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Introduction et objectifs 

Les leucémies aiguës myéloïdes affectent environ 3000 patients par an en 

France. Leur fréquence augmente progressivement avec l’âge, l’incidence passant 

de 2 pour 100.000 à l’âge de 50 ans, à 18 pour 100.000 à l’âge de 70 ans1. Leur 

traitement repose principalement sur l’utilisation de deux médicaments, la Cytarabine 

(AraC, 1-β-arabinofuranosylcytosine) associée à une anthracycline comme la 

Daunorubicine (DNR). 

 

Longtemps utilisées en monothérapie, ces deux molécules furent combinées 

dans les années 19702. La combinaison de 3 jours de DNR 45 mg/m2 et d’AraC 100 

mg/m2 pendant 7 jours se révélant la plus efficace. Elle conduit à une rémission 

complète de 40 à 60% des LAM du sujet âgé et de 60 à 80% des LAM du sujet 

jeune3. L’AraC est un analogue nucléosidique qui, après passage intracellulaire, 

subit plusieurs phosphorylations afin de conduire à sa forme active 5’-triphosphate 

(AraCTP). L’incorporation de l’AraCTP dans l’ADN en compétition avec la 

désoxycytidine triphosphate (dCTP) aboutit à l’arrêt de l’élongation des acides 

nucléiques bloquant les synthèses d’ADN et d’ARN. La concentration d’AraCTP 

intracellulaire est associée à l’efficacité de l’AraC. La DNR appartient à la famille des 

anthracyclines, dont le mécanisme d’action fait appel à une intercalation de l’ADN, un 

blocage de réplication de l’ADN par stabilisation et inhibition de la topoisomérase II et 

à la production de dérivés oxygénés réactifs issus de la partie quinone des 

anthracyclines. 

 

L’étude pharmacogénomique présentée ici cherche à évaluer l’impact de 

variants de structure des protéines participant au métabolisme de ces 2 drogues. Elle 

a été menée sur les blastes des patients inclus dans les protocoles CBF2006 

(patients possédant un pronostic cytogénétique favorable), et LAM2006IR (patients 

possédant un pronostic cytogénétique intermédiaire).  

 

Dans un premier temps, 29 variants fréquents de structure (variants ayant une 

fréquence de l’allèle minoritaire supérieure à 0,1) des gènes des principales 

protéines pouvant influencer la réponse au traitement ont été évalués chez 70 

patients du bras CBFB-MYH11 du protocole CBF2006. Ce protocole ayant pour 
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objectif de comparer deux schémas thérapeutiques d’induction dans un groupe de 

LAM favorables possédant soit une translocation t(8;21) (fusion RUNX1-RUNX1T1), 

soit une inversion péricentrique du chromosome 16 (inv16), ou une translocation 

entre les 2 chromosomes 16 t(16;16) (fusion CBFB-MYH11). Outre les indicateurs 

classiques de survie, le protocole évaluait la maladie résiduelle moléculaire de 

manière répétée à l’issue de chaque bloc thérapeutique. Ceci permet ainsi d’utiliser 

cette maladie résiduelle comme « biomarqueur » de la réponse thérapeutique, en 

comparaison de la survie, afin d’évaluer l’efficacité directe des médicaments (la 

survie combinant d’autres facteurs comme la greffe ou les soins de support).  

 

 

Dans un deuxième temps, notre étude a été étendue à l’intégralité des patients 

inclus dans le protocole CBF2006 ainsi que sur des patients provenant du protocole 

LAM2006IR en ciblant l’analyse sur 3 variants identifiés au cours de la 1ère phase. Le 

critère de réponse porte sur l’évaluation de la maladie résiduelle et la survie. 

L’objectif étant de confirmer les résultats préalables sur un groupe de patients étendu 

et hétérogène en terme de pronostic. 
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GENERALITES 
 

1. Les LAM 
 

1.1 Epidémiologie 
 

Les leucémies aiguës myéloïdes sont des affections définies par la présence de 

plus de 20% de blastes myéloïdes (cellules myéloïdes immatures) dans la moelle 

osseuse ou le sang4.  

Il s’agit d’une pathologie rare (d’incidence 3,9 cas pour 100.000 habitants chez les 

hommes, 3,4 cas pour 100.000 habitants chez les femmes) touchant essentiellement 

les sujets âgés (médiane au diagnostic 71 ans)1 (figure 1A). Il existe une grande 

disparité de pronostic selon les âges. En effet, un observatoire européen portant sur 

la période 2000-2002 estime la survie à 5 ans à environ 17%, celle des plus jeunes 

(15-49 ans) atteignait 47%, alors qu’elle n’était que de 15% chez les 50-69 ans, et de 

2,7% chez les plus de 70 ans5. 

Le pronostic de cette pathologie reste donc très sombre et bien que l’on observe une 

amélioration du pronostic des LAM depuis 1980, une disparité persiste selon les 

âges puisqu’en effet cette amélioration du pronostic (principalement liée aux soins de 

support et aux antifongiques) a surtout concerné les patients jeunes (figure 1B)6.  

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Figure 1 : Incidence des LAM 
A : Incidence des LAM en France en 2012. (données INVS et INCa)  

B : Survie à 10 ans de patients LAM par groupe d’âge. Les périodes estimées sont 

1980-84 (trait plein) et 2000-04 (pointillés) 

 

1.2 Données clinico-biologiques 
 

La présentation clinique résulte de deux conséquences de la maladie : 

l’insuffisance médullaire et le syndrome tumoral dû à la prolifération blastique. Les 

signes liés à l’insuffisance médullaire sont les conséquences des cytopénies 

d’installation rapide avec :  

- Un syndrome anémique souvent mal toléré ; 

- Un syndrome infectieux en rapport avec la neutropénie touchant souvent la 

sphère ORL ; 

- Un syndrome hémorragique cutané ou muqueux, conséquence de la 

thrombopénie, avec parfois une CIVD. 

B 
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Les signes tumoraux sont inconstants avec :  

- Des localisations cutanées sous formes de leucémides (LA 

monoblastiques) ; 

- Des hyperplasies gingivales (LA monoblastiques) ; 

- Une leucostase lorsque l’hyperleucocytose est majeure (>100 G/L) pouvant 

se traduire par une détresse respiratoire ; 

- Une splénomégalie dans environ 15 à 20% des cas. 

L’hémogramme peut retrouver une anémie normo- ou modérément 

macrocytaire, parfois sévère, une thrombopénie, une neutropénie ainsi que des 

blastes circulants sur le frottis sanguin qui peuvent parfois être rares, voire absents. 

La ponction médullaire permet un examen cytologique (myélogramme) ainsi que la 

réalisation de techniques complémentaires7. Le myélogramme est l’examen clé du 

diagnostic (identifiant plus de 20% de blastes). Des critères morphologiques 

permettront de différencier les blastes lymphoïdes des myéloïdes. Les blastes 

myéloïdes seront, le plus souvent de plus grande taille, à chromatine fine, avec un 

rapport nucléo-cytoplasmique faible à modéré et possédent des granulations 

cytoplasmiques, voire des corps d’Auer (bâtonnets azurophiles pathognomoniques 

du caractère myéloïde de la cellule leucémique). L’immunophénotypage par 

cytométrie en flux évalue l’expression de divers antigènes membranaires ou intra-

cytoplasmiques, il permet de confirmer le diagnostic de LAM et d’évaluer l’existence 

sur les blastes de profils antigéniques particuliers permettant la recherche d’une 

maladie résiduelle. La cytogénétique via l’étude du caryotype est indispensable au 

diagnostic, la classification OMS utilisant ce résultat du fait de son caractère 

pronostique8. Enfin, la recherche d’anomalies moléculaires a un intérêt pronostique 

et permet le suivi de la maladie résiduelle après traitement. 

La classification OMS 2016 regroupe les LAM en 4 grandes catégories : les 

LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes, les LAM avec anomalies associées 

aux myélodysplasies, les LAM secondaires aux traitements et les LAM sans autre 

spécification. Cette dernière entité reprend les caractéristiques morphologiques de la 

classification FAB de 1976.  
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Le pronostic des LAM dépend d’un certain nombre de facteurs dont les plus 

significatifs sont l’âge (mauvais pronostic après 60 ans), la leucocytose, l’existence 

de comorbidités, la réponse au traitement d’induction, les critères cytogénétiques9 et 

moléculaires. L’examen cytogénétique définit trois groupes pronostiques : les LAM 

de bon pronostic, de pronostic intermédiaire et de mauvais pronostic (figure 2). 

 

Figure 2 : Pronostic des LAM selon leur caryotype (d’après Grimwade et al, Blood 
20109) 

 

1.3 Prise en charge des LAM 
 

La base du traitement des LAM repose sur une polychimiothérapie intensive en 

plusieurs phases. Le traitement d’induction a pour objectif la rémission complète. Le 

traitement de consolidation a pour objectif de prévenir la rechute, il débute après la 

rémission complète clinique et biologique. Le traitement d’entretien, réalisé en 

ambulatoire, peut ne pas être nécessaire, notamment en cas de greffe de CSH. 
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La rémission complète, est définie par10 :  

- L’amélioration de l’hémogramme (absence de blastes circulants, nombre de 

polynucléaires > 1 G/L, nombre de plaquettes > 100 G/L) ; 

- Un frottis médullaire riche (comportant moins de 5 % de cellules blastiques 

et ne contenant pas de corps d’Auer) ; 

- La disparition de tous les autres signes de la maladie et l’indépendance 

transfusionnelle. 

 En dehors des LAM promyélocytaires, dont la chimiothérapie d’induction 

spécifique inclura l’acide tout trans rétinoïque (ATRA), le protocole de référence de la 

chimiothérapie d’induction associe une anthracycline et la cytarabine11 selon un 

schéma 7+3 avec 7 jours de perfusion continue de cytarabine et de la daunorubicine 

des jours 1 à 3.  

Quatre grandes études ont évalué une augmentation des doses de 

daunorubicine12,13,14,15. L’étude de l’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)12 

inclut des patients de moins de 60 ans, alors que l’étude HOVON-SAKK-AMLSG13 

inclut des patients de plus de 60 ans. Elles se proposent de comparer une induction 

7+3 comprenant un bras avec 45 mg/m2 de daunorubicine et un bras avec 90 

mg/m2. La population jeune de l’étude ECOG voit son OS significativement prolongé 

par la double dose de daunorubicine, ainsi qu’un meilleur taux de réponse complète, 

pour une toxicité identique. En ce qui concerne la population âgée de  l’étude 

HOVON-SAKK-AMLSG, bien que le taux de réponse complète soit meilleur chez les 

patients ayant reçu la double dose, le bénéfice sur l’OS n’est visible que pour les 

patients entre 60 et 65 ans et pour les patients ayant une LAM CBF (la toxicité de la 

double dose étant identique à la simple dose). Une étude coréenne14 menée sur 383 

patients de 15 à 60 ans est concordante en terme de résultats avec l’étude ECOG. 

L’étude NCRI AML 1715 a quant à elle comparé chez 1206 patients âgés de 16 à 72 

ans, 60 et 90 mg/m2 de daunorubicine en traitement d’induction. Non seulement 

l’EFS et l’OS sont identiques dans les deux bras mais on observe une augmentation 

de la mortalité précoce dans le bras daunorubicine 90 mg/m2. Il semble donc qu’une 

augmentation des doses de daunorubicine lors du traitement d’induction puisse 

bénéficier aux patients jeunes. 
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En ce qui concerne la cytarabine, deux études historiques16,17 n’ont pu 

démontrer la supériorité d’une augmentation de dose au moment de l’induction, elles 

ont même rapporté une augmentation de la toxicité du médicament. 

De nouvelles stratégies d’induction des LAM ont vu le jour au fil du temps, 

parmi elles, on peut citer l’adjonction d’une 3ème molécule à la cytarabine et à la 

daunorubicine. Une des plus étudiées est le Gemtuzumab-ozogamicine, un anti-

CD33 couplé à un agent toxique, la calichéamicine. Il a été démontré que cette 

molécule, à la dose de 3 mg/m2 pouvait apporter un bénéfice aux patients possédant  

un caryotype de bon pronostic, de pronostic intermédiaire ainsi que les patients 

possédant une mutation FLT3-ITD mais pas à ceux ayant un caryotype 

défavorable18. Cependant, après avoir été approuvé par la Food and Drug 

Administration dans la LAM du sujet âgé, un excès de toxicité hépatique a entraîné le 

retrait de son AMM aux Etats-Unis. Parmi les autres molécules ayant été testées en 

induction, on peut citer le sorafénib, un inhibiteur multikinases, qui, combiné à la 

cytarabine et à la daunorubicine chez le patient âgé ne semble pas montrer de 

bénéfice significatif en termes d’EFS et d’OS19. 

L’étape de consolidation pour les patients jeunes ayant obtenu une rémission 

après l’induction peut se résumer en deux grandes stratégies, d’une part plusieurs 

cycles de cytarabine hautes doses (jusqu’à 3 g/m2)20, d’autre part la greffe 

allogénique de cellules souches. La décision de greffer les patients en consolidation 

de LAM est à évaluer individuellement selon le rapport bénéfice/risque que peut 

apporter cette greffe. Elle reste à ce jour le meilleur moyen de prévenir la rechute 

mais est associée avec une plus grande morbi-mortalité liée au traitement. De 

manière générale, tout patient jeune se trouvant dans le groupe de pronostic 

intermédiaire ou défavorable doit être considéré comme susceptible d’être greffé21. 

De plus, le conditionnement atténué22, se basant sur un traitement moins intense que 

le traitement myélo-ablatif utilisé généralement dans le conditionnement des greffes 

de cellules souches allogéniques, est de plus en plus proposé. Il utilise le principe de 

l'effet anti-tumoral et immunologique du greffon (effet GVL - Graft Versus Leukemia). 

Il va s'ensuivre un chimérisme mixte, c'est-à-dire une coexistence des cellules 

malades du patient avec le greffon du donneur. Puis progressivement, les 

lymphocytes du greffon vont prendre le dessus et éliminer les cellules délétères du 

malade. Son principal intérêt est de pouvoir greffer des patients plus âgés par 
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rapport à un conditionnement myélo-ablatif. 

Chez les patients âgés, la tolérance d’une chimiothérapie intensive est moindre, 

du fait de comorbidités fréquentes et d’une plus grande susceptibilité à développer 

des infections. De plus, ces patients ont souvent des LAM de moins bon pronostic du 

fait de la fréquence augmentée de LAM secondaires aux myélodysplasies. Il semble 

toutefois que les LAM de bon pronostic du sujet âgé selon la classification de l’ELN 

puissent bénéficier d’un traitement standard. Chez les patients ne pouvant pas en 

bénéficier, un traitement par des doses faibles de cytarabine ou par agents 

déméthylants (azacytidine) peut-être proposé23. Il semble que les agents 

déméthylants démontrent une supériorité sur les doses faibles d’Ara-C24. 

 

2.    Chimiothérapie des LAM 
 

2.1 La cytarabine 
 

La cytarabine ou cytosine arabinoside (1-β-D-arabinofuranosylcytosine, Ara-C) 

est un anti-métabolite anti-pyrimidique faisant partie de la famille des analogues 

nucléosidiques. Il s’agit d’un analogue de la 2’-déoxycytidine qui diffère 

structuralement de son homologue grâce à l’ajout d’un groupement hydroxyl25 en 

position trans sur la cytarabine. Ce groupement en 2’-trans change la conformation 

dans l’espace de la molécule et est probablement responsable de l’interaction entre 

le 1-β-D-arabinofuranosylcytosine triphosphate (Ara-CTP) et l’ADN polymérase α26. 

Figure 3 : Structure de la déoxycytidine et de la cytarabine	  
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Le passage de l’Ara-C à travers les membranes cellulaires dépend de sa 

concentration plasmatique. A haute concentration, il se fait par diffusion passive, 

facilitée dans le sens du gradient de concentration, tandis qu’à faible concentration, il 

fait intervenir un transporteur actif27 hENT1/ SLC29A1. L’Ara-C est une prodrogue, 

ayant besoin d’être convertie en son dérivé l’Ara-CTP afin d’exercer son pouvoir 

cytoxique28. Après passage membranaire, il est converti en dérivé nucléotidique par 

la désoxycytidine kinase (dCK). Après deux phosphorylations successives par une 

monophosphate et une diphosphate kinase, l’Ara-C est convertie en sa forme active : 

Ara-CTP.  

L’Ara-CTP inhibe l’ADN polymérase α (POLA) et β (POLB) et est incorporé au 

sein du brin d’ADN en élongation afin de bloquer cette dernière29. L’efficacité de 

l’Ara-C est conditionnée de façon physiologique par des enzymes de dégradation : la 

cytidine désaminase (CDA) et la désocytidilate désaminase (DCTD) qui 

convertissent respectivement l’Ara-C et l’Ara-CMP en dérivés Ara-U et Ara-UMP 

inactifs ainsi que par la 5’nucléotidase (NT5C), capable de déphosphoryler l’Ara-

CMP en Ara-C. De plus, des voies de rétrocontrôle cellulaire existent afin de réguler 

la formation d’Ara-CTP, la plus importante étant la présence de dCTP qui exerce un 

rétrocontrôle négatif sur la déoxycytidine kinase (DCK), enzyme constituant l’étape 

limitante  dans la formation du dérivé actif30. Les taux de dCTP sont régulés par la 

ribonucléotide réductase (RRM1/RRM2) qui est responsable de la transformation de 

CTP en dCTP. A contrario, le dTTP exerce un rétrocontrôle positif puissant sur cette 

enzyme. Il est à noter que les taux de dCK décroissent avec la maturation des 

cellules31. Les conversions de l’Ara-CMP en Ara-CTP par les enzymes de faible 

affinité dCMP kinase (CMPK1) et dCDP kinase (NME1) ne sont pas des étapes 

limitantes de par leur relative abondance cellulaire. 

D’autres protéines conditionnent l’efficacité de l’Ara-C :  

- CTPS1 (Cytidine 5-triphosphate synthétase), enzyme responsable de la 

conversion de l’UTP en CTP et donc impliquée dans la synthèse de novo de 

CTP ; 

- CTPS2 codant pour la CTP synthetase II, catalysant le même type de 

réaction ; 
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- GIT132 protéine d’échafaudage impliquée dans divers processus notamment 

dans la régulation de cascades de signalisation intra-cellulaire ; 

- Des transporteurs d’efflux tels que ABCC10 et ABCC11. 

 

Les mécanismes par lesquels l’Ara-CTP exerce sa toxicité sont multiples :  

- Inhibition des ADN polymérases α et β28,33 ; 

- Incorporation à l’ADN en compétition avec le dCTP34 ; 

- Induction de l’apoptose et production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS)35 ; 

- Perturbation de la synthèse des lipides et glycoprotéines membranaires36. 

 

 

 

 

  

 

                                                                                                                          

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Métabolisme cellulaire de l’Ara-C et de la 2’déoxycytidine 

(d’après Lamba.) 
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Après administration IV, la disparition plasmatique est biphasique, avec, une 

demi-vie d’élimination initiale (T1/2A :10min), suivie d’une deuxième phase 

d’élimination plus lente (T1/2B :3h). La cytarabine diffuse dans le SNC, la rate, la 

salive, les larmes, le tube digestif, le thymus, la moelle osseuse. L’élimination est 

essentiellement urinaire, après 24h, 80% du produit est retrouvé dans les urines. 

Cette excrétion urinaire se fait essentiellement sous forme d’Ara-U.  

2.2 La daunorubicine 
 

Les anthracyclines sont une famille de médicaments anticancéreux d’origine 

naturelle. En 1963, Di Marco détecte une activité antitumorale à une nouvelle classe 

d’antibiotiques sur un modèle murin37. La daunorubicine est la première molécule de 

cette famille suivie peu de temps après par la doxorubicine. Les anthracyclines ont 

pour structure commune un noyau polyaromatique tétracyclique (aglycone) attaché à 

un amino-sucre, la daunosamine par liaison glycosidique. Tous les agents de cette 

classe possèdent une structure quinone et hydroquinone, ce qui leur permet d’agir 

comme donneur et accepteur d’électrons. 

Bien que l’activité antitumorale de cette molécule soit connue depuis plus de 50 

ans, les connaissances pharmacodynamiques la concernant demeurent incomplètes. 

Ce n’est qu’en 2016, qu’a été démontré le rôle de l’OCT1, un transporteur cationique 

membranaire dans le passage intracellulaire de la daunorubicine38. Il en va de même 

pour ses mécanismes d’actions qui ne sont pas tous élucidés à ce jour. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Structure moléculaire de la daunorubicine 
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Parmi ses principaux mécanismes d’actions, on peut citer :  

- L’intercalation dans la molécule d’ADN ; 

- L’inhibition de la topoisomérase II ; 

- L’induction de l’apoptose ; 

- La production de ROS. 

 

L’intercalation dans l’ADN se produit au niveau de zones riches en GC de par la 

formation de liaisons hydrogènes spécifiques entre la guanine et l’anthracycline39. 

Cette intercalation résulte de l’insertion de la structure plane tétracyclique entre des 

bases d’ADN adjacentes, stabilisée par des interactions électrostatiques entre le 

groupement phosphate de l’ADN et le groupement amine chargé positivement de 

l’anthracycline40. Il a été démontré que la formation de complexe anthracycline-ADN 

induit des dommages à l’ADN indépendamment de l’activité exercée sur la 

topoisomérase II, notamment via une activation des phénomènes d’apoptose41.   

 

 

 

Figure 6 : Mécanisme de perturbation de l’action de la topoisomérase II (d’après 

Beretta et al.). A. Complexe topoisomérase II-ADN. B. La molécule stabilise le 

complexe C. Collision avec la fourche de réplication D. Lésions irréversibles de 

l’ADN 
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Les topoisomérases sont des enzymes contrôlant la structure topologique de 

l’ADN permettant de lui ajouter ou enlever des supertours, leur mécanisme passe par 

une liaison réversible à l’ADN. Elles jouent un rôle essentiel notamment dans les 

processus de réplication, transcription, séparation des chromosomes, etc. L’inhibition 

de la topoisomérase II passe par la formation d’un complexe ternaire ADN-

anthracycline-enzyme. La stabilisation du complexe clivable formé entre l’enzyme et 

l’ADN est responsable de dommages irréversibles après collision avec la fourche de 

réplication (figure 6). 

 

L’implication de la production de ROS dans le mécanisme d’action de la 

daunorubicine est sujette à débat42 (Les études ayant tenté de démontrer leur 

implication utilisent les anthracyclines à des doses au-delà de celles utilisées 

usuellement en thérapeutique). La partie quinone de l’anthracycline peut être réduite 

en forme hydroquinone. Elle forme des radicaux libres semi-quinones pouvant 

réduire l’oxygène et ainsi produire des anions superoxydes et d’autres ROS dont le 

peroxyde d’hydrogène et des radicaux hydroxyl. Ces espèces réactives sont 

susceptibles d’induire des dommages sur l’ADN et contribuer à la peroxydation 

lipidique pouvant conduire à la formation de malondialdéhyde (MDA). Le MDA peut 

réagir avec le groupement amine exocyclique de la désoxyguanosine, 

désoxyadénosine et désoxycytidine afin de former des produits alkylés43. Dans des 

cellules en prolifération, la formation de complexes MDA-ADN est responsable d’un 

arrêt du cycle cellulaire44. 
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La détoxification de la daunorubicine fait également intervenir des carbonyl 

réductases notamment CBR1 et CBR3. Le principal métabolite formé est le 

daunorubicinol qui possède une activité négligeable comparée à celle de la DNR45. 

 

Après injection IV, le médicament a une demi-vie plasmatique biphasique 

(40min et 45-55h). Son métabolisme est hépatique, son excrétion est majoritairement 

urinaire sous forme de métabolites inactifs.  

 

Il est important de signaler qu’il existe une toxicité cardiaque spécifique aux 

anthracyclines. La formation de radicaux libres est déterminante car les cellules 

myocardiques sont riches en mitochondries et donc sensibles à la peroxydation des 

lipides de la membrane mitochondriale et pauvres en enzymes de détoxification des 

ROS telles que superoxyde dismutase (SOD1-3) et catalase (CAT)46. De plus, le 

doxorubicinol, est toxique pour le cœur en raison de son activité sur la pompe à 

calcium du sarcoplasme. 

 

Figure 7 : Mécanismes d’action de la DNR (d’après Beretta et al.). 
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3.    Pharmacogénomique 
 

La pharmacogénomique étudie les relations entre des variations génétiques 

(ADN, ARN) et la réponse aux médicaments47. Elle a pour but d’arriver à dépister 

des personnes susceptibles de développer une réponse anormale à des traitements, 

aussi bien en ce qui concerne l’efficacité que la toxicité. Elle vise à une optimisation 

thérapeutique individuelle en vue de l’amélioration de la balance bénéfice/risque du 

traitement. Dans ce chapitre, nous allons voir à travers deux exemples quelles 

peuvent être les applications de la pharmacogénomique. 

 

3.1 Variants génétiques de TPMT et thiopurines 
 

La thiopurine S-méthyltransférase (TPMT) est une enzyme cytosolique qui catalyse 

la méthylation des cycles aromatiques, plus particulièrement des thiopurines, en 

utilisant la S-adénosyl L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle.  

La classe pharmacologique des thiopurines est actuellement représentée par trois 

médicaments : la 6-mercaptopurine (6-MP, Purinethol®), l’azathioprine (Imurel®) et 

la 6-thioguanine (6-TG, Lanvis®). Elles possèdent une structure chimique dérivée de 

la purine qui sera à l’origine des bases puriques : l’adénine et la guanine. 

Figure 8 : Structure chimique de la purine et des bases puriques 

	  

adénine guanine 
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La 6-MP et la 6-TG sont notamment utilisées dans le traitement des LA. 

L’azathioprine est utilisée de par ses propriétés immunosuppressives dans le 

traitement des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), de la maladie 

de Cröhn et de la rectocolite hémorragique. Elle est également utilisée dans le 

traitement de maladies auto-immunes et dans la prévention du rejet de greffe 

d’organes solides. 

 

Les thioguanines sont des prodrogues, actives sous forme de nucléotides, c’est-

à-dire après ajout d’un ribose et de 3 phosphates. Elles agissent selon 3 

mécanismes. Le premier est l’inhibition de la phosphoribosyl-pyrophosphate 

amidotransférase (PPAT), bloquant le passage du phosphoribosylpyrophosphate 

(PRPP) au 5-phosphoribosylamine et entraînant une inhibition de la synthèse de 

novo des purines48. Le second est l’incorporation au sein de l’ADN et l’ARN 

entraînant un arrêt de la réplication cellulaire49. Le troisième est plus complexe et 

implique le phénomène d’apoptose50. 

Les thioguanines sont rapidement absorbées au niveau intestinal.  

L’azathioprine subit une hydrolyse rapide et est convertie en 6-MP et en méthylnitro-

imidazole par des glutathion S-transférases (GST) notamment GST-A1, GST-A2 et 

GST-M151. La distribution tissulaire de cette famille de molécule est grande et leur 

demi-vie plasmatique est courte (1 à 2h)52. 

Environ 12 % de la dose de 6-MP administrée est retrouvée sous forme 

inchangée dans les fèces53. Le reste de la dose, après une première métabolisation 

précoce dans la paroi intestinale, est métabolisé au sein du cytoplasme intracellulaire 

par trois voies enzymatiques compétitives :  

- Deux voies sont cataboliques : les voies de XDH et de la thiopurine S-

méthyltransférase (TPMT) ;  

- Une est anabolique : débutant par HPRT1 (Hypoxanthine 

PhosphoRibosylTransferase 1). 

L’HPRT catalyse la formation de	   6-thioinosine monophosphate (6-TIMP) qui 

aboutira, après plusieurs réactions enzymatiques à la formation de métabolites actifs. 

La principale voie enzymatique de détoxification est celle de la xanthine 
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dehydrogenase, qui convertit la 6-MP en acide thiourique, métabolite inactif 

hydrosoluble, éliminé dans les urines. La TPMT, quant à elle, permet la méthylation 

de la 6-MP en 6-méthylmercaptopurine (6-MMP) qui sera secondairement transformé 

en 6-méthylmercapto-8-hydroxypurine (6-Me-8-OH-MP) par l’aldéhyde oxydase. 

TPMT est également capable de transformer 6-TIMP en dérivés méthylés et donc 

d’empêcher la formation de métabolites actifs. 

Les thiopurines sont des médicaments à index thérapeutique étroit. Parmi les 

principaux effets indésirables, la toxicité hématologique est la plus fréquente. Elle se 

traduit par des neutropénies le plus souvent modérées. Dans certains cas, cette 

toxicité peut engendrer une pancytopénie54. Les cas d’aplasies médullaires induites 

par les traitements par thiopurines ont une issue fatale dans environ 1% des cas55. 

Les thiopurines peuvent être également responsable d’une toxicité hépatique avec 

des cholestases ou des hépatites. Sont également décrites des toxicités 

pancréatiques d’origine immuno-allergique, et gastro-intestinale. 

Le suivi thérapeutique pharmacologique des thiopurines est basé sur le dosage 

des concentrations intra-érythrocytaires des métabolites actifs, les 6-thioguanine 

nucléotides (6-TGN). Des concentrations intra-érythrocytaires élevées en 6-TGN ont 

été associées à une myélosuppression56 et donc à une potentielle toxicité. Or, une 

activité TPMT basse est fortement corrélée à des taux élevés de 6-TGN56 via la 

potentialisation de leur formation par le biais de la voie de l’HPRT. L’étude de 

Lennard et al. de 1990 sur les LAL a montré que les patients peu répondeurs aux 

thiopurines présentaient une activité TPMT plus élevée que les autres et avaient des 

concentrations en 6-TGN plus faibles57. 

 Les variations inter-individuelles d’activité de TPMT sont responsables des 

variations du métabolisme des thiopurines. Elles sont sous la dépendance de 

polymorphismes génétiques. A ce jour, environ 40 polymorphismes génétiques ont 

été décrits pour le gène codant TPMT. L’allèle sauvage est appelé TPMT*1 et la 

quasi totalité de ces polymorphismes correspond à des mutations faux-sens. Devant 

la distribution familiale des polymorphismes au cours des différentes études menées 

sur la TPMT, l’hypothèse la plus probable est que leurs transmissions soient 

codominantes. Une première étude menée en 1980 sur 298 patients a permis de les 

diviser en 3 catégories d’activité pour TPMT : 88,6% avaient une activité élevée, 
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11,1% une activité intermédiaire et 0,3% une activité indétectable58. 

Les principaux variants alléliques retrouvés chez les caucasiens sont c.460G>A 

(rs1800460, p.Ala154Thr) représentant TPMT*3B, c.719A>G (rs1142345, 

p.Tyr240Cys) ou TPMT*3C, le TPMT*3A étant l’association de ces 2 SNP, et SNP 

c.238G>C (rs1800462, p.Ala80Pro) correspondant à l’allèle TPMT*2. Ils représentent 

plus de 90% des individus caucasiens ayant un déficit en TPMT59. 

A titre d’exemple et afin d’illustrer l’importance de la pharmacogénomique dans 

le cas des thiopurines, la FDA recommande le génotypage ou phénotypage de la 

TPMT avant de démarrer un traitement par azathioprine. Les patients pour lesquels 

on identifie un risque élevé de toxicité auront des doses réduites à l’initiation du 

traitement. Ceux qui auront une activité très diminuée de TPMT devront se voir 

proposer une alternative thérapeutique60. 

 

3.2 Variants génétiques de VKORC1 et anti-vitamine K 
 

Les anti-vitamine K (AVK) sont des médicaments anticoagulants à index 

thérapeutique étroit. D’abord utilisés en tant que raticide, c’est dans les années 50 

que leur utilisation va débuter chez l’Homme dans la prévention de la maladie 

thromboembolique veineuse et artérielle61. Leur emploi est délicat car ces 

médicaments font l’objet d’une grande variabilité inter- et intra-individuelle.  

 

La vitamine K intervient sous forme réduite dans la γ-carboxylation hépatique 

de 4 facteurs de coagulation, les facteurs II, VII, IX et X. Cette carboxylation est 

essentielle dans le fonctionnement de ces facteurs puisqu’elle permet de les 

rapprocher de surfaces phospholipidiques (via le calcium) catalysant leur réaction. 

Les AVK bloquent la vitamine K époxyde réductase (VKORC1) intervenant dans la 

régénération de la vitamine K sous forme réduite (figure 10). 
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Un surdosage en AVK expose le patient à un risque de saignement tandis 

qu’un sous dosage entraîne un risque thrombotique. L’INR permet le suivi biologique 

du traitement. Les facteurs de variabilité de réponse au traitement entraînant une 

variation de l’INR sont nombreux, ils peuvent être d’ordre physiologique (âge, sexe, 

co-morbidités…), environnemental (alimentation, prise d’autres médicaments), mais 

aussi génétiques (variations de gènes codant pour les gènes du métabolisme, 

transport ou cible pharmacologique des AVK). Deux gènes sont particulièrement 

impliqués dans la variabilité génétique de la réponse aux AVK, VKORC1 et CYP2C9.  

 

Figure 9 : Cycle de carboxylation vitamine K dépendant (d’après Moreau et al.) 
VKOR : vitamine K époxyde réductase ; Glu : résidu glutamate ; Gla : résidu gamma-
carboxy-glutamate.  

GGCX 
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CYP2C9 est la principale enzyme responsable du métabolisme des dérivés 

coumariniques. De nombreux polymorphismes affectant son activité ont été décrits. 

L’allèle sauvage est l’allèle CYP2C9*1. Les deux principaux variants dans la 

population caucasienne sont CYP2C9*2 (p.Arg144Cys, rs1799853) et CYP2C9*3 

(p.Ile359Leu, rs1057910), ils induisent une diminution de la clairance hépatique des 

AVK. Une étude, publiée en 1999, corrèle ces 2 génotypes à la nécessité de doses 

plus faibles en AVK, à des difficultés à l’induction du traitement (séjour prolongé à 

l’hôpital) et à un risque accru en ce qui concerne les risques de complications 

majeures dues à des saignements62. L’impact des polymorphismes de VKORC1 sur 

la réponse au traitement par AVK a été étudié plus récemment. Les polymorphismes  

rs9923231 et rs9934438 semblent jouer un rôle majeur dans la réponse à la 

warfarine, et ce quelle que soit l’origine ethnique des patients63. Une étude menée en 

2008 sur 297 patients concernant le rôle des polymorphismes du CYP2C9 et de 

VKORC1 dans la réponse aux AVK permet même de conclure que la variabilité de 

l’INR à l’initiation du traitement est plus fortement associée à la variabilité génétique 

de la VKORC1 qu’à celle du CYP2C964. De plus, comparativement aux homozygotes 

sauvages, les patients homozygotes mutés pour VKORC1 ont un délai 

significativement réduit pour atteindre le 1er INR dans la cible thérapeutique, ainsi 

qu’un délai plus court de survenue de surdosage (INR>4). Or, la phase d’instauration 

du traitement est connue comme étant la phase critique durant laquelle le risque 

hémorragique par surdosage est le plus élevé. 

Il n’existe pas de consensus à ce jour quant à l’étude systématique du 

polymorphisme des principaux gènes impliqués dans la réponse aux AVK chez tous 

les patients à l’instauration du traitement. Malgré tout, certaines études laissent 

penser que des algorithmes tenant compte, à l’initiation du traitement, des données 

de pharmacogénomique des AVK permettent de mieux prédire les doses 

nécessaires à l’équilibre par rapport à des algorithmes considérant seulement des 

critères purement cliniques65. 
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MATERIELS ET METHODES 
 
1. Sélection des variants fréquents de structure 
 

 

Le but de notre étude est d’identifier l’impact potentiel de variants de structure 

des principales protéines intervenant dans le métabolisme de la cytarabine ou de la 

daunorubicine dans la réponse au traitement en termes de maladie résiduelle et de 

survie. Pour cela, les variants de structure ayant une fréquence de l’allèle minoritaire 

(MAF) supérieure à 0,1 ont été recherchés dans la base de données dbSNP. Une 

MAF de 0,1 correspond à une fréquence dans la population de 81% d’homozygotes 

« normaux » (0,9x0,9), 1% d’homozygotes « variants » (0,1x0,1) et 18% 

d’hétérozygotes (2x0,1x0,9). 

 

Pour le métabolisme de l’AraC, aucun variant fréquent n’a été identifié pour : 

- CTPS1 (cytidine 5-triphosphate synthétase) ; 

- CTPS2 (CTP synthetase II) ; 

- GIT1 ;  

- RAD51AP1 ;  

- DCK  (déoxycytidine kinase) ; 

- NT5C2  (5’nucleotidase) ; 

- DCTD (deoxycytidilate deaminase) ; 

- RRM1 (sous-unité 1 de la ribonucléotide réductase) ; 

- SLC29A1 (transporteur hENT1).  

 

En revanche, 11 variants fréquents du métabolisme de l’Ara-C ont été 

identifiés :  

- 1 pour ABCC10 (rs2125739, p.I948T, MAF 0,19) ; 

- 5 pour ABCC11 (rs1122416246, p.R19H, MAF 0,12 ; r16945916, p.G180R, 

MAF 0,17 ; rs17822931, p.A317E, MAF 0,31 ; rs16945988 p.A666T, MAF 

0,11 ; rs11863236, p.H1344R, MAF 0,12) ; 

- 2 pour SLC25A37 (rs2942194, p.R77Q, MAF 0,20 ; rs3736032, p.87V, MAF 

0,13) ; 
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- 1 pour CMPK1 (rs7543016, p.G8R, MAF 0,41) ; 

- 1 pour RRM2 (rs1130609, p.S59A, MAF 0,35) ; 

- 1 pour CDA (rs2072671, p.K27Q, MAF 0,21). 

 

En ce qui concerne le métabolisme de la DNR, aucun variant fréquent n’a été 

identifié pour ABCC1, GSTT1 et TOP2A (sous-unité alpha de l’ADN topoisomérase 

II). 

 

18 variants fréquents de structure ont été identifiés pour le métabolisme de la 

DNR :  

- 1 pour ABCB1 (rs2032582, p.S829A, MAF 0,4) ;  

- 2 pour ABCG2 (rs2231137, p.V12M, MAF 0,14 ; rs2231142, p.Q141K, MAF 

0,14) ; 

- 3 pour AKR1C3 (rs4881396, p.M1I, MAF 0,12 ; rs12387, p.H5Q, MAF 0,13 ; 

rs12529, p.K104N, MAF 0,43) ;   

- 3 pour GSTM1 (rs200184852, p.D9N, MAF 0,17 ; rs201967146, p.C78R, 

MAF 0,10 ; rs74837985, p.K173N, MAF 0,44) ; 

- 1 pour GSTP1 (GSTPi1) (rs1695, p.1105V, MAF 0,32) ; 

- 1 pour NQO1 (NAD(P)H quinone dehydrogenase 1) (rs1800566, p.P149S, 

MAF 0,28) ;  

- 2 pour SLC22A16  (rs12210538, p.H49R, MAF 0,11 ; rs714368, p.M326T, 

MAF 0,31) ; 

- 1 pour SOD2 (rs4880, p.V16A, MAF 0,37) ; 

- 2 pour CBR1 (rs1005696, p.F174L, MAF 0,44 ; rs2835265, p.R208W, MAF 

0,13) ;  

- 2 pour CBR3 (rs1056892, p.CY4, MAF 0,38 ; rs8133052, p.V244M, MAF 

0,40).  
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2. Génotypage par séquençage de nouvelle génération 
(NGS, Next Generation Sequencing) 
 

 

Les différentes techniques de séquençage NGS66 possèdent 4 étapes 

communes :  

- La préparation d’une banque d’ADN simple brin associé à des ligands ; 

- L’amplification de l’ADN par PCR ; 

- Le séquençage des fragments d’ADN ; 

- L’analyse des données par informatique. 

 

La technique utilisée dans notre cas est celle d’Illumina. Sa particularité réside 

en un séquençage sur support solide qui s’effectue sur une plaque de verre appelée 

Flow Cell après amplification en pont des fragments à séquencer.  

 

L’ADN est dans un premier temps fragmenté. Des adaptateurs sont liés à 

chaque fragment d’ADN au niveau de leurs extrémités. Ces adaptateurs contiennent 

des primers de PCR, des primers de séquençage, une zone de 6 nucléotides 

propres à chaque fragment d’ADN lui servant de « code barre » afin d’identifier 

l’échantillon et une partie nucléotidique complémentaire aux amorces tapissant la 

Flow Cell (cf. Annexes 1, 2, 3 et 4).  

 

Les fragments d’ADN vont se fixer au support solide via leurs adaptateurs. Un 

nouveau brin sera alors synthétisé par une polymérase. Il sera fixé de façon 

covalente à la Flow Cell. Le brin d’origine est éliminé par dénaturation, l’extrémité 

libre du brin restant va s’hybrider à une amorce adjacente pour former un pont. La 

polymérase synthétise alors le brin complémentaire pour former un pont double brin 

qui sera ensuite dénaturé. Ce cycle d’amplification sera répété afin de former un 

regroupement d’ADN clonal appelé cluster. Les brins anti-sens seront ensuite clivés, 

c’est l’étape de linéarisation. L’extrémité 3’ des brins d’ADN est ensuite bloquée et 

l’étape de séquençage à proprement parler peut débuter. 
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Le séquençage s’effectue selon une méthode proche de celle de Sanger. Les 

nucléotides utilisés possèdent une partie hydrolysable bloquant l’incorporation du 

nucléotide suivant, ainsi qu’un fluorochrome propre à chaque nucléotide lui aussi 

a. b. c. 

d. e. f. 

g. h. i. 

Figure 10 : Préparation de la librairie d’ADN à séquencer (d’après Illumina, 2014) 

a. Hybridation de l’ADN sur la Flow Cell ; b. Synthèse du brin complémentaire ;                                             

c. Elimination du brin matrice ; d. Formation d’un pont ; e. Synthèse d’ADN double brin ;              

f. Dénaturation de l’ADN double brin ; g. Formation de ponts ; h. Amplification de la 

synthèse d’ADN ; i. Linéarisation de l’ADN 



	   36	  

hydrolysable. Les 4 types de nucléotides sont ajoutés en même temps, l’un d’eux est 

incorporé, les fluorochromes sont excités grâce à un laser. Après détection des 

signaux émis par les fluorophores, le groupement bloquant l’incorporation du 

nucléotide suivant et le fluorophore sont clivés, permettant ainsi l’ajout d’un nouveau 

nucléotide. 

 

 

Figure 11 : Principe du séquençage Illumina (d’après M.H Stern67, 2012) 
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Nous avons donc analysé dans un premier temps grâce à la technique NGS les 

29 variants de structure, puis les 3 SNP sélectionnés lors de la première phase par 

une PCR multiplex séquencée par la même méthode (cf. Tableau 1).  

 

 

3. Statistiques 
	  

La comparaison des données de biologie moléculaires entre les groupes est 

réalisée en utilisant un test de Mann et Whitney (U-test). L’analyse de la survie (EFS 

et OS) a été réalisée par la méthode de Kaplan-Meier. La date d’origine est la date 

de première injection du traitement d’induction. Les variables avec p<0,05 sont 

retenues comme significatives.  

dbSNP Gène Prot Voie Chrom MAF Sequence8hg19 Forward8primer Reverse8primer Couvert

rs1130609 RRM2 S59A AraC 2 0,35 GCTGCTCGCTCTGCTTCGCTGCGCC[G/T]CCACTATGCTCTCCCTCCGTGTCCC GTCCTGTCCTGGCTGCTC CTCACCGTGTTCTCCTTGTC Oui

rs2072671 CDA K27Q AraC 1 0,21 GCTGGTTTGCTCCCAGGAGGCCAAG[A/C]AGTCAGCCTACTGCCCCTACAGTCA CTGAAGCCTGAGTGTGTCCA GTGCCCACCTTTACCTTTGA Oui

rs2125739 ABCC10 I948T AraC 6 0,19 ACAGCCCCCTCCTCACCACCCAGCA[C/T]CCCAGTGTTCCCACTGCCCAAAGCT TTCTGGAGGGTGGGAGAGAT CGCATACACGGTGAGGTAGA Oui

rs2942194 SLC25A37 R77Q AraC 8 0,20 ATGATTTTCTTGAGGGCTCCGTAGA[C/T]ACTTGTGTACTGGGCTTTGGGATCT GCCCTGCACCCATGATCAT TGTTTTCTCTTCTTGCCCGC Oui

rs3736032 SLC25A37 I87V AraC 8 0,13 TACGGAGCCCTCAAGAAAATCATGC[A/G]GACCGAAGGCTTCTGGAGGCCCTTG CACAAGTATCTACGGAGCCCT CCTTGGTGGTGGAAAACGTC Oui

rs7543016 CMPK1 G8R AraC 1 0,41 GTGTATGCTGAGCCGCTGCCGCAGC[C/G]GGCTGCTCCACGTCCTGGGCCTTAG GGTGTATGCTGAGCCGCTG CCGAGGACGAACACGACC Oui

rs11863236 ABCC11 H1344R AraC 16 0,12 ATGGGTGACAGAGAAAGACATTACC[G/T]CCAGTGGGAAAACCAGGAGATAGCA GCATCAAATGGGTGACAGAGA AGTACTGATCACCTGCGCAT Oui

rs16945916 ABCC11 G180R AraC 16 0,17 CTTCCCATTGCCCATAACCAGGATG[C/T]GGTCACAGTTCAGCACAGTGGTGAC CAGCCTTCACCTTCCCATTG CCACAGCCTCCATTGACATG Oui

rs16945988 ABCC11 A666T AraC 16 0,11 CATGTCATCGCCTATGTCGATGCCA[C/T]GATTCACGAGGCCACCAGAAGAGTT CCTGAAACCATGTCATCGCC AGCTTCTTCTAACTCCTGCTGT Oui

rs17822931 ABCC11 A317E AraC 16 0,31 TCACCAAGTCTGCCACTTACTGGCC[C/T]GAGTACACTGGCAATGCAGAAGCAG TCCTGGCATGGACTTGAACA TTTTCGATGCACTTCTGGGC Oui

rs112416246 ABCC11 R19H AraC 16 0,12 TCAAAAATGTGCTTCCCCACGTGGG[C/T]GTCCACAGCAGACAGGGGGTCGTCC TCAATCACAGTCAGAGCCCT TTCCGACCGTCAGATCTACC Oui

rs1695 GSTP1 I105V DNR 11 0,32 CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TCTCCCTCATCTACACCAACTATGT CCAGGGCTCTATGGGAAGG CCCTTTCTTTGTTCAGCCCC Oui

rs4880 SOD2 V16A DNR 6 0,37 AGCACCAGCAGGCAGCTGGCTCCGG[C/T]TTTGGGGTATCTGGGCTCCAGGCAG GGCTGTGCTTTCTCGTCTTC GCGTTGATGTGAGGTTCCAG Oui

rs12387 AKR1C3 H5Q DNR 10 0,13 GACCAGCCTTGGAAAACTCACTGAA[A/G/T]AAAGCTCAATTGGACTATGTTGACC TCTGCAGCTTTGGTCCACTT TGCTCATACAAACTGCATACCT Oui

rs12529 AKR1C3 K104N DNR 10 0,43 AGTGACAGGGAATGGATTCCAAACA[C/G]CAGTGTGTAAAGCTAAATGATGGCC CATCAGTCAGTTTGCAGGGG CCCAATACAGGCATGAAGTGG Oui

rs714368 SLC22A16 M326T DNR 6 0,31 TCTGTGTTCATGGGAGTCACCCCTC[A/G]TCATGTCTGCAGGCCCCCAGGCAAT TTGGCTTCTGTGTTCATGGG TCTTTCTGGCCTGAAGACAAC Oui

rs1005696 CBR1 F174L DNR 21 0,44 ATGGCACATATCAGCTGGCAGGAGA[A/C]AAAGCACAGAGGTCAGTGCACGTGC CATGGGAGTGGGAGAAGTGA TCTTTGGGGCTTGATTTGGC Oui

rs1056892 CBR3 C4Y DNR 21 0,38 GGATGGGAAAGACAGCATCAGGACT[A/G]TGGAGGAGGGGGCTGAGACCCCTGT CCAGGACCAGTGAAGACAGA CCGAAGCAGACGTTTACCAG Oui

rs1800566 NQO1 P149S DNR 16 0,28 TTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAA[C/T]CTCAACTGACATATAGCATTGGGCA CTGCATTTCTGTGGCTTCCA GTCAAAGAGGCTGCTTGGAG Oui

rs2032582 ABCB1 S829A DNR 7 0,34 GAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGT[A/G/T]CTGGGAAGGTGAGTCAAACTAAATA GTCTGGACAAGCACTGAAAGAT AGCATAGTAAGCAGTAGGGAGT Oui

rs2231137 ABCG2 V12M DNR 4 0,14 CAGTAATGTCGAAGTTTTTATCCCA[A/G]TGTCACAAGGAAACACCAATGGCTT CACCTAGTGTTTGCAATCTCATT CAGGTCATTGGAAGCTGTCG Oui

rs2231142 ABCG2 Q141K DNR 4 0,14 CACTCTGACGGTGAGAGAAAACTTA[A/C]AGTTCTCAGCAGCTCTTCGGCTTGC GGATGATGTTGTGATGGGCA CACATTACCTTGGAGTCTGCC Oui

rs2835265 CBR1 R208W DNR 21 0,13 TGCAAATTTGGCATTCACCTCTCTA[C/T]GGGATTGTTGCACACCTTTCTACAT CTGCTCCAAAATCCCTGCAA GCTTTTAAGGGCTCTGACGC Oui

rs4881396 AKR1C3 M1I DNR 10 0,12 CAGCCAACAACTGTTCAAGAAGGAT[G/T]CAAATATCACAGGTAAGAATCCTAC ACTGTTCTCGGAGTTATTTCTAAACA ACAATGTCACATCTTAGAAAATGTAGG Oui

rs8133052 CBR3 V244M DNR 21 0,40 GCTCCCCGCTCAGCCATGTCGTCCT[A/G]CAGCCGCGTGGCGCTGGTGACCGGG CCCGGGAGTTGGAACAGAG AGCCCAGCTAGTGTCAATGC Non

rs12210538 SLC22A16 H49R DNR 6 0,11 GACTGTTCTCCTCCCGACCTTGTCC[A/G]TGGCGATGCACACGAAGGTGTAGGC CACCATAACGACACCACAGG TGCTTGCTCAATGACAGGTG Oui

rs74837985 GSTM1 K173N DNR 1 0,44 ACCTCCACCGTATATTTGAGCCCAA[C/G]TGCTTGGACGCCTTCCCAAATCTGA TGATGTCCTTGACCTCCACC GTAACGGAACAAGGGGCATC Oui

rs200184852 GSTM1 D9N DNR 1 0,17 CATGCCCATGATACTGGGGTACTGG[A/G]ACATCCGCGGGGTGAGCGAGGGTCC TTTAGGCCTGTCTGCGGAAT GAACGGTCCCTAGAGTCCG Oui

rs201967146 GSTM1 C78R DNR 1 0,10 GATCACCCAGAGCAACGCCATCTTG[C/T]GCTACATTGCCCGCAAGCACAACCT TGATGGGGCTCACAAGATCA CCACCCACAAAACACAGACT Oui

Tableau 1 : Variants de structure sélectionnés et amorces utilisées pour leur amplification  
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RESULTATS 
 
1. Protocole CBF2006 
 

Le core binding factor est un facteur de transcription qui résulte de 

l’assemblage de deux sous-unités α2 et β. Il est fortement impliqué dans 

l’hématopoïèse. La sous-unité CBFα2 (dont le nom officiel est RUNX1, aussi connue 

sous le nom AML1) se lie à l’ADN et est responsable du recrutement de divers 

facteurs activateurs ou répresseurs de la transcription. Le gène codant pour RUNX1 

se situe sur le chromosome 21. La sous-unité CBFβ ne se lie pas à l’ADN, le gène 

codant pour cette sous-unité se situe sur le chromosome 16.  

 

La translocation t(8;21) (q22;q22) fusionne les gènes RUNX1 et RUNX1T1 

(ETO,MTG8) localisé sur le chromosome 8. Elle entraîne la formation du transcrit de 

fusion RUNX1-RUNX1T1, marqueur utilisé dans le suivi de la maladie résiduelle. La 

protéine de fusion qui en résulte forme avec CBFβ un complexe qui régule 

l’expression des cibles de RUNX1, interagit avec divers régulateurs transcriptionnels 

et recrute des histones désacétylases imposant une configuration compacte de la 

chromatine68.  

 

L’inversion du chromosome 16 inv(16) (p13q22) et la translocation du 

chromosome 16 t(16;16) (p13;q22) fusionnent le gène CBFβ localisé sur le 

chromosome 16q22 avec le gène MYH11 situé en 16p13. La protéine de fusion 

CBFβ-MYH11, dont le transcrit peut également constituer un marqueur de suivi, 

forme un complexe avec CBFα. Le mécanisme de leucémogénèse fait intervenir une 

séquestration de CBFα dans le cytoplasme69.  

 

Ces leucémies aigues dites CBF font partie du groupe des LA de bon pronostic 

avec une survie moyenne à 5 ans se situant autour de 60%70,71. Cette survie est 

influencée par la présence de mutations additionnelles72,73 comme celles de KIT ou 

FLT3-TKD. 
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Le protocole CBF2006 avait pour but d’évaluer l’intérêt d’une induction 

séquentielle et de l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques chez des 

patients possédant une LAM à core binding factor (CBF)74. Pour cela, 198 patients 

ont été randomisés entre une induction standard et une induction séquentielle 

systématique. La réponse au traitement est évaluée par PCR quantitative en post-

induction et post-consolidation (Minimal Residual Disease, MRD). L’état mutationnel 

de KIT, FLT3 et N/K-RAS est également évalué au diagnostic. 

 

Le 1er schéma thérapeutique (induction séquentielle) consiste en une induction 

par 60 mg/m2/j de DNR et 500 mg/m2/j de cytarabine des jours 1 à 3, 

systématiquement suivi par une seconde séquence d’induction avec 35 mg/m2/j de 

DNR à J8 et J9 ainsi que 1000 mg/m2/12h de cytarabine des jours 8 à 10.  

 

Le 2nd schéma thérapeutique (induction standard) est une induction 7+3 

classique avec 60 mg/m2/j de DNR des jours 1 à 3 et 200 mg/m2/j de cytarabine des 

jours 1 à 7. Une formule sanguine et un myélogramme sont réalisés à J15, si le taux 

de blastes médullaires dépasse 5%, un 2ème cycle d’induction est administré à J16. 

 

Après l’induction, en l’absence de réponse complète (RC), une cure de 

rattrapage est proposée par AraC (3000 mg/m2/12h aux jours 1, 3, 5 et 7) et 100 

mg/m2/j d’amsacrine (un agent intercalant) aux jours 5 à 7. Les patients atteignant la 

RC reçoivent 3 mois de cycles de consolidation constituée par cytarabine à haute 

dose : 3000 mg/m2/12h aux jours 1, 3 et 5.  Les patients qui ne verront pas une 

diminution de 3 Log de leur MRD avant l’initiation de leur second cycle de 

consolidation tout comme les patients ayant une MRD positive après 3 cycles de 

consolidation subiront une allogreffe s’ils y sont éligibles, ou un traitement par 

Dasatinib si ce n’est pas le cas. 

 

L’étude permet de conclure qu’il n’y a pas de supériorité de l’induction 

séquentielle par rapport à l’induction standard. Les marqueurs moléculaires (FLT3, 

KIT, N/KRAS) constituent en analyse univariée des marqueurs prédictifs du pronostic 

des patients, tout comme la réduction de 3 log de la MRD. Toutefois, seule cette 

dernière en analyse multivariée est un marqueur prédictif du pronostic et de la survie 

des patients après la RC. 
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2. Protocole LAM2006IR 
 

La majorité des patients ayant une LAM possède un risque cytogénétique 

intermédiaire75. La plupart d’entre eux n’ont aucune anomalie visible de leur 

caryotype. De la même manière que pour les LAM CBF, certaines mutations telles 

que NPM176 ou FLT3-ITD77 influencent le pronostic de ces patients mais, dans ce 

Figure 12 : Schéma thérapeutique du protocole CBF2006 (d’après Boissel.N) 
Les valeurs de MRD des stades MRD1 à MRD4 ainsi que les survies globales (OS) 
et sans maladie détectable (DFS) ont été utilisées pour évaluer l’impact des SNP. 

RC- RC- 
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cas, aucun marqueur moléculaire ne peut être suivi afin d’évaluer l’efficacité de la 

chimiothérapie.  

 

Le protocole LAM2006IR a pour but de tester l’efficacité du gemtuzumab 

ozogamicine en association avec une chimiothérapie intensive chez 323 patients de 

18 à 60 ans atteints de LAM.  

 

Les patients sont randomisés en 2 schémas thérapeutiques. Le 1er consiste en 

une induction classique 7+3, l’autre suit le même schéma avec l’ajout de 

gemtuzumab 6mg/m2 à J4. L’évaluation de la RC se fait à J15. En cas de RC, les 

patients bénéficient d’une mini-consolidation par 2 jours de DNR (60 mg/m2) et 7 

jours d’Ara-C (50 mg/m2). Les patients n’étant pas en RC après le 1er myélogramme  

bénéficieront d’un rattrapage par 3 jours d’amsacrine, 4 jours de cytarabine haute 

dose (3000 mg/m2) et des facteurs de croissance hématopoïétiques. En cas d’échec 

du rattrapage, les patients sortent de l’étude. 

 

Le devenir commun des phases de consolidation sera la greffe. Les patients 

jeunes (<51 ans) ayant des donneurs HLA compatibles subiront une allogreffe de 

moelle standard. Les autres patients seront traités par 2 cycles de chimiothérapie 

intensive comprenant : 

- De la cytarabine (5 jours à 1000mg/m2/12h) ; 

- Une anthracycline : la mitoxantrone ; 

- Des facteurs de croissance hématopoïétiques ;  

- Du gemtuzumab si les patients font partie du bras d’induction par ce 

médicament (pour le 1er cycle de consolidation). 

 

Après la 2ème consolidation, les patients seront soit orientés vers une mini-

allogreffe, soit vers une autogreffe. 

 

L’impact des SNP a été évalué sur l’OS et la DFS. 
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Figure 13 : Schéma thérapeutique du protocole LAM2006IR  
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3. Analyse initiale des 29 SNP 
 

70 patients du bras CBFB-MYH11 du protocole CBF2006 ont pu être testés 

dans cette 1ère phase. Ils ne diffèrent pas statistiquement de l’ensemble des patients 

du protocole en termes d’âge, de sexe et de mutations associées. L’évaluation de la 

réponse porte sur l’impact sur la maladie résiduelle CBFB-MYH11 (MRD1-MRD4) de 

ces variants de structure. 

 

Sur les 29 variants de structures fréquents sélectionnés, seuls 20 ont pu être 

exploités pour notre étude. En effet, pour 8 d’entre eux la couverture de la séquence 

par NGS n’a pas été spécifique, c’est-à-dire que les amorces ont entraîné une 

amplification de plusieurs séquences et non pas de la seule séquence d’intérêt. Un 

des variants n’a quant à lui pas pu être analysé car les amorces n’étaient pas ciblées 

sur la séquence à amplifier. Les données de fréquence allélique retrouvées sur les 

70 patients testés sont résumées dans le tableau 2 ci-dessous. Ce tableau résume 

les fréquences alléliques théoriques de la population générale et de la population 

européenne.  
SNP Prot Voie WT/WT-CBFB WT/VAR-CBFB VAR/VAR-CBFB Echec/non-interprétable MAF-ensemble MAF-EUR MAF-CBFB

SNP01_rs1695_GSTP1 I105V DNR 38 20 11 1 0,32 0,32 0,40

SNP02_rs4880_SOD2 V16A DNR 19 24 21 6 0,37 0,46 0,57

SNP03_rs12387_AKR1C3 H5Q DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,13

SNP04_rs12529_AKR1C3 K104N DNR 25 30 10 5 0,43 0,59 0,39

SNP05_rs714368_SLC22A16 M326T DNR 45 20 3 2 0,31 0,21 0,21

SNP06_rs1005696_CBR1 F174L DNR 16 32 21 1 0,44 0,39 0,55

SNP07_rs1056892_CBR3 C4Y DNR 33 30 6 1 0,38 0,36 0,29

SNP08_rs1130609_RRM2 S59A AraC 27 27 16 0 0,35 0,27 0,48

SNP09_rs1800566_NQO1 P149S DNR 48 17 4 1 0,28 0,20 0,24

SNP10_rs2032582_ABCB1 S829A DNR 19 38 11 2 0,34 0,43 0,40

SNP11_rs2072671_CDA K27Q AraC 29 28 13 0 0,21 0,33 0,43

SNP12_rs2125739_ABCC10 I948T AraC 58 10 2 0 0,19 0,22 0,17

SNP13_rs2231137_ABCG2 V12M DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,14

SNP14_rs2231142_ABCG2 Q141K DNR 51 18 0 1 0,14 0,10 0,00

SNP15_rs2835265_CBR1 R208W DNR 54 15 0 1 0,13 0,10 0,00

SNP16_rs2942194_SLC25A37 R77Q AraC 41 23 5 1 0,20 0,28 0,27

SNP17_rs3736032_SLC25A37 I87V AraC 59 8 1 2 0,13 0,07 0,12

SNP18_rs4881396_AKR1C3 M1I DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,12

SNP19_rs7543016_CMPK1 G8R AraC Couverture-NGS-non-unique- 0,41

SNP20_rs8133052_CBR3 V244M DNR Pas-de-couverture-du-SNP-par-NGS 0,40

SNP21_rs11863236_ABCC11 H1344R AraC 55 15 0 0 0,12 0,10 0,00

SNP22_rs12210538_SLC22A16 H49R DNR 35 27 8 0 0,11 0,25 0,34

SNP23_rs16945916_ABCC11 G180R AraC 41 24 3 2 0,17 0,15 0,21

SNP24_rs16945988_ABCC11 A666T AraC 66 4 0 0 0,11 0,10 0,00

SNP25_rs17822931_ABCC11 A317E AraC 53 15 2 0 0,31 0,14 0,17

SNP26_rs74837985_GSTM1 K173N DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,44

SNP27_rs112416246_ABCC11 R19H AraC Couverture-NGS-non-unique- 0,12

SNP28_rs200184852_GSTM1 D9N DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,17

SNP29_rs201967146_GSTM1 C78R DNR Couverture-NGS-non-unique- 0,10

Tableau 2 : Fréquences alléliques théoriques et des 29 SNP testés 
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3.1 Réponse moléculaire CBFB-MYH11 
 

3.1.a Métabolisme de la cytarabine 
 

Onze SNP concernent le métabolisme de l’aracytine touchant 6 protéines. 

• ABCC10 (rs2125739)  
 

ABCC10 est un transporteur transmembranaire caractérisé par une cassette 

fixant l’ATP (ATP binding cassette, ABC). Il a également été appelé MRP7 pour 

Multidrug Resistance-Associated Protein 7.  

 

Ø (rs2125739, SNP12, I948T) 

 

Le SNP rs2125739 est localisé au niveau des nucléotides 43.412.865 

(séquence de référence GRCh37.p13=hg19) ou 43.445.127 (séquence de référence 

GRCh38.p7=hg38) du chromosome 6, modifiant l’acide aminé 948 d’isoleucine en 

thréonine (I948T). Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été 

analysés et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 6 entre les 

bases 43.445.032 et 43.445.200 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 58 patients sont wt/wt (wild-type, 

identique à la séquence de référence), 10 sont var/wt et 2 patients var/var donnant 

respectivement les fréquences suivantes : 83% wt/wt (attendu 66% pour une MAF de 

0,19), 14% wt/var (attendu 31%) et de 3% var/var (attendu 4%). L’impact de ce 

polymorphisme est très significatif sur la maladie résiduelle au stade MRD1 

(mrd1_mo, p=0,021, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) et MRD3 

(mrd3_mo, p=0,020, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) ainsi que sur 

les décroissances entre le stade MRD3 par rapport au diagnostic (logratiomrd3diag, 

p=0,042, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var), de la MRD3 par rapport à 

la MRD2 (logratiomrd3mrd2, p=0,024, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et 

var/var) et de la MRD4 par rapport à la MRD3 (logratiomrd4mrd3, p=0,036, test de 

Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var, cf.Figure SNP rs2125739, Annexe 5). La 
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réponse moléculaire est meilleure pour les patients ayant une thréonine (à 

l’exception de la comparaison de la MRD4 par rapport à la MRD3). 

 

• ABCC11 (rs11863236, rs16945916, rs16945988, rs17822931 et 
rs112416246) 

 

ABCC11 est également un transporteur transmembranaire caractérisé par une 

cassette fixant l’ATP (ATP binding cassette, ABC). Il a également été appelé MRP8 

pour Multidrug Resistance-Associated Protein 8. Cinq SNP fréquents sont identifiés 

affectant la composition protéique de ce transporteur. 

 

Ø rs11863236 (SNP21, H1344R) 

 

Le SNP rs11863236 est localisé au niveau des nucléotides 48.250.026 (hg19) 

ou 48.216.115 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 1344 d’histidine en 

arginine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 16 entre les bases 

48.216.083 et 48.216.225 (hg38) à 100% d’identité.  

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 55 patients sont wt/wt et 15 sont 

var/wt donnant respectivement les fréquences suivantes : 79% wt/wt (attendu 77% 

pour une MAF de 0,12), 21% wt/var (attendu 21%) et de 0% var/var (attendu 1%). 

L’impact de ce polymorphisme n’est pas significatif sur la maladie résiduelle au seuil 

de 0,05, seule la différence de maladie résiduelle entre les stades MRD1 et MRD2 

ayant une significativité limite (logratiomrd2mrd1, p=0,051, test de Mann-Whitney, 

wt/wt vs wt/var et var/var). 

 

Ø rs16945916 (SNP23, G180R) 

 

Le SNP rs16945916 est localisé au niveau des nucléotides 48.201.432 (hg19) 

ou 48.167.521 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 180 de glycine en 

arginine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 
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montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 16 entre les bases 

48.167.486 et 48.167.641 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 68 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 41 patients sont wt/wt, 24 sont var/wt 

et 3 patients var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 60% wt/wt 

(attendu 69% pour une MAF de 0,17), 35% wt/var (attendu 28%) et de 4% var/var 

(attendu 3%). L’impact de ce polymorphisme n’est pas significatif sur la maladie 

résiduelle au seuil de 0,05. 

 

Ø rs16945988 (SNP24, A666T) 

 

Le SNP rs16945988 est localisé au niveau des nucléotides 48.265.777 (hg19) 

ou 48.231.866 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 666 d’alanine en 

thréonine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 16 entre les bases 

48.231.833 et 48.231.993 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 66 patients sont wt/wt et 4 sont 

var/wt donnant respectivement les fréquences suivantes : 94% wt/wt (attendu 79% 

pour une MAF de 0,17), 6% wt/var (attendu 20%) et de 0% var/var (attendu 1%). 

L’impact de ce polymorphisme n’est pas significatif sur la maladie résiduelle au seuil 

de 0,05. 

 

Ø rs17822931 (SNP25, A317E) 

 

Le SNP rs17822931 est localisé au niveau des nucléotides 48.258.198 (hg19) 

ou 48.224.287 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 317 d’alanine en 

acide glutamique. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été 

analysés et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 16 entre les 

bases 48.224.193 et 48.224.334 (hg38) à 100% d’identité. 
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L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 53 patients sont wt/wt, 15 sont var/wt 

et 2 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 76% wt/wt 

(attendu 48% pour une MAF de 0,31), 21% wt/var (attendu 43%) et de 3% var/var 

(attendu 10%). Seul le niveau de la maladie résiduelle sanguine au stade MRD3 est 

à la limite de la significativité au seuil de 0,05 (mrd3_sg, p=0,050, test de Mann-

Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var). 

 

Ø rs112416246 (SNP27, R19H) 

 

Le SNP rs112416246 est localisé au niveau des nucléotides 48.234.273 (hg19) 

ou 48.200.362 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 19 d’arginine en 

histidine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

révèlent l’amplification de 2 régions différentes, toutes les 2 localisées sur le 

chromosome 16 entre les bases 48.200.242 et 48.200.411 (hg38) à 100% d’identité 

et les bases 48.115.411 et 48.115.549 (hg38) à 93% d’identité, ne permettant pas de 

génotyper avec certitude le SNP rs112416246. En conséquence, ce SNP n’a pas été 

analysé sur son impact sur la maladie résiduelle. 

 

• CDA (rs2072671)  
 

CDA code pour la cytidine désaminase qui catalyse de manière irréversible la 

désamination de la cytidine en uridine (cytidine + H(2)O <=> uridine + NH(3) ) ainsi 

que la 2’-désocytidine en 2’-désoxyuridine (2'-deoxycytidine + H(2)O <=> 2'-

deoxyuridine + NH(3)). Il inactive également l’AraC ainsi que la 5-azacytidine et la 

2,2-difluorodeoxycytidine (gemcitabine). 

 

Ø rs2072671 (SNP11, K27Q) 

 

Le SNP rs2072671 est localisé au niveau des nucléotides 20.915.701 (hg19) ou 

20.589.208 (hg38) du chromosome 1, modifiant l’acide aminé 27 de lysine en 

glutamine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 
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montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 1 entre les bases 

20.589.157 et 20.589.297 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 29 patients sont wt/wt, 28 sont var/wt 

et 13 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 41% wt/wt 

(attendu 62% pour une MAF de 0,21), 40% wt/var (attendu 33%) et de 19% var/var 

(attendu 4%). L’impact de ce polymorphisme n’est pas significatif sur la maladie 

résiduelle au seuil de 0,05. 

 

• CMPK1 (rs7543016)  
 

CMPK1 code pour la cytidine/uridine monophosphate kinase 1. CMPK1 

catalyse la phosphorylation de l’UMP, du CMP ainsi que celui du désoxyCMP 

(dCMP) à partir de l’ATP conduisant à la formation de nucléosides diphosphates 

nécessaires à la synthèse des acides nucléiques. 

 

Ø rs7543016 (SNP19, G8R) 

 

Le SNP rs7543016 est localisé au niveau des nucléotides 47.799.639 (hg19) ou 

47.333.967 (hg38) du chromosome 1, modifiant l’acide aminé 8 de glycine en 

arginine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

révèlent l’amplification de 2 régions différentes, l’une localisée sur le chromosome 1 

entre les bases 47.333.936 et 47.334.043 (hg38) à 100% d’identité et l’autre 

localisée sur le chromosome 6 entre les bases 35.765.934 et 35.765.987 (hg38) à 

96% d’identité, ne permettant pas de génotyper avec certitude le SNP rs7543016. En 

conséquence, ce SNP n’a pas été analysé sur son impact sur la maladie résiduelle. 

 

• RRM2 (rs1130609)  
 

RRM2 code pour la sous-unité régulatrice M2 de la ribonucléotide réductase 

(2'-deoxyribonucleoside diphosphate + thioredoxin disulfide + H(2)O <=> 
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ribonucleoside diphosphate + thioredoxin), étape limitante dans la production des 

désoxyribonucléotides nécessaires à la synthèse de l’ADN. 

 

Ø rs1130609 (SNP8, S59A) 

 

Le SNP rs1130609 est localisé au niveau des nucléotides 10.262.920 (hg19) ou 

10.122.793 (hg38) du chromosome 2, modifiant l’acide aminé 59 de sérine en 

alanine. Il est important de noter que la transcription de RRM2 est initiée au niveau 

de promoteurs alternatifs conduisant à la production de 2 isoformes différant sur la 

longueur de la région N-terminale. L’acide aminé 59 est présent seulement sur la 

protéine la plus longue. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont 

été analysés et révèlent l’amplification de 2 régions différentes, l’une localisée sur le 

chromosome 2 entre les bases 10.122.711 et 10.122.879 (hg38) à 100% d’identité et 

l’autre localisée sur le chromosome X entre les bases 44.310.396 et 44.310.481 

(hg38) à 89% d’identité. La différence d’identité a permis cependant de génotyper 

avec certitude le SNP rs1130609. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 27 patients sont wt/wt, 27 sont var/wt 

et 16 patients var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 39% wt/wt 

(attendu 42% pour une MAF de 0,35), 39% wt/var (attendu 46%) et de 23% var/var 

(attendu 12%). L’impact de ce polymorphisme est très significatif sur la maladie 

résiduelle au stade MRD2 (mrd2_mo, p=0,013, test de Mann-Whitney, wt/wt vs 

wt/var et var/var) et approchant la significativité aux stades MRD3 (mrd3_mo, 

p=0,068, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) et MRD4 (mrd4_mo, 

p=0,097, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) ainsi que la réponse 

moléculaire entre le stade MRD2 et le diagnostic (logratiomrd2diag, p=0,065, test de 

Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var)). La réponse moléculaire est meilleure 

pour les patients ayant une sérine (cf.Figure SNP rs1130609, Annexe 5). 
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• SLC25A37 (rs2942194 et rs3736032) 
 

SLC25A37 code pour un transporteur (solute carrier family 25 member 37) 

connu également sous le nom de mitoferrine, exprimé fortement dans les cellules 

hématopoïétiques78. SLC25A37 est nécessaire à l’intégration du fer dans l’hème au 

cours de l’érythropoïèse. Dans le cadre du projet international HapMap de 

cartographie des polymorphismes dans la population humaine, un polymorphisme 

rs2775139 non codant de SLC25A37 était significativement à la réponse à l’AraC79. 

Ce SNP rs2775139 est corrélé au niveau d’expression de SLC25A37, régulant 

apparemment son expression. 

 

Ø rs2942194 (SNP16, R77Q) 

 

Le SNP rs2942194 est localisé au niveau des nucléotides 23.423.669 (hg19) ou 

23.566.156 (hg38) du chromosome 8, modifiant l’acide aminé 77 d’arginine en 

glutamine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 8 entre les bases 

23.566.082 et 23.566.316 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 41 patients sont wt/wt, 23 sont var/wt 

et 5 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 59% wt/wt 

(attendu 64% pour une MAF de 0,20), 33% wt/var (attendu 32%) et de 7% var/var 

(attendu 4%). Seuls le niveau de la maladie résiduelle médullaire au stade tardif 

MRD4 (mrd4_mo, p=0,023, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) et la 

réponse entre cette MRD4 et le diagnostic (logratiomrd4diag, p=0,032, test de Mann-

Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) sont significatifs. Cependant, il est important de 

noter que la moins bonne réponse au vu de la maladie résiduelle n’est retrouvée que 

pour les patients hétérozygotes wt/var pour ce SNP, les patients wt/wt et var/var 

ayant la même réponse moléculaire (Figure SNP rs2942194). 
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Ø rs3736032 (SNP17, I87V) 

 

Le SNP rs3736032 est localisé au niveau des nucléotides 23.423.697 (hg19) ou 

23.566.184 (hg38) du chromosome 8, modifiant l’acide aminé 87 d’isoleucine en 

valine. Il est situé à 28 bases du SNP rs2942194. Les produits PCR générés par les 

amorces de ce SNP sont communs au SNP rs2942194 et montrent une couverture 

NGS unique sur le chromosome 8 entre les bases 23.566.082 et 23.566.316 (hg38) 

à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 68 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 59 patients sont wt/wt, 8 sont var/wt 

et 1 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 87% wt/wt 

(attendu 76% pour une MAF de 0,13), 12% wt/var (attendu 23%) et de 1% var/var 

(attendu 2%). Seul le niveau de la maladie résiduelle sanguine au stade tardif MRD4 

est significatif (mrd4_sg, p=0,0033, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) 

(cf. Figure SNP rs3736032, Annexe 5). 

 

3.1.b Métabolisme de la daunorubicine 
 

Dix-huit SNP concernent le métabolisme de la daunorubicine touchant 10 protéines. 

 

• ABCB1 (rs2032582) 
 

ABCB1 est un transporteur transmembranaire caractérisé par une cassette 

fixant l’ATP (ATP binding cassette, ABC). Il a également été appelé MDR1 pour 

Multidrug Resistance Protein 1, P-gp ou CD243. ABCB1 fut initialement identifié 

comme responsable de la résistance à de nombreux agents de chimiothérapie 

(colchicine, vinblastine, doxorubicine) d’où le symbole initial de MDR180. 

 

Ø rs2032582 (SNP10, S829A) 

 

Le SNP rs2032582 est localisé au niveau des nucléotides 87.160.618 

(séquence de référence GRCh37.p13=hg19) ou 87.531.302 (séquence de référence 
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GRCh38.p7=hg38) du chromosome 7, modifiant l’acide aminé 829 de sérine en 

alanine (S829A). Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été 

analysés et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 7 entre les 

bases 87.531.205 et 87.531.342 (hg38) à 100% d’identité (cf.Figure SNP rs2032582, 

Annexe 5). 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 68 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 19 patients sont wt/wt, 38 sont var/wt 

et 11 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 28% wt/wt 

(attendu 44% pour une MAF de 0,34), 56% wt/var (attendu 45%) et de 16% var/var 

(attendu 12%). Seule la réponse moléculaire entre les stades MRD1 et MRD2 est 

significative (logratiomrd2mrd1, p=0,031, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et 

var/var). Cependant, il est important de noter que la moins bonne réponse au vu de 

la maladie résiduelle n’est retrouvée que pour les patients hétérozygotes wt/var pour 

ce SNP, les patients wt/wt et var/var ayant la même réponse moléculaire. 

 

• ABCG2 (rs2231137 et rs2231142) 
 

ABCG2 est un transporteur transmembranaire caractérisé par une cassette 

fixant l’ATP (ATP binding cassette, ABC). Il est le support du groupe sanguin Junior. 

Il a également été appelé Placenta-Specific ATP-Binding Cassette Transporter, 

Mitoxantrone Resistance-Associated Protein, Breast Cancer Resistance Protein, 

Urate Exporter et Multi Drug Resistance Efflux Transport ATP-Binding Cassette Sub-

Family G (WHITE) Member 2. 

 

Ø rs2231137 (SNP13, V12M) 

 

Le SNP rs2231137 est localisé au niveau des nucléotides 89.061.114 (hg19) ou 

88.139.962 (hg38) du chromosome 4, modifiant l’acide aminé 12 de valine en 

méthionine (V12M). Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été 

analysés et révèlent l’amplification de 2 régions différentes, l’une localisée sur le 

chromosome 4 entre les bases 88.139.912 et 88.140.077 (hg38) à 100% d’identité et 

l’autre localisée sur le chromosome 15 entre les bases 69.022.219 et 69.022.288 
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(hg38) à 97% d’identité, ne permettant pas de génotyper avec certitude le SNP 

rs2231137. En conséquence, ce SNP n’a pas été analysé sur son impact sur la 

maladie résiduelle. 

 

Ø rs2231142 (SNP14, Q141K) 

 

Le SNP rs2231142 est localisé au niveau des nucléotides 89.052.323 (hg19) ou 

88.131.171 (hg38) du chromosome 4, modifiant l’acide aminé 141 de glutamine en 

lysine (Q141K). Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été 

analysés et révèlent l’amplification de 2 régions différentes, l’une localisée sur le 

chromosome 4 entre les bases 88.131.068 et 88.131.215 (hg38) à 100% d’identité et 

l’autre localisée sur le chromosome 15 entre les bases 69.022.592 et 69.022.688 

(hg38) à 89% d’identité. La différence d’identité a permis cependant de génotyper 

avec certitude le SNP rs2231142. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 51 patients sont wt/wt, 18 sont var/wt 

et aucun var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 74% wt/wt 

(attendu 74% pour une MAF de 0,14), 26% wt/var (attendu 24%) et de 0% var/var 

(attendu 2%). L’impact de ce polymorphisme est très significatif sur la maladie 

résiduelle aux stades MRD3 (mrd3_sg, p=0,031, test de Mann-Whitney, wt/wt vs 

wt/var et var/var) et MRD4 (mrd4_mo, p=0,030, test de Mann-Whitney, wt/wt vs 

wt/var et var/var). Il approche la significativité pour d’autres mesures de la réponse 

moléculaire aux stades MRD3 (mrd3_mo, p=0,081, test de Mann-Whitney, wt/wt vs 

wt/var et var/var et logratiomrd3diag, p=0,059, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var 

et var/var) et MRD4 (logratiomrd4diag, p=0,0645, test de Mann-Whitney, wt/wt vs 

wt/var et var/var). La réponse moléculaire est meilleure pour les patients ayant une 

glutamine (cf.Figure SNP rs2231142, Annexe 5). 

 

• AKR1C3 (rs12387, rs12529 et rs4881396) 
 

AKR1C3 code pour le membre C3 de la famille 1 des aldo-céto reductases, 

vaste famille composée de plus de 40 membres. Ces enzymes catalysent la 

transformation des aldéhydes et cétones en leurs alcools respectifs en utilisant le 
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NADH et/ou le NADPH comme cofacteurs. AKR1C3 catalyse la réduction de la 

daunorubicine, conduisant à une perte de la fonction de la daunorubicine81 . 

 

Ø rs12387 (SNP3, H5Q) 

 

Le SNP rs12387 est localisé au niveau des nucléotides 5.139.685 (hg19) ou 

5.097.493 (hg38) du chromosome 10, modifiant l’acide aminé 5 d’histidine en 

glutamine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

révèlent l’amplification de 3 régions différentes toutes localisées sur le chromosome 

10, l’une spécifique entre les bases 5.097.427 et 5.097.570 (hg38) à 100% d’identité 

correspondant à AKR1C3 et deux autres correspondant soit à AKR1C2 entre les 

bases 5.000.537 et 5.000.673 (hg38) à 88% d’identité ou AKR1C1 entre les bases 

4.966.920 et 4.967.056 (hg38) à 88% d’identité, ne permettant pas de génotyper 

avec certitude le SNP rs12387. En conséquence, ce SNP n’a pas été analysé sur 

son impact sur la maladie résiduelle. 

 

Ø rs12529 (SNP4, K104N) 

 

Le SNP rs12529 est localisé au niveau des nucléotides 5.136.651 (séquence 

de référence GRCh37.p13=hg19) ou 5.094.459 (séquence de référence 

GRCh38.p7=hg38) du chromosome 10, modifiant l’acide aminé 104 de lysine en 

acide aspartique (K104N). Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont 

été analysés et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 10 entre 

les bases 5.094.341 et 5.094.510 (hg38) à 99% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 65 patients 

CBF2006 dont 56 avaient un résultat de MRD1. 25 patients sont wt/wt, 30 sont var/wt 

et 10 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 38% wt/wt 

(attendu 32% pour une MAF de 0,43), 46% wt/var (attendu 49%) et de 15% var/var 

(attendu 18%). L’impact de ce polymorphisme est très significatif sur la maladie 

résiduelle au stade MRD2 (mrd2_sg, p=0,025, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var 

et var/var). Il approche la significativité pour d’autres mesures de la réponse 

moléculaire aux stades MRD2 (logratiomrd2diag, p=0,085, test de Mann-Whitney, 

wt/wt vs wt/var et var/var) et MRD4 (logratiomrd4mrd3, p=0,068, test de Mann-
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Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var). Cependant, la réponse moléculaire est opposée 

pour la MRD2 sanguine pour laquelle la meilleure réponse est pour les patients ayant 

une lysine tandis que, pour les réponses moléculaires entre la MRD2 et le diagnostic 

et entre la MRD4 et la MRD3, la meilleure réponse est pour les patients ayant un 

acide aspartique (cf.Figure SNP rs12529, Annexe 5). 

 

Ø rs4881396 (SNP18, M1I) 

 

Le SNP rs4881396 est localisé au niveau des nucléotides 5.120.157 (hg19) ou 

5.077.965 (hg38) du chromosome 10, modifiant le premier acide aminé de AKR1C3 

d’une méthionine en isoleucine. Il est probable que ce variant impacte également sur 

la taille de la protéine, ce variant touchant le codon d’initiation ATG de la protéine, le 

variant modifiant ce codon en ATT, devrait logiquement conduire à une initiation de 

la protéine à un autre codon d’initiation (ATG ou CTG). 

 

Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

révèlent l’amplification de très nombreuses régions différentes en plus de celle 

spécifique sur le chromosome 10 entre les bases 5.077.843 et 5.078.012 (hg38) à 

100% d’identité, ne permettant pas de génotyper avec certitude le SNP rs4881396. 

En conséquence, ce SNP n’a pas été analysé sur son impact sur la maladie 

résiduelle. 

 

• CBR1 (rs1005696 et rs2835265) 
 

CBR1 code pour la carbonyl réductase 1, enzyme catalysant la réduction des 

composés possédant un motif carbonyls en alcool correspondant en utilisant le 

NADPH (R-CHOH-R' + NADP(+) <=> R-CO-R' + NADPH). CBR1 est une des 

réductases les plus efficaces pour convertir la daunorubicine en daunorubicinol, 

dérivé alcoolique ayant une activité anti-tumorale réduite ainsi qu’une cardiotoxicité 

accrue82. 
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Ø rs1005696 (SNP6, F174L) 

 

Le SNP rs1005696 est localisé au niveau des nucléotides 37.443.480 (hg19) ou 

36.071.182 (hg38) du chromosome 21, modifiant l’acide aminé 174 de phénylalanine 

en leucine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés 

et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 21 entre les bases 

36.071.087 et 36.071.247 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 16 patients sont wt/wt, 32 sont var/wt 

et 21 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 23% wt/wt 

(attendu 31% pour une MAF de 0,44), 46% wt/var (attendu 49%) et de 30% var/var 

(attendu 19%). L’impact de ce polymorphisme approche la significativité pour la 

réponse moléculaire au stade MRD4 (mrd4_mo, p=0,070, test de Mann-Whitney, 

wt/wt vs wt/var et var/var ; logratiomrd4diag, p=0,084, test de Mann-Whitney, wt/wt 

vs wt/var et var/var). La meilleure réponse est pour les patients ayant une 

phénylalanine (cf.Figure SNP rs1005696, Annexe 5). 

 

Ø rs2835265 (SNP15, R208W) 

 

Le SNP rs2835265 est localisé au niveau des nucléotides 37.444.696 (hg19) ou 

36.072.398 (hg38) du chromosome 21, modifiant l’acide aminé 208 d’arginine en 

tryptophane. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés 

et montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 21 entre les bases 

36.072.358 et 36.072.495 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 54 patients sont wt/wt, 15 sont var/wt 

et aucun n’est var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 78% wt/wt 

(attendu 76% pour une MAF de 0,13), 22% wt/var (attendu 23%) et de 0% var/var 

(attendu 2%). L’impact de ce polymorphisme approche la significativité pour la 

réponse moléculaire aux stades MRD2 (logratiomrd2diag, p=0,086, test de Mann-

Whitney, wt/wt vs wt/var) et MRD3 (logratiomrd3mrd2, p=0,076, test de Mann-

Whitney, wt/wt vs wt/var). Cependant, la réponse moléculaire est opposée entre les 2 
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stades, la réponse étant meilleure pour les patients ayant une arginine au stade 

MRD2 et une tryptophane au stade MRD3 (Figure SNP rs2835265, Annexe 5). 

 

• CBR3 (rs1056892 et rs8133052) 
 

CBR3 partage une identité de séquence protéique de 71% avec CBR1. 

 

Ø rs1056892 (SNP7, C4Y) 

 

Le SNP rs1056892 est localisé au niveau des nucléotides 37.518.706 (hg19) ou 

36.146.408 (hg38) du chromosome 21, modifiant l’acide aminé 4 de cystéine en 

tyrosine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 21 entre les bases 

36.146.360 et 36.146.525 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 ayant un résultat de MRD1. 33 patients sont wt/wt, 30 sont var/wt 

et 6 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 48% wt/wt 

(attendu 38% pour une MAF de 0,38), 43% wt/var (attendu 47%) et de 9% var/var 

(attendu 14%). Aucun impact de ce polymorphisme n’a pu être identifié sur la 

réponse moléculaire. 

 

Ø rs8133052 (SNP20, V244M) 

 

Le SNP rs8133052 est localisé au niveau des nucléotides 37.507.501 (hg19) ou 

36.135.203 (hg38) du chromosome 21, modifiant l’acide aminé 244 de valine en 

méthionine. Aucune couverture de ce SNP n’a pu être obtenue, ne permettant 

d’évaluer son impact sur la réponse moléculaire. 

 

• GSTM1 (rs74837985, rs200184852 et rs201967146) 
 

GSTM1 code pour la glutathion S-transférase mu 1. Cette enzyme catalyse la 

formation de dérivés thioéthers de nombreux composés, en particulier de 
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xénobiotiques, formant la première étape de la détoxification de ces xénobiotiques. 

GSTM1 appartient à une famille de glutathion S-transférase cytosolique constituée 

chez l’homme de 22 membres, elle-même sous-divisée en classes dont la classe mu 

comportant 5 membres (GSTM1 à GSTM5). Les 5 membres de cette classe sont 

localisés dans la même région chromosomique 1p13. Aucun amplicon pour les 3 

SNP analysés, rs74837985 (SNP26, K173N), rs200184852 (SNP28, D9N) et 

rs201967146 (SNP29, C78R) n’a pu donner une couverture unique de GSTM1, les 

amplicons croisant avec les paralogues GSTM2, GSTM4 et GSTM5, ne permettant 

pas de génotyper avec certitude les SNP rs74837985, rs200184852 et rs201967146. 

En conséquence, ces SNP n’ont pas été analysé sur leur impact sur la maladie 

résiduelle. 

 

• GSTP1 (rs1695) 
 

GSTP1 code pour la glutathion S-transférase pi 1 qui catalyse également la 

formation de dérivés thioéthers. A la différence de GSTM1, GSTP1 est unique dans 

sa classe. 

 

Ø  rs1695 (SNP1, I105V) 

 

Le SNP rs1695 est localisé au niveau des nucléotides 67.352.689 (hg19) ou 

67.585.218 (hg38) du chromosome 11, modifiant l’acide aminé 105 d’isoleucine en 

valine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 11 entre les bases 

67.585.134 et 67.585.290 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 38 patients sont wt/wt, 20 sont var/wt 

et 11 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 55% wt/wt 

(attendu 46% pour une MAF de 0,32), 29% wt/var (attendu 44%) et de 16% var/var 

(attendu 10%). Ce polymorphisme est associé à une tendance sur la maladie 

résiduelle sanguine au stade MRD2 (mrd2_sg, p=0,063, test de Mann-Whitney, wt/wt 

vs wt/var et var/var). 
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• NQO1 (rs1800566) 
 

NQO1 code pour une NAD(P)H quinone déshydrogénase 1, enzyme catalysant 

la réaction NAD(P)H + quinone <=> NAD(P)(+) + hydroquinone. De nombreuses 

quinones sont ainsi réduites comme la vitamine K. Cependant, les anthracyclines ne 

semblent pas être un substrat de NQO1, l’effet de NQO1 porterait sur la 

sensibilisation des cellules aux anthracyclines. Ce SNP rs1800566 accélère la 

dégradation de NQO1 conduisant à une moindre efficacité de la doxorubicine dans 

les LAM83. 

 

Ø rs1800566 (SNP9, P149S) 

 

Le SNP rs1800566 est localisé au niveau des nucléotides 69.745.145 (hg19) ou 

69.711.242 (hg38) du chromosome 16, modifiant l’acide aminé 149 de proline en 

sérine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 16 entre les bases 

69.711.111 et 69.711.272 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 69 patients 

CBF2006 dont 58 avaient un résultat de MRD1. 48 patients sont wt/wt, 17 sont var/wt 

et 4 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 70% wt/wt 

(attendu 52% pour une MAF de 0,28), 25% wt/var (attendu 40%) et de 6% var/var 

(attendu 8%). Ce polymorphisme est associé à une tendance sur la maladie 

résiduelle sanguine au stade MRD2 (logratiomrd2mrd1, p=0,079, test de Mann-

Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) (cf.Figure SNP rs1800566, Annexe 5). 

 

• SLC22A16 (rs714368 et rs12210538) 
 

SLC22A16 code pour un transporteur transmembranaire de cations (solute 

carrier family 22 member 16). SLC22A16 est le médiateur de l’import de la 

doxorubicine dans les cellules84. 
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Ø rs714368 (SNP5, M326T) 

 

Le SNP rs714368 est localisé au niveau des nucléotides 110.778.128 (hg19) ou 

110.456.925 (hg38) du chromosome 6, modifiant l’acide aminé 326 de méthionine en 

thréonine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 6 entre les bases 

110.456.820 et 110.456.956 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 68 patients 

CBF2006 dont 57 avaient un résultat de MRD1. 45 patients sont wt/wt, 20 sont var/wt 

et 3 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 66% wt/wt 

(attendu 48% pour une MAF de 0,31), 29% wt/var (attendu 43%) et de 4% var/var 

(attendu 10%). Ce polymorphisme est associé à une différence significative au stade 

de la MRD4 (logratiomrd4mrd3, p=0,036, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et 

var/var) et à une tendance pour celle de la MRD3 (logratiomrd3mrd2, p=0,083, test 

de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) (Figure SNP rs714368, Annexe 5). 

Cependant, il est important de noter que la réponse au stade MRD4 n’est retrouvée 

que pour les patients hétérozygotes wt/var pour ce SNP, les patients wt/wt et var/var 

ayant la même réponse moléculaire. 

 

Ø rs12210538 (SNP22, H49R) 

 

Le SNP rs12210538 est localisé au niveau des nucléotides 110.760.008 (hg19) 

ou 110.438.805 (hg38) du chromosome 6, modifiant l’acide aminé 49 d’histidine en 

arginine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 6 entre les bases 

110.438.729 et 110.438.864 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 70 patients 

CBF2006 dont 59 avaient un résultat de MRD1. 35 patients sont wt/wt, 27 sont var/wt 

et 8 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 50% wt/wt 

(attendu 79% pour une MAF de 0,11), 39% wt/var (attendu 20%) et de 11% var/var 

(attendu 1%). Ce polymorphisme est associé à une tendance à l’augmentation de la 

maladie résiduelle au niveau de la MRD4 (logratiomrd4diag, p=0,097, test de Mann-
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Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) (Figure SNP rs12210538, Annexe 5). Cependant, 

il est important de noter que la réponse au stade MRD4 n’est retrouvée que pour les 

patients hétérozygotes wt/var pour ce SNP, les patients wt/wt et var/var ayant la 

même réponse moléculaire. 

 

• SOD2 (rs4880) 
 

SOD2 code pour la superoxide dismutase 2 catalysant la réaction2 : superoxide 

+ 2 H(+) <=> O(2) + H(2)O(2), conduisant à la réduction des radicaux oxygénés dans 

la mitochondrie. 

 

Ø rs4880 (SNP2, V16A) 

 

Le SNP rs4880 est localisé au niveau des nucléotides 160.113.872 (hg19) ou 

159.692.840 (hg38) du chromosome 6, modifiant l’acide aminé 16 de valine en 

alanine. Les produits PCR générés par les amorces de ce SNP ont été analysés et 

montrent une couverture NGS unique sur le chromosome 6 entre les bases 

159.692.756 et 159.692.885 (hg38) à 100% d’identité. 

 

L’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a porté sur 64 patients 

CBF2006 dont 53 avaient un résultat de MRD1. 19 patients sont wt/wt, 24 sont var/wt 

et 21 sont var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 30% wt/wt 

(attendu 40% pour une MAF de 0,37), 38% wt/var (attendu 47%) et de 33% var/var 

(attendu 14%). Aucun impact de ce polymorphisme n’a pu être identifié sur la 

réponse moléculaire. 

 

3.1.c SNP ayant un impact notable sur la réponse moléculaire du 
protocole CBF2006 
 

• Métabolisme de l’aracytine 
 

Le polymorphisme rs2125739 d’ABCC10 (I948T) a un impact notable sur la 

maladie résiduelle au stade MRD1 et MRD3  ainsi que sur les décroissances entre le 
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stade MRD3 par rapport au diagnostic, de la MRD3 par rapport à la MRD2 et de la 

MRD4 par rapport à la MRD3. La réponse moléculaire est meilleure pour les patients 

ayant une thréonine. 

 

Le polymorphisme rs1130609 de RRM2 (S59A) a un impact notable sur la 

maladie résiduelle au stade MRD2, approchant la significativité aux stades MRD3 et 

MRD4. La réponse moléculaire est meilleure pour les patients ayant une sérine. 

 

Les polymorphismes rs2942194 (R77Q) et rs3736032 (I87V) de SLC25A37 ont 

un impact notable sur la maladie résiduelle uniquement au stade tardif MRD4. 

Cependant, l’effet n’est retrouvé que pour les patients hétérozygotes wt/var pour le 

SNP rs2942194 et n’est retrouvé que pour la maladie résiduelle sanguine pour le 

SNP rs3736032. 

 

Au final, les polymorphismes rs2125739 d’ABCC10 et rs1130609 de RRM2 

représentent les meilleurs candidats pouvant influencer la chimiothérapie comportant 

de l’aracytine. 

 

• Métabolisme de la daunorubicine 
 

Le polymorphisme rs2032582 d’ABCB1 (S82A) a un impact notable 

uniquement entre les stades MRD1 et MRD2 et n’est retrouvé que pour les patients 

hétérozygotes. 

 

Le polymorphisme rs2231142 d’ABCG2 (Q141K) a un impact notable aux 

stades MRD3 et MRD4. La réponse moléculaire est meilleure pour les patients ayant 

une glutamine. 

 

Le polymorphisme rs12529 d’AKR1C3 (K104N) a un impact notable au stade 

MRD2. Cependant, la réponse moléculaire est opposée entre la MRD2 sanguine et 

celle entre la MRD2 et le diagnostic ainsi que celle entre MRD3 et MRD4. 
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Le polymorphisme rs714368 de SLC22A16 (M326T) a un impact notable au 

stade de la MRD4. Cependant, cette réponse n’est retrouvée que pour les patients 

hétérozygotes wt/var. 

Au final, seul le polymorphisme rs2231142 d’ABCG2 représente le meilleur 

candidat pouvant influencer la chimiothérapie comportant de la daunorubicine. 

 

3.2 Survie globale 

 
Afin de confirmer la tendance qu’ont les 3 polymorphismes rs2231142 

d’ABCG2, rs2125739 d’ABCC10 et rs1130609 de RRM2 à entraîner                         

une modification de la réponse des patients aux chimiothérapies de la LAM, les 

données de survie leur correspondant ont été étudiées sur les 70 patients génotypés 

dans la 1ère phase.  

 

Dans le cas du polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10, on observe une 

amélioration significative du pronostic des patients mutés par rapport aux patients 

ayant les 2 allèles sauvages. 

p = 0,0559 

Var/X 

wt/wt 

A	  

Var/X 

wt/wt 

p = 0,0706 

B	  

Figure 14 : Survie globale (A.) et survie sans événement (B.) des 70 
patients CBFB-MYH11 mutés et sauvages pour le polymorphisme 
rs2125739 de l’ABCC10 
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Pour le polymorphisme rs2231142 de l’ABCG2, la survie sans événement 

semble légèrement diminuer chez les patients mutés par rapports aux patients 

possédant les 2 allèles sauvages. Toutefois, cette tendance n’est pas statistiquement 

significative (p : 0,478). 

 

  

 

 

 

Cette tendance à la diminution de la survie est également observée pour le 

polymorphisme rs1130609 de la RRM2, autant pour la survie globale que sans 

événement. De la même manière que pour le polymorphisme rs2231142 de 

l’ABCG2, les résultats sont non statistiquement significatifs. 

 

 

 

Figure 15 : Survie globale (A.) et survie sans événement (B.) des 70 patients 

CBFB-MYH11 mutés et sauvages pour le polymorphisme rs2231142 de 

l’ABCG2 

p = 0,771 

wt/wt 

Var/X 

A	  

p = 0,478 

B	  

wt/wt 

Var/X 
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En résumé, 3 variants de structure parmi les 20 étudiés ont été corrélés à une 

MRD modifiée chez 70 patients du protocole CBF2006. Parmi ces 3 variants, seul 

celui de l’ABCC10 (rs2125739) entraîne une survie globale et sans événement 

significativement meilleure que le phénotype sauvage sur un échantillonnage de 70 

patients CBFB-MYH11 traités dans le protocole CBF2006. 

 

4. Analyses de validation des 3 SNP 
 

 

La cohorte de validation est composée de 173 patients sur les 198 inclus dans 

le protocole CBF2006 ainsi que de 278 patients sur les 323 inclus dans le protocole 

LAM2006IR. Seuls les 3 variants ayant présenté des résultats significatifs en terme 

de maladie résiduelle dans la 1ère partie de l’étude sont testés.  

 

p = 0,43 

wt/w
t 

Var/
X 

A	  

p = 0,833 

B	  

wt/w
t 
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Figure 16 : Survie globale (A.) et survie sans événement (B.) des 70 patients 

CBFB-MYH11 mutés et sauvages pour le polymorphisme rs1130609 de la 

RRM2 
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4.1 Protocole CBF2006 
 

173 patients de la cohorte CBF2006 serviront à valider les résultats 

précédemment obtenus sur une population restreinte issue du même protocole. Le 

bras AML1-ETO comporte 78 patients, le bras CBFB-MYH11 en comporte 95. 

 

4.1.a Réponses moléculaires CBFB-MYH11 et AML1-ETO 
 

• RRM2 (rs1130609)  
 

Pour le bras AML1-ETO, l’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a 

porté sur 78 patients. 45 patients sont wt/wt, 28 sont var/wt et 5 patients var/var 

donnant respectivement les fréquences suivantes : 58% wt/wt (attendu 42% pour 

une MAF de 0,35), 36% wt/var (attendu 46%) et de 6% var/var (attendu 12%). 

L’impact de ce polymorphisme est très significatif sur la maladie résiduelle au stade 

MRD2 (mrd2_mo, p=0,002, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var) ainsi 

que pour la réponse moléculaire entre le stade MRD2 et le diagnostic 

(logratiomrd2diag, p=0,007, test de Mann-Whitney, wt/wt vs wt/var et var/var). En 

revanche, ce polymorphisme n’a pas d’influence sur la maladie résiduelle aux stades 

MRD1, MRD3 et MRD4, ni sur la réponse moléculaire entre les stades : MRD1 et le 

diagnostic, MRD3 et le diagnostic, MRD4 et le diagnostic, MRD2 et MRD1, MRD3 et 

MRD2, MRD4 et MRD3. 

 

Pour le bras CBFB-MYH11, 95 patients ont été génotypés. 39 patients sont 

wt/wt, 40 sont var/wt et 16 patients var/var donnant respectivement les fréquences 

suivantes : 41% wt/wt (attendu 42% pour une MAF de 0,35), 42% wt/var (attendu 

46%) et de 17% var/var (attendu 12%). Ce polymorphisme n’a pas d’influence sur la 

maladie résiduelle aux stades MRD1, MRD2, MRD3 et MRD4. Il n’a pas non plus 

d’influence sur la réponse moléculaire entre les stades : MRD1 et le diagnostic, 

MRD2 et le diagnostic, MRD3 et le diagnostic, MRD4 et le diagnostic, MRD2 et 

MRD1, MRD3 et MRD2, MRD4 et MRD3. 
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Au final, on ne retrouve l’impact sur la maladie résiduelle de ce polymorphisme 

que pour la MRD2 et la réponse moléculaire entre le stade MRD2 et diagnostic, 

mais, uniquement pour les 78 patients testés du bras AML1-ETO. 

• ABCG2 (rs2231142)  
 

Pour le bras AML1-ETO, l’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a 

porté sur 78 patients. 61 patients sont wt/wt, 17 sont var/wt et aucun var/var donnant 

respectivement les fréquences suivantes : 78% wt/wt (attendu 74% pour une MAF de 

0,14), 22% wt/var (attendu 24%) et de 0% var/var (attendu 2%). Ce polymorphisme 

n’a pas d’influence sur les différentes maladies résiduelles ni sur la réponse 

moléculaire entre les stades : MRD1 et le diagnostic, MRD2 et le diagnostic, MRD3 

et le diagnostic, MRD4 et le diagnostic, MRD2 et MRD1, MRD3 et MRD2, MRD4 et 

MRD3. 

 

Pour le bras CBFB-MYH11, 95 patients ont été génotypés. 74 patients sont 

wt/wt, 21 sont var/wt et aucun var/var donnant respectivement les fréquences 

suivantes : 78% wt/wt (attendu 74% pour une MAF de 0,14), 22% wt/var (attendu 

24%) et de 0% var/var (attendu 2%). De la même manière que pour le bras AML1-

ETO, nous ne retrouvons pas d’impact moléculaire de ce polymorphisme en terme 

de maladie résiduelle. 

 

Au final, nous ne confirmons pas l’impact sur la maladie résiduelle que nous 

avions observé lors de l’étude des 70 patients CBFB-MYH11. 

 

• ABCC10 (rs2125739)  
 

Pour le bras AML1-ETO, l’analyse de la réponse sur la maladie résiduelle a 

porté sur 77 patients. 38 patients sont wt/wt, 33 sont var/wt et 6 patients var/var 

donnant respectivement les fréquences suivantes : 49% wt/wt (attendu 66% pour 

une MAF de 0,19), 43% wt/var (attendu 31%) et de 8% var/var (attendu 4%). Ce 

polymorphisme n’a pas d’influence sur les différentes maladies résiduelles ni sur la 

réponse moléculaire entre les stades : MRD1 et le diagnostic, MRD2 et le diagnostic, 
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MRD3 et le diagnostic, MRD4 et le diagnostic, MRD2 et MRD1, MRD3 et MRD2, 

MRD4 et MRD3. 

 

Pour le bras CBFB-MYH11, 95 patients ont été génotypés. 51 patients sont 

wt/wt, 36 sont var/wt et 8 patients var/var donnant respectivement les fréquences 

suivantes : 54% wt/wt (attendu 66% pour une MAF de 0,19), 38% wt/var (attendu 

31%) et de 8% var/var (attendu 4%). L’impact de ce polymorphisme est peu 

significatif sur la maladie résiduelle au stade MRD1, MRD2, MRD3 et MRD4 (p=0,04 

wt/var vs var/var). Il est également peu significatif sur la réponse moléculaire entre 

les stades : MRD1 et le diagnostic, MRD2 et le diagnostic, MRD3 et le diagnostic, 

MRD4 et le diagnostic, MRD2 et MRD1, MRD3 et MRD2, MRD4 et MRD3. 

 

Au final, l’impact moléculaire de ce polymorphisme n’est retrouvé qu’à la limite 

de la significativité uniquement chez les patients du bras CBFB-MYH11. 

 

4.1.b Survie globale 
 

Les 173 patients testés (AML1-ETO et CBFB-MYH11) porteurs du 

polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10 possèdent une survie globale 

significativement améliorée (p=0,03) par rapport aux patients sauvages (Figure 17). 

Ce résultat est surtout marqué pour le génotype IT (wt/var).  
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Figure 17 : Survie globale (A. wt/wt vs wt/var et var/var) (B. wt/wt vs wt/var vs 
var/var) des 173 patients CBF pour le polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10. 
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Les patients porteurs du polymorphisme rs1130609 de la RRM2 n’ont quant à 

eux pas de différence significative (p=0,91) en terme de survie avec les patients 

ayant un phénotype sauvage (Figure 18). 

 

 

Le polymorphisme rs2231142 de l’ABCG2 n’influence pas, lui non plus, la 

survie globale (p=0,89) des 172 patients CBF testés (Figure 19). 
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Figure 18 : Survie globale (A. wt/wt vs wt/var et var/var) (B. wt/wt vs wt/var vs 
var/var) des 173 patients CBF pour le polymorphisme rs1130609 de la RRM2. 
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Figure 19 : Survie globale (wt/wt vs wt/var et var/var) des 172 patients CBF pour le 
polymorphisme rs2231142 de l’ABCG2. 
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Au final, ces résultats permettent de confirmer sur l’ensemble de la cohorte du 

protocole CBF l’influence sur la survie globale du polymorphisme rs21257739 de 

l’ABCC10. Les patients mutés ont une survie significativement améliorée par rapport 

aux patients sauvages 

	  
	  

4.2 LAM2006IR 
 

Les patients issus du protocole LAM2006IR nous permettent de tester la 

validité de ces résultats sur un groupe de patients de pronostic intermédiaire. Ce 

protocole a inclus 323 patients.  

 

• ABCC10 (rs2125739)  
 

Pour le polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10, l’évaluation de la survie a 

porté sur 272 patients. 143 patients sont wt/wt, 111 sont var/wt et 18 patients var/var 

donnant respectivement les fréquences suivantes : 52% wt/wt (attendu 66% pour 

une MAF de 0,19), 41% wt/var (attendu 31%) et de 7% var/var (attendu 4%).  

 

Dans ce cas aussi, le polymorphisme de l’ABCC10 influence la survie. 

Cependant, ici, la survie des patients mutés est significativement moins bonne que 

celle des patients non mutés (survie globale : p=0,06 ; survie sans événement : 

p=0,08). Cette tendance est plus nette pour le phénotype IT (wt/var) (Figure 20). 
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• RRM2 (rs1130609)  
 

Pour le polymorphisme rs1130609 de la RRM2, 270 patients ont été analysés. 

145 patients sont wt/wt, 109 sont var/wt et 16 patients var/var donnant 

respectivement les fréquences suivantes : 54% wt/wt (attendu 42% pour une MAF de 

0,35), 40% wt/var (attendu 46%) et de 6% var/var (attendu 12%). 

 

Nous ne retrouvons pas d’influence sur la survie globale ni sur la survie sans 

événement (Figure 21) chez ces patients. 
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Figure 20 : Survie globale (A. wt/wt vs wt/var et var/var) (B. wt/wt vs wt/var vs var/var) et 
sans événement (C. wt/wt vs wt/var et var/var) (D. wt/wt vs wt/var vs var/var) des 272 
patients LAM2006IR pour le polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10. 
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• ABCG2 (rs2231142)  
 

L’analyse de la réponse a porté sur 272 patients. 229 patients sont wt/wt, 43 

sont var/wt et aucun var/var donnant respectivement les fréquences suivantes : 84% 

wt/wt (attendu 74% pour une MAF de 0,14), 16% wt/var (attendu 24%) et de 0% 

var/var (attendu 2%). 

 

Aucune influence sur la survie globale ni sur la survie sans événement des 

patients LAM2006IR n’a été retrouvée pour ce polymorphisme (Figure 22). 
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Figure 21 : Survie globale (A. wt/wt vs wt/var et var/var) (B. wt/wt vs wt/var vs var/var) et 
sans événement (C. wt/wt vs wt/var et var/var) (D. wt/wt vs wt/var vs var/var) des 270 
patients LAM2006IR pour le polymorphisme rs1130609 de la RRM2. 
	  



	   74	  

Au final, seul le polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10 influence la réponse 

au traitement de manière significative en termes de maladie résiduelle et de survie 

sur l’ensemble des patients de ces 2 protocoles. Cependant, si la survie des patients 

du protocole CBF2006 est significativement améliorée chez les patients mutés 

(surtout hétérozygotes wt/var), elle est retrouvée altérée chez les patients du 

protocole LAM2006IR (là aussi surtout dans le groupe wt/var). 

 

En revanche, nous ne trouvons aucun impact des polymorphismes étudiés de 

RRM2 et d’ABCG2 sur la survie des patients. 

 

DISCUSSION 
 

ABCC10 est la seule des protéines étudiées dont le variant de fonction est 

associé à une modification significative de la survie des patients. Cependant, les 

patients de bon pronostic du protocole CBF2006 ont une survie significativement 

meilleure s’ils présentent le polymorphisme rs2125739 tandis que la survie des 

patients de pronostic intermédiaire est moins bonne pour ce même polymorphisme. 

Une des explications peut être la différence de dose et d’intervalles de bloc de 

traitement entre ces 2 cohortes. Cette différence peut induire une efficacité du 

traitement ou, au contraire, une toxicité altérant le pronostic des patients. 
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Figure 22 : Survie globale (A. wt/wt vs wt/var) et sans événement (B. wt/wt vs wt/var) des 
272 patients LAM2006IR pour le polymorphisme rs2231142 de l’ABCG2. 
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1. Analyse des protocoles CBF2006 et LAM2006IR 
 

Les principales différences entre les 2 protocoles résident donc dans :  

- L’utilisation de Gemtuzumab pour un des 2 bras de LAM2006IR ;  

- La présence d’une mini consolidation pour le protocole LAM2006IR ; 

- L’absence d’anthracycline dans la consolidation de CBF2006 ; 

- L’utilisation de hautes doses d’AraC pour la consolidation de CBF2006 alors 

que les patients de LAM2006IR sont soit allogreffés soit consolidés par Ara-

C et anthracycline puis greffés. 

 

Le gemtuzumab ozogamicine (GO) est un anticorps humanisé anti CD33 

couplé à une anthracycline, la calichéamicine. Il a été retiré du marché suite aux 

résultats de l’étude du SouthWest Oncology Group (SWOG)85. Cette étude comparait 

chez 637 adultes de moins de 60 ans les effets de l’ajout de la GO à une induction 

standard. Les 2 groupes présentaient des taux de réponse, une RFS et une OS 

comparables mais une augmentation de la mortalité à l’induction pour le groupe GO 

(5% dans le groupe GO + induction standard contre 1% pour l’induction seule). 

 

Cependant, d’autres études semblent montrer une efficacité du GO sans 

augmentation de la toxicité. L’étude du Medical Research Council en Grande-

Bretagne (MRC)86 menée sur 1113 patients démontre que 70% des patients de 

risque intermédiaire ont une amélioration de leur OS à 5 ans s’ils reçoivent une dose 

de GO à l’induction. Tous les groupes de pronostic ne bénéficient toutefois pas de 

cet effet. L’étude du groupe français ALFA effectuée sur des patients de 50 à 70 ans 

associe elle aussi le GO à une meilleure EFS et OS pour les groupes de pronostic 

favorable et intermédiaire87.  

 

Diverses études ont permis de corréler l’efficacité du GO avec l’expression 

membranaire d’ABC transporteurs, en particulier ABCB1 (Pgp)88,89,90,91. De même, la 

surexpression d’ABCB1 diminue la toxicité du GO in vitro92. Cependant aucune étude 

n’a été menée afin de mettre en évidence que le GO était également substrat 

d’autres ABC transporteurs. Or, une différence d’efflux par l’ABCC10 pourrait dans 

notre cas, en partie expliquer les différences de résultats entre nos 2 cohortes par le 
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biais d’une augmentation de la toxicité du médicament. En effet, le polymorphisme 

rs2125739 induit une diminution de l’activité de l’ABCC10 et donc une diminution de 

l’efflux des drogues qui en sont substrat. Si le GO est moins efflué par les cellules, sa 

toxicité via une accumulation intracellulaire peut être augmentée. 

 

A contrario, l’augmentation de la survie observée chez les patients CBF2006 

possédant le polymorphisme rs2125739 peut être expliquée par les différences de 

doses d’Ara-C reçues entre ces 2 protocoles (voir Figure 23 ci-dessous). En effet, 2 

des bras d’induction des protocoles CBF2006 (bras G) et LAM2006IR (bras B) sont 

strictement identiques. Cependant, il existe des différences importantes en terme de 

doses d’Ara-C dans leurs schémas de consolidation:  

- 3 consolidations à 6 g/m2/j sur 3 jours discontinus pour CBF2006 soit          

54 g/m2 au total (Ara-C reçu seul) ; 

- 2 consolidations à 2 g/m2/j sur 5 jours en continu pour LAM2006IR soit      

20 g/m2 au total (Ara-C associé à une anthracycline). 

 

Les patients CBF2006 ont donc reçu lors de leurs cycles de consolidation des 

doses d’Ara-C 2,7 fois plus importantes que les patients issus du protocole 

LAM2006IR. La cytarabine étant substrat d’ABCC10, une diminution de l’efficacité de 

ce transporteur chez les patients possédant le polymorphisme rs2125739 peut 

entraîner une accumulation cellulaire d’Ara-C. Cela peut ainsi engendrer une 

augmentation de son efficacité expliquant la survie augmentée des patients mutés 

issus du protocole CBF2006. Cet effet n’est peut-être pas visible chez les patients 

issus du protocole LAM2006IR du fait des doses sensiblement plus faibles d’Ara-C 

reçues. 
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LAM2006IR)

Induc.on)GO)(A))
DNR!60!mg/m2/j!J1+3!
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Figure 23 : Schémas simplifiés des protocoles thérapeutiques CBF2006 (A) et 
LAM2006IR (B) 
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2. Cytarabine : variant de structure, surexpression 
 

La résistance à l’Ara-C peut être imputable à :  

- De trop faibles taux ou une trop faible activité d’hENT1 ; 

- Des niveaux réduits d’enzymes activatrices, surtout dCK ; 

- Des niveaux augmentés d’enzymes inactivatrices (DCA, NT5C, 

SAMHD1…) ; 

- Une augmentation des pools cellulaires de dCTP ; 

- Une hyperexpression de protéines d’efflux (ABC transporteurs) ; 

- Des mutations de la ribonucléotide réductase. 

 

L’hENT1 est un transporteur permettant la captation cellulaire d’analogues 

nucléosidiques tels que l’Ara-C, la gemcitabine, la cladribine, la fludarabine. Il est 

responsable de 80% du passage cytoplasmique de l’Ara-C. Chez les patients atteints 

de LAM, de grandes variations dans les taux d’expressions d’ARNm ont été 

retrouvées. De plus, des études de toxicité in vitro ont permis de montrer qu’il existait 

une relation inversement proportionnelle entre l’expression de hENT1 et les doses 

létales 50% en ce qui concerne l’Ara-C et les autres analogues nucléosidiques93. 

 

La déoxycytidine kinase est une enzyme impliquée dans la phosphorylation de 

la désoxycytidine, la désoxyguanosine et la désoxyadénosine. Cette enzyme 

représente l’étape limitante de l’activation d’analoges nucléosidiques tels que : Ara-

C,  gemcitabine, cladribine, fludarabine and clofarabine. Une perte ou réduction de 

l’activité dCK a été reliée à une résistance à l’Ara-C dans des lignées cellulaires94 

tandis que la transfection de la dCK à des lignées cellulaires qui en étaient 

dépourvues restaure in vitro la sensibilité à l’Ara-C95. 

Les 5’nucléotidases sont un groupe d’enzymes possédant différentes 

spécificités de substrat qui catalysent la déphosphorylation de ribo- et désoxyribo- 

nucléosides phosphate. La NT5C2 « cytosolic 5’nucleotidase II » est exprimée de 

façon ubiquitaire dans les tissus humains. Une augmentation de son expression a 

été corrélée avec une résistance aux analogues nucléosidiques tels que l’Ara-C, la 

cladribine et la gemcitabine96. Des concentrations élevées en NT5C2 ont été 
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associées à de plus faibles DFS et OS chez des patients adultes atteints de LAM97. 

Les étapes de désamination jouent un rôle essentiel dans la réponse à la 

cytarabine. La cytidine désaminase est présente dans les granuleux, le plasma, le 

foie et les érythrocytes. Elle convertit l’Ara-C en Ara-U. Il semble que des taux élevés 

de cette enzyme pourraient être associés à une résistance à l’Ara-C98,99,100. L’Ara-

CMP est quant à elle convertie en Ara-UMP par la déoxycytidylate désaminase. 

Aucune étude n’a clairement pu établir à ce jour un rôle de cette enzyme dans la 

résistance aux inhibiteurs nucléosidiques. 

 

SAMHD1 est une désoxynucléoside triphosphate (dNTP) triphosphohydrolase 

clivant physiologiquement les dNTP en désoxyribonucléosides. Son rôle dans la 

réponse à l’AraC dans le cadre des LAM a été démontré in vitro101. 13 lignées 

cellulaires ont été testées pour leur sensibilité à l’AraC. Sur ces lignées, le taux de 

protéine SAMHD1 et ses niveaux d’ARNm sont inversement corrélés avec la 

sensibilité à la cytarabine. La même étude corrèle également in vivo chez la souris la 

présence de SAMHD1 avec une diminution de la survie. De plus, sur une cohorte de 

150 patients, le taux de SAMHD1 est significativement plus élevé chez ceux n’ayant 

pas obtenu une réponse complète. Cette protéine pourrait constituer à l’avenir un 

biomarqueur prédictif de la réponse à l’AraC. De plus, Vpx, une protéine issue du 

virus simien SIV, diminue les taux de SAMHD1 via une augmentation de sa 

dégradation par le protéasome, et rend les cellules in vitro et ex vivo plus sensibles 

au traitement par la cytarabine102. Sa transfection chez l’Homme pourrait être une 

voie de traitement des LAM. 

 

Les ABC transporteurs sont une famille de 48 transporteurs transmembranaires 

répartis en 7 sous-familles d’ABCA à ABCG selon leurs homologies structurales. Ils 

sont tous, sauf exception chez l’Homme, des transporteurs d’efflux. Ils possèdent 

deux domaines intracellulaires appelés NBD (nucleotide binding domain) capables 

de fixer l’ATP ainsi que deux domaines transmembranaires TMD (transmembranary 

domain)103. Les domaines transmembranaires semblent adopter une position dite 

« inward-facing conformation» sans ligand à exporter. L’arrivée du ligand permet  

aux domaines NBD de lier 2 molécules d’ATP, de se dimériser ce qui entraîne une 

modification de la conformation des domaines TMD (« outward-facing conformation») 
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et ainsi libère le substrat vers le milieu extérieur. L’hydrolyse des molécules d’ATP 

permet le retour à la conformation initiale104.  

	  

 

Les ABC transporteurs sont nombreux au niveau des cellules souches 

hématopoïétiques et jouent un rôle dans l’hématopoïèse105. Ils protègent notamment 

les cellules souches contre les xénobiotiques et efflueraient les facteurs de 

différenciation de ces cellules106.  

 

ABCC10 (MRP7) est un des ABC transporteurs découverts le plus récemment 

(2001). Son rôle dans la résistance aux agents anticancéreux a d’abord été 

démontré sur les taxanes dans le cancer du sein. En 2009, l’effet in vitro sur l’efflux 

de l’AraC est étudié107. Cet efflux fait appel à des mécanismes non glutathion-

dépendants et diffère ainsi de celui observé chez 2 transporteurs de la même famille 

MRP1 et MRP2. D’après cette même étude, ABCC10 est également impliqué dans 

Figure 24 : Mécanisme de fonctionnement d’un ABC transporteur (d’après 
Wilkens.S)  
D : Drogue ; NBD : Nucleotide binding domain ; TMD : Transmembranary domain 
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l’efflux de daunorubicine chez des fibroblastes d’embryons murins déficients en 

MDP1 et MDR. Son rôle in vivo est ensuite démontré dans l’efflux d’AraC. On 

observe également une accumulation intracellulaire de drogue en cas d’ajout 

d’inhibiteur d’ABCC10108,109. 

 

Le polymorphisme rs2125739 de ce transporteur (Thymine>Cytosine) entraîne 

le remplacement d’une isoleucine par une thréonine en position 948. Sa fréquence 

allélique est de 20% dans la population générale et de 23% chez les Européens. 

Cette mutation se situerait dans le site d’épissage de la protéine et induirait une 

déstabilisation de celle-ci. Ce polymorphisme a été étudié dans le VIH où il est 

associé à une diminution des concentrations sériques en névirapine110. Il est 

également associé avec une augmentation de la toxicité rénale du ténofovir par 

diminution de son excrétion tubulaire111 bien que cela soit remis en cause par une 

étude récente112. L’implication de ce polymorphisme dans la résistance à la 

cytarabine n’a pas été étudiée à ce jour. 

 

La ribonucléotide réductase (RR) catalyse la réduction des ribonucléotides en 

leurs désoxyribonucléotides correspondants. Il s’agit d’un dimère composé de 2 

sous-unités : RRM1 et RRM2. La sous-unité RRM1 permet de lier le substrat, la 

sous-unité RRM2, constituée notamment d’un centre ferrique, d’un atome d’oxygène, 

et d’un radical tyrosyl est essentielle à l’action de l’enzyme113. La ribonucléotide 

réductase joue un rôle important dans le devenir des cellules. Elle a été associée au 

développement de nombreux types de cancer. RRM2 joue notamment un  rôle dans 

la néoangiogénèse, et la génération de métastases. La RR régule les pools 

intracellulaires de dCTP qui est impliqué dans la résistance à l’Ara-C. Sa sous-unité 

M2 a été impliquée dans la résistance à divers agents anticancéreux tels que la 

gemcitabine ou l’hydroxyurée114. Un haut niveau d’expression de RRM2 a été corrélé 

à un mauvais pronostic chez 54 patients possédant une LAM. Dans cette même 

étude, les patients résistants à la cytarabine avaient un plus haut niveau 

d’expression de RRM2115.  

Le polymorphisme rs1130609 de ce transporteur (Guanine>Thymine) entraîne 

le remplacement d’une sérine par une alanine en position 59. Une seule étude est 

publiée à ce jour à propos de ce polymorphisme et de son implication dans la 

réponse aux traitements par LAM116. Dans cette étude ce polymorphisme entraîne 
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une augmentation de la sensibilité des cellules à l’AraC ainsi qu’une augmentation 

de l’EFS et de l’OS. Toutefois, cette étude ne porte que sur 87 patients dont 

seulement 4 sont homozygotes TT. 

 

De nombreux autres polymorphismes ont montré un impact in vitro sur la 

toxicité de la cytarabine, bien que toutefois le rôle des protéines touchées par ces 

polymorphismes demeure souvent inconnu117. 

 

3. Daunorubicine : variant de structure, surexpression 
 

Les mécanismes de résistance à la daunorubicine sont variés. Un des 

principaux est la diminution de l’accumulation intracellulaire du médicament. Cette 

diminution est souvent médiée par les ABC transporteurs, dont deux d’entre eux sont 

connus pour effluer les anthracyclines : ABCB1 (P-glycoprotéine), ABCG2118 (B-

CRP). La protection des cellules contre le stress oxydatif peut également jouer un 

rôle dans la résistance aux anthracyclines119 tout comme l’altération qualitative ou 

quantitative de l’enzyme cible la topoisomérase II120.   

 

Des modifications des voies de signalisation conduisant à l’apoptose en aval de 

l’action de la DNR, via la surexpression de BCL2 par exemple, entraînent, in vitro, 

une diminution de l’efficacité de cette classe médicamenteuse41. Enfin, une activité 

augmentée des enzymes de détoxification de la DNR peut engendrer une perte 

d’activité45,121. 

 

Toutefois, l’étude de 13 SNP de gènes codant pour des réductases impliquées 

dans la détoxification de la DNR ne montre pas de corrélation avec la réponse au 

traitement, malgré le fait que 5 d’entre eux aient un effet in vitro122. 
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La daunorubicine est un substrat de ABCB1 (P-glycoprotéine). Certains 

polymorphismes de ce transporteur (C1236T, G2677T) sont associés à une plus 

grande sensibilité in vitro aux anthracyclines ainsi qu’in vivo à une survie réduite des 

patients, probablement par augmentation de la toxicité de la DNR123. 

 

ABCG2 ou BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) a pour particularité de 

posséder un seul domaine NBD et 6 domaines TMD124. Il s’agit d’une protéine 

fonctionnant sous forme d’homo-dimères ou d’homo-multimères125. Elle est 

notamment très fortement exprimée au niveau des cellules souches. Il s’agit d’un 

transporteur des folates endogènes ainsi que de l’acide urique. La daunorubicine est 

un des principaux substrats de ce transporteur126. Cela peut expliquer qu’il soit 10 

fois plus exprimé chez des patients souffrant de LA n’ayant pas atteint la rémission 

après l’induction par rapport aux patients l’ayant atteinte127. De plus, la surexpression 

d’ABCG2 chez des patients allogreffés pour une LAM est un facteur de risque de 

rechute128.  

Figure 25 : Mécanismes de résistance aux anthracyclines (d’après Beretta et al.) 
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Le polymorphisme rs2231142 de ce transporteur (Guanine>Thymine) entraîne 

le remplacement d’une glutamine par une lysine en position 141. Il entraîne une 

diminution des capacités d’efflux de la protéine via une diminution de sa stabilité129, 

une légère diminution de son expression130, et une augmentation de sa dégradation 

par le protéasome131. Au niveau physiologique, l’ABCG2 effluera de façon moins 

efficace l’acide urique dans l’urine ce qui engendrera l’apparition de crises de 

goutte132. Toutefois, l’influence de ce polymorphisme sur les paramètres 

pharmacocinétiques des anthracyclines est peu claire133. Les études publiées à ce 

jour ne retrouvent pas de corrélation significative dans le cadres des LAM entre ce 

polymorphisme et une modification de la survie des patients134, même si une étude 

récente l’associe avec une augmentation de la toxicité cardiaque et pulmonaire135. 

 

4. Limites  de l’étude  
 

Parmi les limites de notre étude, nous pouvons citer l’absence de patients de 

mauvais pronostic. Nous pouvons également citer le fait que les patients de nos 

deux cohortes n’aient pas reçu les mêmes traitements avec les mêmes blocs 

thérapeutiques. L’introduction du gemtuzumab, en particulier, retiré du marché du fait 

de sa toxicité, a pu créer un biais dans nos résultats. Il est également à noter que la 

valeur p de la survie globale et sans événement des patients de la cohorte 

LAM2006IR est à la limite de la significativité. 

 

L’absence de modèle in vitro constitue également une limite. L’utilisation de 

techniques de génie génétique telles que les systèmes de type CRISPR-Cas9 sur 

des lignées myéloïdes nous permettrait de recréer in vitro les polymorphismes 

étudiés in vivo : en particulier, celui ABCC10 pour lequel nous observons une 

association avec le pronostic des patients mais une discordance entre nos cohortes. 

L’observation de la toxicité ainsi que la mesure des concentrations en médicaments 

sur nos lignées offrirait des pistes afin de mieux comprendre nos résultats. Cela 

permettrait également de tester l’efflux éventuel de gemtuzumab par ABCC10. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

Il est ressorti de notre étude qu’il existe une corrélation entre la maladie 

résiduelle de patients atteints de LAM de bon pronostic et des variants de structures 

fréquents de 3 protéines (ABCC10, ABCG2, RRM2) impliquées dans le métabolisme 

des 2 principaux traitements des LAM : la daunorubicine et la cytarabine. Nous 

avons pu mettre en évidence que seul le polymorphisme de l’ABCC10 était corrélé à 

une survie modifiée des patients.  

 

Nous avons ensuite pu confirmer ces résultats sur un panel étendu de patients 

présentant une hétérogénéité dans le pronostic. Toutefois, si l’on retrouve que seul le 

polymorphisme de l’ABCC10 engendre une variation dans la survie, les résultats de 

la cohorte des patients de pronostic intermédiaire sont discordants de ceux de la 

cohorte de bon pronostic. En effet, le polymorphisme rs2125739 de l’ABCC10 

confère une meilleure survie pour les patients de bon pronostic, tandis qu’il entraîne 

une diminution de la survie pour les patients de pronostic intermédiaire. Ceci peut 

être imputable aux différences de schémas thérapeutiques reçus ou plus simplement 

à la pathologie en elle-même (physiopathologie et biologie de la LAM différentes 

entre les LAM CBF et celles de pronostic intermédiaire).   

 

Ces résultats sont à mettre en parallèle avec le fait que les patients des deux 

cohortes n’ont pas reçu le même schéma thérapeutique de traitement de leur LAM. Il 

serait également intéressant de tester l’effet de ce polymorphisme sur la réponse au 

traitement de patients de mauvais pronostic qui n’ont pas été inclus dans notre 

étude. De plus, l’absence de modèle in vitro ne nous permet pas de confirmer les 

résultats observés in vivo ni de tester les différentes hypothèses permettant 

d’expliquer la discordance dans nos résultats tel qu’un excès de toxicité du 

gemtuzumab.  

 

S’il venait à confirmer nos résultats, le modèle in vitro offrirait de nouvelles 

perspectives dans la prise en charge des patients atteints de leucémie aiguë 

myéloïde. Récemment, des molécules comme le masitinib ont fait leur apparition sur 

le marché. Il s’agit d’un dérivé phénylaminothiazole inhibiteur des récepteurs de 

tyrosine kinase de classe III. Il inhibe notamment le récepteur c-Kit, le PDGF α et β et 
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la tyrosine kinase LYN. Il n’est pas actif envers les kinases dont l’inhibition a été 

associée à des effets indésirables importants telles que BCR-ABL1, VGF, EGF. Son 

utilisation en essais cliniques a montré un rapport bénéfice/risque favorable dans les 

cancers gastro-intestinaux et pancréatiques136,137. Il a démontré in vitro une efficacité 

dans l’inhibition d’ABCG2138 avec en particulier une diminution de l’efflux de 

doxorubicine. Il a également montré une efficacité dans l’inhibition de l’efflux de 

paclitaxel médiée par ABCC10139. Son utilisation dans le cadre des LAM pourrait être 

bénéfique sur des patients présentant une activité augmentée de certains de leurs 

transporteurs de la famille ABC. 

 

Cette étude a donc permis de démontrer un lien entre un variant de structure 

d’une protéine impliquée dans la réponse à la cytarabine (ABCC10, I948T) et une 

modification de la survie des patients. L’addition de groupes de patients de mauvais 

pronostic et d’un modèle in vitro à notre étude permettrait de mieux comprendre et 

d’approfondir nos résultats.  

 

Si le lien entre ce polymorphisme et la survie des patients atteints de LAM était 

confirmé, cela pourrait ouvrir la voie vers de nouvelles perspectives thérapeutiques : 

modulation des doses de cytarabine et de daunorubicine en fonction du profil 

génétique et/ou ajout de modulateurs de transporteurs tels que le masitinib. 
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Annexe 1 : Principe de préparation des librairies NGS 
	  

 La librairie de séquençage (voir schéma ci-dessous) contient :  
-‐ Le segment d’intérêt (avec les amorces de PCR ayant servi à l’amplifier) 
-‐ Les index (ou codes-barres) spécifiques de chaque échantillon, permettant de 

multiplexer plusieurs échantillons dans un run de séquençage 
-‐ Les adaptateurs P5 et P7 permettant la fixation de la librairie sur la flowcell de 

séquençage MiSeq Illumina.  

 

Cette librairie sera obtenue à partir d’un ADN génomique, grâce à deux PCRs : la 
PCR1 permet d’obtenir les segments d’intérêts pour chaque échantillon, la PCR2 
permet d’ajouter les index et les adaptateurs grâce aux queues flottantes des 
amorces de PCR1. 
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Annexe 2 : Protocole PCR1  
	  
 
La PCR1 est une PCR simplex dans laquelle nous réalisons le mix suivant  pour 
chaque SNP :  

-‐ 12.5 µL Taq GOLD 360 
-‐ 10,5 µL d’H20 
-‐ 0,5 µL d’amorce sens 
-‐ 0,5 µL d’amorce antisens 

 
Les couples d’amorces et leurs séquences respectives sont listés dans le tableau 
suivant :  
	  

Amorces Séquences Volume 
CBF_SNP01_F1 CCAGGGCTCTATGGGAAGG 0,5 µL 
CBF_SNP01_R1 CCCTTTCTTTGTTCAGCCCC 0,5 µL 
CBF_SNP02_F1 GGCTGTGCTTTCTCGTCTTC 0,5 µL 
CBF_SNP02_R1 GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 0,5 µL 
CBF_SNP03_F1 TCTGCAGCTTTGGTCCACTT 0,5 µL 
CBF_SNP03_R1 TGCTCATACAAACTGCATACCT 0,5 µL 
CBF_SNP04_F2 CAGTCAGTTTGCAGGGGTG 0,5 µL 
CBF_SNP04_R2 GCCAAATCCCAATACAGGCA 0,5 µL 
CBF_SNP05_F1 TTGGCTTCTGTGTTCATGGG 0,5 µL 
CBF_SNP05_R1 TCTTTCTGGCCTGAAGACAAC 0,5 µL 
CBF_SNP06_F1 CATGGGAGTGGGAGAAGTGA 0,5 µL 
CBF_SNP06_R1 TCTTTGGGGCTTGATTTGGC 0,5 µL 
CBF_SNP07_F1 CCAGGACCAGTGAAGACAGA 0,5 µL 
CBF_SNP07_R1 CCGAAGCAGACGTTTACCAG 0,5 µL 
CBF_SNP08_F2 TAAAGGCTGCTGGAGTGAGG 0,5 µL 
CBF_SNP08_R2 CAAGCTGAGCCCCTTCAG 0,5 µL 
CBF_SNP09_F1 CTGCATTTCTGTGGCTTCCA 0,5 µL 
CBF_SNP09_R1 GTCAAAGAGGCTGCTTGGAG 0,5 µL 
CBF_SNP10_F1 GTCTGGACAAGCACTGAAAGAT 0,5 µL 
CBF_SNP10_R1 AGCATAGTAAGCAGTAGGGAGT 0,5 µL 
CBF_SNP11_F1 CTGAAGCCTGAGTGTGTCCA 0,5 µL 
CBF_SNP11_R1 GTGCCCACCTTTACCTTTGA 0,5 µL 
CBF_SNP12_F1 TTCTGGAGGGTGGGAGAGAT 0,5 µL 
CBF_SNP12_R1 CGCATACACGGTGAGGTAGA 0,5 µL 
CBF_SNP13_F1 CACCTAGTGTTTGCAATCTCATT 0,5 µL 
CBF_SNP13_R1 CAGGTCATTGGAAGCTGTCG 0,5 µL 
CBF_SNP14_F2 AGGATGATGTTGTGATGGGC 0,5 µL 
CBF_SNP14_R2 TCTGCCACTTTATCCAGACCT 0,5 µL 
CBF_SNP15_F1 CTGCTCCAAAATCCCTGCAA 0,5 µL 
CBF_SNP15_R1 GCTTTTAAGGGCTCTGACGC 0,5 µL 
CBF_SNP16_F1 GCCCTGCACCCATGATCAT 0,5 µL 
CBF_SNP16_R1 TGTTTTCTCTTCTTGCCCGC 0,5 µL 
CBF_SNP17_F1 CACAAGTATCTACGGAGCCCT 0,5 µL 
CBF_SNP17_R1 CCTTGGTGGTGGAAAACGTC 0,5 µL 
CBF_SNP18_F1 ACTGTTCTCGGAGTTATTTCTAAACA 0,5 µL 
CBF_SNP18_R1 ACAATGTCACATCTTAGAAAATGTAGG 0,5 µL 
CBF_SNP19_F2 GGCGCGGTGTATGCTGA 0,5 µL 
CBF_SNP19_R2 ATGAGACGTGGAGAGCAGAG 0,5 µL 
CBF_SNP20_F1 CCCGGGAGTTGGAACAGAG 0,5 µL 
CBF_SNP20_R1 AGCCCAGCTAGTGTCAATGC 0,5 µL 
CBF_SNP21_F1 GCATCAAATGGGTGACAGAGA 0,5 µL 
CBF_SNP21_R1 AGTACTGATCACCTGCGCAT 0,5 µL 
CBF_SNP22_F1 CACCATAACGACACCACAGG 0,5 µL 
CBF_SNP22_R1 TGCTTGCTCAATGACAGGTG 0,5 µL 
CBF_SNP23_F1 CAGCCTTCACCTTCCCATTG 0,5 µL 
CBF_SNP23_R1 CCACAGCCTCCATTGACATG 0,5 µL 
CBF_SNP24_F1 CCTGAAACCATGTCATCGCC 0,5 µL 
CBF_SNP24_R1 AGCTTCTTCTAACTCCTGCTGT 0,5 µL 
CBF_SNP25_F1 TCCTGGCATGGACTTGAACA 0,5 µL 
CBF_SNP25_R1 TTTTCGATGCACTTCTGGGC 0,5 µL 
CBF_SNP26_F1 TGATGTCCTTGACCTCCACC 0,5 µL 
CBF_SNP26_R1 GTAACGGAACAAGGGGCATC 0,5 µL 
CBF_SNP27_F1 TCAATCACAGTCAGAGCCCT 0,5 µL 
CBF_SNP27_R1 TTCCGACCGTCAGATCTACC 0,5 µL 
CBF_SNP28_F1 TTTAGGCCTGTCTGCGGAAT 0,5 µL 
CBF_SNP28_R1 GAACGGTCCCTAGAGTCCG 0,5 µL 
CBF_SNP29_F1 TGATGGGGCTCACAAGATCA 0,5 µL 
CBF_SNP29_R1 CCACCCACAAAACACAGACT 0,5 µL 



	   99	  

1 µL d’ADN à 100 ng/µL est ensuite ajouté au mix et la PCR1 est alors lancée en 
plaque selon le programme suivant :  

-‐ 98°C pendant 3 min 
-‐ 98°C 10s/55°C  30s/  72°C 30s et pendant 30 cycles 
-‐ 72°C 5 min 
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Annexe 3 : Protocole post-PCR1  
 
 

-‐ Centrifugation des plaques ; 
-‐ 1ère purification sur billes ( Agencourt Ampure XP Beads, beckman Coulter ) à 

l’aide du robot HAMILTON :  
o Transfert des billes dans la plaque de purification (16µL) ; 
o Transfert des produits de PCR1 dans la plaque de purification (20µL) ; 
o Incubation 5 min ; 
o Transfert sur l’aimant et incubation 4 min ; 
o Retrait du surnageant ; 
o Deux lavages en éthanol 80% (VWR) ; 
o Séchage 5 min ; 
o Ajout du tampon d’élution BUFFER EB (QIAGEN) ; 
o Mélange à la pipette x 2 ; 
o Transfert sur l’aimant et incubation 4 min ; 
o Transfert des éluâts dans la nouvelle plaque. 

 
-‐ Préparation du mix :   

Réactifs Volume (µL) 
Buffer HF 5X 3 
DNTP 10mM 0,3 

H2O 0,1 
Phusion 5U/µL 4,1 

 
-‐ Centrifugation de la plaque ; 
-‐ Lancement de la PCR2 (12 cycles) :  

o 98°C, 3 minutes ; 
o 98°C, 10 secondes ; 
o 55°C, 30 secondes ; 
o 72°C, 30 secondes ; 
o 72°C, 5 minutes ; 
o 4°C, pause. 

 
-‐ Centrifugation de la plaque ; 
-‐  2ème purification sur bille à l’aide du robot (volume de billes : 16 µL, volume de 

PCR : 15 µL, volume d’élution 30 µL) ; 
-‐ Centrifugation de la plaque ; 
-‐ Dosage fluorimétrique :  

o Préparation d’une gamme d’ADN contrôle (λ DNA standard) ; 
o Distribution de 45 µL de TE 1X dans tous les puits d’une plaque ; 
o Ajout à chaque puits de 5 µL de produits de purification issus de la PCR2 ou 

de 50 µL de la gamme ; 
o Distribution de 50 µL de solution de Picogreen dans chaque puits ; 
o Centrifugation de la plaque ; 
o Lecture au fluoroskan. 
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Annexe 4 : Quantification de la librairie	  
	  

	  
-‐ Dilution de la librairie au 1000ème 

; 
-‐ Préparation du mix : 

o Master Mix + primer premix : 6 µL ; 
o H2O : 3 µL. 

-‐ Ajout de 9 µL de mix par puits et 1 µL de points de gamme (Std : 1, 2 et 3) ou 
de dilution de la librairie ; 

-‐ Quantification sur un Light Cycler :  
o 95°C, 5 minutes ; 
o 25 cycles de 15 secondes à 95°C et 20 secondes à 60°C. 

-‐ Dans un tube de 1,5 ml, diluer la librairie à 5nM dans du buffer EB après 
l’avoir vortexée 
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Annexe 5 : Réponses moléculaires CBFB-MYH11, analyse initiale des 29 SNP	  
	  
	  
	  

	  
	  

Réponse moléculaire SNP2125739 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 
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Réponse moléculaire SNP rs1130609 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 

Réponse moléculaire SNP rs29442194 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 
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Réponse moléculaire SNP rs3736032 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 

Réponse moléculaire SNP rs2032582 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 



	   105	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

Réponse moléculaire SNP rs2231142 (wt/wt vs wt/var et var/var) 
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Réponse moléculaire SNP rs12529 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 

Réponse moléculaire SNP rs1005696 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 
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Réponse moléculaire SNP rs2835265 (wt/wt vs wt/var et var/var) 

Réponse moléculaire SNP rs1800566 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 
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Réponse moléculaire SNP rs714368 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 

Réponse moléculaire SNP rs12210538 (wt/wt vs wt/var vs var/var) 
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Pharmacogenomics of acute myeloid leukemias 
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Abstract :  
Acute myeloid leukemias are bad prognosis diseases whose treatment is based for 
40 years on the association between daunorubicin and cytarabine. The aim of our 
study is to evaluate the impact on the patients’ minimal residual disease and survival 
of 20 widespread protein structural variants taking part in the metabolism of these 2 
molecules, evaluated by NGS sequencing. 70 good prognosis patients from the 
CBF2006 protocol compose our first study cohort. The selected polymorphisms are 
then evaluated on a wider cohort: 173 patients from the CBF2006 protocol and 278 
intermediate risk patients from the LAM2006IR protocol. 
During the first part of our study, 3 polymorphisms are correlated with a change in the 
minimal residual disease: rs1130609 of RRM2, rs2231142 of ABCG2 and rs2125739 
of ABCC10 genes. The latter is also correlated with a significant improvement of 
patient’s survival. The study of the wider cohort confirms the influence of the 
rs2125739 polymorphism on the minimal residual disease and on survival of good 
prognosis patients. The OS and EFS of intermediate risk patients are also modified. 
In contrast, in this case, they are shorter for the variant patients. This discrepancy 
may, for these patients, come from an increase of medication toxicity in the 
LAM2006IR protocol in particular due to gemtuzumab, or from an enhanced 
treatment’s efficacy in the CBF2006 protocol (higher doses of Ara-C, substrate of 
ABCC10, were administered). These hypotheses need to be investigated on an in 
vitro model to study the influence of this polymorphism on cellular concentrations of 
Ara-C and gemtuzumab. A confirmation of our results can lead to a change in AML 
patient management. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Acute myeloid leukemias, pharmacogenomics, ABC transporter, 
cytarabine, daunorubicin, next generation sequencing (NGS) 
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Pharmacogénomique des leucémies aiguës myéloïdes 
______________________________________________________________	  
 
Résumé :  
Les leucémies aiguës myéloïdes sont des affections de mauvais pronostic dont le 
traitement repose depuis 40 ans sur l’association entre la cytarabine et la 
daunorubicine. Le but de notre étude est d’évaluer l’impact sur la maladie résiduelle 
et la survie de 20 variants de structure fréquents de protéines intervenant dans le 
métabolisme de ces 2 molécules par séquençage NGS. La cohorte de notre 1ère 
étude est constituée de 70 patients de bon pronostic issus du protocole CBF2006. 
Les polymorphismes d’intérêt retenus sont ensuite évalués sur une cohorte étendue : 
173 patients issus du protocole CBF2006 et 278 patients de pronostic intermédiaire 
issus du protocole LAM2006IR.  
Lors de la 1ère partie de notre étude, 3 polymorphismes sont associés à une 
modification de la maladie résiduelle des patients : rs1130609 de la RRM2, 
rs2231142 de l’ABCG2 et rs2125739 de l’ABCC10. Ce dernier est également corrélé 
à une amélioration significative de la survie des patients. L’étude de la cohorte 
étendue de patients nous permet de confirmer l’influence du polymorphisme 
rs2125739 de l’ABCC10 sur la maladie résiduelle et la survie des patients de bon 
pronostic. L’OS et l’EFS des patients de pronostic intermédiaire porteurs de ce 
polymorphisme sont également modifiées. En revanche, ici, elles sont altérées chez 
les patients variants. Cette discordance peut provenir, chez ces mêmes patients, 
d’un excès de toxicité des médicaments utilisés dans le protocole LAM2006IR, en 
particulier le gemtuzumab ou d’une meilleure efficacité du traitement dans le 
protocole CBF2006 (Ara-C substrat d’ABCC10 utilisé à plus hautes doses). Ces 
hypothèses nécessiteraient d’être évaluées sur un modèle in vitro qui permettrait 
d’étudier l’influence de ce polymorphisme sur les concentrations cellulaires en Ara-C 
et gemtuzumab. Une confirmation de nos résultats pourrait à terme déboucher sur 
une modification de la prise en charge des patients possédant une LAM.  
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