Figure 2. Roles cellulaires de ARF1 et ARF6. Les GTPases ARF1

et ARF6 régissent la migration et la prolifération cellulaires w
ﬂ stimulées par le récepteur de I’EGF. ARF1 permet I’activation E
> de la voie PI3K/Akt, tandis qu’ARFé assure I'activation de la 2
] voie mitogénique des MAPK, avec pour intermédiaires Ras, Raf, O
MEKK et Erk. g
i 'y
AR 6 — MEK —
-\ Prolifération
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(Madin-Darby canine kidney) de fagon
ARNO dépendante et affecte la locali-
sation d’ARF1 dans I'appareil de Golgi
[11]. Ces derniers résultats suggérent
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> Les hémopathies malignes de type myé-
loide sont caractérisées par des modifi-
cations des propriétés de survie, de proli-
fération ou de différenciation des cellules
des lignées myéloides. Elles sont dues a
I’accumulation d’anomalies génétiques
généralement acquises qui touchent les
cellules souches hématopoiétiques ou
des progéniteurs plus ou moins engagés
dans une voie de différenciation [1].
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Elles sont classées en trois catégories :
les leucémies aigués (LAM), les syndro-
mes myélodysplasiques (SMD) et les syn-
dromes myéloprolifératifs (SMP) (voir
encadré). SMD et SMP peuvent évoluer
vers une leucémie aigué [2].

La caractérisation des anomalies de
structure chromosomique observées dans
les leucémies aigués humaines a per-
mis I'identification de nombreux génes
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Les syndromes myélodysplasiques (SMD)
sont des affections clonales des cellules
souches (CS) hématopoiétiques surve-
nant surtout chez les sujets dgés, carac-
térisées par une hématopoiese inefficace,
responsable de cytopénies sanguines. La
moelle osseuse est généralement riche,
mais avec des anomalies quantitatives et
morphologiques des cellules médullaires.
II's’agit d’un groupe d’affections hétéro-
gene par I'expression clinique et I’évolu-
tion. La transformation en leucémie aigué
myéloide (LAM/SMD) est fréquente. Ce
sont les plus fréquents des états pré-
leucémiques de I’adulte. Les délétions
des chromosomes 5, 7, 17 et 20 sont
fréquentes.

Les syndromes myéloprolifératifs chro-
niques (SMP) «sont des hémopathies
malignes ayant pour caractéristiques
communes une hyperplasie myéloide glo-
bale et une hypersensibilité aux cytoki-
nes des progéniteurs hématopoiétiques.
Ce sont des maladies acquises, clonales,
de la cellule souche hématopoiétique. La
classification des SMP distingue : la leu-
cémie myéloide chronique (LMC), la poly-

globulie primitive ou maladie de Vaquez,
la thrombocytémie essentielle, la splé-
nomégalie myéloide ou myélofibrose pri-
mitive, le syndrome hyperéosinophilique,
et des SMP atypiques ». [Valérie Ugo,
Chloé James, William Vainchenker. Med
Sci 2005; 21:669-70]

Les leucémies aigués myéloblastiques
(LAM) sont des proliférations malignes
de CS/progéniteurs hématopoiétiques
associées a un blocage de maturation
a un stade immature. Il en résulte une
accumulation de ces cellules immatures,
ou blastes, dans la moelle osseuse, le
sang, et éventuellement dans d’autres
organes, associée a une insuffisance
médullaire, liée au déficit de produc-
tion des cellules sanguines matures, se
traduisant par des cytopénies avec leurs
conséquences cliniques. L'age médian
des LAM se situe autour de 60 ans. Les
SMD ou les LAM peuvent étre primai-
res, ou secondaires résultant de I'effet
mutagene des cytotoxiques (chimiothé-
rapie et/ou radiothérapie) utilisés pour
le traitement d’un premier cancer (15 %
du total des LAM).

qui jouent un role majeur dans la dif-
férenciation hématopoiétique et qui,
modifiés, participent aux processus de
transformation [3]. €n revanche, bien
que la moitié des patients souffrant de
SMD présente des anomalies de struc-
ture chromosomique, les anomalies
génétiques a 'origine ou survenant de
fagon précoce sont peu connues [4]. La
découverte de mutations ponctuelles
conférant une activité constitutive a
la protéine a activité tyrosine kinase
JAK2 a constitué une avancée majeure
dans la compréhension du développe-
ment des SMP «classiques ». €n effet,
la mutation JAK2V817F est présente dans
pratiquement tous les cas de polyglo-
bulie de Vaquez (PV) et dans la majorité
des thrombocytémies essentielles et des
myélofibroses primitives [5]. Bien que
I’expression de JAK2Y81F dans des cel-
lules primaires de souris soit suffisante
pour induire une maladie ressemblant
a une PV, un faisceau d’arguments sug-
gérait qu’un événement précédant la
survenue de JAK2V81TF dans Ihistoire
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naturelle de la maladie existait chez
certains patients [6].

Le travail publié récemment par nos
équipes a permis d’identifier un gene,
Ten-Eleven-Translocation (TET)2, muté
dans environ 15 % des hémopathies de
type myéloide chez I’homme [7].

Identification des mutations du géne
TET2 dans les hémopathies myéloides
Deux approches ont été suivies dans
cette étude. U'analyse par cytogéné-
tique moléculaire d’une série de six
patients porteurs d’une translocation
chromosomique touchant le bras long
du chromosome 4 (4q24) a permis
d’identifier chez tous les patients une
région perdue, qui ne contenait que le
gene TET2. Chez quatre de ces patients,
la perte d’une copie de TET2 a pu étre
associée a une anomalie de la région
codante de TETZ sur la copie restante
du gene.

L’analyse par hybridation génomique
comparative (CGH) et single nucleo-
tide polymorphism (SNP) array a été

réalisée chez cinq patients souffrant
de SMP, et présentant au diagnostic
une dominance du clone JAK2Y17F dans
les cellules représentatives des phases
précoces de la différenciation héma-
topoiétique plus marquée que chez la
majorité des patients atteints de SMP.
Cette étude a mis en évidence une
perte d’hétérozygotie du bras long du
chromosome 4 chez trois patients. Un
de ces trois patients présentait une
délétion dans la région 4924 centrée
sur le gene TET2. Une anomalie de la
séquence codante de TET2 existait chez
deux de ces patients. Le caractere
acquis des anomalies de séquence ou
de structure de TET2 a pu étre montré
dans la majorité des cas analysés.
'analyse de la séquence codante de
TET2 dans une série d’échantillons
d’hémopathies myéloides a montré des
variations par rapport aux séquences
de référence dans 15/81 (19 %) des
SMD, 5/21 (25%) des LAM secondaires
et 24/198 (12 %) des SMP étudiés. Les
anomalies de TET2 n’apparaissent pas
associées de fagon préférentielle avec
un sous-groupe de SMD ou de SMP. Les
mutations observées étaient majoritai-
rement des mutations tronquantes, par
perte ou addition de nucléotides dans la
séquence codante du gene ou par muta-
tion non-sens, ou bien des mutations
faux-sens touchant des acides aminés
conservés dans I’évolution. Dans environ
la moitié des échantillons, deux muta-
tions étaient observées, ce qui indique
une inactivation compléte du géne, mais
suggere a contrario que TET2 pourrait
avoir un effet a I"état hétérozygote
(haplo-insuffisance). Ces données indi-
quent que TET2 pourrait étre un géne de
type suppresseur de tumeur muté dans
une proportion élevée d’hémopathies
humaines de type myéloide.

Les mutations de TET2 peuvent
précéder les mutations de JAK2

dans I’évolution des SMP

La présence des mutations de TET2 dans
les progéniteurs hématopoiétiques
immatures a ensuite été recherchée.
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Dans les SMD, les mutations de TET2
sont identifiées dans des cellules
primaires triées sur "expression du
marqueur de surface CD34, associé
ou non au marqueur CD38, les cel-
lules CD347CD38" étant considérées
comme plus immatures que les cellules
CD34*CD38". Les mutations de TET2 sont
détectées dans les cellules progénitri-
ces individuellement amplifiées in vitro.
Des observations similaires sont faites
avec des échantillons de SMP. 'analyse
a I’échelon cellulaire a également per-
mis de montrer dans cing cas de SMP
que les mutations TETZ sont apparues
avant la mutation JAK2Y817F qu cours
de I'histoire naturelle de la maladie. €n
effet des cellules mutées pour TET2 et
sauvages pour JAK2 sont observées chez
ces patients tandis qu’aucune cellule
sauvage pour TET2 et mutée pour JAK2
n’a pu étre identifiée.

Pour confirmer que les mutations de
TET2 sont présentes dans des cellules
ayant des propriétés de cellule sou-
che, des cellules CD34" isolées chez
cing patients atteints de SMP ont été
greffées chez des souris immunodéfi-
cientes (NOD-SCID, non-obese diabetic
severe combined immunodeficient) :
deux échantillons de cellules CD34"
portaient des mutations de TET2, trois
avaient un gene TET2 normal. Seules les
cellules issues des patients porteurs de
la mutation de TET2 étaient capables
de proliférer et de se développer chez
la souris pendant 15 semaines, entrai-
nant une augmentation progressive du
chimérisme (homme/souris). De plus,
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Inactivation de TET2

Figure 1. Les mutations de TET2 prédisposeraient au développement des

hémopathies myéloides chez I’homme. Le schéma est hypothétique. Les

fleches indiquent des événements oncogéniques qui restent largement a

identifier.

alors que I’hématopoiese

Mutation humaine qui se développe

RUNX1 . .
chez les souris greffées

avec les échantillons
dont le géne TET2 n’est
pas muté ou avec des
cellules humaines nor-
males est orientée préférentiellement
vers une différenciation lymphoide,
I’hématopoiése humaine observée avec
les échantillons porteurs d’un gene
TET2 muté est majoritairement de type
myéloide. Si toutes les cellules progé-
nitrices humaines qui sont présentes
chez la souris apres 15 semaines sont
porteuses des mutations TET2, elles
ne sont que rarement porteuses de la
mutation JAK2Y817F. ’ensemble de ces
données indique que les mutations de
TET2 sont présentes dans des cellules
ayant des propriétés de type cellule
souche, et leur conférent un avantage
de croissance par rapport aux cellules
normales.

Perspectives physiopathologiques

pour les hémopathies myéloides

Une fréquence élevée de mutations de
TET2 a maintenant été rapportée dans
diverses pathologies malignes myéloi-
des humaines [8-14]. La caractérisa-
tion d’un événement oncogénique com-
mun a plusieurs hémopathies myéloides
pourrait permettre une réévaluation
de leur classification. Elle indique, du
point de vue physiopathologique, une
anomalie commume affectant un stade
précoce de I’hématopoiése, la diversité
phénotypique étant ensuite générée
par la survenue de différents événe-
ments oncogéniques, JAK2Y417F pour les
SMP ou des mutations de RUNXI pour
les SMD ou les LAM (Figure 1).

Trois génes qui codent pour des protéi-
nes apparentées a TET2 ont été identi-
fiés chez ’lhomme. Le membre fondateur

TET1 a étéisolé lors de la caractérisation
d’une protéine de fusion formée avec le
produit du géne MLL (myeloid/lymphoid
or mixed lineage leukemia) & la suite
de la translocation t(10;11)(q22;q23)
observée dans des leucémies aigués [ 15,
16]. Les protéines de la famille TET sont
apparentées aux oxygénases dépendan-
tes des ions ferreux et du 2-oxogluta-
rate. TET1 est expérimentalement capa-
ble d’hydroxyler les 5-méthylcytosines
[17]. Cette activité n’était pas connue
auparavant chez I’lhomme et la fonction
des 5-hydroxyméthylcytosines reste a
déterminer. Néanmoins, ces données
suggerent un role dans le contrdle épi-
génétique de la transcription pour les
membres de la famille TET. Ces résultats
ouvrent un champ entier de recherche
qui concerne les mécanismes de répa-
ration, le contrdle de la transcription,
de la différenciation hématopoiétique
normale et pathologique et éventuel-
lement la réponse au traitement de ces
hémopathies myéloides. ¢

Mutations in TET2 in myeloid cancers
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