du cancer de I'ovaire, la présence de
cellules iNKT, avec également une cor-
rélation positive entre I’expression de
PLZF, par les iNKT, et celle d’€omes, par
les T CD8* innés [5]. La présence de ces
deux types cellulaires dans les tumeurs,
dénote un probable recrutement de ces
cellules, mais il reste a élucider si ces
cellules ont un effet bénéfique ou délé-
tere dans ces tumeurs solides.

[l convient enfin de soulever la ques-
tion des phénomeénes d’immuno-sub-
version des tumeurs et, en particulier,
celui du blocage immunitaire possible
des lymphocytes T CD8" innés par les
cellules tumorales. €n effet, a I’heure
des premiers succés des immunothé-
rapies visant a réveiller le systéeme
immunitaire du patient pour qu’il lutte
lui-méme contre la tumeur, il appa-

rait nécessaire de déterminer si les
lymphocytes T CD8* innés peuvent étre
une cible potentielle de ces nouvelles
stratégies. ¢

The CD8" T cell innate function

in the war against cancer
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Vers de nouveaux marqueurs
pronostiques dans
les leucémies aigués myéloides

Analyse génomique des altérations
du nombre de copies

Fanny Gonzales, Meyling Cheok

> La leucémie aigué myéloide (LAM)
est une hémopathie maligne caractéri-
sée par une prolifération anarchique de
précurseurs myéloides, appelés blastes.
Il s’agit d’une entité trés hétérogene,
sur le plan clinique d’abord, avec une
grande variabilité inter-individuelle des
symptomes initiaux et de la réponse
aux thérapeutiques. La survie a 5 ans
varie de 10 % chez les sujets Ggés a
60 % chez I’enfant et le jeune adulte
[1]. Uhétérogénéité se manifeste éga-
lement au niveau biologique, avec huit
sous-types cytologiques et des caracté-
ristiques immuno-phénotypiques, cyto-
génétiques et moléculaires différentes
selon les patients [2]. Malgré cette

m/sn® 11, vol. 33, novembre 2017
DOI:10.1051/medsci/20173311005

hétérogénéité, le traitement par chimio-
thérapie, a base d’anthracyclines et de
cytarabine, reste identique chez tous
les patients. Il est souvent complété
par une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH).

Actuellement, la prise en charge théra-
peutique, fondée sur une stratification
pronostique en trois groupes de risque
(favorable, défavorable ou intermé-
diaire, ce dernier regroupant les 2/3 des
patients), repose presque exclusive-
ment sur les anomalies cytogénétiques
[2]. Cette classification reste cepen-
dant imparfaite puisque la réponse
aux traitements et le pronostic varient
au sein d’un méme groupe de risque.
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Afin d’améliorer la prise en charge des
patients, il apparait essentiel de trouver
de nouveaux marqueurs pronostiques.
Dans cette optique, notre équipe s’est
intéressée aux altérations du nombre de
copies (CNA, copy number alteration)
comme potentiels marqueurs pronos-
tiques [3].

Les cellules cancéreuses sont caracté-
risées par I’accumulation et la combi-
naison de multiples () yoir ta Synthese
de F. Damm et al.,
m/s n° 5, mai 2012,
page 449

anomalies géné-
tiques et épigéné-
tiques [4, 5] (=9).
Celles-ci pourraient constituer des
marqueurs pronostiques facilement
identifiables, comme c’est le cas pour
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Figure 1. La technique de SNP-array. Cette technique permet de déterminer le variant de séquence (single nucleotide polymorphism) et le nombre

de copies d’une région génétique. ADN d’un patient est isolé a partir des cellules sanguines ; les deux brins (alléles) sont ensuite digérés par des

enzymes de restriction (€R), puis amplifiés par PCR (polymerase chain reaction) et regroupés. Des sondes marquées par des fluorochromes sont

hybridées sur les puces « SNP-array » du génome humain. La quantification du signal d’hybridation de chaque sonde se fait par une lecture avec

un laser ; aboutissant aprés numérisation a une quantification du nombre de copies pour chaque région étudiée (exprimée sous forme d’un rapport

logarithmique). Cette technique offre I’avantage d’une haute résolution (identification de zones < 150 kb) et elle permet une analyse pangéno-

mique (figure modifiée d’apres Alkan et al. [10]).

la délétion du locus [KZFI (IKAROS
family zinc finger 1) dans les leucémies
aigués lymphoblastiques B de I’enfant
[6], le cancer de la prostate [7] ou les
tumeurs solides pédiatriques [8]. Cette
approche serait particulierement inté-
ressante en cas d’échec des diagnostics
par caryotypage (qui concerne 10 % des
patients).

A Iheure actuelle, méme si certaines
études ont montré un impact entre pré-
sence de CNA, au sens large, et un pronos-
tic défavorable dans les LAM [9], aucune
CNA spécifique n’a été mise en évidence.
A partir d’échantillons de moelle osseuse
provenant de 119 patients atteints de
LAM issus de deux centres francais (ceux
de Lille et Paris), appariés au temps du
diagnostic et au moment de la rémission
compléte, la technologie SNP (single
nucleotide polymorphism)-array pangé-
nomique haute résolution [10] (Figure 1)
a été utilisée afin de mettre en évidence

m/sn® 11, vol. 33, novembre 2017

des altérations du nombre de copies
(CNA) potentiellement pronostiques.

Les CNA identifiées comme étant asso-
ciées a la réponse au traitement, ou
au pronostic, ont ensuite été étudiées
dans une cohorte nationale indépen-
dante composée de 248 patients (dite
cohorte de validation), ainsi que sur
170 échantillons provenant de I'atlas
du génome du cancer (TCGA pour the
cancer genome atlas), afin d’étudier leur
spécificité.

LPanalyse pan-génomique des CNA
permet ’identification d’un nouveau
marqueur pronostique indépendant
dans les LAM

Des altérations du nombre de copies
(CNA) ont été retrouvées dans environ
50 % des échantillons de LAM. De fagon
prédominante, les patients atteints de
LAM présentaient une CNA unique : les
délétions étaient deux a trois fois plus

fréquentes que les amplifications et cer-
tains chromosomes étaient préférentiel-
lement touchés (chromosomes 8, 11 et
21 pour les amplifications, et 7, 12, 17
et 21 pour les délétions). Il n’a pas été
retrouvé d’association entre les CNA et
la classification ELN (European leuke-
mia net) actuelle. |l était donc supposé
que la présence d’une ou plusieurs CNA,
n’était pas, a elle seule, un marqueur
pronostique, et que seules certaines CNA
seraient associées au pronostic. Quatre
CNA ont été identifiées pour étre asso-
ciées au pronostic : trois amplifications
(2 sur le chromosome 21, et une sur le
chromosome 11) et une délétion (sur le
chromosome 11). La présence d’une de
ces 4 CNA (définie comme « critére CNA »)
augmente la mortalité de 4 a 5 fois avec
une survie moyenne a 1,6 an par rapport
aux 5 ans observés chez les patients non
porteurs de ce critére. Ces résultats ont
été confirmés dans la cohorte de valida-
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factor ; BAF : B allele frequency (figure établie d’apres Nibourel et al. [3] et Dohner et al. [12]).

tion, de maniere indépendante, ainsi que
dans la cohorte TCGA.

Par des analyses multivariées, apres
ajustement sur les facteurs pronostiques
de la classification ELN actuelle, il a été
confirmé que le nouveau « critere CNA »
était corrélé a une moins bonne survie
globale.

LPanalyse du profil d’expression
génomique des CNA identifie le gain

du géne ERG comme un marqueur
pronostique principal

Les quatre CNA identifiées impliquent
26 genes aux fonctions biologiques

m/sn® 11, vol. 33, novembre 2017

diverses. Afin de caractériser les genes
potentiellement impliqués dans la
réponse au traitement, les taux d’ARNm
(ARN messagers) exprimés par les cel-
lules ont été étudiés. Dans la cohorte
TCGA, 'amplification de la région 21q22.2,
contenant le géne ERG (TS [erythroblast
transformation-specific]-related gene),
apparait associée significativement a une
augmentation de 'expression de ’ARNm
€RG. Une association entre diminution de
la survie globale et gain d’€RG est éga-
lement observée dans les deux cohortes
indépendantes, et dans la cohorte TCGA.
Il semblerait donc que le géne ERG, un

oncogene déja connu pour son implication
dans le cancer prostatique, le sarcome
d’Ewing et les leucémies aigués [11], soit
un critére de mauvais pronostique.

Lassociation entre mutations déja
identifiées dans les LAM et « critéere
CNA » identifie la mutation du géne
TP53 comme un marqueur pronostic,
dans le groupe de risque défavorable

Il na pas été retrouvé d’association
entre le «critere CNA » et les muta-
tions couramment décrites dans les
LAM comme celles affectant les genes
IDH1/2 (isocitrate déshydrogénases),
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DNMT3A (DNA méthyltransférase), RUNXI
(Runt-related transcription factor),
TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase
2), ASXL1 (additional sex comb-like 1),
NPMI (Nucleophosmin 1), FLT3 (FMS-
like tyrosine kinase 3), CEBPor (CCAAT/
enhancer-binding protein alpha), MLL-
PTD (Mixed lineage leukaemia gene-
partial tandem duplications), ou une
surexpression d’€VI1 (ecotropic virus
integration site 1 transcription factor).
Cependant, le «critere CNA » est fré-
quemment associé avec une mutation de
P53 (le géne qui code p53, un suppres-
seur de tumeur), cette derniére étant
I’un des criteres ELN du groupe de risque
défavorable. La mutation de TP53 est de
mauvais pronostic, sur les deux cohortes
étudiées et également sur la cohorte
TCGA. Les patients porteurs d’une muta-
tion de TP53 ont également un nombre
médian de CNA élevé (8,5 versus 1, chez
les patients porteurs du gene TP53 non
muté) suggérant une plus grande insta-
bilité génétique induite par cette muta-
tion dans les blastes.

Un variant de TP53 a été retrouvé chez
71 % des patients qui présentent un gain
d’€RG. Une analyse multivariée a montré
que le «critere CNA» et le gain d’€RG
seraient plus forts que les criteres actuel-
lement impliqués dans la classification
ELN, dont le statut mutationnel du gene
TP53. Les patients du groupe intermé-
diaire, ayant un «critére CNA» avec un
gain d’€RG, devraient donc étre inclus
dans le groupe de risque défavorable.

Découverte de nouvelles sous-classes
pronostiques dans la LAM

€n comparant la valeur pronostique
des critéres de la classification ELN
(Figure 2) avec les facteurs mis en avant
dans I’étude (nombre de CNA, « critere
CNA », gain d’€RG, surexpression d’€RG
et mutation de TP53), le « critére CNA »
et le gain d’€RG ont donc été identifiés,
comme les deux marqueurs prédictifs
péjoratifs les plus forts. U'impact de
ce nouveau marqueur (le critere CNA)
a donc été testé dans la classification
actuelle sur la cohorte de validation et

m/sn® 11, vol. 33, novembre 2017

la cohorte TCGA en créant deux groupes
de risque supplémentaires : un groupe
« trés défavorable » (sous-groupe du
groupe de risque défavorable) regrou-
pant les patients ayant un « critére
CNA » ou une mutation de TP53 et un
groupe « défavorable-like » (sous-
groupe du groupe de risque intermé-
diaire) ayant un « critére CNA ». Tous
les patients du groupe tres défavorable
avaient une survie globale de moins de
2 ans. La survie était moins bonne dans
le groupe « défavorable-like » que dans
le groupe intermédiaire, mais la diffé-
rence ne s’est pas avérée significative.
Dans ces deux cohortes, la création de
ces deux nouvelles sous classes permet-
traient de reclasser respectivement 15
et 19 % des patients.

Association entre le « critére CNA » et
la chimiorésistance

Afin de mieux comprendre le mécanisme
impliqué dans I"impact pronostique
du «critere CNA », il a été déterminé
si celui-ci pouvait étre lié a la mala-
die réfractaire aux traitements. Dans
le groupe de patients avec le « critére
CNA », la fréquence de la maladie réfrac-
taire est plus élevée que dans le groupe
sans « critére CNA » (41 versus 14 %). €n
particulier, la présence d’un gain d’€RG
dans la région 21q22.2 a été détectée
dans 80 % des LAM réfractaires avec un
«critere CNA». La maladie réfractaire
étant liée a la chimiorésistance, cette
piste a été étudiée. Des études complé-
mentaires de chimiorésistance in vitro
ont mis en évidence une plus grande
chimiorésistance a la cytarabine (le prin-
cipal agent cytotoxique utilisé dans les
LAM) en lien avec la surexpression d’€RG.
Ceci signifie que I'utilisation de thérapies
alternatives, remplagant la cyarabine
pourrait étre bénéfique dans ce sous-
groupe de patients.

€n conclusion, deux nouveaux mar-
queurs pronostiques sont décrits dans
cette étude : le «critere CNA » et le
gain d’€RG, constituant deux marqueurs
spécifiques, robustes et universels de
mauvais pronostic dans les LAM; aux-

quels s’ajoute la mutation de TP53, déja
connue et comprise dans la classifi-
cation [12]. Ces résultats permettent
de proposer une nouvelle classification
pour la stratification thérapeutique des
patients atteints de LAM (Figure 2). A
I’avenir, si cette nouvelle classification
est validée de fagon prospective, elle
pourrait permettre une prise en charge
plus adaptée a chaque patient et une
amélioration du pronostic. ¢
Copy-number analysis identifies new
prognostic marker in acute myeloid
leukemia
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