere étape de la CGH-translocation est une amplification linéaire de I’ADN du patient
avec des amorces spécifiques aux points de cassures du géne de fusion ciblé (128, 198,
199). L’ADN du patient et ’ADN d’un échantillon contrdle sont ensuite marqués et co-
hybridés sur une micropuce contenant des milliers d’oligonucléotides. Lorsque le géne de
fusion est présent, les multiples cycles d’amplification linéaires (PCR) générent un exces de
matériel génétique sur le chromosome dérivé qui sera détecté par la micropuce (198). La
CGH-translocation permet également 1’identification de plusieurs translocations équilibrées
en un seul test génétique par I’utilisation de plusieurs amorces a la fois (PCR multiplexe).
Cette nouvelle technologie constitue donc une méthode rapide et efficace qui pourrait
éventuellement étre intégrée en hématologie clinique, lorsqu’un plus grand nombre de
patients auront été testés (199). Certains panels commerciaux utilisant la CGH-
translocation (OncoChip™ de Signature Genomics) peuvent détecter simultanément
plusieurs translocations variantes impliquant MLL, ce qui serait particulierement utile dans
les cas de LAM pédiatriques, dans lesquels I’identification du gene partenaire de MLL est

importante pour établir adéquatement le pronostic (section 4.5.1) (128).

4.7.2 Stratégies pour intégrer les micropuces en hématologie

Globalement, les micropuces constituent un outil génétique pertinent permettant de
détecter I’ensemble des délétions génomiques submicroscopiques essentielles pour établir
le diagnostic, le pronostic et expliquer la résistance a certaines thérapies des LAL (125,
128). Les micropuces ont donc leur place en clinique au sein d’une investigation
génomique globale, a condition de les utiliser en complémentarité¢ avec les autres outils
génétiques (114, 125, 129, 200). La Figure 24 illustre une stratégie proposée. Pour les
LAL, l’intégration de I’aCGH permet de réduire le nombre de sondes utilisées par FISH :

seules les sondes pour la détection des anomalies équilibrées sont nécessaires (128).
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Cependant, pour les LAM, puisque les gains et les pertes sont beaucoup moins fréquents
que dans les LAL, les micropuces ne semblent pas aussi pertinentes comme outil génétique
de premiére ligne. Par conséquent, ’aCGH ou les aSNP peuvent étre utilisés dans les cas de
LAM normaux, c’est-a-dire lorsqu’aucune anomalie n’est détectée par FISH, au caryotype
et par RT-PCR. De plus, dans le cas des LAM, I'utilisation des aSNP pourrait étre utile
puisque cette technologie permet la détection d’anomalies alléliques récurrentes telles que
les CN-LOH (retrouvées dans 10% a 20% des cas) (125, 201). Par contre, puisque la valeur
pronostique des CN-LOH est actuellement controversée (130), il serait préférable de cibler
par aSNP uniquement les régions de CN-LOH récurrentes dont le rdle pronostique est
reconnu. Récemment, grace aux études de aSNP, il a ét¢ démontré que les CN-LOH en 9p
interagissent avec les mutations de JAK2 (9p24) et semblent associées a un pronostic
défavorable (130). Similairement, des CN-LOH fréquents en 13q (associées a des
mutations de FLT3) sont corrélées a une diminution de la survie globale des LAM chez les

adultes (202).
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Figure 24. Proposition d’une stratégie d’investigation génomique globale pour le
diagnostic et le suivi des LAL-B et des LAM pédiatriques. A. LAL-B. Pour le diagnostic
des LAL-B, D’algorithme suggere d’utiliser en parallele les outils génétiques et
cytogénétiques standards (FISH, caryotype, RT-PCR et index d’ADN) et ’aCGH. Cette
stratégie permet de réduire le nombre de sondes requises en FISH puisque les gains et les
pertes tels que les aneuploidies (hyperdiploidie et hypodiploidie), les délétions
(p16/CDNK2A et MYB) et les amplifications (RUNXI) peuvent étre détectées par aCGH.
Pour le suivi de la maladie résiduelle des LAL-B, la technique choisie dépend des
anomalies retrouvées au diagnostic. B. LAM. Pour le diagnostic des LAM, seuls la FISH,
le caryotype et la RT-PCR devraient étre utilisés en premiere ligne. Si aucune anomalie
n’est détectée, une analyse par micropuce a ADN et par PCR (pour détecter les mutations
récurrentes) devrait étre entreprise. Pour le suivi de la maladie résiduelle des LAM, la

stratégie est la méme que pour le suivi des LAL-B.

Outre la stratégie proposée dans la Figure 24, certaines équipes ont suggéré un
algorithme séquentiel (en plusieurs étapes distinctes) pour le diagnostic moléculaire des
LAL et des LAM (98, 121). En effet, une telle stratégie priorise la détection des anomalies
a pronostic défavorable (I’hypodiploidie, la fusion BCR-ABLI et les réarrangements de
MLL dans les LAL). Cependant, dans 1’éventualit¢ ou aucune de ces aberrations n’est
détectée, des analyses supplémentaires sont requises, retardant le diagnostic génomique
final. Une stratégie séquentielle s’aveére donc moins appropriée lorsque les traitements
doivent étre entrepris rapidement ou lorsque les autres critéres pronostiques sont peu

informatifs.

Aussi, I’intégration des micropuces en clinique serait pertinente pour mieux évaluer
I’évolution clonale de I’ensemble des LAL et des LAM pédiatriques lors des rechutes. En
effet, le clone a la rechute semble génétiquement distinct du clone au diagnostic (Figure 6)

(72, 74, 181). Autant les LAL que les LAM sont caractérisées par une hétérogénéité
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clonale au diagnostic et subissent une évolution clonale dynamique lors de la rechute (19,
72, 74). Les nouvelles anomalies génétiques qui apparaissent a la rechute peuvent étre
influencées et sélectionnées par la chimiothérapie (elle-méme mutagénique) et/ou apres une
greffe de moelle osseuse (74). Actuellement au CHU Sainte-Justine, lors d’une rechute
d’une LAL ou d’une LAM pédiatrique, a la fois la FISH (avec une ou des sondes ciblant
uniquement 1’anomalie détectée au diagnostic) et le caryotype (analysant I’ensemble du
génome, mais a faible résolution) sont utilisés. Toutefois, selon les nouveaux modeles de
I’évolution clonale (Figure 6B et C), il semble cliniquement pertinent d’ajouter des puces a
ADN comme outil génétique a la rechute. Leur utilisation concomitante aux techniques
cytogénétiques classiques (caryotype, FISH et RT-PCR) permettrait de détecter
adéquatement les anomalies génomiques spécifiques a la rechute et d’évaluer 1’architecture

clonale complexe qui en découle.

4.7.3 Défis entourant I’analyse des micropuces

Il est important de distinguer les anomalies spécifiques de la tumeur (acquises au
niveau des cellules tumorales) des anomalies constitutionnelles (hérités des cellules
germinales) (201, 203). Aussi, il est essentiel de ne pas confondre les anomalies
pathogéniques des variants retrouvés chez les individus sains (201). Différentes bases de
données de variants sont actuellement disponibles, telles que la Database of Genomic
Variants (DGV) de Toronto (Ontario) et le consortium de 1’International Standard
Cytogenomic Array consortium (ISCA) (183). Cependant, une validation des résultats par
d’autres techniques est aussi nécessaire afin de préciser le type d’anomalies détectées par

micropuces (126).

La haute résolution des différentes plateformes de puces a ADN permet la détection

de CNV de petite taille, mais la valeur pronostique de ces anomalies submicroscopiques est
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controversée. L’analyse et I’interprétation des micropuces en oncologie peuvent s’avérer
difficiles : une délétion du chromosome 20q de 500kb détéctée par aCGH a-t-elle la méme
valeur pronostique qu'une délétion 20q de plusieurs mégabases (Mb) visible au caryotype ?
(204). Similairement a I’interprétation des micropuces en cytogénétique constitutionnelle,
plusieurs critéres devront €tre pris en considération afin de distinguer les CNV bénins, les
CNYV avec une signification clinique incertaine et les CNV pathogéniques, notamment: la
région critique minimale (région minimale délétée ou dupliquée), les génes impliqués
(particuliérement les génes critiques), la taille du CNV et surtout la présence de
polymorphismes bénins (DGV) (204). Certaines équipes ont suggéré d’utiliser un
échantillon contrdle (peau, cellules épithéliales buccales) pour faciliter cette interprétation
(128). Ceci engendre toutefois des cotts et des délais supplémentaires. Il faudrait
également établir des seuils minimums (taille des anomalies, nombre minimal de marqueurs
requis) pour considérer un CNV pathogénique (par exemple : 200kb pour les pertes, 400kb
pour les gains et 5-10 Mb pour les CN-LOH). L’interprétation des résultats peut également
s’averer difficile en raison de I’hétérogénéité clonale, de la ploidie, de la complexité et de la
quantit¢ d’aberrations génomiques détectées par micropuces (125, 128); d’ou D'intérét
d’établir des recommandations internationales pour faciliter et uniformiser I’implantation,
I’analyse et I’interprétation des nouvelles plateformes de puces a8 ADN pour le diagnostic

des hémopathies malignes.

Par ailleurs, un consortium spécifiquement dédi¢ a 1’application des micropuces
pour le diagnostic du cancer a été formé en 2009 : le Cancer Cytogenomics Microarray
Consortium (CCMC) (128). Ce consortium international permet le partage de résultats des
micropuces en oncologie via une base de données publique. En partenariat avec I’ACMG,
le CCMC établit actuellement des normes sur ’analyse des anomalies génomiques en

oncologie avec les puces a ADN.



Conclusions et perspective

En conclusion, notre stratégie, qui consiste a combiner les analyses du caryotype,
des panels de la FISH, de la RT-PCR et de I’'index d’ADN, a permis d’optimiser la
détection des anomalies chromosomiques dans les leucémies aigués pédiatriques au CHU
Sainte-Justine. Au total, 253 leucémies de novo ont été caractérisées : 186 LAL-B, 27
LAL-T et 40 LAM. Les fréquences d’anomalies chromosomiques obtenues sont optimales
dans les trois types de leucémies de novo analysés, soit 93,5% dans les LAL-B (174/186),
66,7% dans les LAL-T (18/27) et 90% dans les LAM (36/40). Ceci a contribué a améliorer
la prise en charge des patients (diagnostic, stratification du risque et thérapies génétiques

ciblées).

Notre étude illustre aussi la pertinence de la FISH pour préciser les points de
cassures et les geénes impliqués dans les translocations chromosomiques.  Cette
caractérisation cytogénétique moléculaire a permis d’identifier trois nouvelles
translocations. Un nouveau réarrangement du géne PAX35 issu d’une t(9;12)(p13;p12) a été
observé dans une LAL-B de novo (absence de réarrangement du gene E7V6 en 12p13).
Dans un deuxieme patient atteint d’'une LAL-B de novo, nous avons détecté¢ une nouvelle
t(2;14)(p16:;q32). Par FISH, nous avons montré I’absence de réarrangement des genes
habituellement impliqués dans cette translocation, soit /GH en 14q32 et BCL11A en 2pl6.1.
Nous avons délimité la région des points de cassures pour chacun des chromosomes (entre
le BAC RP11-842N8 en 2p13.3 et le BAC RP11-416L21 en 2p16.1 et point de cassure plus
centromérique que le BAC RP11-809D14 en 14q32.13). Nous avons identifi¢ des genes
candidats pertinents (MEISI en 2p14, XPOI en 2p15 et CALMI en 14q32.11).

Nous avons aussi identifié un nouveau gene de fusion E7TV6-FOXOI issu d’une
translocation t(12;13)(p13;q14) dans une LAM M1 de novo. Bien que les translocations
impliquant le gene FOXOI (13ql4.11) soient récurrentes dans le rhabdomyosarcome

alvéolaire, une tumeur solide, il s’agit du premier cas de réarrangement de ce géne dans les
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LAM pédiatriques. Les caractérisations des anomalies rares ont permis de préciser le
diagnostic ou le pronostic des patients et faciliteront le suivi de la maladie résiduelle grace

a I’identification d’un ou des geénes impliqués.

En comparant les taux de rechutes et de survie globale des patients atteints de LAL-
B présentant la fusion ETV6-RUNXI ou de I’hyperdiploidie, nous avons montré que la
présence d’anomalies chromosomiques secondaires additionnelles a ces deux anomalies
primaires n’influence pas le pronostic (p >0,05, test chi-deux de Pearson). Nos résultats
suggerent la présence d’une nouvelle entit¢é a pronostic défavorable: les LAL-B
pédiatriques avec hyperdiploidie au sein d’un caryotype complexe (EFS significativement
réduite par rapport aux patients avec hyperdiploidie seule, p<0,001, test log rank de
Mantel-Cox). I faudrait toutefois vérifier la valeur pronostique de ces anomalies
concomitantes (hyperdiploidie au sein d’un caryotype complexe) sur un plus grand nombre

de patients atteints de LAL-B.

En perspective, nous proposons d’intégrer les micropuces en hématologie clinique
afin de détecter les anomalies cryptiques essentielles au diagnostic, au pronostic et pour

orienter les thérapies dans les LAL et les LAM pédiatriques.
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Annexe 1: Préparation des solutions pour la FISH

2X SSC (100 mL)

Mesurer 10 mL de solution 20X SSC (solution meére au réfrigérateur contenant du NaCl et

du citrate de sodium dihydrate).
Ajouter 90 mL d’eau déionisée.
Ajuster le pH a 7,0 en ajoutant du HCI 1N.

Filtrer avec un filtre de 0,22 et conserver la solution dans une bouteille identifiée au

réfrigérateur a 4°C.

PBS (150 mL)

A) Na,HPO4

Mesurer 75 mL d’eau déionisée.

Peser 2,13g de Na,HPO, et I’ajouter dans 1’eau. Agiter jusqu’a dissolution compléte.
B) NaCl

Mesurer 75 mL d’eau déionisée.

Peser 1,298g de NaCl et I’ajouter dans 1’eau. Agiter jusqu’a dissolution compléte.

Transférer dans un bécher de 250 mL.
C) Na,HPO,4 +NaCl
Mesurer 12 mL de NaH,;PO4 0,2M (solution stock au réfrigérateur).

Ajouter 61 mL du Na,HPO, dissout préparé a I’étape A.
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Transférer dans le bécher de 250 mL contenant le NaCl dissout.

Ajuster le pH a 7.3:

Si le pH<7.3, ajouter quelques gouttes de_ Na,HPO, dissout

Si le pH>7.3, ajouter quelques gouttes de NaH,PO4 0.2M (solution stock au réfrigérateur)

Filtrer avec un filtre de 0,22u et conserver la solution de PBS dans une bouteille identifié¢e

au réfrigérateur a 4°C.

Formaldéhyde (40 mL)

Sous la hotte, mesurer 1 mL de formaldéhyde (Sigma).
Ajouter 39 mL de PBS filtré a pH 7.3.

Couvrir de parafilm et mélanger par inversion. Transférer dans un bain de plastique et

conserver a température ambiante.

Pepsine (40 mL: 4 preparer a la derniére minute, ne se conserve pas)

Mesurer 40 mL de HC1 0,01 N.

Ajouter 20 uL de pepsine (Sigma) et bien mélanger.

0,4X SSC +Tween 0,3% (500 mL)

Mesurer 490 mL d’eau déionisée et ajouter 10 mL de 20X SSC (solution stock au

réfrigérateur).

Ajouter doucement 500 uLL de Tween 20.
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M¢élanger et ajuster le pH a 7,0 en ajoutant du HCI 0,1N.

Filtrer avec un filtre de 0,22p et conserver la solution dans une bouteille identifiée au

réfrigérateur a 4°C.

2X SSC +Tween 0,1% (500 mL)

Mesurer 450 mL d’eau déionisée et ajouter 50 mL de 20X SSC.
Ajouter 500 pL de Tween 20.
Me¢élanger et ajuster le pH a 7,0 en ajoutant du HCI IN.

Filtrer avec un filtre de 0,22 et conserver la solution dans une bouteille identifié¢e au

réfrigérateur a 4°C
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Résumé

Les anomalies chromosomiques récurrentes dans les leucémies aigué€s pédiatriques sont
détectées par caryotype, hybridation in sifu en fluorescence (FISH), RT-PCR et index
d’ADN. Ces analyses sont essentielles pour établir le diagnostic, le pronostic et pour
orienter la thérapie des hémopathies malignes. Les micropuces sont actuellement utilisées
en cytogénétique chez les individus atteints de retard mental, mais aucune norme ne fait
consensus sur leur intégration en hématologie. Récemment, les études d’associations
pangénomiques (GWAS) ont identifi¢ des microdélétions, des microduplications et des
pertes d’hétérozygotie sans changement du nombre de copies (CN-LOH) pertinentes pour
le diagnostic et/ou le pronostic des leucémies. Dans cette revue, nous discuterons de
I’apport et de I’intégration des micropuces, avec les autres outils cytogénétiques, pour la

détection des anomalies génomiques ayant une valeur pronostique importante.

Mots clés : cytogénétique clinique, leucémie, micropuces, anomalies chromosomiques,

FISH.

Summary

Recurrent chromosomal abnormalities in childhood acute leukemia are detected by
karyotyping, fluorescence in situ hybridization (FISH), RT-PCR and DNA index. Those
cytogenetic tests are essential for the diagnosis, prognosis and therapeutic choices in
hematopoietic malignancies. DNA microarray analysis is currently used in cytogenetic for
the evaluation of mental retardation and developmental delay. Nevertheless, there is no
consensus about the use of microarrays in the clinical diagnosis of hematopoietic
malignancies. Recently, Genome-wide Association Studies (GWAS) have identified some
recurrent microdeletions, microduplications and copy neutral loss of heterozygosity (CN-
LOH) relevant for the diagnosis and/or the outcome of paediatric acute leukemia. In this
review, we will discuss the contribution and the integration of microarrays, in addition to
standard cytogenetic tools, for the detection of genomic abnormalities having an important
prognostic value.

Key words: cytogenetic, acute leukemia, microarrays, chromosomal abnormalities, FISH.
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Intérét de la détection des anomalies chromosomiques dans les hémopathies malignes
La leucémie aigué est le cancer pédiatrique le plus fréquent. Elle représente 31,5% des
tumeurs chez les enfants de moins de 14 ans (1). Plusieurs anomalies chromosomiques
récurrentes sont impliquées dans I’initiation ou la progression tumorale. Plus
spécifiquement, la majorité des leucémies aigués pédiatriques sont caractérisées par des
translocations entre deux chromosomes qui générent des geénes de fusion ou dérégulent
I’expression normale de génes impliqués dans des processus clés de I’hématopoicse tels que
le cycle cellulaire, la différenciation, la réparation des dommages a I’ADN et 1’apoptose.
Au plan clinique, la cytogénétique est essentielle pour établir le diagnostic et/ou le

pronostic et par conséquent pour orienter la thérapie des hémopathies malignes.

Diagnostic des leucémies aigués pédiatriques

Tout d’abord, outre les critéres cliniques tels que 1’age, la morphologie, le pourcentage de
blastes et I’'immunophénotype, la classification 2008 des hémopathies malignes de
I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) inclut également les caractéristiques génétiques
de la leucémie (2). Cette classification fait 1’objet d’un consensus mondial utilisé par les
cliniciens pour le diagnostic et le pronostic des leucémies. Dans les leucémies aigués
lymphoblastiques (LAL) B, I’anomalie numérique la plus fréquente est I’hyperdiploidie
(25% des cas) et D’anomalie structurale la plus fréquente est la translocation
pathognomonique t(12;21)(p13;q22). Cette derniere génere le géne de fusion ETV6-RUNXI
(25% des cas) (3). Les LAL-T sont caractérisées par des réarrangements de geénes
récepteurs des cellules T, principalement le géne TCRA/D (14ql1) ou le TCRB (7q34),
retrouvés dans environ 20 a 30% des cas (4). Dans les leucémies aigués my¢loides (LAM),
les réarrangements du gene MLL (11923) constituent les anomalies les plus prévalentes,
présentes dans environ 18% des LAM pédiatriques (3, 5). Actuellement, plus de 60
différents genes partenaires de MLL ont été identifiés et I’on retrouve ces translocations
dans divers types d’hémopathies malignes, autant dans les LAM et LAL de novo (nouveau
diagnostic) que dans les leucémies induites par la thérapie (inhibiteurs de la

topoisomérase II) (6). Les translocations t(4;11)(q21;923) (fusion MLL-AF4) et la
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t(9;11)(p22;923) (fusion MLL-AF9) sont les plus fréquentes dans les LAL et les LAM

respectivement (Figure 1).

Pronostic et thérapies des leucémies aigués pédiatriques

Des ¢tudes portant sur de grandes cohortes de patients de LAL et de LAM pédiatriques ont
permis d’établir la valeur pronostique des anomalies chromosomiques récurrentes. En
outre, un role important de la cytogénétique est d’orienter le choix du traitement afin qu’il
soit le plus adapté possible au profil génétique des cellules leucémiques de chaque patient.
Tout d’abord, la détection des anomalies chromosomiques ayant une valeur pronostique
connue permet d’améliorer la stratification du risque des patients (risque faible,
intermédiaire ou ¢élevé). Ceci influence les décisions thérapeutiques telles que
I’intensification et la durée des cycles de chimiothérapie (7). Par exemple, une
hyperdiploidie a plus de 50 chromosomes (sans anomalie secondaire additionnelle),
particuliérement en présence des trisomies 4, 10 et 17, est associée a un trés bon pronostic
dans les LAL (8) (Figure 2D). Par conséquent, si les autres facteurs cliniques sont
¢galement de pronostic favorable, une chimiothérapie moins agressive est indiquée. Par
contre, les LAL qui présentent un réarrangement du gene MLL constituent une catégorie a
haut risque avec des tumeurs treés agressives, spécialement chez les enfants de moins de
quatre ans (9). En effet, le taux de survie sans événement (EFS — event free survival) a 5
ans des bébés présentant un réarrangement de MLL est estimé de 30 a 40%, et ce, malgré
une chimiothérapie intensive (3). Par conséquent, une greffe de moelle osseuse (ou une
greffe de cellules-souches hématopoiétiques) est alors recommandée.

La cytogénétique a aussi contribué a la mise au point de thérapies ciblées qui
révolutionnent le traitement de certaines hémopathies malignes. La premicre thérapie ciblée
découle de la découverte de la translocation pathognomonique t(15;17)(q22;q21) spécifique
aux LAM M3 (leucémie aigué promy¢locytique). La caractérisation des points de cassures
de cette translocation a mis en évidence le gene de fusion PML-RARA, impliquant le
récepteur nucléaire de 1’acide rétinoique (RARA), d’ou la mise au point de la thérapie a
I’acide rétinoique (all-trans retinoic acid and anthracycline) (10). Les patients ayant la

t(15;17) peuvent donc bénéficier de cette thérapie ciblée, qui, en combinaison avec le
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trioxyde d’arsenic, entraine des taux de survie globale de 1’ordre de 75 a 85%, ce qui
constitue ’entité avec le meilleur pronostic dans les LAM (3, 11).

Initialement, 1’imatinib mésylate (STI-571 ou Gleevec®) a été développé pour inhiber
spécifiquement le récepteur PDGFR. 1l est cependant aussi efficace sur d’autres tyrosines
kinases, telles qu’ABL et c-KIT. Le STI-571 a été approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) aux Etats-Unis en 2001 pour le traitement des leucémies myéloides
chroniques, caractérisées par le géne de fusion BCR-ABLI (12). En effet, cet inhibiteur de
tyrosine kinase cible ce géne de fusion issu de la translocation réciproque t(9;22)(q34;ql11)
(chromosome de Philadelphie : Ph). Au niveau moléculaire, I’imatinib se lie a la poche
catalytique du domaine tyrosine kinase d’ABL et bloque ’accés a I’ATP, conférant a la
protéine chimérique BCR-ABLI une conformation inactive, induisant un arrét de
prolifération (13). Le STI-571 est également utilis¢ comme thérapie dans les LAL Ph+, la
fusion BCR-ABLI étant présente dans environ 5% des LAL-B pédiatriques ainsi que dans
les LAL-T avec le géne de fusion NUP214-ABL (3).

Un des facteurs ayant contribué au progres des taux de guérison est I’optimisation des doses
de chimiothérapie a la suite d’une meilleure caractérisation des valeurs pronostiques des
anomalies génétiques. Cependant, bien que les EFS a 5 ans actuels soient estimées a 80%
dans les LAL et a 60% dans les LAM (3), plusieurs patients répondent mal a la thérapie
(résistance primaire) ou ont des rechutes (résistance secondaire). Une meilleure
caractérisation génomique de ces patients, notamment par la détection des aberrations
submicroscopiques récurrentes, permettrait d’améliorer la prise en charge de ces patients

afin de leur donner un traitement plus approprié.

Techniques cytogénétiques actuellement utilisées en clinique

Puisque les anomalies chromosomiques récurrentes contribuent a établir le diagnostic, a
évaluer le pronostic ainsi qu’a orienter la démarche thérapeutique a offrir aux patients
atteints de leucémie, il est essentiel de mettre au point une stratégie optimale de détection
des aberrations génomiques dans les LAL et LAM pédiatriques. Différents outils
génétiques sont actuellement utilisés en hématologie clinique : le caryotype, 1I’hybridation

in situ en fluorescence (FISH), la réaction en chaine entrainée par une polymérase a ADN
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apres transcription inverse (RT-PCR) ainsi que la cytométrie en flux (index d’ADN). Les

différentes caractéristiques de ces techniques sont présentées au Tableau I.

Caryotype

Dans les hémopathies malignes, le caryotype permet 1’analyse des anomalies
chromosomiques spécifiques aux cellules leucémiques. La résolution obtenue varie entre 10
et 20 Mb. Ceci donne une vue d’ensemble du génome (analyse non ciblée) et permet la
détection des anomalies récurrentes, rares et secondaires. Cependant, le caryotype vise
seulement les cellules en phase mitotique et présente plusieurs difficultés techniques telles
qu’un faible index mitotique des cellules leucémiques in vitro (quantité insuffisante de

mitoses) et une faible résolution des chromosomes (7Tableau I) (14).

Hybridation in situ en fluorescence

La technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) est une analyse ciblée qui permet
d’hybrider une sonde fluorescente avec une séquence d’ADN complémentaire sur les
noyaux interphasiques ou les cellules mitotiques du patient (Figure I). 1l existe une grande
variété¢ de sondes commerciales, principalement les sondes de fusion (pour la détection
d’un gene de fusion) et les sondes de réarrangement (breakapart), pour la détection d’un
réarrangement génique). Ces dernieres sont surtout utilisées pour les genes ayant un grand
nombre de partenaires tel que MLL (Figure 1).

Pour le diagnostic des leucémies de movo, les laboratoires de cytogénétique clinique
utilisent généralement une série de sondes (panel) spécifiques aux anomalies
chromosomiques les plus fréquentes et/ou ayant une valeur pronostique importante selon le
type de leucémie étudié. Par exemple, au laboratoire de cytogénétique du CHU Sainte-
Justine (Montréal, Québec, Canada), nous utilisons un ensemble de 13 sondes pour les

LAL-B, 5 sondes pour les LAL-T et 9 sondes pour les LAM.
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Réaction en chaine entrainée par une polymérase a ADN aprés transcription inverse
(RT-PCR)
La RT-PCR est une analyse ciblée qui utilise des amorces spécifiques a une séquence
d’ARN du patient, puis plusieurs cycles d’amplification sont effectués. La RT-PCR est une
technique spécifique et trés sensible (10°°), d’ou ’augmentation du risque d’un résultat faux
positif (contamination avec des produits PCR) (15). Puisqu’en clinique, la RT-PCR est
utilisée pour détecter les transcrits des génes de fusion les plus fréquents, elle présente
I’inconvénient du risque de résultats faux négatifs (du a des translocations variantes avec
des points de cassures moléculaires rares) (10). Enfin, cette méthode ne permet pas la
détection d’aneuploidies telles que les trisomies et les monosomies ainsi que les anomalies

de ploidie telle que I’haploidie et I’hypodiploidie.

Index d’ADN

L’index d’ADN (cytométrie de flux) permet d’évaluer la ploidie d’un échantillon en
mesurant la quantit¢ d’ADN par cellule. L’ADN est coloré avec un fluorochrome (par
exemple I’iodure de propidium) qui émet de la fluorescence en présence d’une lumicre
laser (émise par le cytometre de flux). Un algorithme permet ensuite de distinguer les
différentes phases du cycle cellulaire (Go, G1/S et Go/M) et de les comparer a un controle
normal diploide (index d’ADN = 1). L’hyperdiploidie (plus de 50 chromosomes) entraine
un bon pronostic et est caractérisée par un index d’ADN > 1,16, alors que 1’hypodiploidie
sévere (moins de 39 chromosomes) amene un pronostic défavorable et est représentée par

un index d’ADN < 0,85 (16) (Figure 2).

Intégration de nouvelles technologies en clinique cytogénétique oncologique
Micropuces

Les micropuces permettent la détection des anomalies déséquilibrées, c’est-a-dire les gains
(amplifications, duplications, translocations déséquilibrées) et les pertes (délétions,
translocations déséquilibrées) de matériel génétique. Les ¢études d’associations
pangénomiques (GWAS) ont montré la présence d’aberrations chromosomiques cryptiques

ayant une valeur pronostique cliniquement importante dans les cancers hématologiques
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(17). Par exemple, des délétions submicroscopiques récurrentes du géne IKZF1/IKAROS
(7p12.2) sont associ¢es aux LAL ayant un pronostic défavorable, avec une prévalence
estimée a 80-95% dans les LAL-B présentant la fusion BCR-ABLI (Ph+) (17). De plus, les
délétions du gene IKZF1/IKAROS sont également fréquentes dans les LAL Ph- et triplent le
risque de résistance au traitement ou de rechute (12). Par ailleurs, plusieurs auteurs ont
soulevé la pertinence d’utiliser les micropuces comme test génétique de routine en
hématologie clinique, particuliérement pour les cas ou I’analyse du caryotype n’a pas
permis de détecter d’anomalies (18, 19).
I1 existe actuellement deux types de micropuces : I’hybridation génomique comparative sur
micropuces (aCGH) et les polymorphismes d’un seul nucléotide sur micropuces (aSNP).
Différentes plateformes sont offertes pour chacune de ces deux techniques et quelques
exemples, avec leurs caractéristiques respectives, sont présentés dans le Tableau I. La
nouvelle génération de micropuces intégre simultanément des sondes polymorphiques et
des sondes non polymorphiques sur la méme micropuce. L’avantage majeur des
micropuces, comparativement aux autres outils cytogénétiques, est leur trés grande
résolution (<1000 paires de bases pour certaines plateformes). Cependant, seules les
anomalies entrainant une perte d'hétérozygotie (LOH) et/ou un changement du nombre de
copies (gain ou perte) peuvent étre observées : les translocations réciproques, les insertions
et les inversions équilibrées ne sont donc pas détectables.
La principale différence entre les plateformes d’aCGH et d’aSNP est la discrimination de
chacun des alléles des chromosomes homologues par les puces des aSNP (20). Ainsi, les
deux plateformes permettent la détection de la perte d’hétérozygotie causée par une
délétion hémizygote d’un allele. Cependant, seules les sondes polymorphiques des aSNP
peuvent détecter la perte d’hétérozygotie sans changement du nombre de copies (CN-
LOH). Les CN-LOH observées dans les cellules tumorales correspondent a une disomie
uniparentale acquise, car les deux chromosomes ou locus homologues proviennent d’un
seul parent a la suite d’une perte de ’alle¢le paternel ou maternel et duplication de I’all¢le

subsistant (21).
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Intégration des micropuces en clinique
Puisque les micropuces permettent d’analyser l’ensemble du génome a trés haute
résolution, il semble pertinent de les intégrer en hématologie clinique afin d’augmenter le
taux de détection des anomalies génomiques. Par exemple, en utilisant uniquement le
caryotype, on retrouve environ 60% de cas anormaux dans les LAL-B pédiatriques (18, 19,
22), alors qu’environ 55 a 65% des cas sont anormaux dans les LAM (5, 10, 23, 24). En
combinant le caryotype et la FISH, on détecte des anomalies dans environ 80% des cas (3,
18, 25). Enfin, en appliquant les micropuces, environ 90 a 95% des LAL présentent des
aberrations génomiques (en combinant ’aCGH et la FISH) (22, 26) et on retrouve des
anomalies dans environ 80% des LAM (en combinant les aSNP et le caryotype) (21).
Cependant, cette technologie ne permet pas encore la détection des anomalies
chromosomiques équilibrées et de I’hétérogénéité clonale, ce qui est essentiel pour préciser
le diagnostic et évaluer adéquatement le pronostic des LAL et des LAM.
Ainsi, les micropuces ont leur place en clinique au sein d’une investigation génomique
globale, a condition de les utiliser en complémentarité avec les autres outils génétiques, la
Figure 3 illustre une stratégie proposée. Par exemple, pour les LAL, l’intégration de
I’aCGH permet de réduire le nombre de sondes utilisées en FISH : seules les sondes pour la
détection des anomalies équilibrées sont nécessaires. Cependant, pour les LAM, puisque les
gains et les pertes sont beaucoup moins fréquents que dans les LAL, les micropuces ne
semblent pas aussi pertinentes comme outil génétique de premicre ligne. Par conséquent,
I’aCGH ou les aSNP peuvent étre utilisés dans les cas de LAM normaux, c’est-a-dire
lorsqu’aucune anomalie n’est détectée par FISH, au caryotype et par RT-PCR. De plus,
dans le cas des LAM, I’utilisation des aSNP pourrait étre utile puisque cette technologie
permet la détection d’anomalies alléliques récurrentes telles que les CN-LOH (retrouvées
dans environ 10% des cas) (27). Par contre, puisque la valeur pronostique des CN-LOH est
actuellement controversée (21), il serait préférable de cibler par aSNP uniquement les
régions de CN-LOH récurrentes dont le role pronostique est reconnu. Récemment, grace
aux ¢tudes de aSNP, il a été démontré que les CN-LOH en 9p interagissent avec les

mutations de JAK2 (9p24) et semblent associées a un pronostic défavorable (21).
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Similairement, des CN-LOH fréquents en 13q (associées a des mutations de FLT3) sont
corrélées a une diminution de la survie globale des LAM chez les adultes (28).

Outre la stratégie proposée dans la Figure 3, certaines équipes ont suggéré un algorithme
séquentiel (en plusieurs étapes distinctes) pour le diagnostic moléculaire des LAL et des
LAM (15, 29). En effet, une telle stratégie priorise la détection des anomalies a pronostic
défavorable (I’hypodiploidie, la fusion BCR-ABLI et les réarrangements de MLL dans les
LAL). Cependant, dans 1’éventualité ou aucune de ces aberrations n’est détectée, des
analyses supplémentaires sont requises, retardant le diagnostic génomique final. Une
stratégie séquentielle s’aveére donc moins appropriée lorsque les traitements doivent étre

entrepris rapidement ou lorsque les autres critéres pronostiques sont peu informatifs.

Défis entourant I’analyse des micropuces

Il est important de distinguer les anomalies spécifiques de la tumeur (acquises au niveau
des cellules tumorales) des anomalies constitutionnelles (hérités des cellules germinales)
(27). Aussi, il est essentiel de ne pas confondre les anomalies pathogéniques des variants
retrouvés chez les individus sains (27). Différentes bases de données de variants sont
actuellement disponibles, telles que la Database of Genomic Variants (DGV) de Toronto
(Ontario) et le consortium de 1’International Standard Cytogenomic Array consortium
(ISCA) (30). Cependant, une validation des résultats par d’autres techniques est aussi

nécessaire afin de préciser le type d’anomalies détectées par micropuces (20).

Conclusion

Les micropuces, autant 1’aCGH que les aSNP, ne doivent pas étre utilisées comme outil
diagnostique unique, mais plutdt en complémentarité avec le caryotype, la technique FISH
interphasique, la RT-PCR et I'index d’ADN. Chacune de ces méthodes comporte ses
avantages et ses limites, d’ou I'importance de les utiliser ensemble. Ainsi, une stratégie
optimale permettrait I’intégration graduelle des micropuces au sein d’une investigation
génomique globale des LAL et des LAM, en utilisant les tests dont la signification clinique

est déja reconnue. Ces outils performants permettraient d’augmenter significativement le
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taux de détection des aberrations génomiques des leucémies aigués pédiatriques, ce qui

pourrait améliorer la prise en charge des patients et réduire les taux de rechute.
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Tableau I. Comparaison des avantages et des limites de chacune des techniques

cytogénétiques actuellement utilisées pour le diagnostic des leucémies.

Technique Avantages Limites
Caryotype Analyse génomique globale Faible résolution (environ 10 Mb)
Détection des anomalies Cible uniquement les cellules en
chromosomiques numeriques division et nécessite une quantité
(aneuploidie et polyploidie) et et une qualité adéquate des
structurales (anomalies fréquentes et métaphases
rares)
FISH Détection des anomalies Analyse ciblée
chromosomiques numériques et
structurales (permet la détection des
anomalies cryptiques)
Cible a la fois les mitoses et les noyaux Résolution environ 100 kb
interphasiques
Détection de I’hétérogénéité clonale Nécessite 1’utilisation de plusieurs
sondes
RT-PCR Sensibilité permettant la détection de la Analyse ciblée (détection des
maladie residuelle transcrits des génes de fusion
fréquents)
Ne détecte pas les anomalies
chromosomiques numériques et
structurales rares
Taux ¢élevés de faux positifs et de
faux négatifs
Index ADN Détection des changements de ploidie, Seuil de détection élevé
de I’hyperdiploidie et de I’hypodiploidie
Ne détecte pas les anomalies de
structure et les aneuploidies
impliquant 1 ou 2 chromosomes
aCGH Détection des réarrangements cryptiques Ne détecte pas les anomalies
déséquilibrés (gains et pertes) équilibrées
Détection des LOH a la suit'e diune perte Ne détecte pas les CN-LOH, la
d’un allele sans duphcatlon ploidie et les petits clones
compensatoire
aSNP Détection des réarrangements cryptiques Ne détecte pas les anomalies

déséquilibrés (gains et pertes)

Détection des LOH, des CN-LOH, de la
ploidie et de I’hétérogénéité clonale

équilibrées
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FISH : hybridation in situ en fluorescence; RT-PCR: la réaction en chaine entrainée par une
polymérase a ADN apres transcription inverse; Mb : Méga bases; kb : kilo bases; aSNP :
polymorphisme d’un seul nucléotide sur micropuces; aCGH : hybridation génomique
comparative sur micropuces; LOH : perte d’hétérozygotie; CN-LOH : perte d’hétérozygotie

sans changement du nombre de copies.
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Figure 1. Translocation t(9;11)(p22;q23) avec réarrangement du géne MLL chez une
patiente avec une LAM de novo.

A et B. FISH avec la sonde de réarrangement MLL (Vysis, Abbott Molecular Inc.) qui
montre une translocation impliquant le gene MLL (11g23). Ce réarrangement a été observé
dans 98% des cellules analysées par FISH.

C.Caryotype en bandes GTG de la méme patiente montrant la
translocation t(9;11)(p22;q23). Cette translocation a été observée dans 26 mitoses sur 28
analysées. De plus, la présence du transcrit de la fusion MLL-AF9 a été montrée par RT-
PCR (non illustré).

FISH : hybridation in situ en fluorescence; RT-PCR: la réaction en chaine entrainée par une
polymérase a ADN aprés transcription inverse; LAM : leucémie aigué myéloide; der :
chromosome anormal dérivé



xviii

@]

A g— Gl (clone

1 hypodiploide) N— 1 Gl (clone
] [ Clone hypodiploide: 1 hyperdiploide) Clone hyperdiploide:
§-_- 80,91 % des cellules g_ D 58,91 % des cellules
& d
] EEl Clone:mrmal diploide: 4 - Clone normal diploide:
§: 19,09 % des cellules §_ 41,09 % des cellules
& -
Nombre ] Nombre ] Gl —*
de 2] de §:. (clone normal
cellules — G1 (clone normal DI=0.54 cellules ™+ diploide) DI=1.18
diploide) e
&] ]
o { B T | g o | T T ] T { LI
A P 0 TTLAAT 0 120 150
Intensité de la ﬂUDPES'CEHCE Intensité de la fluorescence
(contenu en ADN) (contenu en ADN)

B . D -
Figure 2. Détection d’hypodiploidie et d’hyperdiploidie par I’index d’ADN et par
FISH. A. Hypodiploidie a 23~26 chromosomes détectée par cytométrie de flux chez un
patient avec une LAL : I’'index d’ADN est de 0,54. Le clone hypodiploide (pic jaune)
représente environ 81% des cellules. B. Hypodiploidie détectée par FISH chez le méme
patient : une monosomie 8 (signal rouge) est montrée dans le noyau. Le clone hypodiploide
a été détecté dans environ 80% des cellules par FISH. Cette hypodiploidie a également été
observée au caryotype dans 15 mitoses sur 25 analysées (non illustré). C. Hyperdiploidie a
55 chromosomes détectée par cytométrie de flux chez un deuxiéme patient avec une LAL :
I’index d’ADN est de 1,18. Le clone hyperdiploide (pic jaune) représente environ 59% des
cellules. D. Hyperdiploidie détectée par FISH chez un troisiéme patient avec une LAL :
cette cellule montre une tétrasomie 10 (signal rouge) et une trisomie 4 (signal vert). Les

chromosomes 7 (signal bleu) sont présents en deux copies. Le clone hyperdiploide a été
détecté dans environ 50% des cellules par FISH.

FISH : hybridation in situ en fluorescence; LAL : leucémie aigu€ lymphoblastique; DI :
index d’ADN; Cep : centromere d’ un chromosome
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Figure 3. Proposition d’une stratégie d’investigation génomique globale pour le
diagnostic et le suivi des LAL-B et des LAM pédiatriques. A. LAL-B Pour le diagnostic
des LAL-B, l’algorithme suggere d’utiliser en parallele les outils génétiques et
cytogénétiques standards (FISH, caryotype, RT-PCR et index d’ADN) et ’aCGH. Cette
stratégie permet de réduire le nombre de sondes requises en FISH puisque les gains et les
pertes tels que les aneuploidies (hyperdiploidie et hypodiploidie), les délétions
(p16/CDNK2A et MYB) et les amplifications (RUNXI) peuvent étre détectées par aCGH.
Pour le suivi de la maladie résiduelle des LAL-B, la technique choisie dépend des
anomalies retrouvées au diagnostic. B. LAM Pour le diagnostic des LAM, seuls la FISH, le
caryotype et la RT-PCR devraient étre utilisés en premiere ligne. Si aucune anomalie n’est
détectée, une analyse par micropuce a ADN et par PCR (pour détecter les mutations
récurrentes) devrait étre entreprise. Pour le suivi de la maladie résiduelle des LAM, la
stratégie est la méme que pour le suivi des LAL-B.

FISH : hybridation in situ en fluorescence; RT-PCR: la réaction en chaine entrainée par une
polymérase a ADN apres transcription inverse, aSNP : polymorphisme d’un seul
nucléotide; aCGH : hybridation génomique comparative sur micropuces; LOH : perte
d’hétérozygotie; CN-LOH : perte d’hétérozygotie sans changement du nombre de copies;

LAL : leucémie aigué lymphoblastique; LAM : leucémie aigué myéloide
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