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Abréviations et définitions

CGH array : analyse permettant la recherche de gains et de délétions de régions génomiques sur

puce a ADN.

CNV, CNA : chague segment génomique est présent en deux copies chez un individu (une héritée
de chaque parent). L'augmentation (gain) ou la diminution (délétion) de ce nombre de copies est
appelée CNV pour variant du nombre de copies (copy number variant). Il s’agit soit d’un
polymorphisme, soit d’'une situation pathologique. Un CNV pathologique est appelé CNA pour

anomalie du nombre de copies (copy number abnormality).
CSH : cellule souche hématopoiétique.
Cryptique : caractére d’une anomalie génétique qui n’est pas visible au caryotype.

Délétion / gain : perte d’'une ou des deux copies d’une région du génome / gain d’une ou de

plusieurs copies d’une région du génome.
Ig : immunoglobuline.

LAL: Leucémie aigué Ilymphoblastique. Pathologie maligne résultant d’'un blocage de
différentiation et de la prolifération de cellules hématopoiétiques immatures engagées dans la

lignée lymphoide.

LOH : Perte d’hétérozygotie (loss of heterozygosity). Perte d’'une des deux copies d’origine

parentale d’un gene, d’une région génomique, voire d’un chromosome entier.

MRD : Maladie résiduelle. Mesure de la présence et du taux de cellules pathologiques dans un
échantillon. Elle est réalisée par cytométrie en flux ou en biologie moléculaire. La MRD1 est

réalisée apres le traitement d’induction, la MRD2 pendant le traitement de consolidation.

Pb, kb, Mb : paire de bases, kilobase, mégabase. Unité de mesure de la taille d’'un acide nucléique
(ADN ou ARN). Une paire de bases correspond a une distance d’un nucléotide, un kilobase

correspond a mille nucléotides et un mégabase correspond a un million de nucléotides.

SNP : Single nucleotid polymorphism. Modification d’'une paire de bases dans le génome, sans

conséquence physiologique ou pathologique, et existant chez au moins 1% de la population.
SNP array : Etude des SNP sur puce a ADN.

UPD : Disomie uni parentale (uniparental disomy). LOH avec un nombre de copies neutre.



1 Généralités

1.1 Laleucémie aigué lymphoblastique, un cancer rare

1.1.1 Les grands acteurs de la description des leucémies

Le premier cas de leucémie rapporté est attribuable a Peter Cullen (1769-inconnu). Ce
chirurgien anglais publie en 1811 un cas de « splenitis acutus » (hyperplasie aigué de la

rate) chez un patient de 35 ans. Il observe la coloration blanche du sang de son patient,

qu’il pense due a la présence de graisses?.

En 1827, Alfred Velpeau (1795-1867), chirurgien frangais, fait la méme observation chez
un patient présentant une splénomégalie et une hépatomégalie massives. Il attribue la

coloration laiteuse du sang a la présence de pus circulant.

C'est en 1844 que la raison de la coloration blanche du sang est découverte. Alfred Donné
(1801-1878), chimiste utilisant la microscopie, décrit pour la premiére fois I'abondance de
« globules muqueux », d’aspect proche mais différent des « globules du pus ». Il est le
premier a évoquer un arrét de différentiation de ces « globules » (appelés aujourd’hui

leucocytes).

Le médecin pathologiste allemand Rudolf Virchow (1821-1902), I'un des fondateurs de
I’'anatomo-pathologie, introduit en 1847 le terme de «leukdamie » pour décrire
I'association d’un sang laiteux et d’un gonflement de la rate ou des ganglions

lymphatiques, terme qui a été conservé jusqu’a aujourd’hui.

Actuellement, la leucémie n’est plus considérée comme une maladie unique mais un
groupe de maladies. On distingue des pathologies chroniques telles que la leucémie
myéloide chronique et la leucémie lymphoide chronique, et des pathologies aigles ; la
leucémie aigué myéloide et la leucémie aiglie lymphoblastique (LAL) (Fig 1). Cette
derniére se subdivise en LAL T, qui consiste en une prolifération de cellules immatures de
la lignée lymphoide T, et en LAL B lorsque ce sont des cellules immatures lymphoides B

qui proliferent.
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Fig 1. Représentation des maladies hématopoiétiques responsables d’une « leucémie ».
Les syndromes myélodysplasiques sont représentés mais ne sont pas responsables
d’hyperleucocytose. LMC: leucémie myéloide chronique. TE: thrombocytémie
essentielle. PV : polyglobulie de Vaquez. LMMC : leucémie myélomonocytaire chronique.
LMMJ : leucémie myélomonocytaire juvénile. LZM : lymphome de la zone marginale.
DLBCL : lymphome B diffus a grandes cellules.

1.1.2 L’histoire naturelle des lymphocytes B

Les cellules sanguines, plaquettes, globules rouges, ainsi que tous les leucocytes
(polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, monocytes et lymphocytes B, T
et NK), proviennent tous d’une cellule souche commune, la cellule souche

hématopoiétique (CSH).

Les CSH ne sont pas distinguables morphologiquement des autres cellules immatures de
la moelle osseuse mais elles présentent des marqueurs phénotypiques et de

fonctionnalité qui ont permis leur étude. Elles sont notamment Kit+ et Sca-1+.

Elles représentent moins d’une cellule sur 10000 dans la moelle osseuse
hématopoiétique et sont localisées au niveau de deux niches, la niche endostéale ou elles
sont en état de quiescence, et les niches périvasculaires (périartériolaire et

périsinusoidale) ou elles ont préférentiellement un réle d’auto-renouvellement. Elles



constituent un pool de cellules pluripotentes qui s’autorenouvelle et produit les cellules

sanguines tout au long de la vie de I'individu.

La CSH se divise de fagon asymétrique, entrainant la production d’une CSH (auto-
renouvellement) et d’une cellule entrant en différenciation. Au fur et a mesure de sa
différenciation, la cellule s’engage de plus en plus dans une lignée et perd sa capacité a

produire des cellules d’'une autre lignée.

Des données récentes suggerent que le choix de la lignée survient trés tot dans la cellule,
probablement a un stade ou la cellule a encore un phénotype de cellule souche. Ceci a

été bien démontré pour les cellules dendritiques?.

La différenciation de ces CSH en cellules hyperspécialisées productrices d’anticorps, les
lymphocytes B, est un processus multi-étapes qui implique I'expression d’'un programme
de différenciation permettant I'acquisition des caractéristiques spécifiques de la lignée
(spécification) en paralléle de la perte progressive de la capacité de se différencier en une

cellule d’une autre lignée (engagement).

La régulation de ce processus implique des facteurs de transcription qui interviennent
non pas séquentiellement au cours de la différenciation mais qui constituent un réseau
complexe. lls s’interconnectent par des liaisons de type feedback, feedforward ou
d’antagonisme réciproque (deux facteurs de transcription guidant la différenciation dans

des lignées différentes vont dans certains cas s’inhiber réciproquement)3.

De nombreux facteurs de transcription sont impliqués. Parmi eux, les facteurs de
transcription IKZF1, RUNX1, TCF3 et FOXO1 entrainent des modifications épigénétiques
autorisant I'action de facteurs de transcription spécifiques de la lignée B, parmi lesquels
EBF1 et PAX5. Le programme de transcription ainsi activé permet |'expression de genes
spécifiques de lignée et la répression du potentiel de différenciation vers d’autres
lignées*. Ces génes régulateurs de la différenciation sont impliqués de fagon récurrente
dans la pathogénese de la LAL, via des mutations, des pertes ou des réarrangements
empéchant leur fonction normale. La perte de fonction entraine un blocage de
différenciation des cellules B immatures, qui avec la prolifération est I'un des grands

mécanismes de la maladie.



La différentiation en lymphocyte B est un processus continu. Schématiquement, elle se
déroule en trois étapes. Les deux premieres se déroulent dans la moelle osseuse, et le

foie chez le foetus (Fig 2).
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Fig 2. Schéma de la lymphopoiése. En gris sont représentées les cellules ayant un
potentiel de différenciation en cellules B et non B, en bleu les lignées non B, en jaune les
cellules engagées dans la lignée B en phase de différenciation précoce (localisées dans la
moelle osseuse hématopoiétique) et en vert les cellules en phase tardive de
différenciation (localisées dans les organes lymphoides secondaires). Les marqueurs de
surfaces sont soulignés. Les stades de différenciation sont écrits en gras. HSC, cellule
souche hématopoiétique; MPP, progéniteur multipotent; LMPP, progéniteur multipotent
lymphoid-primed; CLP, progéniteur lymphoide commun; CMP, progéniteur myéloide
commun; MEP, progéniteur mégakaryocyte/érythrocyte; GMP, progéniteur
granulocyte/macrophage; ETP, progéniteur thymique précoce; DC, cellule dendritique;
NK, lymphocyte natural killer. Adapté de Boller et Grossched|*.



Dans la premiere étape, les cellules conservent un potentiel a se différencier vers
plusieurs lignées. Cette capacité se restreint progressivement. Trois stades cellulaires sont
décrits. Le progéniteur multipotent (MPP) issu de la CSH est a la croisée des chemins
entre la lignée myéloide et la lignée lymphoide. Il peut donner un progéniteur myéloide
commun qui a le potentiel de se différencier en toute cellule myéloide, ou un MPP dit
«lymphoid primed» (LMMP) qui conserve une aptitude a se différencier en macrophage
ou cellule granulocytaire mais va dans la majorité des cas s’orienter vers une
différentiation lymphocytaire. Il est caractérisé par I'expression a la membrane du
récepteur tyrosine kinase FLT3. Le stade suivant est le progéniteur lymphoide commun

(CLP) qui est a 'origine de tous les lymphocytes T, B, NK et des cellules dendritiques.

A I'étape suivante, I'engagement dans la lignée lymphoide B est complet, les cellules ont
perdu tout potentiel de différentiation vers d’autres lignées, et acquiéerent leurs fonctions
de cellule spécialiste. Elle débute au stade de lymphocyte pré-pro B jusqu’au lymphocyte
B immature qui quitte la moelle osseuse pour rejoindre les organes lymphoides
secondaires. Au stade proB a lieu le réarrangement des chaines lourdes des
immunoglobulines (Ig) par I'action des endonucléases Rag 1 et Rag 2. Les chaines légeres
sont réarrangées au stade préB. Le lymphocyte B immature exprime a sa surface un
hétérotétramére constitué de deux chaines lourdes et de deux chaines légéres: le
récepteur des cellules B (BCR). Les lymphocytes qui reconnaissent les antigenes du soi

sont éliminés®.

Une chaine d’lg est constituée de la région variable codée par la juxtaposition d’un
segment V, d’'un segment D (pour les chaines lourdes uniquement) et d’'un segment J, et
de la région constante. Les génes des Ig comportent de nombreux segments V, D et J
différents, et un unique segment C codant pour la région constante. Au cours de la
différentiation lymphocytaire, un réarrangement des génes des Ig a lieu au cours duquel
un segment D est réarrangé avec un segment J puis un segment V pour les chaines
lourdes. Pour les chaines légéres, un segment V se réarrange avec un segment J (absence
de segment D) (Fig 3). Ainsi, une tres grande diversité combinatoire est générée. Ce
mécanisme physiologique permet la diversité des BCR et ainsi la reconnaissance de tres

nombreux antigénes.



Les réarrangements V(D)J sont utilisés dans les LAL pour détecter et suivre la clonalité.
Dans un prélevement constitué de cellules lymphoides normales, chaque lymphocyte
exprimera une chaine lourde et une chaine légere différentes des autres lymphocytes
suite aux réarrangements aléatoires VDJ et VJ. Au contraire, dans une population maligne
ou toutes les cellules lymphoides sont homogenes car issues d’'une méme cellule (clone),
un réarrangement sera prédominant. Ces réarrangements V(D)J sont utilisés pour suivre

la maladie résiduelle par des techniques de biologie moléculaire (voir partie méthodes).
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Fig 3. Recombinaison VDJ du géne de la chaine lourde des immunoglobulines

Les lymphocytes B immatures partent dans la circulation périphérique pour rejoindre la
rate et les ganglions. A ce niveau a lieu la rencontre avec I'antigene, ce qui induit les

hypermutations somatiques et la commutation isotypique.

1.1.3 Epidémiologie des leucémies aigués lymphoblastiques B

C’est une pathologie rare selon la définition du groupe européen RARECARE, avec un taux
d’incidence annuel standardisé a la population mondiale de I'ordre d’un cas pour 100 000
habitants. C’est néanmoins le cancer le plus fréquent des enfants. Le pic d’incidence se
situe entre 1 et 4 ans, a 70 cas par million et par an (données de I'Institut National du

Cancer).



Chez VIl'adulte, les leucémies aigués sont plus fréguemment myéloides que
lymphoblastiques. Les LAL sont environ trois fois moins fréquentes que chez I'enfant, et la
plupart surviennent apres 50 ans. Dans la suite de ce document, nous nous intéresserons

exclusivement aux cas pédiatriques.

Avant I'utilisation des chimiothérapies, I'issue était constamment fatale. Le pronostic s’est
amélioré de facon drastique depuis les années 1960 et [Iutilisation des
polychimiothérapies®’. Actuellement, ces traitements, auxquels s’ajoute I'allogreffe de
moelle osseuse dans certains cas, permettent I'obtention d’une rémission compléte pour

plus de 90% des enfants atteints de LAL B.

Néanmoins, les polychimiothérapies ont des effets a échéance tardive (séquelles, cancers
secondaires...) qui revétent une importance majeure lorsque I'on prend en charge des
enfants qui vivront de longues années avec les conséquences des chimiothérapies. C'est
I’'un des enjeux actuels de la recherche en hématologie. La prise en charge des patients au
sein d’essais cliniques permet d’adapter de plus en plus finement le traitement en
fonction du pronostic individuel, afin d’avoir un bon compromis entre I'obtention d’une

rémission compléte et la limitation de la toxicité des chimiothérapies.

La stratification du risque est essentielle dans ce contexte. Elle s’effectue sur des données
cliniques et biologiques, avec un impact fort des caractéristiques génétiques du clone
leucémique. La connaissance des anomalies génétiques des LAL est donc nécessaire pour

une prise en charge thérapeutique adaptée des patients.

1.2 Prise en charge du patient

1.2.1 Les étapes du diagnostic
1.2.1.1 La présentation clinique
La LAL est une pathologie aigué et le diagnostic est rarement fortuit. Les patients

présentent des symptomes secondaires a la prolifération des cellules malignes.

L’envahissement de la moelle osseuse par les lymphoblastes réduit I'hématopoiése et est

responsable des trois versants du syndrome d’insuffisance médullaire :



- le syndrome anémique avec une diminution rapide du taux d’hémoglobine qui est

fréquemment mal tolérée.

- le syndrome hémorragique, sous forme d’"hémorragies cutanées ou muqueuses en
rapport avec la thrombopénie, et qui peut étre aggravé par un syndrome de

coagulation intravasculaire disséminée.

- et le syndrome infectieux, pouvant prendre toute forme, la plus classique étant
une infection ORL résistante aux antibiotiques. Il est en rapport avec la
neutropénie, allant souvent jusqu’a l'agranulocytose c’est-a-dire un taux de

polynucléaires neutrophiles inférieur a 0,5 G/L.

Un syndrome tumoral est également fréquent par envahissement des organes

hématopoiétiques et se traduisant par une splénomégalie et la présence d’adénopathies.

Un syndrome de leucostase peut survenir en cas de trés forte hyperleucocytose, a des
taux dépassant 100 G/L. Les patients présentent alors au niveau pulmonaire une hypoxie
voire une détresse respiratoire, et au niveau cérébral des troubles de la conscience allant

jusqu’au coma.

L’envahissement de I'espace méningé par les cellules malignes a un impact pronostic
péjoratif majeur et la symptomatologie est a type de céphalées et de paralysie des nerfs
craniens. Chez les hommes et les gargons, un envahissement testiculaire est également
possible. Enfin, des localisations osseuses, prédominant aux diaphyses proximales sont

principalement retrouvées chez les enfants et sont responsables de douleurs.

1.2.1.2 Le diagnostic biologique
1.2.1.2.1 Le prélevement sanguin
Les cytopénies liées a I'envahissement médullaire sont objectivables sur un prélévement
sanguin. Anémie, thrombopénie et neutropénie sont fréguemment toutes trois
présentes, réalisant une pancytopénie. L'anémie est normochrome, normocytaire et
arégénérative. La neutropénie peut étre profonde, jusqu’a l'agranulocytose. La

leucocytose est tres variable, de la leucopénie a I’hyperleucocytose majeure, dépassant



parfois 500 G/L. Ceci dépend de la présence des lymphoblastes dans le sang, fréquente

mais inconstante, et de leur abondance.

La blastose sanguine est détectable par les automates de cytologie. lls signalent la
présence de cellules anormales par des alarmes, et le graphique croisant la taille de la

cellule et sa granularité permet de visualiser la population anormale.

La présence de lymphoblastes circulants est recherchée sur un frottis sanguin en cas
d’alarmes de I'automate, de cytopénies ou sur demande du clinicien devant un tableau
évocateur. Ce sont le plus souvent des cellules de taille moyenne, a rapport nucléo-
cytoplasmique trés élevé (le cytoplasme est presque invisible), le noyau a un contour

irrégulier et une chromatine intermédiaire (Fig 4).

| “ ‘} . a
”. h -y /

Fig 4. Différents aspects de lymphoblastes dans le sang. Images en microscopie optique
objectif x100 apres coloration May Griinwald Giemsa, issues des prélevements de quatre
patients différents.

5 a 10% des LAL présentent des granulations grises ou orangées, différentes des
granulations myéloides. Les granulations myéloides et des corps d’Auer (agrégats en
forme de batonnet de ces granulations, retrouvés uniguement dans les leucémies aigués

myéloides) sont recherchés pour le diagnostic différentiel.

La distinction entre blastes myéloides et lymphoblastes peut étre malaisée sur le frottis
sanguin, et elle est parfois plus facile sur le frotti médullaire. La cytochimie sur moelle
osseuse et I'immunophénotypage des blastes sur sang ou sur moelle sont indispensables
dans certains cas pour distinguer une leucémie aigué lymphoblastique d’une leucémie
aigué myéloide avec différentiation minime ou sans maturation (selon la classification

FAB des LAM).
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1.2.1.2.2 Le myélogramme

Une ponction médullaire au trocart de Mallarmé est essentielle au diagnostic. Elle se
réalise au niveau du sternum ou de la créte iliaque (la moelle des os plats étant le siege
essentiel de I’'hématopoiese chez les individus de plus de 4 ans), et au niveau du tibia chez

les nourrissons. Elle nécessite une anesthésie générale chez les enfants en bas age.

Elle permet d’affirmer le diagnostic lorsque le décompte des blastes dépasse 20% des
cellules nucléées hématopoiétiques. La richesse médullaire est généralement augmentée
a cause de l'envahissement par les cellules malignes, alors que les lignées médullaires
normales (lignées granuleuse, érythroblastique et mégacaryocytaire) sont diminuées.
L’envahissement est variable, jusqu’a la quasi-absence des cellules normales de la moelle
osseuse. L'aspect des lymphoblastes de la moelle osseuse est généralement proche de

celui des lymphoblastes circulants (Fig 5).

Fig 5. Lymphoblastes médullaires. Images en microscopie optique objectif x100 apres
coloration May Griinwald Giemsa, issues des prélévements de trois patients différents.

En cas de difficulté a réaliser I'aspiration médullaire, une biopsie ostéo-médullaire,

permettant de prélever une carotte de moelle osseuse, peut s’avérer nécessaire.

1.2.1.2.3 L'immunophénotypage des blastes

Il est réalisé sur un prélevement de moelle osseuse ou a défaut sur du sang si la blastose

sanguine est suffisante.

Il permet la distinction entre lymphoblastes et blastes myéloides via ['utilisation

d’anticorps marqués ciblant des antigénes de surface ou intracytoplasmiques des cellules.
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Ces antigenes varient suivant le type de cellule, myéloide ou lymphoide, et en fonction de

la différentiation de la cellule.
Le marquage est détecté cellule par cellule par la mesure de la fluorescence émise.

Les marqueurs CD45, antigéne panleucocytaire, et CD34, marqueur d’'immaturité des

cellules hématopoiétique,s permettent de centrer I'analyse sur les blastes.

Au sein des blastes, les marqueurs myéloides (CD13, CD33 et CD117) sont généralement
négatifs bien qu’il existe une expression aberrante de marqueurs myéloides dans
certaines LAL (notamment les LAL avec un réarrangement BCR-ABL1).
L'immunophénotypage est une analyse majeure pour différencier les LAL et les LAM
lorsque I'analyse morphologique ne permet pas de trancher. Il permet également de
différencier les LAL B et les LAL T. Toutes les LAL B ont au moins deux des trois antigenes

suivants : CD19, CD22 (de surface ou cytoplasmique) et CD79a cytoplasmique.

Les autres marqueurs lymphoides, CD10, chaine p intracytoplasmique et
immunoglobulines de surface, permettent de classer la LAL selon la classification de I'EGIL
(European Group for the Immunological characterization of Leukemias) (Tab 1). Elle
reprend les stades normaux de maturation des cellules lymphoides dans la moelle
osseuse et le thymus, de B-l le plus immature, a B-IV le plus mature. La LAL B-Il,

également appelée LAL B commune est la plus fréquente.

cCD79a, CD22, Ig de
CD10 m
CD19 surface
B-I (Pro-B) + - - -
B-1l (B commune) + + - -
B-1ll (Pré-B) + + + -
B-1V (B mature) + +/- +/- +

Tableau 1. Classification de I'EGIL. p : chaine p intracytoplasmique. cCD79a : CD79a
cytoplasmique.
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La cytométrie en flux est un outil qui permet également le calcul de I'index ADN. Cet
index reflete le nombre de chromosomes présent par cellule et permet I'identification
d’hyperdiploidies lorsque le ratio dépasse 1,16 et d’hypodiploidies lorque le ratio est
inférieur a 0,85. Il est particulierement utile lors des échecs de culture ou lorsqu’un clone
hypodiploide dupliqué mime une hyperdiploidie (voir plus loin) mais il n’est pas réalisé

dans tous les centres.

Enfin, la cytométrie en flux permet de réaliser le suivi des patients car elle est 'un des
moyens de mesure de la maladie résiduelle ('autre méthode étant la biologie

moléculaire).

1.2.1.3 Le statut génétique des cellules cancéreuses

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par la présence d’anomalies génétiques
pouvant impacter des genes suppresseurs de tumeur et des oncogénes, qui sont le
substrat du développement de la maladie. Sous I'entité commune de LAL, différents sous-
groupes homogeénes de la maladie existent. Les voies de leucémogénése sont variées, les
caractéristiques génétiques et épigénétiques différentes et la réponse thérapeutique plus

ou moins favorable, tous ces critéres étant intriqués.

L’étude génétique des cancers est basée principalement sur la cytogénétique de maniére
historique. Elle est au fil des années devenue 'un des piliers de la stratification du risque
des hémopathies malignes. Cette technique est actuellement renforcée par la FISH et la
biologie moléculaire qui contrairement au caryotype sont des méthodes ciblées, mais plus
sensibles pour la détection d’anomalies de petite taille (a I'échelle de 200 kb pour la FISH,

et jusqu’a I’échelle de la base pour les techniques de séquencage).

La biologie moléculaire a par ailleurs un réle majeur, en paralléle de la cytométrie en flux,
pour la détermination de la maladie résiduelle du fait d’une grande sensibilité. Elle est
applicable a la tres grande majorité des LAL par la quantification des réarrangements
clonaux des Ig/TCR, qui sont identifiés dans la quasi-totalité des LAL (voir partie
méthodes). La quantification des transcrits de fusion permet également le suivi de la

maladie résiduelle, mais n’est possible que si un gene de fusion est présent.
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L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) reconnait un certain nombre d’anomalies
récurrentes dans la LAL B. On identifie des anomalies de nombres (gains ou pertes de
chromosomes entiers) et des anomalies de structure (translocation, délétion, inversion,
amplification...). Les anomalies de structure les plus significatives dans les LAL sont les

translocations réciproques.

La classification OMS sépare les LAL avec anomalies génétiques récurrentes, des autres
dites « not otherwise specified » (B other). La classification de 2008 retient sept
anomalies récurrentes. Elle a été mise a jour en 2016, avec l'intégration de deux autres

anomalies récurrentes.

Chez I'enfant, deux anomalies représentent a elles seules 50% des LAL pédiatriques,

I’hyperdiploidie et la translocation t(12;21).

La plus fréquente est I'hyperdiploidie a plus de 50 chromosomes. Les gains
chromosomiques ne sont pas aléatoires et concernent le plus souvent les chromosomes
X, 4,6,10, 17, 18 et 21. Le chromosome 21 est fréquemment en quatre exemplaires. Les
hyperdiploidies a plus de 54 chromosomes sont particulierement de bon pronostic, et

celles a plus de 57 chromosomes avoisinent 100% de survie globale?.

La translocation t(12;21)(p13;922) est cryptique c’est-a-dire invisible au caryotype. Elle
est fréquemment accompagnée par une ou plusieurs anomalies caryotypiques : trisomie
21, délétion 9p, délétion 12p ou tétraploidie®. Elle réarrange les génes ETV6 et RUNX1 et
est détectable en FISH par une sonde de fusion ETV6-RUNX1. La translocation t(12;21) est
une anomalie de bon pronostic, avec néanmoins des rechutes tardives mais qui

répondent bien a la chimiothérapie.

La sonde ETV6-RUNX1 permet également de détecter les amplifications
intrachromosomiques du chromosome 21 (iAMP21), ainsi que de suggérer les

hyperdiploidies méconnues au caryotype.

Le réarrangement du géene KMT2A (MLL) est une entité génétique particulierement
fréquente chez I'’enfant de moins de un an et représente 80% des cas a cet age. KMT2A
est un géne se réarrangeant avec plus de 30 partenaires dans les LALY. Le plus fréquent
est le gene AFF1 (AF4), localisé en 4q21 et réalisant la translocation t(4;11)(g21;923). Les
autres partenaires fréquents sont le gene MLLT1 (ENL) en 19p13 et le gene MLLT3 (AF9)
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en 9p22. Ces réarrangements sont fréquemment associés a des LAL hyperleucocytaires
et/ou avec envahissement du systéeme nerveux central. Le pronostic varie en fonction du

géne partenaire et de I’age du patient mais est globalement défavorable.

La translocation t(1;19)(g23;p13) fusionne dans la trés grande majorité des cas les génes
TCF3 et PBX1. Trés rarement, cette translocation correspond a une fusion MEF2D-
DAZAP1, ces deux génes étant localisés dans les mémes bandes chromosomiques que les
génes TCF3 et PBX1'!. Enfin dans un nombre limité de cas, cette translocation correspond
a un gain 1q impliquant aléatoirement le chromosome 19 et sans fusion génique. Dans le
cas de la fusion TCF3-PBX1, la translocation est souvent déséquilibrée et le caryotype met
en évidence deux chromosomes 1 normaux, un chromosome 19 normal et un dérivé 19
issu de la translocation. Le pronostic initialement intermédiaire tend vers un pronostic
favorable avec I'adaptation des protocoles de chimiothérapie. Tres rarement, le géne
TCF3 peut fusionner avec le géne HLF par une translocation t(17;19)(g22;p13). Cette
fusion est de pronostic tres défavorable et est fréquemment associée a une coagulation

intravasculaire disséminée et une hypercalcémie*3,

La translocation t(9;22)(q34;911) réalise une fusion entre les genes BCR et ABL1. C'est la
premiére anomalie génétique récurrente acquise décrite. Le chromosome 22 dérivé de
cette translocation a été baptisé chromosome Philadelphie, du nom de la ville ou il a été
découvert en 1960 par Peter Nowell et David Hungerford dans les leucémies myéloides
chroniques. Depuis, il a été également identifié comme une anomalie récurrente des LAL.
Alors que dans les leucémies myéloides chroniques les transcrits les plus fréquemment
mis en évidence sont les transcrits b2a2 et b3a2 (réarrangeant I'exon 13 ou 14 du géne
BCR avec I'exon 2 du géne ABL1, et traduits en une protéine de fusion de 210 kDa), le
transcrit le plus fréquemment identifié dans les LAL est ela2 (qui réarrange I'exon 2 du
géne BCR avec I'exon 2 du gene ABL1, et qui est traduit en une protéine de 190kDa). Une
délétion du gene IKZF1 est associée dans 80% des cas. L'expression aberrante de
margueurs myéloides (CD33+ et CD13+) par les blastes est fréquente. Ces LAL sont de
mauvais pronostic, malgré I'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase en combinaison
avec la chimiothérapie, ce qui a amélioré considérablement le pronostic des patients.
C’est une anomalie rare chez I'enfant (3%) mais qui représente un quart des LAL de

I’adulte.
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Les LAL hypodiploides sont divisées en deux groupes. L’hypodiploidie sévere a 30-39
chromosomes, et la quasi-haploidie a 23-29 chromosomes. Les hypodiploidies a 40-43
chromosomes sont rarissimes et de pronostic mal déterminé. Les hypodiploidies a 44-45
chromosomes constituent un groupe a part dans lequel les fusions ETV6-RUNX1 et les
chromosomes dicentriques sont fréquents!4. Cette catégorie ne fait donc pas partie de
I’entité des LAL hypodiploides. Comme dans les hyperdiploidies, le profil n’est pas
aléatoire et certains chromosomes sont plus fréquemment perdus, le chromosome 7
étant systématiquement perdu. Dans I’hypodiploidie sévere, les chromosomes 1 et 6 sont
généralement conservés. Dans la quasi-haploidie, les chromosomes X, Y, 14, 18 et 21 sont
habituellement conservés. Le clone peut se dupliquer au sein de la méme cellule, et le
caryotype comporte alors 46 a 78 chromosomes, constitué du dédoublement du clone
hypodiploide. La connaissance des profils de gains et de pertes de chromosomes prend
alors tout son sens pour ne pas confondre ce clone dupliqué avec une LAL hyperdiploide.
A noter que I'index ADN peut étre d’un grand secours dans ces situations, et montrera la
coexistence du clone hypodiploide et du clone dupliqué. Les profils transcriptionnels et
mutationnels de la quasi-haploidie et de I'hypodiploidie sévére sont tres différents. Dans
la quasi-haploidie I'altération des tyrosines kinases, des génes de la voie RAS et du géne
IKZF3 sont fréquents, tandis que dans I’hypodiploidie sévéere, les mutations du gene TP53
dominent!>16, Celles-ci sont fréquemment constitutionnelles chez I'enfant en bas age
dans le cadre d’un syndrome de Li Fraumeni!®. L’hypodiploidie sévére est de mauvais

pronostic, et la quasi-haploidie est pire encore.

La translocation t(5;14)(q31;932) réarrangeant le géne /L3 avec le gene de la chaine
lourde des immunoglobulines est une entité trés rare mais néanmoins retenue dans la
classification OMS du fait de sa présentation cytologique particuliere, une forte

hyperéosinophilie pouvant masquer le clone LAL.

Lors de la révision de la classification de 'OMS en 2016, deux nouvelles entités ont été
ajoutées : I'amplification intrachromosomique du chromosome 21, et les LAL BCR-ABL1-

like'’(Tab 2).

L'amplification intrachromosomique du chromosome 21 (iAMP21) est classiquement
détectée par FISH, avec une sonde RUNX1 (ou ETV6-RUNX1) qui montre 5 copies ou plus

du géne, ou plus de 3 copies sur le méme chromosome 21 anormal en FISH
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métaphasique. RUNX1 est utilisé comme marqueur de I'anomalie chromosomique, mais
n’est pas considéré étre a lui seul responsable de I'impact de I'ilAMP21. Cette anomalie
est générée par des mécanismes de type cassure-fusion-pont (breakage-fusion-bridge,
survenant lors de mitoses successives suite a la perte des télomeéres) et chromothripsis
(de chromos pour chromosome et du grec thripsis pour briser en éclats, dans lequel de
multiples réarrangements chromosomiques se produisent au cours d'un seul
événement)®®. Certains cas décrits suggérent que l'instabilité du chromosome 21 peut
dans certains cas aboutir non pas a un chromosome 21 anormal unique mais a plusieurs
chromosomes additionnels porteurs de I'amplification?®2, Cette anomalie touche 2% des
enfants avec une LAL, plus fréqguemment le grand enfant, et la présentation est
généralement non hyperleucocytaire. C'est une anomalie de mauvais pronostic mais le

traitement de type haut-risque améliore nettement le pronostic?.

Leucémie/lymphome B, NOS
Leucémie/lymphome B avec anomalies cytogénétiques récurrentes

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec t(9;22)(q34;q11.2) ;: BCR-
ABL1

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec t(v;11g23) ; MLL (maintenant
KMT2A) réarrangé

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec t(12:21)(p13;q22) ; TEL-AML1
(ETV6-RUNX1)

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec hyperdiploidie

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec hypodiploidie

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec t(5;14)(q31;932) ; IL3-IGH

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec t(1;19)(q23;p13.3) ; TCF3-PBX1

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B, BCR-ABL1 - like

Leucémie aigué / lymphome lymphoblastique B avec iAMP21

Tableau 2. Classification OMS 2016 des LAL B. En gras, les nouvelles catégories par
rapport a la classification de 2008.

Les LAL BCR-ABL1-like ou Ph-like ont été initialement décrites sur I'observation d’un
groupe de LAL non classées selon 'OMS 2008, de mauvais pronostic et présentant le

méme profil transcriptomique que les LAL BCR-ABL12%,
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Les LAL Ph-like forment un groupe hétérogene partageant des caractéristiques
communes. Elles présentent des anomalies des genes des facteurs de transcription de la
lignée lymphoide B (PAX5, IKZF1), ainsi qu’une dérégulation des voies des récepteurs des
cytokines (CRLF2) et des tyrosines kinases (ABL1, PDGFRA/B, JAK2). Notamment, les
réarrangements du gene CRLF2 sont fréquents. Il fusionne soit avec le géne IGH par
translocation t(X;14)(p22;932) ou t(Y;14)(p11;932), soit avec le gene P2RY8 par
microdélétion sur un gonosome. Dans les deux cas le réarrangement entraine une
hyperexpression du récepteur de cytokines CRLF2. Les réarrangements des génes des
tyrosines kinases de la classe ABL, des genes JAK2 et du récepteur a 'EPO EPOR, ainsi que
les mutations activatrices des voies JAK-STAT et RAS, et de facon plus rare les mutations
des geénes de diverses kinases (FLT3, TYK2, NTRK3, BLNK et PTK2B) sont les autres
anomalies génétiques identifiées dans ce groupe. Ces altérations pourraient constituer
des cibles thérapeutiques. Les réarrangements des genes des tyrosines kinases de la
classe ABL (ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA et PDGFRB) répondent aux inhibiteurs de
tyrosines kinases tels que I'imatinib et le dasatinib??, tandis que les LAL avec activation de
la voie JAK-STAT sont sensibles aux inhibiteurs de JAK2 dans les essais précliniques?3.

Néanmoins, l'identification en routine des LAL Ph-like est difficile, du fait de leur
définition transcriptomique et de I'absence actuelle d’utilisation de cette technique dans
les laboratoires de diagnostic. L’identification des réarrangements du gene CRLF2, qui

sont les anomalies les plus fréquentes, est réalisée en FISH.

Les catégories cytogénétiques des LAL B de notre cohorte ont été assignées suivant la
classification OMS 2016. Lorsqu’aucune anomalie génétique de la classification n’était

identifiée, la maladie était assignée a la catégorie LAL « B other ».

D’autres classes génétiques sont en train d’émerger, tels que les réarrangements des

génes MEF2D et ZNF384, et les dérégulations de DUX4/ERG?.

1.2.2 La définition du pronostic
Nous avons d’ores et déja introduit certains facteurs pronostics tels que la maladie
résiduelle ou les caractéristiques génétiques. Nous allons maintenant les aborder de

facon succincte mais plus exhaustive. Les facteurs pronostics classiqguement reconnus
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comprennent des facteurs liés au patient, des facteurs liés a la maladie, et des facteurs

liés a la réponse au traitement.

Le principal facteur lié au patient est I’age. La survenue d’une LAL chez le nouveau-né et
le nourrisson (soit avant un an) est de mauvais pronostic. Ceci est en grande partie lié a la
fréquence élevée des remaniements du gene KMT2A, qui est une anomalie de pronostic
péjoratif. Entre un et quatre ans, au pic d’incidence de la maladie chez I'enfant, le
pronostic est plus favorable. Il décroit ensuite jusqu’a I'adolescence ou le pronostic est le

plus défavorable.

L'un des facteurs liés a la maladie est la leucocytose au diagnostic. Un chiffre élevé est en
faveur d’une « masse tumorale » forte et est indicatrice d’'une maladie plus agressive.
L’'envahissement de sites extramédullaires est également défavorable, en particulier
I’envahissement du systéme nerveux central, peu accessible a la chimiothérapie et qui
nécessite des injections intrathécales. Les caractéristiques génétiques du clone tumoral

sont un indicateur fort du risque de résistance au traitement et du risque de rechute.

Enfin, la bonne réponse au traitement et |'élimination rapide des cellules tumorales sont
en faveur d’une évolution ultérieure favorable. La corticosensibilité est évaluée a J8 du
traitement par le taux de blastes circulants. La chimiosensibilité est définie par un
myélogramme (taux de blastes < 5% apres 7 jours de chimiothérapie d’induction). Enfin,
la maladie résiduelle (MRD) en cytométrie en flux et/ou en biologie moléculaire (par suivi
du taux d’un transcrit ou du réarrangement clonal Ig/TCR) en post-induction et au cours

de la consolidation est un facteur prédictif fort de rechute quand celle-ci est élevée.

La combinaison de ces marqueurs de risque permet d’adapter le traitement: plan et
posologies de la chimiothérapie, utilisation de thérapies ciblées (inhibiteurs de tyrosine
kinase dans les LAL BCR-ABL1 et certaines LAL Ph-like) et choix de greffe hétérologue de

cellules souches hématopoiétiques.

1.2.3 Le traitement
Le traitement des LAL comprend classiquement une préphase de corticothérapie d’une
semaine permettant la diminution de la masse tumorale, suivie de plusieurs séquences de

polychimiothérapie. L'induction et la consolidation ont pour objectif I'élimination du
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clone tumoral. Des injections intrathécales de méthotrexate sont réalisées a visée
préventive ou curative. Une greffe de CSH peut étre nécessaire suivant les critéres cités
plus haut. Enfin un traitement d’entretien de longue durée (de I'ordre de 2 ans, variable
selon les protocoles et le sexe) permet dans de nombreux cas la prévention efficace de

rechute.

2 Laplace dela CGH array dans la LAL

2.1 Les limites des méthodes « traditionnelles » du diagnostic génétique

Le caryotype est une analyse génétique non ciblée, en ceci qu’elle permet de visualiser
I'intégralité du génome d’une cellule maligne. Sa résolution est néanmoins faible (10-20
Mb), limitée par la taille du chromosome et a ce que I'ceil peut voir. De plus, elle dépend
beaucoup de la morphologie des chromosomes aprés culture. Or, dans le cas de cellules
malignes, la morphologie est parfois altérée. Ceci est particulierement vrai pour les
lymphoblastes dont les chromosomes peuvent étre difficilement reconnaissables, et les

anomalies chromosomiques d’autant plus difficiles a identifier.

La FISH a une meilleure résolution (de I'ordre de 200 kb, selon les sondes utilisées), mais
I'analyse est nécessairement ciblée et ne permet pas d’avoir une vision globale des

anomalies. Il en est de méme pour le séquencage classique et la RT-PCR.

La CGH array a une place dans le diagnostic du fait de sa couverture globale et de sa

bonne résolution.

2.2 Historique : la CGH sur étalement métaphasique

L'hybridation génomique comparative a été initialement développée sur étalements
chromosomiques (CGH : comparative genomic hybridization). Au début des années 1990,
Anne Kallionemi décrit cette technique qu’elle a développée avec son équipe dans un
article paru dans Science® (Fig 6). Elle extrait de I’ADN de lignées cellulaires tumorales a
laguelle elle intégre de la biotine par nick translation. Un ADN de référence est marqué de

la méme maniere par de la digoxigénine. Les deux ADN sont simultanément hybridés sur
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un étalement métaphasique issu d’un témoin sain, avec un ADN Cot-1 (ADN contenant la
plupart des séquences répétitives du génome et pratiquement aucune des séquences
uniques, non répétitives, il permet de limiter I’'hybridation non spécifique). La préparation
est ensuite incubée avec de I'avidine marquée a la rhodamine (fluorescence rouge) et un
anticorps anti-digoxigénine marqué au FITC (fluorescence verte). L’hybridation de I’ADN
tumoral est ainsi mesurée par la fluorescence rouge, tandis que I’'hybridation de ’ADN de
référence est mesurée par la fluorescence verte. Les quantités relatives d’ADN tumoral et
de référence liées a un certain locus dépendent de I'abondance relative de ces séquences
dans les deux ADN, qui peut étre mesurée par le ratio de fluorescence rouge/verte. Ainsi,
la duplication ou [I'amplification d’un locus dans I’ADN tumoral entraine une
augmentation du ratio rouge/vert, tandis qu’une délétion entraine une diminution de ce

ratio.
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Fig 6. Schéma de la CGH suivant le protocole décrit par Kallioniemi et al. en 19922°.

Cette technique a été largement utilisée a I'époque en recherche et a permis d’identifier

de nouvelles régions associées aux cancers?%?7,

Alors que la CGH avait été principalement utilisée dans les cancers solides, en 1998
Larramendy et al. applique cette technique aux LAL?. Les techniques de culture sont a

I’époque moins efficaces que celles utilisées aujourd’hui, et le caryotype est un échec

21



(moins de 20 mitoses analysables sans anomalie détectée) dans plus d’un tiers des cas?°.
La CGH, qui ne nécessite pas de métaphases clonales puisque ce sont des métaphases de
témoin sain qui sont utilisées, présente donc un atout majeur. Dans [|'étude de
Larramendy, dans un échec du caryotype sur 5, la CGH a permis d’apporter des
informations, et dans plus d’un cas sur 3 elle apportait un complément d’information au
caryotype. La CGH se présente comme une technique prometteuse pour I'étude

génétique des LAL.

Il est intéressant de noter qu’aujourd’hui encore, le caryotype des LAL est I'un des plus
difficiles en onco-hématologie. Le taux d’échec est faible mais les chromosomes ont dans
la trés grande majorité des cas une morphologie trés altérée. En guise d’exemple, le taux

d’échec des caryotypes de LAL au CHU de Toulouse oscille entre 2 et 3% selon les années.

2.3 L'avancée technologique de la CGH array

La CGH a elle aussi évoluée et est maintenant réalisée par hybridation sur des séquences
d’ADN courtes et non plus sur chromosomes. La résolution a considérablement
augmenté. Alors que la CGH hybride des fragments d’ADN de 600 a 2500 kb sur quelques
étalements chromosomiques, les puces a ADN sont recouvertes de millions de sondes,
généralement des sondes oligonucléotidiques de 25 a 200 pb, autorisant une résolution
de l'ordre du kilobase, soit bien supérieure aux 10-20 Mb du caryotype, ou aux 5-10 Mb

de la CGH sur chromosome.

Deux types de puces sont disponibles. Les puces pangénomiques ont des sondes qui
couvrent l'intégralité du génome, de la maniére la plus uniforme possible. Au contraire,
les puces ciblées ont des sondes couvrant des régions d’intérét, qui varient en fonction de
la pathologie analysée. Il existe également des puces ciblées sur un chromosome, ou sur

les régions codantes.

La sensibilité, bien que limitée, a également progressé et permet la détection d’anomalies
récurrentes. Lorsque la blastose est inférieure a 20%, la CGH array ne permet pas dans la
plupart des cas la détection des anomalies du clone. Néanmoins, dans les LAL,
I'infiltration blastique est majeure dans la plupart des cas, dépassant 80%. C’'est donc plus

la détection de sous-clones de petite taille qui peut étre mise en échec.
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Malgré la progression technologique, le principe de la CGH array est similaire a celui de la
CGH. L’ADN de I’échantillon est extrait, fragmenté et marqué. Il est hybridé sur la puce,
soit seul, soit en méme temps qu’un ADN témoin marqué différemment. La puce est
scannée pour détecter la fluorescence, les données sont analysées sur un logiciel dédié et
traduites en gain ou perte de matériel chromosomique, également appelés CNV pour

copy number variant (Fig 7).
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Fig 7. Schéma du principe de la CGH array

2.4 La SNP array

Un SNP (Single Nucleotid Polymorphism) est la variation génétique d’un nucléotide. Il doit
par définition apparaitre dans au moins 1% de la population et n’avoir aucune
conséquence directe (phénotypique ou pathologique). La SNP array est utilisée pour le
génotypage des populations. Elle est par ailleurs utile dans les pathologies malignes pour
détecter les pertes d’hétérozygotie (LOH) ainsi que les disomies uniparentales (UPD). La
perte d’hétérozygotie correspond a la présence d’un seul allele a un locus donné, avec
perte du second alléle. Elle peut étre consécutive a la délétion d’'une région génomique,
et dans certains cas a la délétion d’une région avec duplication de la région restante. Dans

le second cas, il y a une perte d’hétérozygotie avec un nombre normal de copies, il s’agit
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de la disomie uniparentale (présence de deux copies par délétion de la copie qui provient

d’un parent, et duplication de la copie qui provient de I'autre parent) (Fig 8).

Gé diploid LOH
énome diploide
_—— \\\\
nomal .
Par délétion UPD
Copie paternelle  EEE———— [
Copie maternelle I |

Fig 8. Représentation schématique des LOH.

Les UPD ont une conséquence pathologique lorsqu’ils concernent un géne muté, avec

perte de I'alléle normal et duplication du mutant.

Les LOH par délétion seule peuvent étre leucémogéenes par insuffisance allélique ou par

délétion d’un alléle fonctionnel unique, I'autre allele étant muté.

La puce utilisée dans ce travail permet la détection de certains SNP, permettant une

analyse éventuelle de génotypage.

3 Objectifs de I’étude

A I'ére du NGS, certaines techniques d’étude du génome telle que la CGH array sont en
perte de vitesse. Néanmoins cette technique constitue un outil d’étude du génome dans
sa globalité et avec une résolution élevée. Cette technique est récente et a encore une

contribution a apporter a la connaissance des cancers, dont les LAL.

Notre objectif principal est de réaliser une analyse statistique des résultats de CGH array
d’une cohorte de patients pédiatriques ayant une LAL B, afin d’identifier des marqueurs

pronostiques complémentaires a la classification pronostique existante.
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Celle-ci est imparfaite est en constante évaluation et évolution. Certains patients atteints
de LAL B sans facteur pronostique péjoratif, voire avec des caractéristiques permettant
selon les connaissances actuelles de prévoir une bonne évolution, rechutent contre toute
attente. L’identification de nouveaux facteurs pronostiques pourrait permettre

d’identifier ces patients dés le diagnostic et d’adapter le traitement.

Les taux de survie étant heureusement élevés dans les LAL, notre cohorte n’est pas de
taille suffisante pour réaliser une analyse de survie avec une puissance statistique
satisfaisante. Nous avons donc choisi d’utiliser la maladie résiduelle mesurée en post-
induction comme critére pour distinguer les LAL de pronostic favorable ou défavorable. |

s’agit donc d’un critére intermédiaire qui reflete avant tout la réponse au traitement.

Nous rechercherons des facteurs pronostiques globaux dans un premier temps, puis dans

différents sous-groupes génétiques.

Nous nous intéresserons également a d’autres problématiques, telle que la concordance
entre les résultats de CGH array et le caryotype, a travers l'exemple des LAL
hyperdiploides, ainsi qu’a I'apport de cette technique pour le diagnostic de certaines

entités génétiques, telles que les LAL Ph-like et les iAMP21.

4 Matériel et méthodes

4.1 Recueil de données

Le recueil de cas a été principalement réalisé aupres de huit centres hospitaliers
universitaires, Amiens, Lille, Lyon, Marseille, Poitiers, Reims, Rouen et Toulouse. Le CHU
de Bordeaux et I’hdpital Saint-Louis ont été interrogés pour un cas chacun. Le recueil des
données a été réalisé grace a I'aimable collaboration des biologistes, des pédiatres et des
attachés de recherche clinique. Tous les cas de LAL pour lesquels une analyse CGH array a
été réalisée ont été recensés. Les analyses CGH array et de maladie résiduelle 1g/TCR des
patients de Toulouse et de Bordeaux ont été réalisées au laboratoire du CHU de Toulouse,
celles des autres centres ont été réalisées au laboratoire du CHU de Lille. Le laboratoire
de Lille a réalisé les analyses de CGH array de maniére prospective. Le laboratoire de

Toulouse a réalisé les analyses de CGH array de maniére prospective pour les diagnostics
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établis entre 2012 et 2013, et de manieére rétrospective pour les diagnostics antérieurs, le
diagnostic le plus ancien datant de 2004. Les criteres d’inclusion sont les LAL B
pédiatriques au diagnostic pour lesquels les données pouvaient étre recueillies. Nous
avons donc exclu les LAL T, les patients de 18 ans et plus et les rechutes. Suite au constat
de la moins bonne qualité des résultats de CGH array réalisés sur la puce a ADN Whole
Genome en comparaison des puces Cytoscan HD, et pour conserver I'homogénéité des

résultats, les premieres ont été retirées de I'analyse.

Les données recueillies comprennent des données démographiques : age au diagnostic et
sexe; des données d’évolution: rechute, déces, durée du suivi; des données
biologiques : taux de leucocytes sanguin, résultats des analyses classiques de génétique
(caryotype, FISH et biologie moléculaire), la maladie résiduelle IgTCR en post-induction
(MRD1) et en cours de consolidation (MRD2) ; ainsi que des données de prise en charge :
le protocole dans lequel a été inclus le patient ou a défaut d’inclusion, le protocole qui a

été suivi pour la prise en charge, et la notion de greffe.

4.2 CGH array Cytoscan HD

4.2.1 Description de la technique
’analyse a été réalisée par sur la puce Cystoscan™ HD d’Affymetrix, suivant les

recommandations du fournisseur (Fig 9 et 10).

[ Extraction ADNW [ Digestion ‘ {O‘uantiﬁcation [ Fragmentation | Scanning |

[ Marquage ][ Lavage J

PCR Hybridation

[ Ligation ‘ I Purification

Fig 9. Workflow du Cytoscan™ assay
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L’ADN est extrait d’un prélevement médullaire réalisé sur tube EDTA par la méthode

Qiagen. Il est quantifié par Nanodrop et dilué a 50 ng/uL avec un tampon low EDTA TE.

Les échantillons sont distribués sur plaque 96 puits avec un mix de digestion contenant

I’enzyme de restriction Nspl.

1 |
7} 4 4 4
Mspl Nspl Nspl Nspl

l Digestion
|
|

L Ligation de I'adaptateur

l PCR + purification
- |
- |
[ L]

l Fragmentation + marquage

g % *
g malf

l Hybridation et |avage

@0 000
@0 @00
0O000O0

Fig 10. Schéma des étapes du Cytoscan™ assay. Nspl : enzyme de restriction

Des adaptateurs sont ensuite liés aux extrémités des fragments digérés. lls contiennent la
séquence complémentaire des amorces qui sont utilisées pour I'amplification par PCR a
I’étape suivante. L'amplification est controlée par migration sur gel. Pour chaque
échantillon, quatre PCR sont réalisées. Les produits de la PCR sont ensuite poolés, purifiés

et quantifiés.
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Les amplicons poolés sont fragmentés par la DNAse |, avec un contrdle par migration sur
gel d’électrophorese. lls sont ensuite marqués par l'intermédiaire de I'enzyme terminal
déoxynucléotidyl transférase (TdT), qui permet 'insertion de nucléotides marqués au sein
des séquences d’ADN. Les fragments d’ADN ainsi marqués sont dénaturés et chargés sur

la puce. L’hybridation dure 16 a 18h, a 50°C.

Aprés lavage, la puce est scannée pour la détection du signal fluorescent générant un
fichier .cel chargé sur le logiciel Nexus Copy Number™ pour analyse. A noter que le
logiciel ChAS™ a également été utilisé pour la relecture individuelle de quelques

résultats, ce logiciel permettant une visualisation plus facile.

4.2.2 Caractéristiques de la puce Cytoscan™ HD

La puce Cytoscan™ HD est une puce pangénomique, c’est-a-dire que les sondes a sa
surface sont réparties sur I'ensemble du génome humain. C’est une puce a trés haute
résolution. Elle est constituée de 2,7 millions de sondes, 750 000 pour la détection de SNP
et les autres pour la détection de CNV. Les sondes couvrent plus précisément 526 genes
associés aux cancers, avec un espacement moyen de 550 bases entre chaque sonde. Elles
couvrent également des genes associés a des pathologies constitutionnelles. Au total,
plus de 36 000 genes référencés par le projet NCBI Reference Sequence sont couverts

(96%) avec au minimum 25 sondes par 100 kb.

4.2.3  Nexus copy number

Nexus copy number, abrégé Nexus dans la suite de ce document, est un logiciel
d’interface permettant la visualisation des résultats de CGH array, de SNP array et
également de séquencage NGS. Une licence annuelle de ce logiciel a été spécifiquement
acquis par le laboratoire pour I'analyse des résultats de notre cohorte de patients grace

au don de 'association 111 des Arts.

Lorsqu’on visualise individuellement un échantillon, une piste représente le log R ratio et
I'autre la fréguence du polymorphisme. De fagon simplifiée, le log R ratio correspond a la
quantification d’une région génomique. C'est le logarithme du rapport du nombre de
copies pour un marqueur (qui correspond a une sonde de la puce a ADN) entre ’ADN de
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I’échantillon et ’'ADN de référence. Un log R ratio nul correspond a un nombre de copies
équivalent entre I’échantillon et la référence. Un log R ratio négatif correspond a une
délétion du marqueur dans I’échantillon, et un log R ratio positif correspond a un gain du

marqueur dans I’échantillon (Fig 11).

Délétion MNeutre Gain

LRR = log (hombre de copies marqueur/référence)

Fig 11. Log R ratio (LRR) d’une délétion et d’un gain.

L’évaluation du polymorphisme se fait sur la mesure de la fréquence de I'alléle alternatif
B. Normalement, la moitié du génome d’un individu est d’origine paternelle, et I'autre
moitié est d’origine maternelle. Pour chaque SNP, un individu peut étre soit homozygote
lorsqu’il a recu le méme alléle de ses deux parents (AA ou BB, ce qui correspond a une
fréquence de l'alléle B de 0% ou de 100%, respectivement), soit hétérozygote lorsqu’il a
recu deux alleles différents (AB, avec une fréquence de l'allele B de 50%). Dans une
situation normale, les SNP sont donc répartis selon ces trois fréquences, 0, 50 ou 100%.
En cas de délétion d’une région génomique, le génotype est soit A (fréquence de I'alléle B
= 0%), soit B (fréquence de l'allele B = 100%) et la fréquence de l'allele B de 50% est
perdue, c’est ce qu’on appelle la perte d’hétérozygotie (LOH). Ces pourcentages sont
également observés dans les disomies uniparentales (UPD) ou une région parentale est
délétée et la région correspondante issue de |'autre parent est dupliquée (génotype AA
ou BB). Ces anomalies ne peuvent pas étre vues sur une sonde unique mais sur plusieurs

sondes consécutives dont aucune ne présente la fréquence de I'allele B de 50%.
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En cas de gain d’une copie, les génotypes seront AAA, BBB, AAB et BBA, et les fréquences

de I'alléle B 0, 100, 33 et 66% respectivement.

L'analyse de la fréquence de l'allele B dans les cas de cancer est compliquée par la
coexistence dans I’échantillon de cellules saines et de cellules malignes générant une
mosaique. La fréquence de l'allele B pour un SNP sera alors intermédiaire entre la

fréquence de I'allele B dans les cellules saines et les cellules malignes (Fig 12).

LOH UPD Gain d’une copie LOH en mosaique
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Fig 12. Représentation du log R ratio (LRR) et de la fréquence de l'allele B (BAF) pour
quatre situations pathologiques courantes.

Contrairement au logiciel ChAS du fournisseur de la puce Cytoscan HD, Nexus permet de
consulter simultanément les résultats de plusieurs échantillons. Il est adapté a I'analyse

de grandes séries, et posséde des outils permettant la réalisation d’analyses de survie.

La recherche de CNV par locus ou par gene est possible et permet le tri de tous les
échantillons présentant un CNV particulier. Les variants non pathogénes du nombre de
copies sont exclus par comparaison des CNV obtenus avec les anomalies non pathogénes
recensées dans la Database of Genomic Variant (DGV). Un recouvrement de plus de 50%
fait exclure le CNV. Les anomalies restantes sont considérées comme des CNA, c’est-a-
dire des CNV associés a la pathologie. Dans le sens inverse, un outil appelé GISTIC
(genomic identification of significant targets in cancer) permet la recherche de régions

significativement délétées ou amplifiées dans un groupe d’échantillons.
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4.2.3.1 GISTIC

GISTIC est un outil mathématique développé par Beroukhim et al. pour identifier les CNA
significativement associés aux cancers, et qui a été initialement validé sur une tumeur
solide, le gliome3°, Il a ensuite été utilisé dans d’autres cancers et a permis I'identification
de nouvelles régions génomiques associées aux cancers3l. Deux auteurs ont utilisé cet
outil pour la recherche de CNA dans les LAL, dont R. Beroukhim3'32, ’outil GISTIC est

intégré au logiciel Nexus.

La méthode procede en deux étapes. Premiérement un score (G-score) est calculé, il
prend en compte la fréquence de survenue d’un CNA au sein de la cohorte et sa taille.
C’est un score d’amplitude de I'anomalie. Ensuite, le G-score est comparé aux scores de
résultats qui seraient dus au hasard grace a un test de permutations. Ceci permet de
calculer la valeur g-bound qui correspond a la probabilité que I'anomalie étudiée soit due

au hasard (Fig 13).

Pour I'analyse, nous avons choisi un g-bound a 0,05, ce qui correspond a une probabilité

que I'anomalie soit due au hasard de 5%.
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Fig 13. Etapes de la méthode GISTIC. Extrait de Beroukhim et al.*°

4.2.3.2 Meéthodologie de I'analyse sur Nexus
Pour répondre a |'objectif principal de notre étude, I'extraction des résultats depuis le

logiciel Nexus s’est déroulée en trois étapes.
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Dans un premier temps, nous avons recherché neuf CNA récurrents connus dans les LAL B
grace a l'outil de requéte de Nexus. Les anomalies trouvées ont été vérifiées
individuellement sur le profil de log R ratio, et leur taille a été recensée (focal, large,
délétion d’un bras d’'un chromosome ou du chromosome entier) ainsi que les exons
impliqués dans le cas des délétions focales. Les CNA concernés sont les délétions sur les
genes IKZF1, PAX5, CDKN2A/B, ETV6, RB1, TP53, BTG1, ERG et EBFI1. lls ont été
sélectionnés parmi les autres CNA récurrents connus en raison de leur fréquence et/ou de

leur impact pronostique33-37,

Dans un deuxieme temps, nous avons recherché tous les CNA qui n’étaient
statistiguement pas dus au hasard grace a I'outil GISTIC. Cette approche, complémentaire

de la premiére, permet la recherche des CNA les plus fortement associés a la maladie.

Enfin une analyse de survie est réalisée pour rechercher les CNA ayant un impact
pronostique. Pour cela, un facteur doit étre choisi pour classer les LAL en pronostic
favorable ou défavorable, et comparer les CNA entre les deux groupes. La survie est le
critére pronostic le plus fort. Les taux de survie sont élevés dans les LAL (224/236 patients
de notre cohorte sont en vie), et 'utilisation de ce parameétre ne permet donc pas une
puissance statistique suffisante. En deuxiéme intention, nous avons choisi d’utiliser la
premiére maladie résiduelle (réalisée en post-induction) mesurée par la méthode Ig/TCR
comme événement pour distinguer une maladie de bon pronostic (MRD1 < 103) d’une
maladie de mauvais pronostic (MRD1 > 103). Ce seuil est celui généralement utilisé dans
les protocoles de recherche clinique pour évaluer la réponse au traitement et décider
d’un éventuel changement de bras de traitement. C'est un marqueur pronostic fort.
L'analyse a été effectuée dans la cohorte globale puis dans deux sous-groupes génétiques
fortement représentés, les hyperdiploidies et les LAL B other. Le projet initial prévoyait
d’explorer également le groupe des translocations t(12;21) TCF3-PBX1, mais un seul
patient ayant une MRD1 dépassant le seuil, les résultats ne seraient pas probants.
L'objectif est d’identifier des CNA marqueurs de pronostic favorable ou défavorable au
sein de ces différentes catégories, ce qui pourrait permettre d’affiner la stratification

pronostique existante.

D’autres questions d’intérét ont été abordées, notamment la corrélation entre les

résultats du caryotype et de la CGH array, dont nous décrivons les résultats plus loin.
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Au préalable, une longue étape de réglage du logiciel a été nécessaire pour pouvoir

extraire les données de fagon pertinente.

4.2.3.3 Les réglages réalisés

4.2.3.3.1 Normalisation du log R ratio des aneuploidies

La valeur nulle du log R ratio, correspondant a la présence d’'un marqueur en 2 copies
(absence de CNV), est calculée par Nexus comme la moyenne des log R ratios de toutes
les sondes. Cette méthode n’est pas adaptée pour les aneuploidies, le log R ratio nul est
surestimé dans les hyperdiploidies, et sous-estimé dans les hypodiploidies. Il a été
normalisé manuellement sur les régions diploides (en général sur les chromosomes 2 et 3
pour les hyperdiploidies, et au cas par cas pour les hypodiploidies) pour les 88
échantillons aneuploides (84 hyperdiploidies et 5 hypodiploidies). 32 autres pistes de log
R ratio ont d(i étre normalisées (cas de gains ou de délétions de chromosomes entiers ou
partiels n’entrant pas dans le cadre des hyperdiploidies et des hypodiploidies mais faisant

dévier la piste de log R ratio).

4.2.3.3.2 Choix des seuils de taille des CNA

Les CNA couvrent des régions génomiques plus ou moins grandes, allant de quelques
paires de bases a un chromosome entier. Dans le cas de la délétion d’'un chromosome
entier, des milliers de sondes présentent un log R ratio diminué, et la délétion ne fait
généralement pas de doute. Au contraire, concernant les délétions de tres petite taille, le
nombre de sondes recouvrant la région peut étre faible. Si seulement quelques sondes
présentent un log R ratio diminué, il devient nécessaire de faire la distinction entre un

artéfact et une authentique délétion.

Pour cela, nous avons déterminé deux seuils : la taille minimum de I'anomalie en nombre
de bases, et la taille en nombre de sondes consécutives présentant un log R ratio diminué
ou augmenté. Au-dessus de ces seuils, 'anomalie est considérée comme un authentique
CNA, en-dessous elle est considérée comme un artéfact. Nous avons utilisé neuf genes
connus pour présenter des délétions récurrentes dans les LAL pour déterminer les seuils :

IKZF1, PAX5, CDKN2A/B, ETV6, RB1, TP53, BTG1, ERG et EBF13737 Les CNA ont été
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recherchés sans filtre de taille, et leur authenticité a été validée sur I'observation de leur
profil de log R ratio. Puis différents seuils ont été testés (nombre de sondes : 3, 5, 10, 20,
30 et taille en kb : 5, 10, 20). Aux seuils testés, tous les CNA des génes PAX5, CDKN2A/B,
ETV6, RB1, TP53, BTG1, ERG et EBF1 étaient détectés par le logiciel. Pour le gene IKZF1,
au-dela des seuils de 20 sondes un CNA n’est pas détecté. Au-dela de 10 kb, ce sont deux
CNA qui ne sont pas détectés. Ces seuils sont conservés pour I'analyse car ils permettent

la détection d’un maximum de CNA tout en limitant les artéfacts.

4.2.3.3.3 Choix des seuils de log R ratio pour la détection des gains et des délétions

Nexus utilise des seuils de log R ratio en-dessous et au-dessus desquels une région est
considérée comme une délétion ou un gain. Les seuils proposés par défaut manquaient
de sensibilité. Certains CNA n’étaient pas détectés, et d’autres étaient détectés a une
amplitude moindre que celle suggérée par la piste du log R ratio de I’échantillon. Ces
seuils ont donc été redéfinis. Pour cela nous nous sommes basés sur les seuils proposés
par Baughn et al. et les nouveaux réglage ont été validés sur leur efficacité dans la

détection de CNA connus dans notre cohorte38.

Trois seuils sont réglables : celui des gains, celui des délétions et celui des amplifications
Une amplification est le gain de plusieurs copies, la définition standard étant le gain de 5
copies ou plus, cas rarement retrouvé dans les LAL en dehors des iAMP21. Nous avons
choisi d’utiliser le seuil des amplifications pour déterminer les gains de 2 copies ou
davantage, ce qui nous permettait de détecter les tétrasomies (présence de 4 copies d’un

chromosome) dans les LAL hyperdiploides.

Pour le seuil de délétion, nous avons choisi d’utiliser les résultats de MLPA pour la
recherche des délétions du gene IKZF1 lorsqu’ils étaient disponibles, et les résultats de
I'analyse sur ChAS pour cette méme délétion dans les autres cas. Nous les avons
comparés aux résultats de la CGH array sur Nexus. Cette comparaison a été effectuée
uniquement pour les patients toulousains du fait de la disponibilité immédiate des

données et du nombre suffisant d’échantillons.

IKZF1 est un géne fréquemment délété dans les LAL (44/236 ; 18,6% dans notre cohorte).

La délétion peut porter sur le géne entier ou sur un nombre limité d’exons. Le MLPA est
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une technique de biologie moléculaire permettant de détecter cette anomalie génétique

et son étendue, avec de tres bonnes sensibilité et spécificité.

Parmi les 12 patients toulousains présentant une délétion du gene IKZF1 identifiés par
MLPA (n=5) ou ChAS (n=7), tous sont identifiés avec une délétion sur Nexus avec le seuil
par défaut (log R ratio = -0,1). Néanmoins, pour deux patients, la délétion reconnue par
Nexus est de plus petite taille. Pour le premier cas, la délétion des exons 4 a 6 est
détectée mais pas celle de I'exon 7. Pour le second cas, la délétion apparait limitée au
deuxieme intron, et pourrait passer pour un artéfact, alors qu’en réalité elle comprend les
exons 2 et 3. L'utilisation d’un seuil de délétion fixé a -0,07 pallie a ces défauts de
détection3® (Fig 14). Aucun faux positif n’est détecté parmi les patients toulousains
(n=69). Ce seuil de -0,07 a donc été conservé. Sa valeur inverse est utilisée pour la

détection des gains (seuil de log R ratio pour les gains = 0,07).

7pl12.2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213141516118120%2. X Y

Seuil de délétion

| 1 [ ) o U I | — |OgR =-0,1

4 567, 8 logR =-0,07

T

|

I
IZF 1
i

I

]

I

Fig 14. Deux cas de délétions du gene IKZF1 de tailles discordantes. Les résultats avec les
seuils de délétion -0,1 et -0,07 sont représentés. Le seuil -0,07 donne les mémes résultats
gue les techniques standards (MLPA ou CGH array analysée sur le logiciel ChAS).

Pour la détermination du seuil de gains de deux copies ou plus, nous avons utilisé les cas
hyperdiploides. Nous aurions pu utiliser le caryotype comme référence mais ce n’est pas
un bon « gold standard » en I'occurrence. En effet, la morphologie des chromosomes de
lymphoblastes est généralement tres altérée, ce qui entraine des erreurs de classement
des chromosomes. Nous nous sommes donc basés sur le profil de log R ratio, en effet

I’observation du profil permet une identification aisée des gains chromosomiques (Fig15).
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La tétrasomie (présence de 4 copies d’'un chromosome, soit un gain de 2 copies) du
chromosome 21 est la plus fréquente. Pour un premier réglage, nous nous sommes basés
sur 20 cas avec tétrasomie 21. Le seuil par défaut est fixé a un log R ratio = 1, ce qui ne
permet de détecter aucune tétrasomie. Elles sont toutes considérées comme le gain
d’une seule copie. En abaissant le seuil a 0,4, 19/20 tétrasomies sont détectées. Le cas
non détecté présente un profil de log R ratio aplati avec un log R ratio de 0,3 pour le
chromosome 21 (donc en-dessous du seuil défini). Ceci pourrait étre expliqué par la
petite taille du clone leucémique, la forte proportion de cellules saines dans I’échantillon
tamponnerait les anomalies des cellules malignes (Fig 15). Néanmoins, nous n’avons pas

pu obtenir le résultat du myélogramme pour confirmer cette hypothése.
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Fig 15. Profils de log R ratio de deux cas hyperdiploides, 'un est normal (A) et I'autre
apparait aplati (B). Les chromosomes 16 a 22 sont représentés. Les fleches doubles
représentent le niveau de log R ratio des gains. La ligne bleue représente le seuil des
amplifications (LRR = 0,4). A. Profil classique, CNA : délétion 17p, gain 17q et tétrasomie
21. B. Profil aplati, CNA : trisomies 17, 18 et 22, tétrasomie 21.

En abaissant le seuil a 0,3, toutes les tétrasomies sont détectées, mais trois faux positifs

apparaissent et rendent ce seuil inadapté.

La sensibilité et la spécificité du seuil a 0,4 a ensuite été évaluée sur 'ensemble des cas
hyperdiploides. Aucun faux positif n’est détecté. Sur un total de 74 cas avec tétrasomie(s),
5 ne sont pas détectés, et ont des profils de log R ratio aplatis. Un seuil de 0,35 a été testé
pour essayer d’améliorer la sensibilité, mais comme pour le seuil a 0,3 des faux positifs

apparaissent. La détection des gains de 2 copies n’étant pas critique dans les LAL, le seuil
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de log R ratio = 0,4 semble un bon compromis et est conservé. |l est intéressant de noter
que les amplifications intrachromosomiques du chromosome 21 sont toutes détectées a

I’exception d’un cas dont nous parlerons ultérieurement.

Les seuils ont été réglés individuellement pour les aneuploidies présentant un profil de
log R ratio aplati (diminution des seuils pour permettre la détection des gains, des
délétions et des gains de 2 copies ou plus), ainsi que pour 19 échantillons présentant une
ondulation importante de la courbe de log R ratio (les seuils ont été dans ces cas

augmentés au cas par cas afin de limiter les faux positifs).

Ces seuils ont été utilisés pour la détection manuelle de CNA. Pour l'utilisation de I'outil
GISTIC, ils sont trop sensibles et généerent la détection de trées nombreux faux positifs qui
masquent les authentiques CNA. Ces seuils ont donc été augmentés pour I'analyse GISTIC
a 0,15 pour les gains et -0,2 pour les délétions, puis abaissés a nouveau pour rechercher

manuellement les CNA détectés par I'analyse GISTIC.

4.3 Mesure de la maladie résiduelle : la MRD Ig/TCR

4.3.1 Principe général

Pendant la différenciation précoce des lymphocytes B, un réarrangement des segments V,
(D,) et J des immunoglobulines a lieu, et chaque lymphocyte présente ainsi une
combinaison spécifigue de ces segments qui code pour le domaine variable des

immunoglobulines.

Au cours de ce réarrangement, I'enzyme TdT (terminal désoxynucléotidyl transférase)
entraine l'insertion et la délétion aléatoires de nucléotides a la jonction des segments V,
(D,) et J, responsable ainsi d’une diversité jonctionnelle qui constitue en quelque sorte
une « empreinte digitale » unique dans chaque lymphocyte. De la méme maniere, le géne
du récepteur des lymphocytes T, le TCR, subit un réarrangement avec une diversité
jonctionnelle. Les réarrangements des genes des immunoglobulines ou du TCR sont
presque systématiques dans les LAL B et sont utilisés pour le suivi de la maladie

résiduelle. Il s’agit d’un marqueur, qui n’est pas impliqué dans la pathogénese.
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L'identification et le séquencage des jonctions d’intérét sont réalisés au moment du
diagnostic. Des amorces complémentaires des jonctions (AJO) sont fabriquées pour
chaque patient. Lors du suivi, ces amorces sont utilisées pour amplifier les régions
jonctionnelles par PCR quantitative en temps réel (Q-PCR), ce qui permet la mesure de la

maladie résiduelle.

4.3.2 Description de la technique

Nous décrirons ici la détection de la maladie résiduelle 1g/TCR telle qu’elle est réalisée au
CHU de Toulouse. Elle se déroule en deux étapes. L'étape préalable d’analyse de
I’échantillon de diagnostic pour trouver des cibles est suivie de la détection de la maladie

résiduelle proprement dite lors des suivis.

4.3.2.1 Au diagnostic
Le prélevement doit étre réalisé sur tube EDTA. Les tubes héparinés ne sont pas adaptés,

I’héparine étant un inhibiteur de PCR. Les étapes sont résumées dans la figure 16.

Le principe général de I'extraction est basé sur quatre étapes : la lyse des cellules, la
protéolyse, la déprotéinisation et enfin I'isolement et la purification de ’ADN génomique.
Elle est réalisée par la technique manuelle Promega, utilisant le kit Wizard suivant les
recommandations du fournisseur. La concentration d’ADN est déterminée sur un

spectrophotometre et I’échantillon est dilué a 150 ng/ul.

Lors du diagnostic, la recherche et le séquencage du réarrangement Ig/TCR sont réalisés
par technique NGS (séquencage de nouvelle génération) sur une plateforme lllumina

MiSeq.
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Etape 1. Réception et préparation du prélévement de diagnostic

Separation des cellules sur gradient de Ficoll
Extraction de 'ADN

Préparation d'une solution de travail & 150 ng/ul

Etape 2. Détection et selection d'un réarrangement lg/TCR clonal

PCR1 : 3 PCR multiplex d'amplification des jonctions
PCR2 : ajout des index et des adaptateurs

Sequengage des jonctions sur le MiSeq

Etape 3. Test des amorces A0

Choix et commande des amorces AJlO spécifiques
Q-PCR sur une gamme de dilution du patient et d"un pool de téemoins

Seélection des deux couples d'AJD qui serviront pour le suivi

Fig 16. Workflow des étapes réalisées au diagnostic pour la mesure ultérieure de la
maladie résiduelle 1g/TCR.

La premiere étape consiste a constituer la librairie de séquencage par deux PCR

successives.

Pour amplifier les jonctions, trois PCR multiplex sont réalisées (PCR1). Les amorces sont
complémentaires d’une sélection de segments V, D et J des génes IGH, IGK, TCRB, TCRD et
TCRG et permettent I'amplification des jonctions comprises entre les amorces. Dans la
trés grande majorité des cas, au moins deux jonctions clonales sont amplifiées. Il est
important d’avoir deux cibles, car il existe une certaine instabilité des marqueurs de
clonalité, et il arrive d’en perdre un au cours de [|’évolution de la maladie. Apres
purification sur billes magnétiques, les bandes clonales sont révélées par migration

électrophorétique des produits de PCR sur I'appareil Tapestation.

Une seconde PCR (PCR2) est réalisée pour ajouter les index spécifiques de chaque
échantillon (étiquette moléculaire permettant de retrouver I'échantillon d’origine lors de

I'analyse NGS), et les adaptateurs qui permettent I’hybridation de la librairie sur la
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flowcell de séquencage. Les amorces de la seconde PCR sont complémentaires des
queues flottantes des amorces de la premiére de la PCR, et leurs propres queues
flottantes sont constituées des index et des adaptateurs. Les produits PCR sont purifiés
sur bille magnétique, dosés et poolés avec d’autres produits PCR a séquencer. La librairie
ainsi constituée est séquencée sur le MiSeq d’lllumina selon les recommandations du

fournisseur.

Les séquences sont analysées grace a l'outil informatique Vidjil. Des amorces
complémentaires de la jonction AJO sont choisies. Deux amorces AJO sont commandées
par cible identifiée. A réception, elles sont testées par PCR quantitative sur une gamme
de dilution de I’échantillon du diagnostic pour tester leur efficacité, et sur un pool
controle constitué d’'un mélange d’ADN de quatre témoins sains (extrait de sang fourni
par I'EFS) pour s’assurer de leur spécificité. Les deux meilleurs couples d’amorces sont

conservés pour le suivi du patient.

4.3.2.2 Mesure de la maladie résiduelle
Les conditions de préléevement et la préparation de I’échantillon sont similaires a celles du

diagnostic. Les étapes sont résumées dans la figure 17.

Etape 4. Réception et préparation du prélévement de suivi

Separation des cellules sur gradient de Ficoll
Extraction de 'ADN

Préparation d’une solution de travail 3 150 ng,/pl

Etape 5. Recherche de la maladie résiduelle

— Q-PCR albumine (qualité de I'ADN)

— Q-PCR spécifiques avec les amorces AJO sur I'ADN de MRD, gamme du dia-

gnostic et sur pool de témoins sains

— Application des régles de I'EuroMRD

L— Rendu du résultat

Fig 17. Workflow de la mesure de la maladie résiduelle Ig/TCR.

40



Une PCR quantitative est réalisée sur un gene non réarrangé, I'albumine, pour s’assurer

de la qualité de ’ADN.

Les PCR quantitatives spécifiques pour les deux cibles du patient sont réalisées grace aux
amorces précédemment obtenues. Elles sont réalisées en triple, et comparées a une
gamme d’ADN du diagnostic (dilutions a 107, 102, 103, 5.104, 10* et 107). Un pool de
témoins est testé en double, en triple ou en sextuple selon la détection lors des tests AJO

d’une hybridation non spécifique.

L'interprétation suit les régles de I'European Study Group on MRD detection in ALL

(EuroMRD)%.

4.4  Les analyses de cytogénétique

4.4.1 Le caryotype

4.4.1.1 Principe général

Le caryotype permet |'observation des chromosomes des cellules leucémiques et la
recherche d’anomalies du nombre de chromosomes (monosomies, trisomies,
tétrasomies...) et/ou de leur structure (translocation réciproque, délétion, addition,
inversion péri- ou paracentrique...). C'est une analyse peu résolutive (environ 10 Mb) mais
permettant |'observation du génome complet des lymphoblastes et la détection
d’éventuels sous-clones ayant génétiquement évolué a partir du clone primaire. Il est
optimalement réalisé sur un préléevement de moelle osseuse, mais peut également étre
fait sur un prélevement de sang si la blastose sanguine est suffisante. Les étapes

techniques de I'analyse sont résumées dans la figure 18.

4.4.1.2 Description de la technique
Nous décrirons ici la technique utilisée au laboratoire d’hématologie du CHU de Toulouse.

Des variations existent d’un centre de diagnostic a un autre.

Pour pouvoir observer les chromosomes, il est nécessaire d’obtenir des cellules en
mitose. Pour cela, une culture cellulaire est réalisée. Les étapes de mise en culture se
déroulent sous hotte a flux laminaire, avec du matériel stérile. Le prélevement est recu

dans un tube avec de I’'héparinate de lithium. Il est centrifugé pour faire apparaitre la
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couche des leucocytes. Celle-ci est recueillie et mise dans un tube Falcon avec du milieu
de culture. Le milieu de culture est composé de RPMI, de glutamine, de sérum de veau
feetal et d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine). La concentration cellulaire est
mesurée sur automate. Deux flasques sont ensemencées avec 10 millions de cellules dans
5 ml. Les flasques sont mises a I’étuve pour une durée de 18h a 24h. A la sortie de culture,
30 ul de Colcémide (colchicine) concentré a 10 pg/ml sont rajoutés. La colchicine est un
poison du fuseau permettant le blocage des cellules en mitose. Le milieu contenant les

cellules est transféré dans un tube aprés 15 minutes d’incubation avec la colchicine.

Mise en culture ’ + Colchicine

37°C 5% CO. ch
ocC

Etuve

hypotonique

14 §oome | 0 a

“ BandesR + Carnoy

2 Bandes G (] % %

o L& .+ L cishman LT

m = - l—
24°C 38,5% H;0

Themotron

Fig 18. Etapes du caryotype. Giemsa, Leishman : colorants. Carnoy : solution de fixation.
Thermotron : enceinte thermostatée.

A cette étape, les chromosomes sont trés compactés au sein du noyau. Un choc
hypotonique contrélé est réalisé pour faire gonfler les cellules par différence de pression
osmotique, et ainsi étaler les chromosomes. La membrane nucléaire est fragilisée mais ne
doit pas rompre afin de ne pas répandre les chromosomes dans le milieu. Cette étape est
automatisée. Apres centrifugation, |'automate Cellsprint rajoute une solution
hypotonique de chlorure de potassium a 0,075M au milieu. Puis il réalise plusieurs cycles

de fixation : ajout de réactif de Carnoy (mélange d’un tiers d’acide acétique glacial et de
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deux tiers de méthanol absolu) — centrifugation — rejet du surnageant. Le culot

cytogénétique est ainsi obtenu.

Le lendemain, il est manuellement remis en suspension dans du fixateur de Carnoy
fraichement reconstitué, et étalé sur lames sous une enceinte a température et
hygrométrie constantes (24°C +/- 1°C; 38,5% H,0 +/- 2%). Le contréle de ces conditions
est nécessaire a la bonne qualité de I'’étalement. Les lames sont laissées sous |'enceinte le

temps du séchage.

Les étapes suivantes de dénaturation et de coloration permettent de faire apparaitre les
bandes claires et sombres sur les chromosomes. Deux types de « dénaturation » ou
banding sont utilisés. Le banding enzymatique utilise I'action de la trypsine (bandes G
pour GTG, Giemsa Trypsin Giemsa ou GTL, Giemsa Trypsin Leishman). Le banding
thermique aboutit a un caryotype en bandes R ou RHG (Reverse Heat Giemsa) et fait
apparaitre des bandes inversées par rapport au banding enzymatique. Les deux
techniques sont complémentaires car certaines anomalies sont plus visibles en bandes G,

et d’autres en bandes R.

Pour le caryotype en bandes R, les lames sont immergées 5 minutes dans du méthanol
pur, puis rincées dans deux bains d’eau distillées. Elles sont immergées dans une solution
de phosphate dans un bain marie a 88°C. La durée d’'immersion dépend du prélevement
et des conditions climatiques, une gamme de temps est donc réalisée pour obtenir au
moins deux lames avec une bonne dénaturation (dans le cas contraire, des lames seront
ré-étalées et le temps de dénaturation sera adapté). Les lames sont ensuite refroidies
dans deux bains d’eau distillée a 20°C (+/- 2°C). Aprés séchage, elles sont colorées par

immersion dans une solution de Giemsa a 4% pendant 2,5 a 3 minutes.

Pour le caryotype en bandes G, les lames étalées sont mises a vieillir 1h sur une plaque
chauffante a 100°C. Elles sont ensuite immergées dans une solution de trypsine a 1% au
bain marie a 30°C suivant une gamme de temps. La réaction est arrétée par deux bains
successifs dans une solution de NaCl a 0,9%. Apres séchage, les lames sont colorées par

une solution de Leishman pendant 1,5 a 2 minutes.

Les lames colorées et dénaturées (bandes GTL et RHG) sont chargées sur un microscope

automatique Metafer (Metasystems) qui recherche les mitoses. Aprés une seconde
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sélection manuelle, les mitoses sont capturées et transférées sur le logiciel lkaros
(Metasystems) qui permet le classement et I'analyse des caryotypes. Un minimum de 20

mitoses est analysé, afin de ne pas méconnaitre un clone de petite taille.

La culture des LAL est une culture difficile. Les lymphoblastes sont fragiles et nécessitent
un acheminement rapide du prélevement pour une mise en culture sans délai. Malgré ces
précautions, le nombre de mitoses obtenues est souvent faible en comparaison d’autres
hémopathies malignes. Le prélevement est dans l'idéal réalisé avant le début de la
corticothérapie, les corticoides inhibant la pousse des lymphoblastes. Si la corticothérapie
a été débutée, le caryotype sera souvent un échec, et une recherche des anomalies

récurrentes par FISH sera nécessaire.

4.4.2 La FISH
4.4.2.1 Cadre d’utilisation
La FISH est réalisée au cas par cas en fonction des résultats du caryotype ou de facon

systématique selon les exigences prévues par les protocoles des essais cliniques (cas du

CAALL-FO1) (Tab 3).

Caryotype informatif mais anomalies rares ou non
Caryotype informatif ryotyp:

spécifiques
Pré d' li . .
B resence . an’mfn_a es ; Caryotype non informatif Anomalies de type secondaire (6g-, 9p-, 12p-...)
récurrentes "spécifiques": ;
£(9:22)(q34;11) ou Ph Anomalies de nombre autres gue
; iq11) ou ; iploidi
454 Mormal ou échec hypo/hyperdiploidie

t(4;11)(g21;g23)
Hyperdiploidie =350
Hypodiploidie <40

Remaniements de structure non spécifigues
Points de cassure évocateurs d'une translocation
variante

RT-PCR RT-PCR RT-PCR non Index ADN RT-PCR RT-PCR RT-PCR non
Pas d'indication de FISH | positive négative faite/échec anormal positive négative faite/échec
FISH pour FISH pour
Saufsi: FISH pour explorer: FISH pour FISH pour explorer:
Discordance avec RT-PCR | FISH pour | explorer: BCR-ABL1 confirmer : FISH pour explorer: BCR-ABL1L
ou non faite/échec: | confirmer | BCR-ABL1 KMT2A Sondes confirmer BCR-ABL1 KMT2A
BCR-ABL1 KMT2A ETVa-RUNX1 |centromérigues KMT2A ETV6-RUNX1
TCF3 TCF3

Tableau 3. Recommandations du GFCH pour la prise en charge cytogénétique des LAL-B
au diagnostic. Ces recommandations sont contemporaines de nos cas patients mais ne
sont pas celles utilisées pour les patients traités en 2017-2018 suivant le protocole CAALL.

Elle peut étre réalisée pour confirmer une anomalie douteuse au caryotype, pour

rechercher une anomalie suspectée par les autres examens de biologie mais non vue au
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caryotype (par exemple, suspicion de translocation t(9;22) BCR-ABL1 sur la présence de
marqueurs myéloides aberrants en cytométrie de flux), ou en cas de caryotype non
informatif pour rechercher des anomalies cryptiques (translocation t(12;21) ETV6-RUNX1,

insertions) ou grevant le pronostic (réarrangements du géne KMT2A et fusion BCR-ABL1).

4.4.2.2  Description de la technique

La FISH est basée sur le principe de complémentarité des bases de I’ADN. Elle permet
d’hybrider des sondes, spécifiques de génes ou de toute autre séquence d’intérét,
marquées par des fluorochromes (FITC et Texas Red principalement) sur des

chromosomes, des noyaux ou des coupes tissulaires.

Le culot cytogénétique est étalé sur lame sous une enceinte a température et
hygrométrie constantes (24°C, 38,5%) apres dilution au fixateur de Carnoy a la
concentration adaptée pour obtenir un bon espacement des mitoses et des noyaux sur la

lame.
Elles sont laissées a vieillir pendant une nuit a température ambiante.

Le deuxieme jour, les lames et les sondes sont individuellement dénaturées afin d’obtenir

de I’ADN simple brin :

- Pour les lames: elles sont déshydratées dans une série de bains d’éthanol a
concentration croissante (3 minutes dans chaque bain, de 70, 80, 90 et 100%).
Sous une hotte a toxiques, 125 pL d’une solution de formamide 70%/2xSSC a pH7
sont déposés sur chaque lame, ensuite couverte d’une lamelle avant de la déposer
3 minutes sur une plaque chauffante a 70°C pour dénaturer I’ADN. La formamide
doit étre manipulée sous une hotte et avec des gants en raison de sa toxicité. La
lamelle est ensuite retirée et une nouvelle série de déshydratations a I'éthanol est
réalisée (3 minutes dans des bains a 4°C a 70, 80, 90, 100%, puis dans un bain a

température ambiante a 100%). Les lames sont a nouveau laissées a sécher.

- Dénaturation des sondes: 5 uL de sonde par lame sont distribués dans des
microtubes de 0,5 mL qui sont ensuite placés dans un bain-marie a sec. Le

programme de dénaturation est adapté a la sonde utilisée (pour les sondes

45



utilisées pour I’étude : 5 minutes a 73°C, puis 15 minutes a 45°C et enfin 3 minutes

3 75°C).

Apres dénaturation, 5 pL de sonde sont déposés sur la lame, ensuite couverte avec une
lamelle. La lamelle est lutée avec du ruber ciment et les lames incubent toute la nuit a
37°C dans une chambre humide. Cette étape permet I’hybridation de la sonde sur 'ADN

du patient.

Le troisieme jour, la lamelle est retirée. La lame est lavée dans un bain 0,4 SSC/0,3 NP40 a
68°C pendant 3 minutes puis dans un bain de 2 SSC/0,1 NP40 a température ambiante

pendant 30 secondes afin d’enlever I'excés de sonde et d’éviter le bruit de fond.

Une goutte de DAPI est déposée sur chaque lame qui est ensuite recouverte d’une
lamelle. Le DAPI est un fluorochrome ayant une forte affinité pour I’ADN. Il fait office de

contre-colorant en colorant '’ADN des noyaux et des mitoses en bleu.

Aprés au minimum 5 minutes de repos, la lame est lue au microscope a fluorescence. 200

noyaux, et dans la mesure du possible au moins une mitose sont comptés.

Toutes les étapes de manipulation des sondes doivent étre réalisées dans la pénombre

afin d’éviter I'exposition des fluorochromes a la lumiére.

5 Résultats

5.1 Caractéristiques de la population

Au total, 388 patients ayant une LAL et pour lesquels une analyse de CGH array a été
réalisée ont été identifiés. Aprés recueil des informations, nous avons exclu 52 patients
adultes, 24 LAL T, 28 rechutes, 35 échantillons analysés sur puce Whole Genome, 4
patients pour lesquels le fichier .cel de la CGH array n’a pas été retrouvé, 6 patients dont
les résultats de CGH array n’étaient pas analysables, 1 patient présentant des leucémides
sans atteinte médullaire et 2 patients pour lesquels le centre ayant réalisé la prise en

charge n’a pas pu étre identifié.
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Ainsi, 236 patients pédiatriques présentant une LAL B et ayant un résultat de CGH array

réalisée au moment du diagnostic sur puce Cytoscan HD ont été inclus dans I'étude.

Le CHU de Lille a mis a notre disposition les résultats de CGH array de 167 patients : 51
patients ont été pris en charge a Lille, 34 patients au CHU de Marseille, 32 patients a
Lyon, 18 patients a Amiens, 14 patients a Rouen, 4 patients a Poitiers, 3 patients a Reims
et 1 patient a I’hopital Saint-Louis. Il s’agit de patients diagnostiqués pour une LAL B entre

décembre 2013 et février 2016.

Le CHU de Toulouse a réalisé de la CGH array pour 69 patients, tous pris en charge a
Toulouse a I'exception d’un patient du CHU de Bordeaux. Le diagnostic a été réalisé entre

mars 2004 et mai 2013.

La médiane d’age au moment du diagnostic est de 5 ans [3 mois — 17 ans]. Le ratio
masculin/féminin et de 1/1. La médiane de la leucocytose au diagnostic est de 8,7 G/L
[0,7 — 770 G/L]. 91 patients présentaient une LAL B de haut risque selon les criteres du
National Cancer Institute (NCl)/Rome (leucocytose au diagnostic supérieure a 50 G/L
et/ou age inférieur a un an ou supérieur a 9 ans). 4 patients ont une prédisposition
génétique a développer une LAL: 3 patients ont un syndrome de Down (trisomie 21
constitutionnelle), et un patient a un syndrome de Li Fraumeni (par mutation du gene

TP53).
Les caractéristiques de la population par ville sont visibles dans le tableau 4.

Les catégories génétiques (déterminées selon la classification OMS 2016) les plus
représentées sont comme attendu les hyperdiploidies (36%, n = 84) et les translocations
t(12;21) ETV6-RUNX1 (17%, n = 41). Les translocations t(12 ;21) sont une anomalie de la

LAL du petit enfant, elles sont moins fréquentes au-dela de 9 ans.

9 patients présentent un réarrangement du gene KMT2A, dont 4 des 5 enfants de moins

d’un an. Une hyperleucocytose a plus de 50 G/L était présente dans les 9 cas.
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Nombre

Age (années)
Médiane
Plage

Sexe
M
F

Leucocytose (G/L)
Médiane
Plage

Catégorie OMS
t(12;21)
Hyperdiploidie
Hypodiploidie
iAMP21
KMT2A
BCR-ABL1
Ph-like
t(1;19)

B other

Lille Toulouse
167 69
4 5
0-17 0- 15
84 50% 39 57%
83 50% 30 43%
9,0 7,1
0,8-769,8 0,7 - 345,7
24  14,4% 17 24,6%
62 37,1% 22 31,9%
4 2,4% 1,4%
8 4,8% 1,4%
7 4,2% 2 2,9%
4 2,4%
7 4,2% 2 2,9%
8 4,8% 1,4%
43  25,7% 23 33,3%

Lille Toulouse
Nombre 167 69
Protocole
EORTC 76 45,5% 62 89,9%
FRALLE 75 44,9% 2,9%
COOPRALL 2,9%
ESPHALL 2 1,2%
Interfant 2,4% 1,4%
Inconnu 10 6,0% 2,9%
MRD1 < 10-3
<10-3 130 77,8% 56 81,2%
>10-3 24  14,4% 10,1%
NI 13 7,8% 8,7%
MRD2 < 10-4
<10-4 105 62,9% 24 34,8%
>10-4 13 7,8% 4 5,8%
NI 49 29,3% 41 59,4%
Evéenements
Déces 8 4,8% 4 5,8%
Rechute 13 7,8% 11 15,9%

Tab 4. Caractéristiques de la population par CHU. NI : non informatif.

4 cas présentent un réarrangement de type BCR-ABL1, tous sont hyperleucocytaires > 50

G/L. 9 patients ont des réarrangements de type Ph-like (réarrangement du géne CRLF2, n

= 6; et une fusion de chacun des 3 types suivants, PAX5-JAK2, ETV6-JAK2 et EBF1-

PDGFRB), 3 sont hyperleucocytaires > 50 G/L. Chez 66 patients (28%), aucune anomalie

génétique récurrente de la classification de I'OMS n’a été identifiée, ils ont été regroupés

dans la catégorie B other, qui correspond aux LAL NOS (not otherwise specified) dans la

classification de 'OMS (Fig 19), bien qu’une anomalie primaire ait été identifiée dans un

certain nombre de cas comme nous en reparlerons par la suite. 20 de ces patients ont un

caryotype normal, avec au moins 20 mitoses analysées.
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M Ph-like
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Fig 19. Répartition des catégories cytogénétiques par age. Ph+ : t(9;22) BCR-ABL. Les
seuils d’dge ont été choisis selon les critéres de risque de la classification NCI/Rome.

La majorité des patients ont été traités suivant les protocoles EORTC ou FRALLE. Un
nombre limité de patients ont été traités suivant les protocoles Interfant, COOPRALL et
ESPHALL (moins de 10 patients en tout). Pour 12 patients, I'information n’a pas pu étre

récupérée.

La durée médiane de suivi est de 3 ans et 2 mois [1 mois — 11 ans]. Les patients

actuellement en vie ont un suivi d’au moins 18 mois.

12 patients de la cohorte sont décédés. Une patiente est décédée de complications
infectieuses au décours du traitement d’induction (septicémie a Pseudomonas
aeruginosa) et les 11 autres sont décédés dans les suites d’une rechute précoce (n =7) ou

tardive (n = 4). 13 autres patients ont fait une rechute précoce (n = 1) ou tardive (n = 12).

La MRD1 était informative chez 217 patients. 31 patients avaient une MRD1 positive
supérieure au seuil de 103, 186 patients avaient une MRD1 négative avec une sensibilité
de 107 ou davantage. Chez 19 patients la MRD1 n’était pas informative, soit elle n’a pas

été réalisée, soit elle était négative avec une sensibilité moindre que 103,
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5.2 Recensement des CNA courants d’'intérét

Le logiciel détecte une médiane de 335 CNV [135-4279] par échantillon, incluant des

polymorphismes et des artéfacts.

Nous avons recensé 9 CNA jugés d’intérét du fait de leur fréquence et/ou de leur impact

pronostique, en nous appuyant sur les données de la littérature33-7. La fréquence de ces

CNA dans chaque groupe génétique est représentée dans la figure 25.
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Fig 25. Fréquence des CNA par catégorie génétique de la classification OMS.

521

Les délétions du gene IKZF1

BB other

W Hyperdiploidie
B Hypodiploidie
miAMP21

B KMT2A

B Ph+

B Ph-like
m(1;19)
mt(12;21)

Le géne IKZF1 code pour un facteur de transcription essentiel dans la lymphopoiese B. Il

est fréquemment délété dans les LAL B et est associé a un pronostic péjoratif a

I’exception des cas ou une délétion du géne ERG lui est associée®. Il est délété chez 43
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patients (18%). Les délétions sont de trois types. Les premieres sont des délétions
chromosome 7 entier (n = 5) ou de son bras court (n = 4). Elles déletent le géne IKZF1
localisé en 7p12. Les délétions 7p sont parfois sous la forme d’un isochromosome 7q

(duplication du bras long et perte du bras court, n = 1).

D’autres délétions sont focales mais englobent tout le gene (n = 11). Le dernier type de
délétion n’emporte qu’une partie du gene (n = 24). Parmi ces dernieres, les délétions les
plus fréquentes sont les délétions des exons 4 a 6 (Ae4-e6, n = 7), suivies des Aed-e7 (n =
3), des Ael-e3 (n = 3), des Ae2-e3 (n = 3) et des Ae4-e8 (n = 2). Les délétions Ael-e4, Ae2-

e7, Ae2-e8, Ae3-e8, Aed-e5 et A ed-e8 sont chacune présentes dans un seul cas.

Dans un cas, la délétion du gene IKZF1 est biallélique, combinant une délétion englobant

tout le gene et une délétion Ae4-e6 sur le second allele.

Une association avec une délétion du gene ERG est identifiée dans un seul cas. Il s’agit
d’un garcon de 4 ans avec une LAL B other, non hyperleucocytaire et qui va bien a plus de

3 ans du diagnostic.

Le géne IKZF1 est délété dans 3 cas sur 4 de LAL BCR-ABL1, et 3 cas sur 8 parmi les LAL Ph-
like.

5.2.2 Les délétions du geéne ERG

ERG est un facteur de transcription de la famille ETS. Il joue un réle dans ’lhoméostasie
des cellules souches hématopoiétiques. Son gene est délété dans 14 cas (6%). Il s’agit
toujours de LAL B other, cette anomalie est donc exclusive des anomalies récurrentes de
la classification OMS. Ceci suggere, comme cela a déja été évoqué dans la littérature qu’il
pourrait s’agir d’'un nouveau sous-type de LAL B. Les délétions du géne ERG sont
consécutives a un réarrangement du géne DUX4 avec le géne IGH**?, Ces LAL sont
décrites de pronostic favorable®®. Une patiente a néanmoins fait une rechute tardive 6
ans aprés le diagnostic. Les 13 autres patients sont en rémission compléte sans
événement secondaire. Ce CNA touche préférentiellement les enfants les plus grands®©.
La médiane et la moyenne d’age sont toutes les deux a 10 ans, ce qui est compatible avec

les données de la littérature.
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La taille des délétions est trés reproductible d’un cas a un autre (50 a 65 kb), emportant la
région comprise entre I'exon 2 ou 3 et les exons 7 a 10. Une délétion est plus large (115

kb) et couvre la région comprise de I'exon 1 a I’exon 9.

5.2.3 Les délétions des genes CDKN2A et CDKN2B

L'une des délétions les plus fréquentes est celle des genes CDKN2A et CDKN2B (22% des
cas, n = 52). Ces génes codent pour des protéines impliquées dans le contrdle du cycle
cellulaire (inhibition des kinases dépendantes des cyclines CDK4 et CDK6, et inhibition de
la dégradation de p53 par interaction avec I'E3 ubiquitine ligase MDM2). lls sont

considérés comme des génes suppresseurs de tumeur.

Ces deux génes sont voisins sur le bras court du chromosome 9. Toutes les tailles de
délétion sont possibles, on identifie une monosomie 9, 10 cas de délétions 9p, 34
délétions larges > 1 Mb et 24 délétions de petite taille (< 1 Mb). Dans 32 cas, ces délétions
sont combinées et sont responsables d’une délétion biallélique des génes CDKN2A et
CDKN2B. Les délétions de grande taille emportent également le géne PAX5, ces genes

sont a 14,8 Mb de distance (Fig 20).

CDKN2A/B PAXS . 2P L

v v ! Centromeére
R ——— >
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1 I I 1
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Fig 20. Exemple de délétion biallélique de CDKN2A/B, combinant deux délétions larges
dont une qui couvre également le geéne PAXS5. Le bras court du chromosome 9 est
représenté ainsi que sa piste de log R ratio (LRR). Les barres rouges représentent les
délétions.

52



Les délétions de CDKN2A/B n’ont pas isolément fait la preuve de leur impact pronostique
dans les LAL B pédiatriques, mais ce CNA est utilisé dans la classification proposée par
Moorman et al. Cette classification prend en compte certains CNA pour affiner Ia
classification pronostique génétique dans le groupe des LAL B de pronostic

intermédiaire33.

5.2.4 Les délétions et les réarrangements du géne PAX5
Le géne PAX5, comme le gene IKZF1, code pour un facteur de transcription régulant la

lymphopoiése. Il peut étre le siege de délétions et de réarrangements.

5.2.4.1 Les réarrangements du géne PAX5

Certains remaniements impliquant le gene PAX5 sont détectables en CGH array car ils
sont déséquilibrés. Les réarrangements équilibrés, c’est-a-dire qui n’entrainent ni
délétion ni gain de matériel génomique sont quant a eux indétectables en CGH array, et
ne peuvent étre identifiés que sur le caryotype ou par une recherche spécifique en FISH
ou par des techniques de biologie moléculaire. Quatre cas ont été identifiés dans la

cohorte.

Le premier cas est celui d’'un patient de 5 ans de Lyon, hyperleucocytaire a 126 G/L, et
présentant comme seule anomalie au caryotype un gain de matériel sur le chromosome
19 d’origine non identifiée. La FISH ne montre pas de réarrangement du géne TCF3 (situé
sur le chromosome 19) et le cas a donc été initialement considéré comme une LAL B
other. Le laboratoire de Lille a réalisé une recherche des transcrits de type Ph-like par RT-
PCR, ce qui a permis d’identifier un transcrit de fusion PAX5-JAK2. La fusion résulte d’une
inversion paracentrique dans le bras court du chromosome 9. La CGH array montre des
gains cryptiques au niveau des points de cassure (PAX5 : gain en 9p13.2 de 1,8 Mb entre
I'intron 5 de PAX5 et la région centromérique ; JAK2 : gain en 9p24.1 d’une taille de 1,4

Mb débutant en 5’ du gene et allant jusqu’a I'intron 21).

Le deuxiéme cas est celui d’'une patiente de 3 ans, avec une hyperleucocytose a 30 G/L,
un caryotype présentant plusieurs anomalies dont un chromosome dicentrique
dic(9;20)(p13;911) (Fig 21). Les chromosomes dicentriques résultent du remaniement de

deux chromosomes avec conservation des deux centromeéres sur le méme chromosome
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dérivé. La FISH montre un réarrangement du géne PAX5 (séparation des signaux 3’ et 5’
d’une sonde break apart PAX5 couvrante). La CGH array montre les délétions attendues
du bras court du chromosome 9 et du bras long du chromosome 20 jusqu’aux bandes
9p13.2 et 20g11.2, les point de cassure se situant dans I'intron 6 du gene PAX5 et I'intron
4 du gene NOL4L. Les données croisées de la cytogénétique et de la CGH array suggerent

fortement un réarrangement 5'PAX5-3’NOL4L, fusionnant les exons 6 du gene PAX5 et 4

du géne NOL4L.
9 dic(9;20)
ot — -
== : == 8- a 20
—T PAXS -—-++-- PAX5-NOL4L —
- ) 4
PAXS 7 NOL4L |::> Z
""" |
— =|
20 | == = < = == = | |
f - =
NOL4L
A B

Fig 21. Dicentrique dic(9;20) de la deuxiéme patiente présentant un remaniement du
géne PAX5. A. Résultats de la CGH array. Les chromosomes 9 et 20 sont représentés. Les
fleches indiquent les points de cassure. Les barres rouges représentent des délétions, les
barres bleues représentent des gains. B. Schéma du mécanisme générant un chromosome
dicentrique dic(9;20) avec fusion PAX5-NOL4L. Les croix rouges représentent les régions
délétées. Les pointillés représentent les points de cassure.

Le troisiéme cas présente également un chromosome dicentrique dic(9;20), associé a une
trisomie 8 au caryotype (Fig 22). Il s’agit d’'une jeune fille de 16 ans, présentant une
hyperleucocytose a 100 G/L. Elle a eu une allogreffe de moelle osseuse en raison d’une
MRD1 positive a 0,15%. L'aspect en CGH array sur le chromosome 9 est similaire au cas
précédent, montrant une délétion 9p avec un point de cassure dans l'intron 6 du géne
PAX5. L'aspect sur le bras long du chromosome 20 est plus complexe, montrant plusieurs
remaniements avec une succession de gains et de délétions. Aucun point de cassure n’est
situé dans un gene partenaire connu du gene PAX5 sur le chromosome 20 (ASXL1, NOL4L
et KIF3B). lls sont tous situés dans des régions non codantes (en intergénique pour deux

points de cassure, dans un pseudogene et dans un ARN non codant pour les deux autres).
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Ce réarrangement conduit possiblement a un transcrit tronqué de PAX5, comme cela a

déja été décrit dans la littérature.

Fig 22. Dicentrique dic(9;20) du troisieme patient présentant un remaniement du géne
PAX5. Résultats de la CGH array. Les chromosomes 9 et 20 sont représentés. Les fleches
indiquent les points de cassure. Les barres rouges représentent les délétions, les barres
bleues représentent les gains.

Le quatrieme patient est un jeune homme de 17 ans, présentant lui aussi une
hyperleucocytose (95 G/L). Le caryotype met en évidence un chromosome dicentrique
dic(9;12)(p13;p13). L'analyse en FISH montre un réarrangement des genes PAX5 et ETV6
(localisé sur le chromosome 12), confirmé par la CGH array. Ce patient présente donc une
fusion de type PAX5-ETV6. C’est le premier des réarrangements du gene PAX5 a avoir été

décrit*.

Un dernier cas est trés suspect de réarrangement du gene PAX5. |l s’agit d’'une LAL B ne
présentant pas d’anomalie récurrente de la classification OMS, avec une
hyperleucocytose a 31 G/L et un aspect compatible en CGH array (délétion 9p partielle
avec point de cassure dans le géne PAX5). Néanmoins, le bras court du chromosome 9 est
le siege de réarrangements multiples avec les chromosomes 6 (2 réarrangements
différents) et 16 (données de la cytogénétique), et la CGH array identifie plusieurs points
de cassure en 9p. En I'absence de preuve formelle, nous considérerons donc ce cas dans

les LAL B other.

Il est intéressant de noter que la présence au caryotype d’'un chromosome dicentrique
impliquant la bande 9p13 n’indique pas systématiquement un remaniement du géne
PAX5. En effet, 2 patients de la cohorte présentent au caryotype un chromosome

dicentrique dic(9;20)(p13;q11) avec un point de cassure distal au géne PAX5. Celui-ci est
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donc délété mais pas remanié. Une étude par FISH a I'aide d’une sonde break apart PAX5

peut s’avérer utile dans ces situations.

5.2.4.2 Lles délétions du gene PAX5
Le gene PAX5 peut étre remanié, et il est également délété dans certaines LAL B. C'est
I"'un des CNA les plus fréquents, il concerne 54 cas (23%) de notre cohorte. Les CNA les

plus fréquents du géne PAX5 sont représentés dans la figure 23.

Réarrangement de PAXS

— Délétion 5’- intragénique
=== : Délétion intragénique

CDKN2A/B PAX5

p243 p242  p24.1 p223 p21.2 p133 p132 pi3i _pi2. pii2 o
Délétion 9p compléte . - Région centromérigue
Délétion gp pa.me]le 1 ——

Délétion 9p partielle 2

Fig 23. CNA les plus fréquents du géne PAX5. Le bras court du chromosome 9 est
représenté. En haut sont représentées les délétions avec un point de cassure dans le géne
PAX5. En bas sont représentées les délétions englobant le géne entier. Région
centromérique : région a proximité du centromere du chromosome 9, aucune sonde de la
puce a ADN n’est complémentaire d’une séquence de cette région.

Dans 1 cas, le gene PAX5 est délété par monosomie du chromosome 9 chez un patient
ayant une LAL hypodiploide, et dans 9 cas par délétion compléete du bras court du
chromosome 9. Certaines délétions sont larges, allant du centromere jusqu’en amont
immédiat du géne PAX5 (n = 2) ou jusqu’en amont des genes CDKN2A/B réalisant ainsi

une délétion des 3 génes (n = 6).

3 types de CNA présentent des points de cassure intragéniques a PAX5. Les premieres
sont des délétions de toute la partie terminale du bras court du chromosome 9 jusqu’au
géne PAX5 qui sont retrouvées dans les cas ol ce gene est réarrangé (voir plus haut) (n =
4). Certaines délétions sont strictement intragéniques (n = 20), la plus fréquente étant la
délétion Ae2-e6 (n = 10). Enfin, des délétions de petite taille (< 500 kb) sont identifiées
avec un point de cassure intragénique et un point de cassure en 5’ du gene (n = 11). Dans

ces deux derniéres situations, les exons 2 et/ou 3, qui codent pour le domaine de liaison a
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I’ADN sont le plus souvent délétés. Une seule délétion a été identifiée avec un point de
cassure intragénique et un point de cassure en 3 ‘ du géne, il s’agit la aussi d’une délétion

de petite taille.

5.2.5 Les délétions du géne ETV6
Ce gene code pour un facteur de transcription de la méme famille que le géne ERG, la

famille ETS. C’est un gene indispensable a ’hématopoiése.

Le géne ETV6 est délété dans 51 cas (22%), ce qui en fait 'un des CNA les plus fréquents.
La délétion est hétérozygote dans tous les cas. Sa taille est trés variable, elle peut étre
focale et intragénique, ou large jusqu’a impliquer la délétion du bras court complet du
chromosome 12. La délétion est concomitante de la translocation récurrente t(12;21)
fusionnant les génes ETV6 et RUNX1 dans 25 cas. La délétion de I'allele non impliqué dans
la translocation est fréquente et bien décrite®. Dans 4 cas, la délétion du géne ETV6
comprend les exons 6 a 8 et la région située en 3’ du géne, et correspond tres
probablement a la délétion partielle du gene remanié. 16 cas de translocation t(12;21) ne
sont pas associés a une délétion du gene ETV6. Ce gene est également partiellement
délété dans la LAL Ph-like avec transcrit de fusion PAX5-ETV6, le réarrangement étant
déséquilibré.

On retrouve des délétions du gene ETV6 dans tous les sous-types génétiques de LAL B de
la cohorte, a I'exception des translocations t(1;19) et des réarrangements du géne
KMT2A. Ceci est en faveur du caractéere secondaire de I'anomalie. 3 cas d’hypodiploidie
ont une monosomie 12 sur lequel est localisé le gene ETV6. Les délétions du gene ETV6

semblent fréquemment associées aux iAMP21 (5/9 cas). Cette association a déja été

décrite dans la littérature?®.

5.2.6 Les délétions du gene BTG1

BTG1 est un petit géne de 5,6 kb comportant deux exons, localisé sur le chromosome 12.
Il code pour une protéine régulatrice de la croissance cellulaire et de la différentiation. Il
est délété dans les cellules leucémiques de 22 patients (9%) de la cohorte. Dans 3 cas, il
s’agit d’'une monosomie 12 dans le cadre d’une LAL hypodiploide. Dans les 19 autres cas,

il s’agit d’'une délétion de petite taille (entre 300 et 600 kb) débutant en 3’ centromérique
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du géne. Le point de cassure télomérique est trés reproductible d’un patient a un autre
mais il est difficile a définir précisément en raison de I'absence de couverture de I'exon 1,
de l'intron 1 et de la région située en 5’ immédiat du géne (Fig 24). D’apreés les données
de la CGH array, il est soit intragénique, soit localisé en 5’ immédiat du géne. Les données
de la littérature permettent de trancher en faveur d’un point de cassure intragénique

dans le second exon?’.

BTG1 =5 kb
_ é‘roj _ ' \ B BCO44TA1
Absence de couverture
BTG1
~— -
Centromere Delétion : 300 a 600 kb Télomere

Fig 24. Représentation des délétions du géne BTG1. En haut : zoom sur le géne BTG1 et
la région 5’ adjacente avec représentation de la région non couverte par les sondes de la
puce a ADN. En bas : représentation de trois délétions de taille différente du gene BTG1.
Les barres rouges représentent les délétions.

L’association la plus fréquemment identifiée est la t(12;21), 24% des t(12;21) présentent
une délétion associée du géne BTG1 (n = 10). Cet enrichissement a déja été décrit dans la
littérature. Dans ces cas, la délétion du géne BTG1 serait secondaire a une activité
aberrante des enzymes RAG 1/2 (les enzymes de la recombinaison V(D)J) et

coopéreraient avec la translocation t(12;21) pour activer I'oncogéne BCL6%4°,

Les délétions du gene BTG1 sont retrouvées dans d’autres sous-types de LAL B : 1 LAL Ph-
like, 1 LAL hyperdiploide et 7 LAL B other.

5.2.7 Les délétions du géne RB1
RB1 est le premier géne suppresseur de tumeur a avoir été décrit, il est le siege de
mutations inactivatrices dans le rétinoblastome, et il tient son nom de ce cancer. |l est

délété dans 13 cas (5%) de notre cohorte. 3 tailles de délétions sont possibles. Une
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monosomie 13, présente dans 3 cas de LAL hypodiploide et de fagon assez surprenante
dans un cas de LAL hyperdiploide (avec par ailleurs les gains chromosomiques classiques),
entraine entre autres une délétion du gene RB1, situé sur ce chromosome. Dans 4 cas, la
délétion est de petite taille, de I'ordre d’'une centaine de kb, et comprend I'exon 18
jusqu’a lI'extrémité 3’ du géne. Dans les 5 derniers cas, la délétion est de grande taille,
allant de 5 Mb a la quasi-intégralité du bras long du chromosome 13, et elle entraine une
délétion de tout le gene. Ce CNA est identifié dans différentes catégories génétiques. De
facon notable, un tiers des iAMP21 (n = 3) est associé avec une délétion du géne RBI1.

Cette association a déja été décrite dans la littératureC.

5.2.8 Les délétions de la région PAR1

Les délétions dans la région PAR1 (région pseudo-autosomique, localisée sur les
chromosomes sexuels) incluent les génes CSF2RA, IL3RA, ASMTL et une partie du gene
P2RY8. Cette microdélétion, invisible au caryotype, rapproche le géne CRLF2 du
promoteur du geéne P2RYS8, entrainant son hyperexpression. L’hyperexpression de CRLF2
peut également étre secondaire a une translocation t(X;14) ou t(Y;14) IGH-CRLF2. Les
remaniements IGH-CRLF2 peuvent étre équilibrés ou présenter une délétion associée de

PAR1.

PAR1 est délété dans 4 cas de la cohorte. Dans 2 cas, le réarrangement P2RY8-CRLF2 a été
confirmé par MLPA. Dans les deux autres cas, il peut s’agir d’'un réarrangement P2RY8-
CRLF2 aussi bien qu’IGH-CRLF2, méme si la prévalence respective de ces anomalies rend
le réarrangement P2RY8-CRLF2 plus probable. Le caryotype n’est d’aucune aide dans ces
cas, les deux réarrangements étant cryptiques. En revanche, la FISH métaphasique peut
mettre en évidence le chromosome partenaire, et la FISH IGH montre un remaniement du

locus IGH en cas de réarrangement IGH-CRLF2.

Les 3 patients de la cohorte ayant un syndrome de Down ont tous un réarrangement du
géne CRLF2. lls ont 2, 5 et 12 ans au moment du diagnostic. L’enfant de 12 ans présentait
une hyperleucocytose au diagnostic et ses MRD1 et MRD2 étaient positives. Il a rechuté
de sa maladie 2 ans apres le diagnostic et est décédé des suites de cette rechute. Les deux

autres enfants n’étaient pas hyperleucocytaires et ont bien répondu au traitement, ils
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sont actuellement toujours en rémission compléte a respectivement 2 ans et 4 ans de
suivi.

Le quatrieme enfant présentant un réarrangement du gene CRLF2 n’a pas de
prédisposition génétique au cancer identifiée. Il avait 2 ans au moment du diagnostic, et
était leucopénique. Il a été traité dans le groupe de risque standard suivant le protocole
EORTC, les réarrangements du géne CRLF2 et leur pronostic péjoratif n’étant pas encore
décrits en 2007 au moment du diagnostic>°L. Il a néanmoins bien répondu au traitement

et est considéré guéri (11 ans de suivi).

5.2.9 Les délétions du géne TP53

TP53 est un géne suppresseur de tumeur, le plus fréquemment altéré dans les cancers.
Dans notre cohorte il est délété chez 14 patients, toujours au sein d’une délétion large
(absence de délétions intragéniques) allant d’une délétion de taille intermédiaire (n = 2,
respectivement de 130 et 700 kb), a la délétion du bras court entier du chromosome 17

(supportant le géne TP53) (n = 9), voire du chromosome entier dans 3 cas hypodiploides.

La voie de TP53 est donc plus fréguemment affectée dans les LAL B par la délétion du
géne CDKN2A qui code pour deux protéines. L'une d’elle est la protéine ARF qui stabilise
la protéine TP53 par interaction avec MDM2. MDM2 est une E3-ubiquitine ligase qui

adresse TP53 au protéasome.

Les deux délétions de taille inférieure au bras entier sont en-dessous du seuil de
résolution du caryotype. 7 délétions du bras entier ont été détectées par la cytogénétique
conventionnelle (sur un nombre total de 9). 2 délétions ont été confirmées par une
analyse en FISH grace a une peinture du chromosome 17, permettant la confirmation de
la présence d’un isochromosome i(17q), ou une sonde TP53. Une délétion du bras court a

été considérée a tort comme une délétion du chromosome entier.

Le premier cas non détecté en cytogénétique conventionnelle présentait un add(13q)
(gain de matériel non identifié sur le bras long du chromosome 13), la confrontation avec
la CGH array a permis d’identifier une translocation déséquilibrée t(13;17) responsable de

la délétion 17p.

60



Le second cas non détecté présente un caryotype normal 46,XY[20], et les sondes FISH
utilisées (BCR-ABL1, ETV6-RUNX1 et KMT2A) n’identifient pas de réarrangement, ni
d’anomalie de nombre. La CGH array met en évidence une hyperdiploidie. La normalité
des résultats de cytogénétique conventionnelle pour ce cas s’explique trés probablement

par un échec de la culture cellulaire (par défaut de pousse des lymphoblastes).

Aucune délétion du géne TP53 n’est identifiée ou évoquée en cytogénétique

conventionnelle sans étre retrouvée en CGH array.

5.2.10 Réflexions sur les évenements secondaires (rechute et déces) et les CNA courants

12 patients de la cohorte sont décédés. Une patiente est décédée de complications
infectieuses au décours du traitement d’induction (septicémie a Pseudomonas
aeruginosa) et les 11 autres sont décédés dans les suites d’une rechute précoce (n = 7) ou
tardive (n = 4). 13 autres patients ont fait une rechute précoce (n = 1) ou tardive (n = 12)

et vont actuellement bien.

Parmi les patients décédés, 2 ne présentaient aucun facteur de mauvais pronostic
classique au diagnostic (1 an < age < 9 ans, leucocytose < 50 G/L, absence d’anomalie
génétique défavorable) et avaient une MRD1 post-induction < 1073, Ils sont tous les deux

décédés dans les suites d’'une rechute tardive.

Chez ces deux patients, la CGH array permet d’identifier des anomalies de mauvais
pronostic : le premier patient a une délétion partielle du géne IKZF1. Il a rechuté de facon
trés tardive, 11 ans apres le diagnostic initial. Le second patient a une délétion du bras
court du chromosome 17 (délétion 17p) qui n’avait pas été identifiée au caryotype. En
effet celui-ci retrouve une hyperdiploidie avec les gains de chromosomes classiques, ainsi
gu’un gain de matériel chromosomique sur le chromosome 13 d’origine non identifiée. Le
croisement des données du caryotype et de la CGH array permet d’identifier une
translocation t(13;17) déséquilibrée entrainant une délétion 17p. Cette délétion
comprend le géne TP53, qui est un gene suppresseur de tumeur, fréquemment délété ou
muté dans de nombreux cancers, dont les LAL. Il serait intéressant de savoir chez ce
patient si I'allele TP53 non délété est muté, car les délétions seules, contrairement a la

combinaison d’une délétion et d’une mutation inactivatrice, n’ont pas fait la preuve de
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leur association a un mauvais pronostic dans les LAL B pédiatriques’>*®. La délétion du
géne IKZF1 est quant a elle associée a un mauvais pronostic®. Chez ces patients, la CGH

array permettait donc I'identification de facteurs d’alerte.

Il est par ailleurs intéressant de noter que 2 patients de la cohorte présentent a la fois une
hyperdiploidie et une délétion 17p, tous deux sont décédés suite a une rechute.
L’hyperdiploidie était a moins de 54 chromosomes dans les deux cas, c’est un seuil connu

de pronostic moins favorable dans les LAL hyperdiploides®.

13 patients ont fait une rechute précoce (n = 1) ou tardive (n = 12) et sont actuellement
en rémission complete. 8 d’entre eux ne présentaient aucun facteur classique de
pronostic défavorable au moment du diagnostic. Parmi ces 8 patients, aucun n’avait une
MRD1 supérieure a 103, un seul avait un CNA de mauvais pronostic (délétion du géne
IKZF1). Un patient avait une délétion des génes CDKN2A et CDKN2B qui est décrite de
mauvais pronostic chez les adultes mais pas chez les enfants®®. Deux patients avaient des

CNA associés a un bon pronostic : délétions des génes BTG1 et ERG344°,

5.3 Résultats de I’analyse GISTIC
L'utilisation de I'outil GISTIC, comme décrit dans la partie matériel et méthode, a permis

d’identifier six CNA significatifs supplémentaires (2 délétions et 4 gains).

5.3.1 Délétions des genes CD200/BTLA

Les génes CD200 et BTLA sont adjacents sur le bras long du chromosome 3. lls sont
délétés chez 16 patients de la cohorte. 4 délétions sont de trés grande taille (par
monosomie 3 chez 3 patients hypodiploides, et une délétion partielle du bras long du
chromosome 3 > 60 Mb chez un patient avec une LAL B other). Les 12 autres patients
présentent des délétions trés similaires entre elles, de taille inférieure a la résolution du
caryotype (de 160 a 190kb) et englobant les deux genes. Une délétion de ces deux genes
est ainsi identifiée chez des patients avec différents sous-types génétiques : LAL B other
(n = 6), hypodiploidie (n = 3), translocation t(12;21) (n = 3), hyperdiploidie (n = 2) et
iAMP21 (n = 1).
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Un patient présente une délétion monoallélique du gene CD200 et biallélique du gene
BTLA. Les 11 autres ont une délétion monoallélique de ces deux génes. Les points de
cassure, bien que difficiles a déterminer précisément sur la CGH array, semblent localisés
soit en 5" immédiat du gene BTLA soit dans son intron 1 du c6té télomérique soit, et du
cOté centromérique entre l'intron 4 du géne CD200 et la région 3’ immédiate (le point de
cassure centromérique le plus distal étant intragénique a un ARN non codant
immédiatement adjacent au géne CD200). Ghazavi et al. a déterminé les points de
cassure par une PCR spécifique dont le principe est basé sur la combinaison d’amorces.
Elle décrit des points de cassures systématiquement extragéniques, situés a moins de 10
paires de bases de séquences de liaison des enzymes RAG 1/2 (5 cas)®’. Une activité
aberrante des enzymes de la recombinaison V(D)) est certainement impliquée dans la
délétion, tout comme dans les délétions des genes BTG1 et ERG. Cet auteur suggere
également un pronostic péjoratif associé a cette délétion (56/1154 cas LAL B avec le

CNA).

Ce CNA est identifié dans différents sous-groupes génétiques (hyperdiploidie,

translocation t(12;21), Ph+, iAMP21 et B other) sans qu’une association soit évidente.

La glycoprotéine de membrane CD200 est exprimée par les lymphocytes B et a un réle
important dans I'immunosuppression et la régulation de I'activité anti-tumorale et aurait
donc plutét un role suppresseur de tumeur. La protéine BTLA est un récepteur de la
superfamille des immunoglobulines, ayant également un réle dans l'activité anti-
tumorale. L'impact de la délétion de ces genes dans la pathogénése des LAL n’est donc

pas évident, et il s’agit probablement d’évenements génétiques secondaires.

5.3.2 Délétions 6p22

L'analyse GISTIC identifie également une délétion récurrente en 6p22, chez 16 patients.
La délétion s’étend sur 25 a 140 kb et comprend uniqguement des génes codants pour des
histones chez 12 patients. La délétion est homozygote dans 5 cas. Elle est centrée sur les
génes HIST1IH2BE et HIST1H4D et comprend 2 a 19 genes des histones. 4 patients ont une
délétion plus large du c6té centromérique (n = 2) et qui comprend le géne HFE
(métabolisme du fer), ou du co6té télomérique (n = 2) et qui comprend des genes codants

pour des ARN de transfert (r6le dans la traduction protéique).
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Les deux patients ayant a la fois un syndrome de Down et une LAL Ph-like avec
réarrangement du gene CRLF2 ont également une délétion 6p22. Le troisieme patient
avec un syndrome de Down (LAL hyperdiploide) a également une délétion de cette
région. Un autre patient avec une LAL Ph-like (fusion de type PAX5-JAK2) présente ce
CNA. Ces différentes entités apparaissent liées, comme cela a déja été décrit par Loudin
et al.>3. Cet auteur décrit également I'association des délétions homozygotes 6p22 avec

une modification du profil de méthylation et d’expression du génome.

Par ailleurs, une monosomie 6 et une délétion large dans le bras court du chromosome 6
est identifiée chez deux autres patients, ces anomalies génerent également une délétion

des genes des histones localisés en 6p22.

5.3.3 Gains
L’analyse GISTIC permet la détection de 4 gains statistiquement associés aux LAL de notre
cohorte. La recherche de gains a été réalisée sur la cohorte compléte a I'exclusion des cas

hyperdiploides, les gains de chromosomes entiers masquant les gains de plus petite taille.

Le gain d’une copie des génes DLX5 et DLX6, situés sur le bras long du chromosome 7, est
identifié dans 15 cas. lls appartiennent a différents groupes génétiques : LAL B other (n =
6), translocation t(12;21) (n = 3), remaniement du géne KMT2A (n = 2), iAMP21 (n = 2),
translocation t(1;19) (n = 1) et Ph-like (n = 1). Aucune anomalie du chromosome 7 n’est
visible au caryotype. Les genes de la famille DLX codent pour des facteurs de transcription
a homéobox. IlIs ont été décrits hypo-exprimés dans les LAL avec remaniement du gene

KMT2A%,

Le gain d’une copie du géne GASI localisé en 9921 est trouvé chez 11 patients. Ce CNA
est présent dans différents sous-groupes génétiques : LAL B other (n = 4), translocation
t(12;21) (n = 4), remaniement du géne KMT2A (n = 1), iAMP21 (n = 1) et translocation
t(1;19) (n = 1). Ce gain est cryptique. Le géne GAS1 est impliqué dans I'arrét du cycle

cellulaire, et il s’agit donc plutét d’un géne suppresseur de tumeur.

Un gain intragénique du géne CEP290, codant pour une protéine du centrosome, est
identifié chez 13 patients. Ce CNA est présent dans différents sous-groupes génétiques,

sans prévalence notable d’un groupe.

64



Enfin, le gain d’une copie du géne FOXG1 est identifié chez 10 patients. Ce gene est
localisé en 14q12 et code pour un facteur de transcription. 6 patients présentent une LAL
B other, et un cas de chacun des groupes suivants est identifié : translocation t(12;21),
translocation t(1;19), fusion BCR-ABL1 et iAMP21. Un patient présente un gain du bras
long du chromosome 14 sous forme d’un isochromosome i(14q), chez les 9 autres

patients I'anomalie est cryptique.

Il est possible que ces gains constituent des anomalies secondaires, dites « passenger »
par opposition aux anomalies « driver » c’est-a-dire conductrices de la maladie et
impliquées dans la leucémogénése, ce qui concorderait avec leur présence dans de

nombreux sous-types génétiques différents.

Parmi les cas présentant ces gains, nous remarquons un enrichissement en préléevements
avec un profil de log R ratio tres oscillant (pour les 4 gains a I’exception des CNA du géne
GAS1). Il est possible que dans une partie des cas, ces CNA soient des artéfacts et que la

prévalence soit moindre que celle suggérée par notre analyse.

5.4 Larecherche d’anomalies pronostiques par I'analyse GISTIC

Nous avons ensuite utilisé I'outil GISTIC pour détecter des CNA associés a une moins
bonne réponse moléculaire. Nous avons pour ceci distingué les LAL avec une MRD1
supérieure ou inférieure 3 103, et cherché grace l'outil GISTIC quels CNA étaient

statistiguement plus fréguents dans un groupe ou l'autre.

Nous avons effectué cette analyse dans la cohorte entiére puis dans des sous-groupes.

5.4.1 Larecherche d’anomalies pronostiques au sein de la cohorte compléte

Lorsqu’on compare les CNA entre les patients ayant une MRD supérieure ou inférieure a
103, Les gains des chromosomes 10 et 21 entiers apparaissent comme des anomalies
liées a une bonne réponse moléculaire. Le gain du chromosome 21 est systématique dans
les LAL hyperdiploides et le gain du chromosome 10 fait partie des gains classiques. Le

bon pronostic de ces CNA est donc lié au pronostic favorable des LAL hyperdiploides.
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Aucun autre CNA pronostique n’est identifié en appliquant le GISTIC a la cohorte
compléte, probablement masqués par les gains des chromosomes 10 et 21. Nous avons
poursuivi I'analyse dans le sous-groupe des LAL sans aneuploidies (exclusion des

hyperdiploidies, des hypodiploidies et d’une hypotriploidie).

Nous explorerons ensuite deux catégories de la classification OMS : les LAL hyperdiploides

et les LAL B other.

5.4.2 La recherche d’anomalies pronostiques au sein de la cohorte a I'exclusion des
aneuploidies

Ce groupe contient toutes les LAL a I'exclusion des LAL hyperdiploides, hypodiploides et

hypotriploides selon leur définition dans la classification OMS. Les LAL présentant des

gains ou des pertes de chromosome(s) ne rentrant pas dans un de ces trois cadres ont été

prises en compte dans 'analyse, soit 147 cas au total.

5.4.2.1 Gains 1q

Les gains du bras long du chromosome 1 sont détectés comme des CNA associés a une
mauvaise réponse moléculaire. 7 cas sur 11 de gains 1q sont dus a une translocation
t(1;19) TCF3-PBX1 déséquilibrée. Ce sont des gains 1q partiels allant du gene PBX1,
localisé en 1923, jusqu’au télomére. Deux cas de t(1;19) présentent un gain 1g complet

en plus du gain partiel d0 a la translocation déséquilibrée.

Deux patients avec une translocation t(1;19) déséquilibrée présentent une MRD1
supérieure au seuil, ainsi qu’un patient avec une LAL other et un gain 1q complet. Les
translocations t(1;19) sont identifiées comme des facteurs de moins bon pronostic, bien
qgue le renforcement de la chimiothérapie dans les protocoles les plus récents rattrape le

pronostic.

5.4.2.2 Délétions 3q

Deux patients présentent une délétion large (> 15 Mb) de la région 3912.3 - 3gq13.31.
Tous deux avaient une LAL B other, une MRD1 supérieure au seuil et ont rechuté. Cette
délétion est identifiée par I'analyse GISTIC comme de mauvais pronostic. Cette délétion
large doit étre différenciée des délétions focales des génes CD200/BTLA localisés en
3g13.2 qui ne sont pas associées a un pronostic défavorable dans notre analyse.
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5.4.2.3 Délétions 4q

Les délétions de la région 4q sont également associées a une mauvaise réponse
moléculaire, ces délétions semblent centrées sur le géne LEF1. 3 cas présentent une
délétion intragénique et 3 cas présentent des délétions larges > 30 Mb. Il s’agit dans tous
les cas de LAL B other. Un patient a rechuté et deux présentaient une MRD1 supérieure
au seuil. Le gene LEF1 code pour un facteur de transcription impliqué dans la voie Wnt et
I"augmentation de I'expression du TCR. Sa délétion dans les LAL B a déja été décrite, sans

que I'association avec le pronostic soit évaluée.

5.4.2.4 Délétions 7p

L'analyse GISTIC identifie plusieurs régions significativement associées a un moins bon
pronostic sur le bras court du chromosome 7. En recensant les différentes délétions
concernées, on s’apercoit que toutes comprennent le géne IKZF1 dont nous avons déja

parlé.

54.2.5 Gains 8

Les gains 8pter - 8ql12 sont également reconnus par le GISTIC comme associé a un
pronostic défavorable. 6 patients avec une LAL B other ont une trisomie 8. Un patient
avec une LAL Ph+ a un gain 8q lié a un isochromosome 8q. Et deux patients avec une
translocation t(12;21) ont un gain 8q12.3 - 8qter (non associé a un pronostic défavorable),
I’'un avec un chromosome dicentrique dic (8;12) et I'autre avec un échec du caryotype. Le
patient avec une LAL BCR-ABL1 a rechuté, et deux patients avec des LAL B other

présentaient une MRD1 > 1073 et ont été allogreffés.

54.2.6 Gains 11qg

De facon intrigante, I'analyse GISTIC fait ressortir le gain focal du gene KMT2A comme
CNA de pronostic défavorable. Seuls deux patients présentent cette anomalie, et n’ont
pas été considérés comme des LAL avec remaniement du géne KMT2A au moment du
diagnostic (la sonde KMT2A en FISH ne mettait pas en évidence de réarrangement, et le
caryotype n’identifiait pas d’anomalie de la bande 11q23, la localisation du gene KMT2A).
Les gains sont de petite taille dans les deux cas (65 et 84 kb) et débutent en 5’KMT2A
jusqu’en intragénique. Or, les réarrangements du géne KMT2A réarrangent la partie 5’ de
KMT2A avec la partie 3’ d’'un autre gene. Il semblait donc légitime de se demander si le

gain observé pouvait correspondre a une insertion de trés petite taille de la partie 5’ de
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KMT2A dans un gene partenaire. Néanmoins, le point de cassure intragénique est localisé
dans l'intron 24 pour un cas, et dans I'intron 28 pour I'autre cas, soit en dehors du BCR
(breakpoint cluster region, région du géne ol surviennent les points de cassure quand le

géne est réarrangé) du géne KMT2A, rendant tres improbable son réarrangement.

Des duplications partielles du gene KMT2A, avec insertion dans un gene partenaire, sont
décrites dans les leucémies aigués myéloides, mais pas dans les LAL®®. Ces duplications

sont de plus grande taille, et avec des points de cassures différents de nos deux cas.

5.4.3 Larecherche d’anomalies pronostiques dans les LAL hyperdiploides
Les LAL hyperdiploides ont de maniere générale une évolution favorable. Néanmoins
certains patients répondent moins bien au traitement. Nous avons cherché parmi les 84

LAL hyperdiploides de la cohorte des CNA indicateurs d’un pronostic moins favorable.

Les gains des chromosomes 10 et 21 sont tous deux corrélés au pronostic. La réponse
moléculaire post-induction est meilleure, et le risque de rechute est plus faible pour les
tétrasomies 21 (rechutes = 7% ; MRD1 supérieure au seuil = 9%) par rapport aux trisomies
21 (rechutes = 14% ; MRD1 supérieure au seuil = 21%). De méme le pronostic est meilleur
en cas de tétrasomie 10 (absence de rechutes et de MRD1 supérieure au seuil) par
rapport aux trisomies 10 (rechutes = 4% ; MRD1 supérieure au seuil = 6%) et a I'absence

de gain du chromosome 10 (rechutes = 16% ; MRD1 supérieure au seuil = 16%).

Ces gains sont corrélés au nombre modal (nombre de chromosome par mitose), or plus le
nombre modal est élevé dans une hyperdiploidie, plus le pronostic est favorable. Nos

résultats sont donc concordants avec les connaissances actuelles.

Ce sont les seuls CNA liés aux taux de MRD1 détectés par I'analyse GISTIC dans les LAL

hyperdiploides.

5.4.4 Larecherche d’anomalies pronostiques dans les LAL B other
L'utilisation de l'outil GISTIC dans les LAL B other retrouve certaines anomalies déja
identifiées dans la cohorte compléte : les délétions 3q12.3 - g13.31, et les trisomies 8. Un

seul CNA supplémentaire est identifié.
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De fagon intéressante, le gain partiel du gene ZNF384 et de la région située en 3’
immédiat est identifié comme associé a une moins bonne réponse moléculaire. Ce CNA
est présent chez deux patients. Il couvre une région de 41 kb chez I'un, et 259 kb chez
I'autre, de la région 3’ du géne jusqu’a l'intron 2. ZNF384 est un gene qui est fusionné de
maniére récurrente a différents partenaires dans les LAL B4>°’. Un remaniement a type de

fusion ne peut pas étre exclu ici.

5.5 Autres résultats notables

5.5.1 Discordances entre |le caryotype et la CGH array

Nous avons cherché a comparer les résultats de deux analyses pangénomiques : le
caryotype et la CGH array. Pour cela nous nous sommes intéressés aux cas hyperdiploides
et avons comparé les gains recensés par le caryotype, en comparaison des gains observés

en CGH array.

Nous avons déja abordé la difficulté de I'analyse caryotypique des LAL. Les lymphoblastes
sont fragiles et poussent mal en culture (en particulier les lymphoblastes hyperdiploides).
De plus, la pousse est inhibée par les corticoides lorsque le traitement a été débuté avant
le prélevement. Enfin, méme dans les conditions optimales de culture, le classement des
chromosomes est rendu difficile par la morphologie de ceux-ci, qui est fréquemment

altérée et complique I'identification des anomalies.

72 LAL hyperdiploides ont été prises en compte, pour lesquelles nous disposons des

données du caryotype tel qu’il a été rendu indépendamment des résultats de CGH array.

Le caryotype était en échec dans 8 cas. 2 cas ne retrouvaient que des mitoses normales
(défaut de pousse des lymphoblastes), et les 6 autres identifiaient des mitoses anormales
avec un nombre augmenté de chromosomes mais avec une morphologie trop altérée
pour permettre leur identification. Le nombre de mitoses clonales était généralement
faible dans ces cas (<4), en dehors d’un cas avec 8 mitoses clonales et d’un cas avec 18
mitoses clonales. Pour un cas, nous avions l'information que la corticothérapie avait été
débutée avant le prélévement. Pour les 7 autres cas, I'information n’était pas disponible.
Dans tous les cas, I'analyse FISH et/ou la mesure de I'index ADN ont permis de conclure a

une trés probable LAL hyperdiploide. Aucun diagnostic n’a donc été manqué.
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Pour les 64 cas avec un succes du caryotype, le profil de gain retenu a permis de conclure
a une LAL hyperdiploide. Néanmoins, des discordances sont observées entre les résultats

du caryotype et le profil de la CGH array.

25 cas (39%) montraient au moins une discordance (médiane = 2 différences, moyenne =
3 différences). Nous avons comptabilisé 1 discordance pour chaque gain de chromosome
recensé par une analyse et pas par I'autre. En conséquence, si un chromosome a été
considéré par le caryotype comme un +8 et que la CGH array identifie un +X, nous avons

comptabilisé 2 discordances.

La présence d’erreurs dépend du nombre de mitoses clonales analysables, il y avait au
moins une erreur dans 75% des cas avec moins de 5 mitoses clonales (12 cas en tout). Le
nombre d’erreur varie aussi en fonction du centre. Trois centres ont plus de dix cas
hyperdiploides, permettant d’avoir un échantillonnage assez représentatif. Un centre
avait des discordances dans 64% des caryotypes, et les deux autres centres avaient des
discordances dans environ 20% des cas (19% et 24% respectivement). Cette différence
inter-centres peut étre expliqué par les techniques utilisées dans chaque centre
permettant d’obtenir des mitoses de plus ou moins bonne qualité, par I'expérience des
équipes de cytogénétique, et par les habitudes des cliniciens des centres (prélévement

réalisé avant ou apres corticothérapie).

5.5.2 L'apport de la CGH array dans l'identification des LAL Ph-like
Les LAL Ph-like ont un transcriptome homogéne, mais des anomalies génétiques
hétérogénes??. Le transcriptome n’étant pas réalisé en routine, I'identification de ces cas

est problématique.

Les anomalies équilibrées ne peuvent pas étre détectées par la CGH array. En revanche,
deux anomalies résultent de délétions invisibles au caryotype et sont détectables par la
CGH array : les fusions P2RY8-CRLF2 qui rapprochent le géne CRLF2 du promoteur du
géne P2RY8 par délétion de la région PAR1 située entre ces deux genes, et les fusions
EBF1-PDGFRB qui résultent également d’une microdélétion. Le réarrangement P2RYS8-
CRLF2 est classiguement détecté en FISH a l'aide d’'une sonde complémentaire de la

région délétée. La CGH array a permis la détection de 5 cas avec ce réarrangement.
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Un cas de fusion EBF1-PDGFRB a été détecté, et confirmé en RT-PCR par le laboratoire de
Lille.

Un cas de fusion IGH-CRLF2 identifié par la combinaison de deux sondes de FISH (sondes
break apart IGH et CRLF2) est consécutif a une translocation t(X;14) cryptique. Ce cas
n’est pas détectable en CGH array. Certaines de ces translocations sont déséquilibrées et

la région PAR1 est délétée, ce qui n’est pas le cas pour cette patiente.

Et enfin, un patient présentait une translocation déséquilibrée t(9;12), avec des points de
cassure en CGH array dans les génes ETV6 et JAK2. La RT-PCR réalisée a Lille a permis de

confirmer la présence d’un transcrit de fusion ETV6-JAK2.

Le laboratoire de Lille a recherché des transcrits de fusion de type Ph-like dans leurs cas
locaux de LAL B other (39 cas) ce qui a permis I'identification d’'un cas supplémentaire,
avec un transcrit de fusion PAX5-JAK2. L’anomalie est équilibrée, et la CGH array ne
montre aucune anomalie au niveau de ces deux genes. Nous notons que le caryotype ne

permettait pas non plus de suggérer I'existence de cette anomalie.

Les anomalies de type Ph-like sont exclusives des autres anomalies de la classification
OMS. Nous avons cherché dans les caryotypes toulousains de LAL B other des anomalies
avec des points de cassure pouvant correspondre a des génes sujets a des
réarrangements dans les LAL Ph-like, c’est-a-dire ABL1 (9q34), ABL2 (1g925), CSF1R (5g33),
EPOR (19p13), JAK2 (9p24), NTRK3 (15G25), PDGFRB (8G21), TSLP (5q22) et TYK2 (19p13).
Aucun réarrangement identifié au caryotype ne correspondait a la localisation d’un de ces
génes lorsqu’on prenait en compte la sous-bande. Etant donné la morphologie des
chromosomes de LAL, nous nous sommes intéressés a tous les réarrangements localisés
dans le bras d’'un chromosome porteur d’un des genes précédemment cités (bras 1q, 5q,
89, 9p, 9q, 15q et 19p). 10 cas présentaient des réarrangements (translocations, additions
ou délétions) dans un de ces bras. Nous avons cherché en CGH array des points de

cassure au niveau des genes correspondants, sans résultat.

En conclusion, la CGH array permet l'identification de deux types d’anomalies Ph-like
cryptiques résultant de microdélétions : la fusion P2RY8-CRLF2, qui est 'anomalie la plus
fréquente dans les LAL Ph-like, et la fusion EBF1-PDGFRB. Elle permet également dans

certains cas de détecter d’autres anomalies, lorsqu’elles sont déséquilibrées, qui doivent
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étre confirmées dans un second temps, par exemple par des techniques de RT-PCR ou de

FISH.

5.5.3 La CGH array et les LAL avec iAMP21

9 cas de la cohorte présentent une amplification intrachromosique du chromosome 21
identifiée en FISH selon les critéres de 'OMS (présence d’au moins 5 signaux RUNX1 dont
4 regroupés). L'anomalie est évidente en CGH array dans 8 cas. Le profil de log R ratio du
chromosome 21 montre une amplification partielle du chromosome, avec un log R ratio

qui dépasse 0,8 dans les régions les plus fortement amplifiées (Fig 26A).

Un cas n’est pas détecté avec nos parameétres standards (seuil de gain de plus de 2 copies
fixé a un log R ratio de 0,4). La CGH array montre en effet un gain partiel du chromosome
21 mais avec une faible amplitude (Fig 26B). Il s’agit certainement d’un profil « aplati »
comme nous en avons déja repéré dans certains cas hyperdiploides. Une attention
particuliere doit donc étre apportée aux gains du chromosome 21 afin de ne pas
méprendre une iAMP21 pour une trisomie 21 (auquel cas le gain sera un gain du
chromosome entier). L'aspect « aplati » du profil de log R ratio n’est pas expliqué ici par
un tamponnement par I’ADN des cellules saines, en effet le taux de blastes dans le

prélevement est élevé (86%).

>
oo

LRR

Fig 26. Piste de log R ratio de deux cas avec une iAMP21. Les log R ratio des
chromosomes 20 et 21 sont représentés. A : cas avec une amplification évidente en CGH
array. B : cas non détecté avec les parameétres standards. LRR : log R ratio.
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5.5.4 'apport de la CGH array dans la stratification pronostique des LAL B other
66 patients de la cohorte présentent une LAL B other selon la classification OMS 2016. La
CGH array permet de mettre en évidence une anomalie primaire chez 17 patients, avec

un risque associé variable.

Dans 14 cas, le géne ERG est délété, avec un risque favorable associé dont nous avons
déja discuté.

Une patiente présente une fusion de type TCF3-HLF, résultant d’une translocation
t(17;19). Il s’agit d’'une patiente de 13 ans, non hyperleucocytaire au moment du
diagnostic. Les MRD1 et MRD2 étaient supérieures aux seuils et la patiente a été
allogreffée. Elle se porte bien a 3 ans du diagnostic. La fusion TCF3-HLF est rare et difficile
a détecter sur le caryotype, néanmoins il s’agit d’'une anomalie associée a une résistance
a la chimiothérapie et a un pronostic péjoratif>. L’'anomalie est déséquilibrée, et la CGH
array met en évidence des points de cassures classiques, dans I'intron 13 du géne TCF3 et
I'intron 3 du géne HLF. Le réarrangement du géne TCF3 a également été identifié en FISH

par une sonde break apart, montrant la perte de la partie 3’ du gene.

Enfin, 2 patients présentent un réarrangement avéré du gene PAX5, sans association
pronostique démontrée. Les deux patients sont respectivement agés de 3 ans et 17 ans,
ils sont hyperleucocytaires lors du diagnostic (95 et 30 G/L), et les MRD1 et MRD2 sont
inférieures aux seuils. Les patients sont en rémission compléte a respectivement 21 et 22

mois de suivi.

6 Conclusion

La CGH array est une analyse pangénomique a haute résolution permettant de détecter
des gains et des délétions. Cette analyse génére une grande quantité de données par
échantillon, parmi lesquelles il est nécessaire de trier les artéfacts, les variants non
pathogenes, les CNA associés a la pathologie et ceux associés au pronostic. La technique
et son interprétation sont chronophages, et ne sont pas nécessairement adaptées a une
pratique de routine. La CGH array présente par contre un intérét en recherche appliquée,

pour découvrir de nouveaux CNA et leur impact pronostic. Ces CNA peuvent ensuite étre
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recherchés par des techniques de mise en ceuvre plus simple comme la FISH pour les CNA

de grande taille ou le MLPA, pour les CNA de plus petite taille.

Dans notre cohorte, I'analyse par CGH array a permis de dépister de fagon fiable certains
sous-types de LAL. Les délétions du gene ERG sont un marqueur constant des
réarrangements du gene DUX4. Les fusions géniques P2RY8-CRLF2 et EBF1-PDGFRB
appartiennent au groupe des LAL Ph-like et sont associées a une microdélétion entre les

génes réarrangés.

Certaines autres anomalies supposées primaires sont détectées mais de fagcon non
exhaustive, car toutes ne sont pas déséquilibrées. Il s’agit des réarrangements du géne
PAX5, et de certaines LAL Ph-like autres que celles précédemment citées (un cas avec un

réarrangement PAX5-ETV6 est détecté en CGH array).

Elle permet également d’identifier des CNA pronostiques déja connus, tel que la délétion

du gene IKZF1.

Enfin, I"application de I'outil GISTIC a permis de mettre a jour 5 CNA pronostiques qui
n’ont pas encore été décrits dans la littérature. Il s’agit des délétions de la région 3q12-
q13, des délétions 4q comprenant le géne LEF1 dans leur région minimale de délétion, de
la trisomie 8 (hors cas hyperdiploides) et des duplications partielles des génes KMT2A et
ZNF384. Ces CNA sont identifiés chez un nombre limité de patient, entre 2 et 7, et

nécessitent donc d’étre validés par d’autres études.

Tous les CNA récurrents dans les LAL ne sont probablement pas encore identifiés, en
particulier ceux qui sont peu fréquents, et nécessiteraient I'analyse de cohortes de grande

taille pour étre mis en évidence.
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Résumé en francais

Les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) constituent le cancer pédiatrique le plus
fréquent. Elles sont responsables d’une mortalité non négligeable sans traitement, et
peuvent entrainer des séquelles a long terme. La détermination des facteurs pronostiques
propres a chaque patient est essentielle afin d’adapter le traitement, par I'utilisation de
thérapies ciblées, I'adaptation du protocole de chimiothérapie et la décision de réaliser ou
non une allogreffe de moelle osseuse. Les caractéristiques génétiques des cellules
tumorales sont un facteur pronostique fort. L’analyse par CGH/SNP array permet de
détecter les gains et les délétions dans le génome tumoral. Nous montrons que cette
technique est efficace pour la détection d’anomalies de pronostic défavorable telles que
les délétions du gene IKZF1 et la fusion des genes CRLF2 et P2RY8. Par ailleurs, nous
explorons les résultats de la CGH array de 236 LAL B pédiatriques grace a I'outil
mathématique GISTIC a la recherche d’anomalies pronostiques, en nous basant sur la
réponse moléculaire au traitement pour distinguer les LAL de pronostic favorable et
défavorable. Nous abordons ainsi I'utilisation de cette technique a des fins de recherche
appliquée.

Titre et résumé en anglais
CGH/SNP array in pediatric acute lymphoblastic leukemias : potential and limits

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent pediatric cancer and is a major
cause of childhood death due to cancer. The determination of individual prognosis factors
allows personal treatment adjustment regarding chemotherapy plan, use of targeted
therapy and allograft decision. Genetic characteristics of the cancer cells are a potent
prognosis factor. CGH/SNP arrays permits detection of gains and losses in tumoral
genome. We demonstrate the efficiency of this technic to detect unfavorable
abnormalities such as IKZF1 deletion and P2RY8-CRLF2 fusions. We then explore 236
pediatric LAL B results through GISTIC mathematic tool in order to highlight prognostic
markers, using molecular response to treatment to differentiate two groups of favorable
and unfavorable prognostic.
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