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. Contexte de I'étude

La leucémie a tricholeucocytes (HCL pour Hairy Cell Leukemia en anglais) est une
hémopathie lymphoide rare. Elle est définie comme une prolifération anormale de
lymphocytes B matures clonaux. Le terme tricholeucocyte provient du grec ancien
thrix, trikhos (0pi§,0piyx6C) signifiant poil, cheveux ; leukos (Aeuxd(l) blanc et kytos
(xutdl) cellule. Le tricholeucocyte a comme particularité de présenter de fines
projections cytoplasmiques sur le pourtour de la cellule, ce qui lui donne un aspect

« chevelu ».

Les caractéristiques cliniques et biologiques sont bien définies, d’'un point de vue
cytologique, moléculaire et immunophénotypique. Cependant le diagnostic peut étre
délicat notamment la distinction avec d’autres proliférations a lymphocytes chevelus
que sont la leucémie a tricholeucocytes dans sa forme variante (HCL-v), le lymphome
splénique diffus de la pulpe rouge (SDRPL) et le lymphome splénique de la zone
marginale (SMZL). De fait, nous distinguerons dans ce travail la forme dite classique
de la maladie (HCL-c) de la forme variante (HCL-v). Des outils biologiques se sont
développés pour faciliter aux biologistes et cliniciens la distinction entre ces différentes

entités.

Ainsi en 2011, la découverte par I'équipe de Tiacci et al. de la mutation récurrente
BRAF®%E dans I'HCL-c et non retrouvée dans les entités frontieres a permis une

premiére stratification dans la classification.

Cependant, selon les séries étudiées, 'absence de la mutation BRAF"?F dans
I'HCL-c peut étre retrouvée dans 20% des cas. Dans ces cas, le diagnostic différentiel
est d’autant plus difficile. Un score immunophénotypique reposant sur la détection de
quatre marqueurs (CD103, CD123, CD25 et CD11c) permet d’orienter le diagnostic.
De récentes études moléculaires ont recherché des marqueurs utiles au diagnostic
différentiel. Cependant, a la fois pour le score immunophénotypique et les mutations
décrites, il existe un chevauchement entre ’'HCL-v et le SDRPL rendant le diagnostic

différentiel difficile.

Grace a sa démocratisation, le séquencage a haut débit dans les hémopathies
lymphoides, a démontré un réel intérét dans la classification des pathologies mais

aussi dans la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.
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C’est dans ce contexte que nous avons souhaité mettre en place un panel ciblé de
genes a séquencer, par une méthode a haut débit. Cette étude a été réalisée sur une
cohorte de patients suivis au CHU de Caen présentant une leucémie a

tricholeucocytes dans sa forme classique ou variante.

II. Etat de I’art : une maladie d’intérét

1. Epidémiologie : une maladie rare

Les premiéres séries de leucémies a tricholeucocytes ont été décrites en 1956 et
1958 par Gosselin et al. et Bouroncle et al. [1,2] (Figure 1). Cette pathologie est alors
nommeée reticuloendothéliose leucémique (leukemic reticuloendotheliosis) en
référence aux cellules du systéme réticulo-endothélial que sont les monocytes
etmacrophages. Ce terme utilisé pour la premiere fois par le Dr Ewald en 1923 [3]
regroupe de nombreuses entités allant de la leucémie aigue monocytaire,
I'histiocytose, a la leucémie a tricholeucocytes. Cette dénomination est alors contestée
dans les années 70, préférant le terme Hairy cell leukemia [4,5]. En effet en cette
période, les premiéres données cytochimiques rapprochent le tricholeucocyte du

lymphocyte plutét que des cellules histiocytaires/monocytaires [4].

Characterization of LRas a
distinct clinical entity

1958 Variant HCL Redlassification
2008
HCL Classified as Lymphoproliferative
Disorder BRAF VB00E mutation
1973 2011
Leukemic Reticuloendotheliosis "Hairy Cell Leukemia" Clinical Staging System International Registry

1923 1966 1982 2015

1923 &

. 1981 1988 2001 2014

Splenectomy, corticosteroids Chlorambudl Cladribine Rituximab, Immunotoxin  MEK Inhibitors
Conjugates
1984 Iues 2014
Pentostatin BRAF Inhibitors
1984 2014
Interferon-alfa BTK Inhibitors

Figure 1 | Frise historique de I’évolution des connaissances dans la leucémie a tricholeucocytes [6].
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Ces difficultés de classification sont a corréler a la rareté de la pathologie. En effet
dans une récente étude épidémiologique menée aux Etats-Unis, l'incidence de 'HCL-
c et de 'HCL-v étaient de 0,3 et 0,2 pour 100 000 habitants respectivement [7]. A titre
de comparaison la leucémie lymphoide chronique (LLC) avait sur la méme période
une incidence de 5,1 pour 100 000 habitants [7]. En France, I'incidence de 'HCL-c est
estimée a 0,29 pour 100 000 habitants [8].

L’HCL-c touche préférentiellement des hommes d’age moyen. La médiane au
diagnostic est de 54-55 ans avec un sexe ratio (Homme/femme) de 3,9/1 [9,10]. Ce
sur-risque masculin peut étre lié a plusieurs facteurs ; tout d’abord des facteurs
environnementaux, en relation avec une exposition accrue aux pesticides, aux dérivés
du pétrole et agent ionisants [11]. Une étude franco-australienne portant sur 154
patients a ainsi révélé une association positive entre le métier d’agriculteur et 'HCL-c
[12]. Dans un second temps, des éveénements génétiques sur le chromosome X, que
nous explorerons davantage dans la partie discussion, sont susceptibles de favoriser
le déséquilibre homme/femme [13]. De maniére surprenante le tabac semble étre un
événement protecteur dans la survenue d’HCL-c sans pour autant que cette

association soit clairement élucidée [12].

Chez les patients atteints d’HCL-c, I'apparition de cancers secondaires n’est pas
rare : 3,7 a 22% des cas [9,14,15]. Ce sont principalement des tumeurs solides :
tumeurs de la prostate, broncho-pulmonaires ou cutanées [9,15,16]. Les cancers
hématologiques secondaires sont d'origine myéloide ou lymphoide [12,14,17].
L’apparition de ces cancers secondaires est plurifactorielle et révélée par un suivi
prolongé de ces patients aprés traitement (évolution indolente de la pathologie). Les
chimiothérapies elles-mémes ont été incriminées via leurs effets déléteres sur TADN
ou de par leurs effets immunosuppresseurs [15,18,19]. || est a noter que le
tricholeucocyte lui-méme a des effets immunosuppresseurs pouvant favoriser

I'apparition de cancers secondaires [20].

La présence de doubles hémopathies concomitantes est aussi possible (la
seconde hémopathie étant découverte maximum 12 mois aprés le diagnostic de la
premiére, en 'absence de traitement) [9,21]. Dans la cohorte du CHU de Caen sur 77
HCL-c, trois avaient une seconde hémopathie concomitante (2 patients avec une
leucémie lymphoide chronique (LLC) et un patient avec une gammapathie

monoclonale).
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2. Physiopathologie : des meécanismes pathobiologiques

complexes

2-1. Origine de la cellule tumorale

L’origine cellulaire du tricholeucocyte n’est a ce jour pas complétement élucidée.
Des études de transcriptomes suggérent que le tricholeucocyte dérive d’un
lymphocyte B mémoire [22]. Cependant I'expression du CD27 par les lymphocytes B
est fortement corrélée a 'appartenance au groupe B mémoire. Or les tricholeucocytes
n‘expriment pas le CD27 [23]. Récemment une nouvelle sous-population de
lymphocytes B mémoires ayant perdu le CD27 a été mise en évidence [24,25] et

semble étre un bon candidat pour expliquer I'origine du tricholeucocyte.

En 2014 wune découverte par Chung et al. a bouleversé [Iapproche
développementale de la pathologie. En effet, la mutation caractéristique de I'HCL, :
BRAF®%E 3 été mise en évidence dans des cellules souches hématopoiétiques
(HSC) de patients atteints d’'HCL-c [26]. De plus, I'analyse en paralléle, par
séquencgage ciblé, des HSC mutées et des tricholeucocytes a révélé I'apparition de
nouvelles mutations, acquises dans la cellule mature tumorale. Ainsi contrairement
aux modeles classiques ou une cellule post germinale mature accumule des
anomalies génétiques favorisant la survie et la prolifération, ici le premier hit
oncogénique aurait lieu dans la cellule souche hématopoiétique. C’est 'accumulation
d’anomalies génétiques lors de la maturation qui conférerait le caractéere tumoral au
tricholeucocyte (Figure 2). L’hypothése d’'un précurseur muté est étayée par plusieurs
case report de doubles hémopathies ou les deux composantes sont porteuses de la
mutation BRAF?%°F_ Cela a été décrit chez un patient atteint ’'HCL-c et d’un sarcome
histiocytaire et chez un patient atteint d’HCL-c et de LLC [26,27].
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\ Prolifération clonale +
1¢" Hit oncogénique: 2¢me Hit oncogénique: Accumulation d’altérations
BRAFV600E anomalies génétiques précoces géniques sous-clonales

‘
HsC Lymphocyte B mémoire
post germinatif

Hétérogénéité tumorale

ganglion

Tricholeucocytes

Leucémogénese

Figure 2| Hypothése de la leucémogénése dans I’HCL

L’acquisition de la mutation BRAF %%

serait un premier hit oncogénique précoce puis I'accumulation
de mutations dans des génes autres que BRAF serait nécessaire au développement de la maladie.

Réalisé d’aprés [24—-26].

2-2. Déréqulation de la voie MAPK

Sans que le mécanisme ne soit complétement élucidé, en 2003, deux équipes ont
démontré que la voie des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) était dérégulée
dans I'HCL-c. Ces publications mettent en évidence, dans des lignées d’HCL-c et des
cellules primaires de patients, a la fois une surexpression des formes
phosphorylées/activées des protéines activées par la voie MAPK : JUN et ERK1/2
(Extracellular signal-regulated kinase 1/2) ( (Figure 3A), ainsi qu’une sensibilité accrue
des tricholeucocytes aux inhibiteurs de la voie MAPK [28,29]. L’équipe de Kamiguti et
al. va plus loin et montre que la protéine B-RAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) est constitutivement activée chez deux des trois patients
testés [29].

C’est en 2011, par une étude de whole exome sequencing (WES), que la mutation
BRAF"®%E 3 été mise en évidence dans I'HCL-c [30]. Cette mutation est située dans

le domaine kinase, active la voie MAPK [31].

Dans un fonctionnement normal, les signaux de survie extracellulaires (EGF,
intégrines...) induisent I'activation de RAS (Rat sarcoma viral oncogene). RAS va

phosphoryler C-RAF et B-RAF qui forment un hétérodimére induisant la
15



phosphorylation de MEK1/2 (Mitogen activated protein/Extracellular signal-
regulated kinase kinase 1/2). MEK1/2 va a son tour phosphoryler et activer ERK1/2.
ERK1/2 transloque dans le noyau pour réguler, par son activité facteur de transcription,
des génes impliqués dans la survie et la prolifération des cellules (dont AP-1 (activator
protein 1) et c-Myc) (Figure 3A). En cas de mutation BRAF'°% B-RAF est activé
constitutivement (I'activité est augmentée de 700 fois) et peut directement
phosphoryler MEK1/2 [31] (Figure 3B). L’hétérodimérisation avec C-RAF n’est plus

nécessaire a l'activation de la voie [31].

Matrice extracellulaire
Facteur d
c?gisiazc: v — = ?
= P,
S P
P S

@ Récepteur \ — Récepteurs aux integrines \ A
§> tyrosine-kinase ]
'

LRSI

Survie ‘
Prolifération V(%4 4 : ! \ |I

Survie
Prolifération

Figure 3| Voie MAPK

(A) Les signaux de survie extracellulaires (EGF, intégrines) induisent l'activation de RAS. RAS va
phosphoryler C-RAF et B-RAF qui forment un hétérodimeére induisant la phosphorylation de MEK1/2
puis ERK1/2. ERK1/2 transloque dans le noyau pour réguler la survie et la prolifération cellulaire. (B)

Activation constitutive de la voie MAPK & cause de la mutation BRAF "%, Réalisé d’apres [31,32]

La voie de signalisation MAPK est une voie cellulaire hautement conservée dans
I'évolution et contréle des processus cellulaires fondamentaux comme la survie et la
prolifération [33]. Les MAPK sont des sérines-thréonines kinases qui ont des réles
clefs dans la transduction du signal et l'activation. Il existe des MAPK dites
conventionnelles (ERK1/2, p38, c-Jun N-terminal kinase : JNK1, JNK2 et JNK3 et
ERK5) et des MAPK atypiques (ERK3/4, ERK7/8 et Nemo like kinase) [33].
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AP-1 est un facteur de transcription composé de c-Jun et c-Fos, 'up-regulation
d’AP-1 entraine entre autres, une surexpression du CD11c et de la cycline D1 [33].
Ces deux marqueurs, impliqués dans I'adhésion/migration et dans le cycle cellulaire

respectivement sont surexprimés dans 'HCL-c [34]

Les MAPK ont aussi un rdle direct dans la régulation des protéines de la famille de
Rho-GTPases, certaines de ces protéines sont surexprimées dans 'HCL-c (CDC42,
RAC1 et RhoA) et seraient a I'origine, de par leur interaction avec le cytosquelette, de

I'aspect chevelu des cellules [35].

2-3. Role du microenvironnement, cytokines

Le tricholeucocyte a une forte relation avec son microenvironnement, lui apportant
des signaux de survie, de migration et de résistance aux traitements. Ces différentes
voies coopérent entre elles et induisent des phénoménes oncogéniques sur la
migration, la prolifération et la survie. Ces interactions sont représentées sur la figure
4.

Le tricholeucocyte sous-exprime les récepteurs aux chimiokines de type C-X-C
Motif Chemokine receptor: CXCR7, CXCRS5 et la L-sélectine (CD62L) [36]. Ces
récepteurs sont impliqués dans le tropisme ganglionnaire. Cette sous-expression
explique ainsi I'absence d’adénopathies dans I'HCL-c. A linverse CXCR4 est
surexprimé dans la pathologie [36]. Son ligand, CXCL12, également appelé SDF1
(stromal cell derived factor 1) est sécrété par les cellules endothéliales sinusoidales et
réticulaires périvasculaires attirant ainsi le tricholeucocyte dans la moelle osseuse et
la rate (Figure 4). De plus, I'expression de VLA-4 par le tricholeucocyte permet une
interaction avec la fibronectine et contribue a I'adhésion de cette cellule dans la moelle

osseuse [37].

L’infiltration de la pulpe rouge de la rate et la formation de pseudosinus sont liées
a la forte expression de VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) et de vitronectine
par le tissu splénique. Le tricholeucocyte surexprime le CD49d (VLA-4, a431) et le
CD51 (aVI33), des intégrines spécifiques a VCAM-1 et a la vitronectine respectivement
[38,39] (Figure 4).
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La fibrose médullaire est liée a plusieurs mécanismes :

- la liaison autocrine du bFGF (basic fibroblast growth factor) au récepteur
FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1), surexprimé dans 'HCL-c, induit la
synthése de fibronectine [42]

- de méme, la liaison d’isoformes du CD44 au hyaluronane ou au bFGF promeut
la synthese de la fibronectine [43]

- enfin la sécrétion du TGF-R1 (Transforming growth factor 1) induit le dép6t de

réticuline par les fibroblastes [44].

Chez les patients atteints d’HCL-c, 'accumulation dans la moelle osseuse de
composés non collagéneux (la fibronectine) et de composés collagéneux (la réticuline)

est a la base du processus complexe de fibrose médullaire [44] (Figure 4).

LAIR-1 (CD305) est un récepteur inhibiteur fortement exprimé dans 'HCL [45], il
est exprimé de maniére ubiquitaire dans les lymphocytes notamment dans les
lymphocytes B immatures et B naifs [46]. En se liant au collagéne il exercerait des
propriétés inhibitrices sur les cellules effectrices anti-tumorales comme les
lymphocytes T et NK ainsi que sur les monocytes [46]. Son rble dans les lymphocytes

B et 'HCL est mal connu mais pourrait expliquer 'immunodépression.

La cytokine TNFa (Tumor necrosis o) est exprimée de maniére autocrine par le
tricholeucocyte (Figure 4). Sa liaison au récepteur au TNFa (TNR) induit I'activation
de la voie NF-kB [40].

2-4. Voie PI3k/Akt/mTOR

Les propriétés de survie et de prolifération du tricholeucocyte ne sont pas liées a
'unique dérégulation de la voie des MAPK. Des voies cellulaires bien connues dans
la lymphopoiése B sont aussi impliquées comme la voie PI3k/Akt/mTOR
(phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase Bi/mammalian target of rapamycin). Les
kinases Akt et mTOR ont un réle dans la prolifération et la protection contre I'apoptose

et sont classiquement activées par la stimulation du récepteur des lymphocytes B
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(BCR) [47]. D’autre part, le récepteur CD135 (FLT3) surexprimé dans 'HCL [22], active
la voie PI3k/Akt/mTOR [48] (Figure 4).

2-5. Voie NFx-B

La voie du NF«x-B (Nuclear factor of kapp light polypeptide gene enhancer in B-
cells) est une voie pléiotropique du lymphocyte B, en interagissant dans 'apoptose, la
prolifération, la motilité et I'inflammation. La voie du NF«k-B semble avoir un réle central
dans I'activation du tricholeucocyte [49]. En effet, I'étude in silico de 'expression des
génique dans 'HCL montre une up-régulation des génes régulés par la voie NFk-B
[49].

La voie NFk-B est activée de maniére canonique par la liaison de ligands aux
récepteurs de type Toll like receptor ou le récepteur au TNFa, qui vont recruter des
effecteurs et phosphoryler I'inhibiteur i-kB. Cette phosphorylation va adresser i-xB vers
le protéasome pour étre dégradé et libérer ainsi les protéines p50 et p65. Ces
derniéres vont transloquer dans le noyau pour réguler I'expression des génes cibles

de la voie NFk-B (Figure 4). D’autre part, le BCR peut aussi activer la voie NFk-B.

2-6. Voie du BCR

Le récepteur des lymphocytes B est primordial dans I'activation du lymphocyte B.
Le BCR est composé de chaines d'immunoglobulines extra-membranaires associées
a des chaines intracellulaires o et 3 (CD79a et CD79b), formant un hétérodimeére
indispensable a la transduction du signal [50]. La structure de la chaine
d'immunoglobuline du BCR est composée de chaines lourdes (u ou y) et de chaines
légéres kappa (k) ou lambda (A). La région intracellulaire du BCR est reliée aux
protéines kinases : la spleen tyrosine kinase (SYK), la Lck/Yes Novel tyrosine kinase
(LYN) et la Bruton tyrosine kinase (BTK). Physiologiquement la liaison d’un antigéne
au BCR va activer SYK, LYN et BTK qui vont exercer un réle pléiotrope sur la survie

et la prolifération notamment au travers des voies NF-kB et PI3k/Akt/mTOR.
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Dans le cadre d’'une hémopathie lymphoide B, le BCR est activé par le

microenvironnement cellulaire apportant ainsi un support a la prolifération [50].

Les régions variables des chaines lourdes du BCR sont codées par le géne IGHV
(Immunoglobulin Heavy chain Variable) situé sur le chromosome 14 et sont
directement impliquées dans la reconnaissance de I'antigéne. Les combinaisons de
recombinaisons des segments : Vy (variable), Dy (Diversité), Ju (jonction) et C

(domaine constant) sont multiples et nommées selonles segments impliqués

(Figure 5).

La diversité du répertoire du BCR est médiée par la multiplicité des recombinaisons
VuDudy possible, des modifications nucléotidiques (insertion/délétions) dans les
domaines de jonction et 'accumulation de mutations dans le segment VH (aussi

appelée hypermutations somatiques) (Figure 5) [50].

Hypermutations
somatiques

&,
%

Expension

Différentiation

g‘%’/

Lymphocyte B
mémoire

Yy oA
® (cellule folliculajre
)\ dendritique

Cellule souche Pré-B
hématopoiétique l

BCR non fonctionnel

ou autoréactif
Apoptose

Centre Germinatif

Figure 5| Processus de recombinaison et hypermutation du BCR

A) La recombinaison est initiée par le réarrangement des segments Dy et Jy du BCR. Puis un
réarrangement VyDpJy dit « complet » du BCR permet au lymphocyte B de poursuivre sa maturation.
B) Le lymphocyte B va migrer dans le ganglion ou une expansion va se produire puis une étape
d’hypermutation des /IGHV va permettre la sélection du clone le plus affin pour I'antigéne (X représente

les mutations dans le segment Vy). Réalisé d’aprées [50].
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Un individu sain aura une répartition homogéne de I'ensemble des réarrangements
du BCR et ses lymphocytes B seront dits polyclonaux. Dans le cadre d’'une leucémie,
une cellule lymphoide B prolifére anormalement, le répertoire des IGHV sera donc
restreint avec I'apparition d’'une population majoritaire ayant le méme réarrangement

IGHV, cette population sera dite clonale.

D’autre part, I'affinité du BCR pour I'antigéne est améliorée par I'’hypermutation
somatique des IGHV. Le statut hypermuté du BCR est défini par une variation >2%
des nucléotides par rapport a un ADN de référence germline. Des IGHV non mutées
refletent donc une origine cellulaire plus précoce et sont associées a un moins bon

pronostic [51]

2-7. Tricholeucocyte : une cellule a haute instabilité génétique

Le tricholeucocyte est une cellule a haute instabilité génétique. L’analyse du
caryotype par cytogénétique conventionnelle rapporte de nombreuses anomalies qui
sont peu homogeénes selon les séries[52,53]. On peut cependant noter que la délétion
du bras long du chromosome 7 (Del7q), impliquant le géne BRAF, est décrite dans
20% des cas d’'HCL-c et HCL-v [54].

En 2011 I'équipe de Tiacci et al. [30] a découvert la mutation p.V600E dans I'exon
15 du géne BRAF chez 5 patients atteints d’HCL, cette mutation a été confirmée depuis
sur des cohortes plus larges. Ainsi 80 & 100% des HCL-c ont la mutation BRAF"%%%¢

FV69F gont

[55-57]. Classiquement, les tricholeucocytes présentant la mutation BRA
associés a un BCR muté [55]. L’analyse du répertoire des IGHV a montré des
préférences pour les réarrangements de type VH3 de la région variable des chaines

lourdes avec notamment VH3-23 et 3-30 [57].

Il existe de rares cas ol les tricholeucocytes n’ont pas la mutation BRAF%°°*. Dans
ces cellules, le réarrangement VH4-34 est retrouvé majoritairement, il est associé a
un BCR non muté et la présence de mutation de TP53 [51,57]. Dans une récente
étude, les HCL-c BRAF"", présenteraient essentiellement des mutations dans le géne
MAP2K1 (6/7) induisant aussi une activation de la voie des MAPK [58]. Les HCL-c
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BRAF"T sont de moins bon pronostic car elles répondent moins bien aux traitements

classiques tels que la cladribine et la pentostatine [57].

Des études trés récentes de WES ont décrit de nombreuses altérations géniques
associées a BRAF"®¢ dans I'HCL [30,58—60]. Ainsi, la mutation BRAF"®%F seule,

n’explique pas entierement la physiopathologie de cette maladie. Les différents

variants nucléotidiques (SNV) associés a BRAF"%F retrouvés dans ces études

impliquent des génes ayant un réle clef dans la fonction cellulaire, notamment dans la

survie et la prolifération (Figure 6).

Waterfall et al 2013
HCL-cn=3
HCL-v:n=7

Dietrich et al 2015
HCL-c:n=3

Weston-Bell etal 2016
Tiacciet al 2011 HCL-c: n=5
HCL-cn=1

Figure 6 | Représentation schématique
de la compilation des 4 études de WES
dans I’'HCL-c et HCL-v.

BRAF est le géne commun aux quatre
études, les génes représentés en rouge
n'impliguent pas des voies -cellulaires
connues dans les cancers et sont a
considérer comme des  mutations

passenger (Cf paragraphe 5-2.).[61]

Certains génes retrouvés dans ces études ont déja été décrits dans d’autres

hémopathies lymphoides [32,62,63] :

- ARID1A dans la LLC, le lymphome lymphoplasmocytaire ou le lymphome

folliculaire

- ARID1B, CREBBP et EZH?2 dans le lymphome folliculaire

- XPO1 dans le lymphome de Hodgkin et le Lymphome a grandes cellules primitif

du médiastin (PMBL)
- BCORdansla LLC et le SDRPL

Dans I'HCL, les études de séquengage haut débit sont a nos jours peu

nombreuses, ainsi la fréquence et I'impact de ces SNV dans la physiopathologie, le

pronostic ou la rechute de la maladie restent mal définis.
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lll. Diagnostic : données clinico-biologiques

1. Présentation clinique

La leucémie a tricholeucocytes est une maladie d’évolution lente et insidieuse. La
découverte de la maladie peut étre fortuite. Le diagnostic peut se faire suite a des
infections atypiques liées a I'immunodépression, ou a des symptomes tels que
l'altération de [I'état général (asthénie, anorexie, amaigrissement) ou liés a
'augmentation du volume de la rate. La médiane d’age au diagnostic est de 55 ans
avec un ratio homme/femme de 3,9 pour 1 [9,10]. La splénomégalie est retrouvée dans
presque 90% des cas. L’envahissement ganglionnaire est atypique et décrit dans

seulement 13% des cas au diagnostic, son incidence augmentant avec la rechute [9].

2. Examens biologiques utiles

Le diagnostic de la leucémie a tricholeucocytes repose sur une compilation
d’arguments clinico-biologiques et la détection des cellules lymphomateuses dans le
sang ou la moelle osseuse. L’envahissement médullaire par les tricholeucocytes, la
fibrose associée et I'hypersplénisme vont entrainer des cytopénies voire une
pancytopénie, détectable sur une numération formule sanguine (NFS). Une anémie
modérée et une neutropénie sont retrouvées dans la majorité des cas, presque
constamment associées a une monocytopénie [9]. Un examen attentif du frottis

sanguin permet de mettre en évidence la présence de cellules atypiques circulantes.

2-1. Cytologie

Les tricholeucocytes sont des cellules de taille moyenne a grande. Le cytoplasme

est légérement basophile, abondant, avec des Vvillosités périphériques
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circonférentielles. Le noyau est rond, ovale ou réniforme, avec une chromatine

sablée, homogéne, mature et inconstamment nucléolée (Figure 7A).

rY I

O
020

Figure 7 | Lymphocytes chevelus

A) Tricholeucocyte dans sa forme classique, noyau rond avec une chromatine homogéne et des
villosités fines et circonférentielles. B) Tricholeucocyte dans sa forme variante, on note la présence d’'un
nucléole proéminent (fleches). C) Lymphocyte atypique d’'un lymphome splénique de la zone marginale,
chromatine dense, avec des villosités polaires a base large. D) Lymphocyte de lymphome splénique
diffus de la pulpe rouge, avec un noyau rond, une chromatine mature non mottée et de fines villosités
circonférentielles. Coloration au May Griinwald Giensa x1000 (CHU de Caen).

La présence des villosités dans cette cellule n’est toujours pas élucidée. Des

protéines de la famille des Rho GTPases ont précédemment été associées au
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phénotype villeux, telles que Cdc42 et Rac1. En effet, ces deux protéines sont
surexprimées dans des lignées cellulaires d’HCL ; et un traitement par interféron a,
qui les down-régule, lisse la membrane cellulaire [35]. D’autres études suggerent
I'implication de GAS7 ou CD9 dans le mécanisme de formation de villosités, car ces
protéines, surexprimées dans I'HCL, sont associées aux microfilaments neuronaux
[22,42]. Plus récemment, I'utilisation ex vivo d’'un inhibiteur de la voie des MAPK, le
vemurafenib, a montré une réversion du phénotype villeux, et est corrélé a la down-
régulation d’ACTB (3-actine) et de LST1, tous deux impliqués dans le cytosquelette
[64]. Ces résultats ont été confirmés in vivo chez un patient (1/50) traité par
vemurafenib [65]. Ces données suggeérent le probable role de la voie MAPK dans la

morphologie des tricholeucocytes.

2-2. Anatomopathologie

L’examen histologique des piéces de la biopsie ostéo-médullaire est utile pour
quantifier la fibrose médullaire. L’histologie retrouve une infiltration interstitielle
caractéristique, par des cellules d’aspect dit en « ceuf sur le plat » avec un noyau rond
ou ovale entouré par un cytoplasme abondant. L’examen immunohistochimique met
en évidence une infiltration par des cellules lymphoides B (CD20+). Il existe des
marqueurs spécifiques de la maladie comme la positivité de I'annexine A1, de la
cycline D1, la résistance a la tartrate acide ATPase (TRAP), et plus récemment

I'utilisation d’un anticorps anti BRAF°°°F [66].

L’examen de la biopsie ostéo-médullaire (BOM) et I'évaluation de la réponse au
traitement par immunohistochimie est parfois complexe. En effet, il existe de

nombreuses interactions entre le traitement et le marquage [64,67] :

- L’utilisation du rituximab (anticorps monoclonal anti CD20) négative le CD20
- Le vemurafenib down-régule I'expression de la cycline D1 et le CD25.
- L’annexine A1 est positive sur les cellules myéloides et peut rendre complexe

I'interprétation en cas de faible infiltration tumorale

Lors d’'une splénectomie, 'examen de la piece anatomique montre une infiltration

intra-sinusoidale de la pulpe rouge au détriment de la pulpe blanche [66]. Il est aussi
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reporté un aspect de « plage de sang » (appelé blood lake-) entouré par les cellules

tumorales, correspondant a une extravasation des érythrocytes [68].

2-3. Immunophénotypage par cytométrie en flux

Le tricholeucocyte exprime les marqueurs lymphoides B avec une intensité forte
(CD19""  cD20"™" CcD22™9"). On retrouvera une restriction isotypique des chaines
légéres des immunoglobulines kappa ou lambda, ainsi que la co-expression
pathognomonique de 4 marqueurs CD103, CD123, CD25 et CD11c (Figure 8) [69]. Un
score phénotypique est basé sur ces quatre marqueurs avec un point accordé en cas
de positivité. La leucémie a tricholeucocytes dans sa forme classique a un score > 3/4
dans 98% des cas [69].
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Figure 8 | Inmunophénotypage d’un cas de leucémie a tricholeucocytes

Représentation en cytogrammes bi-paramétriques, de 'immunophénotypage par cytométrie en flux, des
lymphocytes d’'un patient atteint d’HCL-c. Tricholeucocytes (population bleue), lymphocytes B normaux

résiduels (population verte) (BD FACS Canto II®, 8 couleurs, laboratoire d'Hématologie, CHU de Caen)

Le CD103 est une intégrine (rle dans I'adhésion) exprimée par les lymphocytes T
innés et les lymphocytes T régulateurs. Son expression dans les hémopathies
lymphoides B est quasiment nulle, ce qui en fait un marqueur d’'intérét dans le
diagnostic de I'HCL [70,71].

Le CD123 correspond a la chaine a du récepteur a l'interleukine 3 (IL-3R), son

expression est retrouvée physiologiguement dans certaines cellules myéloides
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(monocytes, cellules dendritiques, polynucléaires éosinophiles et basophiles) et les
lymphocytes T. Dans les lymphoproliférations a lymphocytes chevelus, I'expression
forte du CD123 est caractéristique de 'HCL-c [72]. Dans un modéle cellulaire murin,
I'interleukine 3 semble promouvoir I'expression de VLA-4 et ainsi 'adhésion des
cellules a la moelle osseuse [37]. Le CD123 a ainsi probablement un rdle dans le

homing médullaire.

Le CD25 (sous unité o du récepteur a linterleukine 2) est un marqueur de

I'activation lymphocytaire T et B.

Enfin le CD11c est une intégrine exprimée préférentiellement sur les monocytes et
les granuleux. Sa forte expression dans 'HCL a été reliée directement a AP-1
(Activator protein 1) elle-méme activée par la voie des MAPK (Figure 5) [28]. L’intensité
d’expression du CD11c est utile au diagnostic différentiel avec les autres

lymphoproliférations a lymphocytes chevelus (Tableau 1).

Les tricholeucocytes ont aussi la particularité de ne pas exprimer le CD27, un
marqueur spécifique des cellules B mémoires [23]. On note cependant une sur-
expression du CD200 et du CD180 dont le ratio de florescence CD200/CD180 semble
étre utile au diagnostic différentiel [73]. De rares cas avec une expression du CD5 ont
été décrits [74,75], alors que la positivité du CD10 est plus fréquente (10 a 20% des
cas) [75-77]. Comme dans la LLC, une expression du CD38 semble étre de mauvais

pronostic [78].

2-4. Biologie moléculaire

2-4-1. Voie des MAPK : BRAF et MAP2K1

Le géne BRAF est localisé dans le chromosome 7 au locus 34 du bras long (7q34).
80 a 100% des HCL-c sont associées a la mutation hétérozygote BRAF'°%%¢
(NM_004333:c.1799T>A,p.V600E) [57,79]. Cette mutation se trouve dans I'exon 15 du
géne BRAF dans la zone catalytique du domaine tyrosine kinase (Figure 9). La
substitution d’'une valine par un acide glutamique entraine I'activation constitutive du

domaine kinase par phospho-mimétisme [31].
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La mutation BRAF%F est caractéristique de 'HCL mais non spécifique. En effet
cette mutation est retrouvée dans des cancers solides dont plus de 30% des
mélanomes [80]. La mutation BRAF"°%°F est aussi décrite dans d’autres hémopathies :
4% des cas de myélomes multiples, 2% des cas de LLC et plus de 50% des cas
d’histiocytoses langerhansiennes [32,81,82]. Des mutations alternatives dans I'exon
11 ont aussi été mises en évidence dans 'HCL-c [83]. Il est nécessaire de rechercher
des mutations dans BRAF, d’'une part pour parfaire le diagnostic et d’autre part pour

I'utilisation potentielle d’agents thérapeutiques ciblant cette anomalie.

NM_004333
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Légende : & Variation faux-sens, en gris sont représentés les exons séquencés dans le Trichopanel

Figure 9 | Représentation schématique de la localisation des mutations dans le géne BRAF
Réalisé d’apres [30,83].

Il existe de rares cas ou les tricholeucocytes n'ont pas de mutation dans BRAF.
Dans ce cas, des mutations dans le géne MAP2K1 doivent étre recherchées [58].
MAP2K1 code pour la kinase MEK1 I'effecteur direct de BRAF (Figure 3). Les HCL-c
BRAF"T sont de moins bon pronostic car elles répondent moins bien aux traitements
classiques (cladribine, pentostatine). Cependant la présence de mutation dans

MAP2K1 peut rendre éligible a I'utilisation de thérapies ciblées [57].
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2-4-2. Statut des IGHV

La forme classique de la leucémie a tricholeucocytes est associée a un BCR muté
[84]. L’analyse du répertoire des IGHV a montré des préférences pour les
réarrangements de type VH3 de la région variable des chaines lourdes ; notamment
VH3-23 et 3-30 [57]. A linverse, les HCL-c BRAF"T, ont préférentiellement le
réarrangement VH4-34 et un BCR non muté [57]. La recherche du statut mutationnel
des IGHV et leur réarrangement n’est actuellement pas réalisé en routine sauf en cas

de diagnostic difficile ou de résistance au traitement [85].

2-4-3. Cycle cellulaire : TP53 et CDKN1B

Plusieurs génes d’intéréts codants des protéines impliquées dans le cycle cellulaire
peuvent étre séquencés. Les deux genes principaux dans I'HCL sont TP53 codant
pour la protéine p53 et CDKN 1B codant pour p27. Lorsqu’une cellule entre en division,
plusieurs étapes sont nécessaires et hautement régulées, notamment la phase G1/S
(Figure 10). La protéine p53 autrement appelée « gardien du génome » peut entrainer
I'arrét de la prolifération via p21, réduisant ainsi la phosphorylation du rétinoblastome
(RB). En cas de perte de fonction de p53 ou de p27, I'entrée en cycle n’est plus

contrélée et les cellules proliferent [86,87].
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Figure 10 | Cycle cellulaire
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La division cellulaire se déroule en différentes phases : G1/S/G2/M. Le passage de G1 a S est initié par
les cyclines (notamment la cycline D1 (D1) et la cycline E (E)). La synthése de la cycline D1 et son
assemblage permet la séquestration de p27 et libére la cycline E de son inhibiteur. Les cyclines
collaborent entre elles pour phosphoryler le rétinoblastome (RB). La perte de I'activité de p53 ou p27

entraine une entrée en cycle incontrblée et la prolifération des cellules. Modifié d’aprés [86,87].
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Les altérations de fonctions de p53 peuvent intervenir a différents niveaux : des
mutations inactivatrices de TP53 ou des délétions du locus 13 du bras court du
chromosome 17 (Del17p13). Dans les anciennes séries d’HCL-c, le taux de mutation
de TP53 a été reporté a 28% des cas et la Del17p13 dans 75% des cas [88,89]. Ces
taux trés élevés n’ont pas été retrouvés dans des séries plus récentes avec 0-3% de
mutation et 0% de Del17p13 [51,54]. Cependant, compte-tenu de [limpact
théranostique des mutations de TP53 dans la LLC et la résistance aux alkylants [90],
il est recommandé de séquencer TP53 en cas de résistance aux premiéres lignes de

traitement [85].

Les mutations inactivatrices du géne CDKN1B ont récemment été décrites dans

plus de 10% des HCL-c [60,91] mais ne sont actuellement pas recherchées en routine.

2-5. Données pronostiques/prédictives

Selon les derniéres recommandations internationales, outre les mutations de
TP53, le statut des IGHV et I'absence de BRAF®%F, plusieurs autres facteurs de

mauvais pronostic doivent étre recherchés [85]:

- Une anémie sévére (<100 g/L)
- Une splénomégalie >10 cm sous le rebord costal

- Un profil immunophénotypique atypique.

3.  Les entités frontieres : un diagnostic différentiel difficile

Le diagnostic différentiel des cas d’HCL BRAF%F négatifs est difficile et repose
sur un ensemble de données clinico-biologiques résumées dans le tableau 1. Trois
entités sont caractérisées par la présence de lymphocytes chevelus circulants et
I'absence de la mutation hotspot BRAF°%F [92] :

- le lymphome splénique de la zone marginale (SMZL),
- laleucémie a tricholeucocytes dans sa forme variante (HCL-v),

- le lymphome splénique diffus de la pulpe rouge (SDRPL).
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Tableau 1 | Comparaison des données clinico-biologiques du diagnostic différentiel entre
HCL-c, HCL-v, SDRPL et SMZL. Modifi¢ d’aprés [51,54,57,63,84,91,93,93-98]

Incidence

(pour 100000 hab)
Survie globale

(% pour 5 ans)

Sex-ratio (M/F)
age médian (années)
Splénomégalie
Monocytopénie

Villosités
Nucléole
Chromatine

Annexine Al
CD11c

CD25

CD103

CD123

CD27

CD180

CD200

BOM (infiltration)
Rate (infiltration)

Caryotype anormal

Anomalies chromosomiques
récurrentes

IGHV mutés (%)

répertoire IGVH (frg>10%)
BRAFV600E

MAP2K1 mutations
CKDN1B mutations
NOTCH1 mutations

NOCH2 mutations

TP53 mutations

KLF2 mutations

CCND3 mutations

MLL3 mutations

Abréviations : HCL-v : Hairy cell leukemia variant, SDRPL : Splenic diffuse red pulp lymphoma, SMZL :

HCL-c HCL-v
0,3 0,2
78-92% 57%
PRESENTATION CLINIQUE
4 1.6
55 70
Oui Oui
Oui Non
CYTOLOGIE

Longues fines et
circonférentielles

Longues fines et
circonférentielles

SDRPL
nd

93%

1.6

77

Oui
Non

Longues, base large,

circonférentielles

Occasionel discret Constant, proéminent Occasionel
Mature, homogéne Condensée Condensée
IMMUNOPHENOTYPE et HISTOLOGIE
+ - -
+ FORT + (63%) + (>90%)
+ FORT - (>90%) - (>90%)
+ FORT + (65-100%) - (62-84%)
+ FORT - (60%)/dim - (50-84%)
- (>90%) nd - (81%)
+ nd + FORT
+ FORT - -
IS, fibrose IN, IS, fibrose IN, IS, fibrose
PR PR PR
CYTOGENETIQUE et BIOLOGIE MOLECULAIRE
40% rare, 30%
caryotype complexe
dell7p, +12, del7q dell7p, +12, Del7q +3, del7q
83-90% 46-73% 79%
VH3-30, VH3-23, VH4-34 VH4-34 VH4-34, VH3-23
+ - -
0-18,5% 9-48% 10,5%
11-16% 0% nd
nd nd 10,5%
0% nd 0-3%
0-28% 25% 0-5%
10-17% nd nd
nd 13% 21-24%
15% 25% nd

SMZL
0,2

83-91%

0.5
62
Oui
Non

Petites, polaires

Petit
Légérement mottée

+ dim (33-67%)
- (78-88%)
- (>90%)
- (75%)/dim
+ (89%)
+
IS, N
PB: nodulaire

80%

+3, +18, del7q

59-68%
VH1-2, VH4-34
nd
nd
5%
17-21%
13,5-25%
42%

13%
nd

Splenic diffuse marginal zone lymphoma,

HCL-c : classical Hairy cell leukemia. + : positif (% de cas positifs), - negatif (% de cas négatifs), dim : expression faible. IN interstitial, IS
intrasinusoidal, N nodulaire PR : Pulpe rouge , PB : Pulpe Blanche

3-1.

Lymphome splénique de la zone marginale

Le diagnostic de certitude du SMZL repose sur I'analyse histologique des tissus

envahis (rate, biopsie de moelle osseuse). Cependant, afin d’éviter des examens

invasifs dans
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'immunophénotypage et des analyses de biologie moléculaire peuvent orienter vers

ce diagnostic. En effet :

- des mutations dans KLF2 sont retrouvées dans prés de 42% des SMZL et
moins de 20% des cas d’HCL-c [99],

- des mutations dans NOTCH2Z2 sont retrouvées dans 20% des SMZL et aucun
cas d’'HCL-c [63,99-101],

- il a été observé une utilisation préférentielle du VH1-2 du répertoire des IGHV
dans un tiers des cas [102]. L'utilisation du répertoire VH3-23 et VH3-30 est
décrit dans moins de 10% des cas [94].

- le profil immunophénotypique des SMZL differe des autres entités de par
I'expression faible du CD11c, une expression moyenne du CD180 et un CD200
négatif [73,103].

Le SMZL évolue de maniére indolente et est de bon pronostic [92].

3-2. Forme variante de la leucémie a tricholeucocytes /lymphome

diffus de la pulpe rouge

L’HCL-v et le SDRPL, sont deux entités provisoires selon la classification OMS de
2008 révisée en 2016 [55,92]. Elles partagent de nombreuses caractéristiques
communes [92,96,103]. Leur différence majeure repose sur la cytologie : présence
d’'un nucléole proéminent retrouvé de maniére constante dans le noyau de 'HCL-v
alors qu’il n'est décrit que rarement dans le SDRPL (Figure 7B et 7D). Leurs profils
phénotypiques et génétiques ne permettent pas de les distinguer aisément. Ainsi des
mutations de MAP2K1 décrites initialement dans 42% des HCL-v sont retrouvées dans
pres de 10% des SDRPL [58]. Cependant, il est décrit une différence notable dans la
proportion de mutations dans TP53 retrouvée dans prés de 30% des HCL-v et
seulement 0 a 5% des SRDPL [58,96,103]. Cette derniére donnée est a corréler avec
le mauvais pronostic de I'HCL-v qui est résistante aux analogues de purines alors que
le SDRPL a une évolution plus indolente. Certains auteurs suggérent que I'HCL-v
serait la forme transformée du SDRPL [103]. Ainsi, compte-tenu de la différence de

prise en charge et du pronostic, la distinction de ces entités est primordiale.

33



4.  Prise en charge thérapeutique

Un consensus de recommandation a récemment été rédigé par un groupe experts
internationaux. Les patients atteint d’HCL-c sont traités en cas de manifestations

symptomatologiques de leur maladie :

- fieévre, sueurs nocturnes, slénomégalie massive, infections...,
- syndrome anémique (hémoglobine <110 g/L),
- syndrome hémorragique ou thrombopénie <100 G/L

- neutropénie (polynucléaires neutrophiles <1 G/L) [85].

Le type de chimiothérapie de premiére ligne recommandée est la classe des
analogues de purine tel que la cladribine ou la pentostatine. Ces molécules ont une
efficacité similaire en terme de réponse, mais elles ont des effets secondaires et un

schéma d’administration différents [104]. Le choix sera décidé au cas par cas.

L’évaluation de la réponse au traitement sera réalisée par un examen clinique, la
réalisation d’'une NFS/immunophénotypage et d’'une BOM. L’amélioration des
paramétres hématologiques (hémoglobine >110 g/L, plaquettes >100 G/L et
polynucléaire neutrophiles >1,5 G/L), la régression de la splénomégalie et 'absence
de tricholeucocytes dans le sang et la BOM sont nécessaires pour définir une réponse
compléte. Si la diminution de la splénomégalie est de 50% avec une amélioration des
parameétres hématologiques et une diminution de 50% de l'infiltration tumorale de la
BOM, on dira que la réponse est partielle. Dans cette situation, un second cycle
d’analogues de purines associé au rituximab est possible. La progression de la
maladie est définie par une exacerbation des symptdmes, une aggravation des
parameétres hématologiques de plus de 25% ou 'augmentation de la rate de plus de
25%.

Les rechutes sont assez fréquentes, 30 a 40% des cas [105]. En cas de rechute,
les critéres de traitement restent identiques. Une seconde cure d’analogue de purine
peut étre envisagée avec une réponse attendue similaire a celle obtenue en premiére
ligne [106,107].
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Cependant une rechute précoce (<24 mois) devra étre traitée par des thérapies
alternatives (essais cliniques, splénectomie...), et des facteurs de mauvais pronostic

seront recherchés.
Des nouvelles thérapies ont révolutionné la prise en charge de I'HCL-c (Figure 11).

Ainsi I'inhibiteurs de BRAF (vemurafenib) a un taux de réponse globale de 96-100%
chez les patients en rechute, avec une réponse compléte dans 35 a 42% des cas
[65,108]. Cependant, des mécanismes de résistance peuvent apparaitre et
outrepasser l'inhibiteur de BRAF. Il a ainsi été décrit 'acquisition d’'une mutation dans
le géne KRAS en amont de BRAF chez un patient en rechute aprés un traitement par
vemurafenib [65]. Des molécules inhibant MEK (trametinib) ont été développées et
utilisées avec succés dans le mélanome. La combinaison d’inhibiteurs de BRAF et de
MEK a été testée sur des mélanomes métastatiques avec une amélioration du taux de
réponse [109]. Une étude in vitro a mis en évidence la supériorité de I'association par
rapport a un traitement par un seul des inhibiteurs [64]. Cette combinaison est

actuellement utilisée en essai clinique de phase Il dans I'HCL-c.

D’autres stratégies de traitement peuvent étre utilisées comme la combinaison d’'un
anticorps anti CD22 couplé a une toxine pyocyanique : le moxetumomab-pasudotox.
Dans une étude clinique de phase |, la réponse globale était de 86% (taux de rémission
compléte a 46%) [110].

Le BCR peut aussi étre ciblé par l'utilisation d’'un inhibiteur de la protéine BTK
(ibrutinib). Dans I'HCL, une étude in vitro a montré un effet intéressant de l'ibrutinib sur
la prolifération. De maniére étonnante une meilleure sensibilité serait retrouvée sur les
cellules BRAF"?%F négatives [41]. Les résultats intérimaires d’un essai clinique de
phase Il sur 13 patients en rechute ou réfractaires, met en évidence un taux de réponse

globale de 46% avec une seule réponse compléete [111].
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Figure 11 | Cibles thérapeutiques dans I'HCL-c

Les cibles thérapeutiques sont représentées en rouge. Réalisé d’apres [32,41]

5.  Apport du séquengage a haut débit dans les hémopathies :

définition du Trichopanel

Les techniques de séquengage haut débit, ont révolutionné la prise en charge
biologique des hémopathies, en permettant de séquencer un nombre important de
genes, en parallele, pour une pathologie donnée. La signature moléculaire des
hémopathies, déterminée par ces techniques, a mis en évidence l'intérét de certaines

mutations dans le diagnostic et le pronostic.

5-1. « Lymphopanel » : origine et intérét

Dans le cadre des lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) I'élaboration
d’'un « Lymphopanel » par I'équipe INSERM 1245 « Genomics and Biomarkaers of
lymphoma and solid tumors », a permis la distinction des différents sous types de

DLBCL : centro-germinatif (GC), non centro-germinatif (ABC) et lymphome a grandes
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cellules B primitif du médiastin (PMBL) ; ainsi que la description de facteurs prédictifs
de la réponse thérapeutique [112]. C’est en prenant appui sur ce modéle que nous

avons développé le « Trichopanel ».

5-2. Choix des génes du « Trichopanel »

L’analyse des quatre études de WES publiées [30,58—60] a permis de définir des
genes d’intéréts pour le séquencage NGS (Figure 6 et Tableau 2). lls ont été

sélectionnés selon les critéres suivants :

- la fréquence des mutations dans les génes concernés d’apres les études de
WES,

- la présence de mutations récurrentes, de zones hotspot, ou de SNV localisés
dans des séquences codant des domaines fonctionnels de la protéine,

- la fonction des protéines mutées dans les différentes voies de signalisation et
de 'oncogenése (voie des MAPK, cycle cellulaire, apoptose, épigénétique),

- la description dans la littérature de ces geénes dans des pathologies proches de
I'HCL (SMZL et LLC notamment).

- l'absence de mutations dites « faux-positif » d’aprées la littérature [61].
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Tableau 2 | Résumé des différentes mutations retrouvées dans les études de WES [30,58—
60]

Fréquence WES

SNV Réle de la protéine codée/Voie cellulaire
HCL n=12 HCL-v n=7
BRAF 10 0 Faux-sens Voie MAPK
CDKN1B 3 0 Non-sens, Faux-sens et frameshift Régulation du cycle cellulaire
MAP2K1 2 3 Faux-sens Voie MAPK
ARID1A 2 1 Faux-sens et frameshift Régulation épigénétique
TTN 2 1 Faux-sens et non-sens Protéine du muscle strié
ARID1B 2 0 Faux-sens et frameshift Régulation épigénétique
CREBBP 2 0 Faux-sens et frameshift Régulation épigénétique
MUC5B 2 0 Faux-sens Famille des mucines, role dans la composition du mucus
KDM6A 2 0 Non-sens Régulation épigénétique
KIAA1755 2 0 Faux-sens Réle inconnu
RGS22 2 0 Faux-sens et delétion inframe Inhibition la transduction du signal GTP-dépendant
PCLO 2 0 Faux-sens Réle dans la formation de vésicules pré-synaptiques
MAGI1 1 1 Faux-sens et frameshift Réle dans la jonction cellule-cellule
ABCA8 1 1 Faux-sens Transport transmembranaire
SPIG1 1 1 Faux-sens Role dans I'endocytose
TP53 0 2 Faux-sens Régulation du cycle cellulaire
U2AF1 0 2 Faux-sens Régulation de I'épissage
TMCO4 0 2 Faux-sens et frameshift Réle inconnu
Dusp2 1 0 Non-sens Voie MAPK
MAPK15 1 0 Faux-sens Voie MAPK
EZH2 1 0 Frameshift Régulation épigénétique
XPO1 1 0 Faux-sens Transport nucléaire
BCOR 1 0 Non-sens Différentiation

Légende : 18 génes ont été pré-sélectionnés par leurs fréquences d’aprés les études de WES sur les HCL-c et HCL-v. Les 5
derniers génes ont été sélectionnés de par leur intérét dans la voie de signalisation MAPK (DUSP2, MAPK15) ou par leurs
descriptions dans d’autres hémopathies lymphoides (EZH2, XPO1, BCOR).

Abréviations : SNV : small nucléotide variant, MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases, HCL-c leucémie a tricholeucocytes
dans sa forme classique, HCL-v leucémie a tricholeucocytes dans sa forme variante, WES : Whole Exome Sequencing.

Nous avons choisi 21 génes parmi lesquels nous avons ajouté 3 génes utiles au

diagnostic différentiel (Tableau 3). Les génes ont été catégorisés selon leur fonction :

- voie des MAPK : BRAF, MAP2K1, DUSP2, MAPK15,

- régulation épigénétique : ARID1A, ARID1B, EZH2, KDM6A, CREBBP,
- apoptose/cycle cellulaire : TP53, CDKN1B, XPO1,

- domiciliation (Homing): KLF2, CXCRA4,

- voie NOTCH : NOTCH1, NOTCH?2,

- voie TLR/NF-kB : MYD88,

- inflammation : ANXA1,

- épissage : U2AF1,

- différenciation : BCOR,

- transport extracellulaire : ABCAS.
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Tableau 3 | Liste des génes séquencés dans le Trichopanel

Geéne Exons RefSeq (NCBI) Réle/ Voie cellulaire
BRAF 15et 11 NM_004333 Voie MAPK
MAP2K1 2-3 NM_002755.2 Voie MAPK
MAPK15 1-14 NM_139021 Voie MAPK
DUSP2 1-4 NM_004418 Voie MAPK
ARID1A 1-20 NM_006015 Régulation épignénétique
ARID1B 1-20 NM_020732 Régulation épignénétique
CREBBP 1-31 NM_004380 Régulation épignénétique
EZH2 2-20 NM_004456 Régulation épignénétique
KDMG6A 1-29 NM_021140 Régulation épignénétique
CDKN1B 1-2 NM_004064 Cycle cellulaire
TP53 2-11 NM_000546 Cycle cellulaire
ANXA1 2-13 NM_000700 Inflammation
BCOR 2-15 NM_017745 Différentiation
U2AF1 2et6 NM_001025203/NM_006758 Régulation de I'épissage
MYD88 3-5 NM_002468 Voie TLR
CXCR4 1 NM_001008540 homing
KLF2 1-3 NM_016270 homing
ABCAS8 2-38 NM_007168 Transport
XPO1 15-18 NM_003400 Transport / cycle cellulaire
NOTCH1 | 26-27-34 NM_017617 Voie NOTCH
NOTCHZ2 26-27-34 NM_024408 Voie NOTCH

Vingt-et-un génes ont été sélectionnés d’apreés leurs fréquences, leur impact dans la
physiopathologie des hémopathies et leur intérét dans le diagnostic différentiel avec
les entités frontiéres (SMZL, SDRPL). RefSeq (NCBI) correspond a I'annotation de la
séquence du géne dans la base de données RefSeq (NCBI :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq).

Abréviations : SNV :  small nucléotide variant, MAPK : Mitogen-Activated Protein
Kinases , HCL-c leucémie a tricholeucocytes dans sa forme classique, HCL-v leucémie a
tricholeucocytes dans sa forme variante, nd : données non disponibles, TLR : Toll like
receptor, WES : Whole Exome Sequencing.

Genes de la voie MAPK (Figure 12) :

La voie MAPK est la voie centrale dérégulée dans 'HCL. La mutation récurrente
p.V600E et les mutations alternatives de I'exon 11 de BRAF provoquent la I'activation
constitutive de la voie MAPK. MEK1 codé par le géne MAP2K1, est I'effecteur direct
de BRAF, les mutations décrites dans ce géne sont localisées dans des régions de

régulation négative, conduisant a une augmentation de l'activité enzymatique [58]. La
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fonction de ERK7/8 (MAPK15) est mal définie, celle-ci induirait 'autophagie dans des
conditions de privation de nutriments et stabiliserait c-JUN dans les cellules
canceéreuses conduisant a la prolifération et la survie cellulaire [113]. DUSPZ2 code une

protéine inactivatrice de ERK1/2.

Facteurs de croissance v Matrice
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Figure 12 | Voie MAPK ciblée par le Trichopanel.

|

Autophagie

En rouge sont représentés des agents thérapeutiques. Réalisé d’apres [32].

Genes de la voie NOTCH (Figure 13) :

La voie NOTCH est fortement impliquée dans les hémopathies, principalement dans
les leucémies aigues lymphoblastiques T mais également dans les lymphomes
spléniques de type SMZL [100,101,114]. Les mutations activatrices de NOTCH1 et
NOTCH2 sont localisées dans les domaines PEST, de trans-activation, ou
d’hétérodimérisation de la protéine. L’activation de NOTCH induit la translocation de
son domaine intracellulaire et la régulation de génes impliqués dans I’homéostasie
lymphoide B et T [115].
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Genes de réqulation épigénétique (Figure 13) :

La régulation épigénétique est classiquement altérée dans les cancers
hématopoiétiques [32,112]. On entend par génes régulation épigénétique, les genes
impligués dans la modification de la conformation de 'ADN en forme active
(euchromatine) ou en forme inactive (hétérochromatine). Les modifications sont de
type, méthylation des ilots CpG de ’ADN ou acétylation/méthylation des histones
[116]. La protéine CREBBP via son activité histone acétylase active des facteurs de
transcription et régule notamment I'expression de TP53. ARID1A, et ARID1B son
paralogue, codent des protéines intervenant dans les complexes de remodelage de la
chromatine. La méthylation et la déméthylation des histones H3 sont régulées par deux
génes: EZHZ2codant une sous-unité catalytique d'un complexe histone
méthyltransférase et KDM6A codant une protéine nucléaire de la famille des lysine-

déméthylases.
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Figure 13 | Voie NOTCH et génes de la régulation épigénétique ciblée par le Trichopanel
L’activation de NOTCH induit la translocation de son domaine intracellulaire (NCID) et la régulation de
la transcription de génes cibles. BCOR (BCL6 corepressor) est un inhibiteur de BCL6 (b-cell lymphoma
6) qui induit la différentiation des lymphocytes B. ABCA8 (ATP binging cassette 8) est une protéine
transmembranaire de transport de drogues lipophiles. ARID1A et ARID1B (AT rich interactive domain)
se fixent aux domaines riches en AT de 'ADN et modulent le remodelage de la chromatine. CREBBP
(CREB binding protein), KDM6A (Lysin demethylase 6A) et EZH2 (enhancer of zeste homologue 2)
interagissent directement avec les histones et régulent ainsi I'expression de génes cibles. En rouge sont

représentés des agents thérapeutiques. Réalisé d’aprés [32].
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Genes requlant le cycle cellulaire et 'apoptose (Figure 14) :

L’altération de la régulation du cycle cellulaire est un mécanisme central dans la

survie des cellules tumorales.

- Les mutations inactivatrices de TP53 codant la protéine p53, sont fréquemment
retrouvées dans les hémopathies lymphoides et sont un facteur de mauvais
pronostic [32].

- CDKN1B code la protéine p27, protéine inhibant I'entrée en phase S du cycle
cellulaire. Des mutations inactivatrices de CDKN1B sont décrites dans plus de
10% des HCL [60,91].

- XPO1 code une exportine permettant I'export de nombreuses protéines
suppresseurs de tumeur, du noyau vers le cytosol. Des mutations de XPO17 sont
retrouvées dans le PMBL et la LLC [32,117]. L’amplification de la région 2p15-

16 impliquant XPO1, a été récemment décrite comme la cause de résistance a

de nombreuses drogues [118].
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Figure 14 | Voies NF--xB et autres génes ciblés par le Trichopanel

XPO1 est une exportine qui permet le passage cytosolique des protéines régulatrices du cycle cellulaire
comme p53 et p27, mais aussi |I-xB un inhibiteur de la voie NF-xB. La rétention dans le noyau de p53,

p27 et IkB par le selinexor va favoriser I'entrée en apoptose et I'inhibition de la voie NF-kB. L’activation
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de CXCR4 (C-X-C motif chemiokine receptor 4) par la liaison de son ligand entraine la cascade de

signalisation PISBK-AKT-mTOR induisant la survie et la prolifération cellulaire. L’activation de MYD88

(myeloid differentiation primary response 88) induit I'activation de la voie NF-xB conduisant a la

transcription de facteurs de survie et de prolifération. En rouge sont représentés des agents

thérapeutiques. Réalisé d’aprés Bogusz et al [32].

Enfin le panel a été complété par les génes suivants (Figures 13 et 14) :

ABCAS8 code une protéine transmembranaire ayant un réle dans le transport
des drogues lipophiles [119].

UZ2AF1 code une protéine du complexe U2AF, ayant un réle dans I'épissage
des ARN. La mutation NM_001025203:c.101C>T,p.S34F est fréquemment
retrouvée dans les cancers (bases de données cBioPortal

http://www.cbioportal.org, et COSMIC http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

MYD88 est un géne incontournable dans les hémopathies lymphoides, la
mutation récurrente NM_002468:c.794T>C,p.L265P est décrite dans plus de
90% des maladies de Waldenstom et plus rarement dans les SMZL et SDRPL
[32,55,103].

CXCR4 code un récepteur membranaire aux chimiokines. Son ligand stromal
cell dervived factor 1 (SDF-1=CXCL12) est sécréteé par les cellules stromales et
permet la migration des cellules hématopoiétiques dans la moelle. Des
mutations non-sens sont fréquemment décrites dans la maladie de Waldenstom
[32].

ANXA1 est un géne codant 'annexine A1, protéine surexprimée dans 'HCL-c.
Cette surexpression est recherchée en immunohistochimie et aide au
diagnostic différentiel avec les proliférations frontiéres (Tableau 1) [55].

BCOR code pour une protéine inhibitrice de BCL6 (B-cell lymphoma 6),
induisant la différenciation des lymphocytes B. Des mutations ont été décrites
dans la LLC et le SDRPL [32,63]
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5-3. Choix de la zone a séquencer

Le choix de la taille et de la zone a séquencer pour chaque géne dépendait du type

de mutations et de leurs localisations, nous avons choisis de cibler :

Si

le domaine tyrosine kinase (TK) et la zone catalytique du géne BRAF (exons 11
et 15) [79,83],

les domaines d’hétéro-dimérisation (HD), de trans-activation (TAD) et le
domaine PEST des génes NOTCH1 et NOTCH2 (exons 26, 27 et 34),

les domaines en doigt de zinc du géne U2AF1 (exons 2 et 6),

le domaine Toll/interleukin-1 receptor (TIR) du géne MYD88 (exons 3 a 5),

les exons 2-11 de TP53 pour suivre les recommandations European Research
Initiative on CLL

(http://www.ericll.org/pages/projects/recommendations p53 analysis pospisil

ova)

les domaines HEAT répétés en tandem (11 & 15) contenant le sillon

hydrophobe responsable de la liaison au signal d’export nucléaire (NES) du
gene XPO1 (exons 15 a 18) [117].
Les domaines de régulation de MAP2K1 (exons 2 et 3)

les mutations étaient dispersées au sein du géne, nous avons choisi de

séquencer tous les exons codants du géene (ABCAS8, ANXA1, ARID1A, ARID1B,
BCOR, CDKN1B, CREBBP, CXCR4, DUSP2, EZH2, KDMG6A, KLF2, MAPK15,
MAP2K1).
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Matériel et Méthode
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1. Cohorte de patients et recueil des données clinico-biologiques :

Nous avons étudié 3 lignées cellulaires (BONNA-12, JOK-1 et JVM3), obtenues de
la banque cellulaire German Collection of Microorganisms and Cell Culture (DSMZ,
Braunschweig, Allemagne) ou offerte par I'hdpital de Toulouse pour JVM-3. Vingt-cinq
échantillons au diagnostic ont été analysés : 21 provenaient de patients atteints d’"HCL-
c et 4 de patients atteints d’HCL-v. Pour deux patients HCL-c (UPN-6 et UPN-40) et
trois patients HCL-v (UPN-v1, UPN-v2 et UPN-v3) un second prélévement a la rechute
a été analysé. Les cellules mononucléées étaient obtenues de prélévements congelés
issus de sang périphérique (17 prélevements), moelle osseuse (11 prélevements) et
biopsies (2 prélevements : une biopsie de rate et un nodule cutané). Le diagnostic
d'HCL-c a été posé sur la combinaison de données cliniques, cytologiques,
immunophénotypiques et moléculaires, selon les critéres de la classification OMS
2016. L'HCL-v a été diagnostiqué sur des critéres cliniques, la présence de
tricholeucocytes circulants présentant de maniére constante un nucléole, 'absence de
BRAFY%%%F et un score immunophénotypique HCL <3. Un consentement éclairé a été

obtenu des patients, selon la procédure établie au CHU de Caen.

Le recueil des données cliniques des patients a été réalisé sur le logiciel Meva®
(Maincare Soution) et celui des données biologiques, sur le logiciel TDNexLab®
(TechniDATA).

2. Séquencage a haut débit (NGS) :

Principe : le séquengage a haut débit ciblé permet de séquencer simultanément un
panel de génes. La méthode de séquencage utilisée pour ce projet est basée sur la
technologie lon Torrent™ : l'incorporation d'une base nucléotidique entraine la
libération d'un proton. La variation de pH mesurée est traduite en une information

numérique (0,1) permettant d'identifier la base incorporée (Figure 15).
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Pré-analytique : les ADN utilisés ont été extraits des cellules mononuclées (PBMC)
collectées aprés Ficoll® (séparation des cellules mononucléées par gradient de
densité). L’extraction a été effectuée sur I'appareil MagnaPur® de Roche. La qualité
des ADN a été vérifiée par spectrophotométrie (Nanodrop 2000®, ThermoFisher
Scientific). Les criteres de qualité étaient les suivants : rapport densité optique
(DO)260/DO2g0 = 1,8 et DO2s/D0O230 = 2. La quantité d’ADN a été mesurée par
fluorométrie sur Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific). Trente hanogrammes d’ADN

ont été utilisés pour I'analyse.

La préparation des librairies a été faite par PCR multiplexe selon la technologie
Ampliseq™. Le design des amorces de PCR a été réalisé par l'outil informatique

Ampliseq Designer® (https://www.ampliseq.com/protected/startPage.action, version

5.6.2) par Philippe Bertrand (Centre Henri Becquerel, Rouen). Le design des amorces
permettait d’obtenir 712 amplicons de taille maximale 170 pb et le nombre de bases

couvertes par les amplicons était de 71,02 kb.

Analytique : les librairies ont été préparées avec le kit lon AmpliSeq™ Library
(ThermoFisher Scientific) selon les recommandations du fabriquant. Les régions cibles
ont été amplifiées et enrichies par PCR multiplex. Les amplicons ont été partiellement
digérés par une endonucléase (élimination de la séquence des amorces de PCR).
Apres ligation des séquences adaptatrices et des séquences spécifiques de
I'échantillon (« code-barre »), la librairie a été purifiée par des étapes de capture sur
billes magnétiques. La concentration des librairies a été normalisée a 100 pM avec le
Kit lon Library Equalizer™ (ThermoFisher Scientific) selon les recommandations du
fabriquant. Dans une derniére étape, la matrice de séquengage a été préparée par
I'automate lonChef™ (kit Hi-Q View Chef™) permettant une amplification clonale dans
des microréacteurs (émulsion), ainsi que I'enrichissement et le dépét sur la puce a

semi-conducteur.

La puce utilisée pour I'analyse de 'ADN des patients et des lignées était une puce
lon 316™ Chip (produisant en moyenne 320 Mb et 2-3 millions de reads par puce pour
une longueur moyenne de 112 pb). Le séquengage a haut débit a été réalisé sur
'appareil Personal Genome Machine® (PGM) de lon Torrent (ThermoFisher
Scientific). La partie technique a été réalisée avec I'aide de Catherine Maingonnat

(Centre Henri Becquerel, Rouen).
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Post-analytique : I'analyse primaire et secondaire des données a été réalisée par
les outils bioinformatiques fournis avec le séquenceur (Torrent Suite™) : exploitation
du signal, rapport de séquencgage et contrble de qualité, alignement des lectures a la
séquence de référence (génome humain version GRCh37/hg19), recherche de
variants et d’insertion ou délétions (indels). La qualité des échantillons a été appréciée

par différent marqueurs :

- un taux de réacteurs polyclonaux < 30%,
- un score de qualité basé sur le nombre de bases satisfaisant les trois critéres
suivants par rapport au nombre de bases totales de I'analyse :
o une qualité par base ayant au moins un score Q20. Le score Q
correspond a la formule : Q = —10 log(P). Pour une probabilité d’erreur
a 0,01, le score Q est égal a 20,
o une qualité d’alignement ayant au moins un score Q20,
o une profondeur minimum de 20X. Cela signifie que la position a été

séquenceée 20 fois.

L'analyse tertiaire (annotation des variants) a été réalisée par I'outil bioinformatique
Generate Reports, développé au sein de I'Unité (INSERM U1245). Cet outil permet en

particulier d'importer automatiquement :

- les données de la base Annovar,
- les bases de données de polymorphimes :
o 1000 génomes (https://www.google.fr/?gws rd=ssl#q=1000+genomes),

o ExAc (http://exac.broadinstitute.orq)
o ESP (http://evs.gs.washington.edu/EVS)

- et de prédire in silico les effets fonctionnels des variants a I'aide des outils

o Polyphen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)
o CADD (http://cadd.gs.washington.edu/)
o SIFT (http://sift.jcvi.org).
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La sélection de SNV d’intéréts a été réalisée selon le schéma suivant avec la

filtration :

- des variants de mauvaise qualité,

- des variants considérés comme des polymorphismes (SNP) s’ils avaient une
fréquence allélique > 1% dans la population générale,

- des variations synonymes,

- des variants introniques,

- des variants situés dans les régions non traduites.

Le ratio de fréquence allélique est calculé en fonction de linfiltration tumorale

définie par CMF : rVAF = VAF (%) .

Infiltration tumorale (%)

Une analyse de la variation du nombre de copies (CNV) a pu étre réalisée en
reportant le nombre de bases séquencées sur chaque position par rapport a une ligne
de base. La ligne de base a été définie a partir de la moyenne du nombre de bases
obtenue sur chaque position, d’ADN extraits de PBMC de huit personnes saines
séquenceées sur le Trichopanel. Ce rapport et le calcul de probabilité associée ont été
réalisés par I'outil bioinformatique Generate Reports. L’analyse bio-informatique a été
faite avec I'aide de Pierre-Julien Viailly (INSERM U1245).

3. Séquencgage selon la méthode de Sanger :

Principe : le séquengage selon Sanger repose sur la détection de l'incorporation
de bases nucléotidiques fluorescentes, terminateurs de séquence, les
didesoxyribonucléotides (ddNTP). Le chromatogramme obtenu, aligné sur une
séquence de référence permet la détection des SNV avec une sensibilité de détection
d’environ 10-20%.

Pré-analytique : les amorces de PCR ont été dessinées grace au logiciel Primer3
(Version 4.0.0 http://bicinfo.ut.ee/primer3) (Tableau 4).
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Tableau 4 | Liste et séquence des amorces utilisées pour le séquengage Sanger

Géne Séquences (5'>3')
ARID1B Forward CACAAACTGAAAACCGTTGGC
Reverse CACTGTCCTTGGCGCCTC
BCOR Forward CTCGTAACGGGCTCTCTCAT
Reverse GCAAAGGACCTGTCTACCCT
ARID1A Forward GAACAATAACCTCACGGAGCC
Reverse TTGTACTGGTGGTTGGGGAA
NOTCH2 Forward GCCACCTTTCCCCTTTACAC
Reverse TGACATGTTCTGCCTGACCT
ABCA8 Forward AAGGATGCAGGAAGGTGTCT
Reverse ACCTACTCTGTTTGCATGTGA
MAP2K1 Forward GCCAATGCCTGCCTTAGTAC
Reverse TCGCTGTAGAACGCACCATA
KLF2 Forward GGGTGGTAAAAGGCAAGCAG
Reverse AGCAGCTCAGACACCAGG
KLF2-1 Forward TTTCGGTGGCCCTGGTTT
Reverse TGCGAACTCTTGGTGTAGGT
KLF2-2 Forward CTCGGGGTAGTAGAACGTGG
Reverse CGAAACCAGGGCCACCGAAA
KLF2-3 Forward CCTGCGTTCTATTACCCCGA
Reverse TAGCTGCAGGTGTGAGTGG
CDKN1B Forward AGTTAACCCGGGACTTGGAG
Reverse CCAAATGCGTGTCCTCAGAG
KDMG6A Forward TTTGTGCGTGTCGTATCAGC
Reverse AGGCTGTAAGTGGACCAACA

Les extractions d’ADN et d’ARN ont été réalisées sur l'appareil MagnaPur®
(Roche), I'étape de rétro-transcription a été réalisée avec des amorces oligo-dT
(Invitrogen). Les amplicons obtenus aprés une premiére PCR ont été purifiés par la
technique Macherey Nagel® (Machery Nagel). Une seconde PCR a été réalisée pour
orienter les amplicons, le produit amplifié était ensuite purifié sur une plaque Millipore
(EMD Millipore) avec du Sephadex® G-50 (GE Life Science) (Tableaux 5 et 6).
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Tableau 5 | Milieux réactionnels du séquengage par la technique de Sanger

PCR amplification ADN
pré-séquencage

MIX Polymérase 2X Eurogentec ®12 L

Amorce Forward [10 pM] 1yl
Amorce Reverse [10 pM] |
ADN 1|
HO qsp 25 uL

MIX Polymérase 2X Eurogentec ®12,5 L

PCR amplification ADNc |/TOrce Forward [10 uM] Lul
J Amorce Forward [10 uM] 1|
pré-séquencage
ADNCc 5puL
HO qsp 25 pL
Tampon Big Dye® 5X 1,5puL
Big Dye ® 1ul
PCR de séquencage Amorce [10 pM] 0,5 uL
Produit PCR amplifié 5uL
HO qsp 10 pL
Abréviation : gsp : quantité suffisante pour
Tableau 6 | Protocole d’amplification par PCR
94°C 10 min
2 °
Q}_\o (‘b% 94°C 45 secondes
& & 60°C 1 min 45 cycles
PSP 72°C 1 min
S 4 .
R 72°C 10 min
10°C infini
o 95°C 2 min
94 5
o"’(\ 96°C 10 secondes
& 50°C 5 secondes 40 cycles
& 60°C 2 min
C o s e
] 10°C infini

Analytique : le séquencage a été réalisé sur le séquenceur capillaire ABI
Prism3100 (ThermoFisher Scientific).

Post-analytique : 'analyse a été réalisée par le logiciel Chromas® version 2.4

(Technelysium)

4. Analyses statistiques :

Les représentations statistiques du test de Kaplan-Meier sur la durée sans

traitement (TFS), la survie sans progression (PFS) et la survie globale (OS) ont été
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réalisées sur le logiciel GraphPad Prism® version 7 et les p-values ont été calculées
avec le Log-rank test. La TFS a été calculée a partir de la date du diagnostic jusqu'a
la date du premier traitement (ou du dernier jour de suivi). L’OS a été calculée a partir
de la date du diagnostic jusqu'a la date du déces (ou du dernier jour de suivi). La PFS
a été calculée a partir de la date du diagnostic jusqu'a la date de progression de la
maladie, de rechute ou de déces (ou du dernier jour de suivi). Des p-values <0,05 ont

été considérées comme significatives.
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Résultats
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. Analyse épidémiologique de la cohorte de

patients :

A partir d'une cohorte de 80 patients atteints d'HCL-c ou HCL-v, 25 ont été
sélectionnés selon le taux d’infiltration tumoral (>10%). L’age médian au diagnostic de
la population étudiée était de 61 ans [42-92 ans] (Tableau 7 et Annexe 1 : Tableau
S1). La médiane de suivi des patients était de 31,44 mois [0-218,5 mois]. Une
neutropénie a été retrouvée dans 82,3% (14/17) des cas d’HCL-c et dans aucun cas
d’HCL-v, une monocytopénie dans 87,5% (14/16) des cas d’'HCL-c et aucun cas
d’HCL-v. Les patients ont été traités dans 82,8% (18/22) des cas avec une médiane

de durée sans traitement (TFS) de 1,7 mois [0-30 mois].

Parmi les patients atteints d’HCL-c, 88,9% (16/18) ont été traités, avec en premiére
ligne de la cladribine (n=13), de l'interféron a (n=2) ou de la pentostatine (n=1). Parmi
les patients traités, 37,5% (6/16) ont rechuté avec une médiane de 25 mois [0-166,5].
Les deux patients non traités étaient d’'une part un patient n’ayant pas de critére de
traitement (UPN-19 : 38,5 mois de suivi) et d’autre part un patient décédé d’un sepsis
le jour du diagnostic (UPN-17).

Parmi les patients atteints d’HCL-v, deux (UPN-v1 et UPN-v2), ont été traités par
rituximab plus cladribine ou cladribine seule respectivement. lls ont rechuté
rapidement a 4,1 et 26 mois respectivement. Les patients UPN-v3 et UPN-v4 n'ont pas
été traités a cause d’'une prise en charge palliative dans un cas et 'absence de critéres

de traitement dans l'autre cas (suivi de 8,5 mois).
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Tableau 7 | Analyse épidémiologique de la cohorte de patients étudiée en NGS

HCL-c HCL-v TOTAL
(n=21) (n=4) (n=25)
A di ti c
4 aL,I ,Iagnos ,IC (années) 55 [42-92] 69,5 [64-82] 61 [42-92]
(Médiane [min-max])
Ratio Femme/Homme 5/21 0/4 5/25

Durée de suivi (mois)
(Médiane [min-max])
Neutropénie (%,n)
Monocytopénie (%,n)
Anémie (%,n)
Traitement (%,n)

TFS (mois) (Médiane [min-max])
rechutes (%,n)

PFS (mois) (Médiane [min-max])

38,52 [0-218,5]

82,3% (14/17)
87,5% (14/16)
47% (8/17)
88,9% (16/18)
1,67 [0-30]
37,5% (6/16)
25,02 [0-166,5]

19,9 [8,9-31,4]

0% (0/4)
0% (0/4)
75% (3/4)
50% (2/4)
2,57 [2-3,15]
50% (2/4)
15,07 [4,13-26]

31,44 [0-218,5]

66,7% (14/21)
70% (14/20)
52,4% (11/21)
82,8% (18/22)
1,70 [0-30]
40,0% (8/20)
25,05 [0-166,5]

Définitions : Neutropénie : valeur absolue de Polynucléaires neutrophiles (PNN)<1,5 G/L;

Monocytopénie : valeur absolue de monocytes <0,20 G/L; Anémie : taux d'hémoglobine <120 g/L

pour les femmes et <130 g/L pour les hommes

Abréviations : PFS : Durée avant progression, TFS: Durée avant traitement

L’analyse de l'immunophénotypage lymphocytaire au diagnostic (Annexe 1:
Tableau S1) retrouvait un score HCL >3 dans 100% (21/21) des cas d’'HCL-c et un
score <2 dans 75% (3/4) des cas d’HCL-v. Le patient UPN-40 a été diagnostiqué et
maintenu en leucémie a tricholeucocytes de forme classique sur I'aspect cytologique
et le score phénotypique malgré 'absence de la mutation BRAF"°°°¢ (Figure 16). Ce
patient a évolué de maniéere défavorable avec de multiples rechutes. Le patient UPN-
v3 avait un score HCL a 3 il a cependant été classé comme forme variante sur les
arguments suivants : absence la mutation BRAF"%%°F et la présence constante d’un
nucléole. Ce patient diagnostiqué a 82 ans présentait une altération sévére de son état

général, empéchant la mise en place de thérapies. Le patient a été perdu de vue

(Figure 16).

UPN-40
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Figure 16 | Analyse cytologique et immunophénotypique des patients atypiques

UPN-40 : tricholeucocytes, absence de nucléoles (MGG, Moelle, x1000). Score HCL :

tricholeucocytes : population rouge (FACS CANTO Il Becton Dickinson). UPN-v3 : présence constante

d’'un nucléole proéminent (fleches) (MGG, sang, x1000). Score HCL =3. Le CD123 n’a pas été réalisé

sur le méme prélévement ; tricholeucocytes, population verte (FACSCALIBUR, Becton Dickinson)

L’expression du CD10 est rare, décrit dans 10-20% dans la littérature [76]. Au sein

du laboratoire d’hématologie du CHU de Caen, il a été retrouvé dans 6,25% des cas

(5/80) et dans notre série de 25 patients, 3 avait une HCL-c CD10+.

1. Données globales de I'analyse NGS des patients au diagnostic

L’interprétation du Trichopanel a été possible pour 96% (24/25) patients et a été
pertinent pour 96% des patients (23/24) (aucun SNV n’a été retrouvé pour le patient
UPN-10 sur les 21 génes analysés). Le séquencage de la librairie a atteint une
profondeur médiane globale par échantillon de 322X [89X-533X] avec 97,25% des

bases ciblées couvertes par plus de 20 reads (annexe 2 Tableau S2). 891 variants

Analyse moléculaire de la cohorte :




totaux ont été détectés (médiane par échantillon 37,5 [6-57]), puis filtrés sur la qualité,
le caractere polymorphique et l'intérét fonctionnel. Cette premiére filtration a abouti a

la sélection de 51 variants d’intérét.

La confirmation des mutations par l'utilisation du séquengage par la méthode
Sanger a été requise pour 13 SNV. Cette confirmation était nécessaire lorsque les
variants étaient décrits pour la premiére fois et que le score de qualité ne permettait
pas de les valider demblé. Le séquengage par méthode Sanger a confirmé 5 SNV
(Figure 17). Quatre SNV avec des VAF<7% n’ont pu étre détectés par cette méthode
du fait d’'une sensibilité inférieure a 10%. Les quatre séquengages de mutations dans
le géne KLF2 ont été un échec. Ces échecs étaient liés a des difficultés a amplifier
une zone contenant de nombreuses répétitions, ces variants n’ont donc pas été pris

en compte dans I'analyse finale.

UPN-17 :
ABCA8

€.991G>A, fréquence environ 50%

EEEEEEEEE =
TCCGTGTTCTTG GCnGTGGTCTG GTCTTGAAYA CnCTGGC

UPN-17:
NOTCHZ

UPN-v1 :
MAP2K1

c.308T>A, fréquence environ 6,5%

Figure 17 | Exemples de chromatogrammes de 3 SNV validés par la méthode Sanger

Les fleches localisent la position du SNV, la fréquence est estimée a partir de la hauteur de pics
(Chromas v2).
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Une analyse supplémentaire au cas par cas, a permis d’éliminer des SNP de
faibles fréquences (décrits dans moins de 1% de la population générale). Il fallait pour

cela:

- que le variant soit répertorié dans la base de données ExXAC,

- que la fréquence allélique du SNV soit proche de 50%

- et que les outils de prédiction in silico orientent vers une variation bégnine
(Polyphen, CADD, SIFT).

Un total de 35 variants a finalement été retenu pour la cohorte de patients (Figure

18) soit une amplitude de 0 a 3 SNV d’intéréts par patients.

Les genes les plus touchés étaient BRAF (n=18), KLF2 (n=4), MAP2K1 (n=3),
KDM6A (n=2), CDKN1B (n=2), ARID1A (n=2), CREBBP (n=2), NOTCH1 (n=1) et
ARID1B (n=1) (Figure 18 et Tableau en annexe S3).

Ratio de fréquence allélique
(VAF/infiltration)

KDM6A [ |

UPN-2
UPN-4
UPN-5
UPN-6
UPN-7
UPN-9
UPN-10
UPN-11
UPN-12
UPN-15
UPN-17
UPN-18
UPN-19
UPN-21
UPN-23
UPN-24
UPN-25
UPN-34
UPN-38
UPN-40
UPN-v1
UPN-v2
UPN-v3
UPN-v4
BONNA-12
JOK-1
JVM-3

HCL-c HCL-v  Lignées
cellulaires

Figure 18 | Représentation en Heat-Map des mutations d’intéréts dans la cohorte de patients

et les 3 lignées cellulaires

Chaque colonne représente un patient et chaque ligne un géne du Trichopanel. L’intensité de la couleur
bleue est proportionnelle au ratio de fréquence allélique (rVAF) avec en bleu foncé un rVAF proche de

1 et en bleu clair une valeur de rVAF <0,3.
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Trois SNV étaient situés dans des sites conservés de I'épissage et ont pu étre

analysés grace a I'algorithme (Alamut®, interactive Biosoftware) mis au point dans le

groupe du Dr Alexandra Martins (INSERM U1245) (Figure 19) :

CREBBP (NM_004380:intron16-17:¢.3251+2T>A) ce variant

dans le site

donneur d’épissage provoquerait un défaut majeur d’épissage de l'intron 16-17

et un décalage du cadre de lecture

KLF2 (NM_016270:intron1-2:c.76-1G>A), ce variant sur le site accepteur

d’épissage est prédit comme fortement délétere et a déja été décrit dans

plusieurs SMZL [99,120]

KDM6A (NM_021140:intron23:¢.3434-1G>A), ce variant sur le site accepteur

d’épissage est prédit comme possiblement délétére et n’a a ce jour jamais été

décrit.

La répercussion des variations d’épissage de CREBBP et KLF2 n’a pas pu étre

complétée par des études sur ’ARN faute de matériel disponible.

Chr16(GRCh37):g.3817719A>T, NM_004380.2(CREBBP):c.3250+2T>A (Intron 16)

NM_004380.2(CREBBP):C. 3250 +2%.>A - [c. 3153 (Exon 16) - ¢.3250+102 (Intron 16)]
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Chr19(GRCh37):g.16436026G>A, NM_016270.3(KLF2):c.76-1G>A (Intron 1)
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ChrX(GRCh37):g.44945109G>A,NM_021140.2(KDM6A):c.3434-1G>A (Intron 23)
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Figure 19 | Représentation de la prédication du saut d’exon sur le logiciel Alamut®

(A) La prédiction in silico de la variation ¢.3250+2T>A en 5’ du site d’épissage de I'intron 16 de CREBBP

induirait un saut de I'exon 16 (=190 nt) entrainant un décalage du cadre de lecture. (B) La prédiction in

silico de la variation ¢.76-1G>A en 3’ du site d’épissage de l'intron 1 de KLF2 induirait un saut de I'exon

2 (=817 nt) entrainant un décalage du cadre de lecture. (C) La prédiction in silico de la variation c.3434-

1G>A en 3’ du site d’épissage de l'intron 23 de KDM6A induirait un défaut probable de I'épissage de

I'exon 24 (=115 nt) entrainant un décalage du cadre de lecture avec une probabilité d’environ 20%. Les

scores de puissance du site d’épissage, selon chaque algorithme, sont entourés en orange. D’aprés

Alamut® Visual 2 .9 (Integrative Biosoftware)

63



2. Résultats de NGS dans les lignées cellulaires

Le Trichopanel et I'analyse des variants ont été validés par le séquencage des 3
lignées cellulaires (BONNA-12, JOK-1 et JVM3) dont certaines mutations étaient déja
connues : NOTCH1™*®™ dans BONNA-12, BRAF*®*'" dans JVM-3 [121](COSMIC

Cell lines project http://cancer.sanger.ac.uk/cell lines).

Ainsi conformément aux données précédemment publiées, la mutation BRAF %%
n’'a pas été retrouvée dans ces lignées mais d’autres mutations ont été mises en
évidence pour la premiére fois : TP53"2% et TP537?"3Q dans JOK-1 et ARID1BP"#3%
dans JVM-3 (Figure 18 et Annexe 4 table S4).

3. Résultats de la cohorte des patients HCL-c

3-1. BRAF

Parmi les patients atteints d’HCL-c, la mutation BRAF®%F 3 été retrouvée dans
90% (18/20) des cas (Figure 20). La fréquence allélique de la mutation BRAF %% était
compatible avec une atteinte hétérozygote avec un rVAF médian de 0,48 + 0,12. Parmi
les deux patients sans la mutation BRAF"°%¢ : UPN-40 avait une mutation dans
MAP2K1 (NM_002755:exon2:c.G171C-(p.K57N)) (Figure 23), le second patient, UNP-

10, n’avait aucune mutation dans les génes recherchés par le Trichopanel.

BRAF

NM_004333

1 100 200 300 400 500 600 700
Scale bar | | | | | |

Domains | ] Cc1 | |AxmmmProtein kinase A-loop | |

Exons [1 T 2] 3 [aTs] 6 [ 7] 8 [of] 20 [ 11 J12] 13 [#] 15[ 16 [ 17 [ 18 |

p.V60OE @

Figure 20 | Représentation des mutations de la cohorte de patients dans BRAF

¥ Variation faux-sens ; en gras : variant déja décrit dans 'HCL [30], en gris sont représentés les

exons qui ont été séquencés dans le Trichopanel. Abréviation : C1 : C1 protéine kinase-like domaine.
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3-2. Mutations additionnelles & BRAF"*%

Des variants additionnels a BRAF®%F ont été retrouvés chez 33% (6/18) des
patients HCL-c. Ces SNV ont été trouvés par ordre de fréquence dans KLF2 (n=3),
CDKN1B (n=2) et NOTCH1 (n=1).

3-2-1. KLF2

Les mutations retrouvées dans KLFZ2 étaient de type faux sens et variant
d’épissage. Les variations faux-sens étaient localisées soit dans le domaine en doigts

de Zinc (ZnF) soit adjacentes au domaine de localisation nucléaire (NLS) (Figure 21) :

- UPN-11: NM_016270:exon2:c.G824A-(p.S275N). rVAF = 0,52

- UNP-18: NM_016270:splicing variant:c.76-1G>A. rVAF = 0,18 (sous-clonale)

- UPN-23: NM_016270:exon2:c.G824C-(p.S275T). rVAF = 0,48

- UPN-38 : NM_016270:exon2:c.C812T-(p.T271I) et
NM_016270:exon2:c.C851G-(p.T284S). rVAF = 0,42 et 0,16 respectivement.

KLF2
NM_016270
1 100 200 300
Scale bar | | | |
Domain | Activation domain " Inhibitory domain || ZnF | | ZnF | | ZnF H
NLS
Exons | 1 | 2 | ¢ |
- S o
< -
© a| o
o

p.5275T
p.S275N

Figure 21 | Représentation des mutations de la cohorte de patients dans KLF2

@ Variation faux-sens ; Variants ©  d’épissage ; en gras : variant déja décrit dans la littérature
dans des SMZL [99,120]; en gris sont représentés les exons séquencés dans le Trichopanel.

Abréviations : NLS : signal de localisation nucléaire, ZnF : domaine en doigts de Zinc
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3-2-2. CDKN1B

Des mutations dans CDKN1B ont été mises en évidence chez deux patients, ces
mutations sont de type non-sens et stop-loss. Une mutation avait un rVAF compatible
avec un statut hétérozygote (UPN-2 : r'VAF=0,58) et la seconde était compatible avec
un statut sous-clonal (UPN-25 : rVAF=0,09) (Figure 22).

CDKN1B
NM_004064
1 100 200
Scale bar | | |
Domain | | CDKi | |NLS| |
Exons | 1 | 2 |
g g
3 :
a o

Figure 22 | Représentation des mutations de la cohorte de patients dans CDKN1B

& Variation faux-sens; & Variants non-sens; en gras : variant déja décrit dans la littérature
dans des HCL [60] ; en gris sont représentés les exons séquencés dans le Trichopanel. Abréviations :

CDKi : domaine inhibiteur des cycline-dépendantes kinase, NLS : domaine de localisation nucléaire
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4. Résultats de la cohorte des patients HCL-v

4-1. MAP2K1
Parmi les quatre patients HCL-v, deux étaient porteurs de SNV dans MAP2K1

(Figure 23), ces mutations étaient déja décrites dans la littérature [58] :

- UPN-v1: NM_002755:exon3:c.T308A-(p.I103N). rVAF = 0,07 (sous-clonale)
- UPN-v3 : NM_002755:exon2:c.A167C-(p.Q56P). rVAF = 0,48.

MAP2K1
NM_002755
1 100 200 300
Scale bar | | | |
Domain l IEEI rwlm chelx & Kinase domain ':::::‘r Pro-rich | |
Exons [1 ] 2 [ 3 [ a4 [5] 6 7 [ 8 7T 9 Jwo] 11 ]
> & -
oz 4
O N o
g% E
-3 a

Figure 23 | Représentation des mutations de la cohorte de patients dans MAP2K1

' Variation faux-sens ; en gras : variant déja décrit dans la littérature dans des HCL [58]; en gris
sont représentés les exons séquencés dans le Trichopanel. Abréviations : NES : signal d’export

nucléaire, NNR : domaine de régulation négative, Pro-rich: domaine riche en proline.

4-2. Réqulation épigénétique

Tous les patients atteints d’HCL-v avaient des mutations dans les génes de la

régulation épigénétique (Figure 18), incluant :

-  KDMBG6A (n =2), UPN-v1 et UPN-v2
- CREBBP (n=1) UPN-v3
- ARID1A (n=1) UPN-v4
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Le géne KDM6A a été retrouvé altéré chez deux patients. Ces SNV provoqueraient
des altérations de type « perte de fonction » avec dans un cas, une délétion entrainant
un décalage du cadre de lecture (NM_021140:exon12:¢c.1096delA-(p.N366fs)) et dans

'autre cas, une variation sur le site accepteur d’épissage
(NM_021140:intron23:¢.3434-1G>A)) (Figure 24).

KDM6A

NM_021140

1 100 200 300

1100 1200 1300 1400
Scalebar | | | |

| | | |
Domain | [ mr1 [[ R2 | [ tr3 [[ 1mRa [[ 1S [[ TR | /4 ImJC domain [ H2 [ znbinding H3

Exons [ 1 [ 2] 3 Ta[s ] 6 [ 78] s T 10 [ 11 | 2 | 23 [ 22 25 [ 26 [ 27 T 28 [29]
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€.3434-1G>A &

Figure 24 | Représentation des mutations de la cohorte de patients dans KDM6A

® Variation faux-sens; & Délétion ; en gris sont représentés les exons séquencés dans
le Trichopanel. Abréviations : TTR : répétitions Tétratricopeptides, JmJC : domaine Jumoniji , H2-H3 :
domaines hélicoidaux 2 et 3, Zn : Zinc.

L’étude de 'ARN du patient UPN-v1 par séquengage Sanger a permis de confirmer
le saut complet de I'exon 24 du géene KDMG6A (Figure 25). KDM6A est porté sur le
chromosome X, expliquant la VAF proche de Tlinfiltration tumorale, lié a la perte

d’hétérozygotie chez les sujets masculins (rVAF= 0,99 et 1,01 pour UPN-v1 et UPN-
v2 respectivement).

KDM6A

i

Exon 23 Exon 25

o D ML m e 1] L e Tt T L Y]
TG GGUATGA CACAGTTCA CTATACAT GAMA GTTCGA GGG AGCA GAACACCA GAAATA TTTG ATTTCCTAATGGGTTCTTGGT GOCCCAATCTT GARGA TCTTT T GAAGCAAATGTTCCAGTGTATAGGTTTATTCAGCGACE

s H M hl ’ d “ﬂ‘ i

Figure 25 | Chromatogramme du séquengage de ’ARN de KDM6A chez UPN-v1

La fleche orange localise le saut de I'exon 24 lors de I'épissage de 'ARNm : ce saut d’exon entraine un

décalage du cadre de lecture avec I'apparition d’'un codon STOP au bout de 3 codons (Séquengage
Sanger).
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5. Variations du nombre de copies

L’analyse de la variation du nombre de copies (CNV) a mis en évidence de

nombreuses anomalies (Figure 26 et Annexe 3 : Tableau S3).

UPN-2
UPN-4
UPN-5
UPN-6
UPN-7
UPN-9

UPN-10

UPN-11

CN non disponible
CN: perte
M CN: gain

2
¢

Femme
Homme

UPN-12
UPN-15
UPN-17
UPN-18
UPN-19
UPN-21
UPN-23
UPN-24
UPN-25
UPN-34
UPN-38
UPN-40
UPN-v1
UPN-v2-R1
UPN-v3
UPN-v4

HCL-c

HCL-v

BRAF (7q34)
EZH2 (7936)

MAPK15 (8q24)
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ARID1A (1p36)
NOTCH2 (1p12)
XPO1 (2p15)
DUSP2 (2q11)
CXCR4 (2922)
MYD88 (3p22)
ARID1B (6G25)
NOTCH1 (934)
CDKN1B (12p13)
MAP2K1 (15q22)
CREBBP (16p13)
TP53 (17p13)
ABCAS8 (17q24)
KLF2 (19p13)
U2AF1 (21922)

Figure 26 | Représentation des CNV chez les patients étudiés

Représentation en Heat-map des variations du nombre de copies (CNV) détectées chez les patients
étudiés. En ordonnée : chaque ligne représente un patient. En abscisse : chaque colonne représente
un géne du Trichopanel, la position chromosomique du géne est indiquée entre parenthéses. Les CNV
de BRAF, MAP2K1 et U2AF1 n'ont pas été interprétables du fait d’'un trop faible nombre d’amplicons
couvant le géne (<5). La délétion de BCOR et KDM6A (portés sur le chromosome X) est corrélée au
sexe. Les g-values ont été calculées avec le false discovery rate -test. Abréviations : CN : nombre de

copies du géne.

Le CNV le plus fréquent était la perte d’'une copie de MAPK15 dans 37,5% (9/24)

des cas.
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Quatre patients, tous, BRAF"", avaient une perte de copie d’EZH2 (UPN-18, UPN-
40, UPN-v1 et UPN-v2). EZH?2 est un géne situé en 7936.1 proche de BRAF (7q34).
Deux patients (UPN-v1 et UPN-v2) pour lesquels un caryotype avait été réalisé,
avaient un chromosome 7qg anormal (une délétion et un réarrangement). Nous
pouvons donc supposer que la perte d’EZHZ2 est corrélée a une région chromosomique
7q anormale et pour aller plus loin, a la perte de BRAF. Cette hypothése ne peut étre
confirmée par I'étude de variation du nombre de copies par NGS car la région couverte
dans BRAF (exon 11 et exon 15) était trop faible pour faire ressortir une variation
statistiquement significative. Des études de CGH-array pourraient confirmer notre

hypothése. Nous n’avons pas réalisé cette technique lors de ce projet.

6. Analyse des prélevements issus de la rechute

Nous avons pu analyser des prélévements sériés provenant du diagnostic et de la

rechute/évolution pour 5 patients (2 HCL-c et 3 HCL-v).

Pour un patient HCL-c (UPN-6) nous observions le méme profil mutationnel au
diagnostic et a la rechute. Dans le second cas d’HCL-c (UPN-40), deux nouvelles
mutations sous-clonales (BCOR™'*% and XPO15°7'%) ont été mises en évidence
(Figure 27).

Parmi les trois patients atteints d’'HCL-v, (deux traité et un non traité), aucune
nouvelle mutation n’a été détecté, mais on retrouve une variation dans les fréquences
alléliques dans deux cas. UPN-v1 avait une augmentation de la fréquence allélique de
MAP2K1"%N (r'VAF=0,07 au diagnostic et 0,41 & la rechute). UPN-v3 avait une
diminution de la fréquence allélique du variant d’épissage dans CREBBP (rVAF=0,34
puis 0,06) et une augmentation de la mutation MAP2K19°%F (rVAF= 0,48 au diagnostic
puis 0,93). Ce patient n’a pas été traité entre les deux échantillons mais a évolué

défavorablement.
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Figure 27 | Profils d’évolution clonale de la maladie lors de la rechute

Représentations des variations d’intéréts des mutations des patients HCL-c (UPN-40) et HCL-v (UPNv1
et UPN-v3) au diagnostic et a la rechute. Pour chaque patient les cercles sont proportionnels au rVAF.
UPN-40 montre l'apparition de 2 nouvelles mutations sous clonales a la rechute : BCORF"*% et
XPO15°"" _UPN-v1 a une augmentation de la rVAF de MAP2K1"%" a la rechute. UPN-v3 a une
diminution de la rVAF du variant d’épissage de CREBBP, et une augmentation de MAP2K19%%F Ce
patient n’a pas été traité entre les deux points analysés. Abréviations : CEP Cisplatine-Endoxan-

Epirubicine, R-Cladribine: Rituximab+cladribine.

7. Repercussion clinique

Dans notre série il n’y avait pas de différence significative dans la durée avant mise
sous traitement (TFS) ou survie sans progression (PFS) lorsqu’il y avait ou non des
altérations additionnelles a BRAF. Cependant, dans la cohorte HCL-c, I'étude
statistique selon le statut délété ou non de MAPK15, a montré un alongement
significatif de la PFS en cas de délétion (Figure 28). Nous n’avons pas retrouvé cette
différence sur 'OS et la TFS.
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Figure 28 | La délétion de MAPK15 améliore la PFS chez les patients étudiés

Représentation de Kaplan-Meier de la survie sans progression (PFS), de la survie globale (OS) et de la
durée sans traitement (TFS) des patients HCL-c selon leur nombre de copies de MAPK15. Les p-values

ont été calculées avec le log-rang test.
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. Le Trichopanel : un outil d’intérét

Le Trichopanel nous a permis de mettre en évidence des SNV chez 96% des

patients (23/24), nous pouvons donc conclure que le design est informatif.

1. Lignées cellulaires : des modeles atypiques

Comme attendu, les lignées cellulaires provenant de patients atteints d’HCL
(BONNA-12 et JOK-1) sont atypiques et ne portent pas la mutation BRAF°%F [123].

Cette donnée suppose plusieurs hypothéses :

- Une erreur de diagnostic lors de I'établissement des lignées cellulaires, dans
les années 1980-1990 [124,125]. La découverte de la mutation BRAF®%%F étant
postérieure a I'établissement des lignées, les patients pourraient étre atteints
de la forme variante de la maladie plutét que de la forme classique.

- La perte de la mutation driver lors de I'immortalisation des lignées. Nous
pouvons supposer que la mutation BRAF°°F est essentielle a I'induction de la
tumorigénése mais n’est plus nécessaire lorsque la cellule a acquis assez
d’éveénements génétiques favorables a la survie et la prolifération. L’analyse
cytogénétique de ces lignées a montré un caryotype trés complexe :

o BONNA-12:47,X,-Y,+9,+12 [4]/47,sl,-9,+der(9)t(9,10),[10]
o JOK-1:48,XY,1(1;4(p32 ;q35),der(6)+der(7)(t(7;11),der(8) [2]
148,sl,der(14)[7]

La mutation BRAF%F étant stable chez les patients atteints d’HCL-c, il est donc
raisonnable de penser que ces lignées dérivent de patients atteint de la forme variante
de la maladie. Cependant, les mutations retrouvées : NOTCH1"%*°*™ dans BONNA-
12, TP53"%3% et TP537?"3Q dans JOK-1 ne sont pas spécifiques de I'une ou l'autre

maladie, et ne nous permettent pas de conclure.

JVM3 est une lignée cellulaire dérivant d’une leucémie prolymphocytaire B. Cette

lignée porte la mutation BRAF*®™N: une mutation déja décrite dans de rares cas de
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meélanome et qui induirait une activation de la voie des MAPK [126]. La seconde
mutation retrouvée dans JVM3 touche un géne de la régulation épigénétique :
ARID1B"#%° Cette mutation n’a jamais été décrite et n’est a ce jour, pas caractérisée
sur un plan phénotypique. Cependant, compte tenu de I'importance des génes de la
régulation épigénétique dans les hémopathies lymphoides B, cette mutation a

probablement un intérét [32].

2. Les patients atteints d’HCL-c ont des mutations récurrentes

2-1.  La mutation BRAF'°°°F - mutation driver

En accord avec la littérature, 90% des patients atteints d’HCL-c étaient porteurs de
la mutation BRAF'®%E. La proportion de patients BRAF"T différe selon les séries, de
0% a 20% des cas [30,57]. Une étude a mis en évidence des mutations alternatives
dans I'exon 11 de BRAF chez certains patients [83]. Dans notre étude, les deux
patients BRAFY n’avaient pas de mutations alternatives dans les exons 11 ou 15. Le
diagnostic de leucémie a tricholeucocytes classique a été confirmée sur les données
d'immunophénotypage (score HCL a 4/4) et de la cytologie avec I'absence de
nucléoles. L’absence de la mutation BRAF"®°%* dans I'HCL-c est fréquemment
associée a un réarrangement des IGHV de type VH4-34 [57], cependant, le statut des

IGHV n’a pas été réalisé dans cette étude.

La fréquence allélique des mutations BRAF"%%%¢

était compatible avec un statut
hétérozygote, ce qui est classiquement le cas dans le cadre d’'une mutation activatrice

d’'un oncogéne.

2-2.  Mutations associées & BRAF*F

L’analyse des patients a révélé la présence de mutations additionnelles a BRAF
chez un tiers des patients atteints d’'HCL-c (6/18). Ces données confirment les
données de la littérature. Les génes impliqués étaient KLF2 (n=3), CDKN1B (n=2) et

NOTCH1 (n=1). Les ratios fréquences alléliques de ces mutations étaient proches de
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ceux de BRAF"®% (rVAF = 0,47+ 0.16) ce qui indique une atteinte précoce. Cette
donnée va dans le sens de I'hypothése selon laquelle 'accumulation d’anomalies

génétiques autres que BRAF %%

serait nécessaire a la leucémogéneése [26]. De plus,
deux patients (UPN-25 et UPN-38) avaient des mutations sous-clonales additionnelles
dans CDKN1B""® (rVAF=0,09) et KLF2'%* (rVAF=0,16) respectivement. La
caractérisation de ces sous-clones est nécessaire pour le management des futurs

traitements et pour éviter la promotion de sous-clones durant la rechute.

Quatre mutations dans KLF2 ont été détectées chez 3 patients soit 15% des
patients HCL-c (3/20). Ce taux est comparable a celui retrouvé dans la littérature
reporté dans 10 a 16% des cas [99,120]. KLF2 est un facteur de transcription impliqué
dans le homing et la différenciation. Il permet notamment I'expression du CD62L, une
sélectine impliquée dans la localisation ganglionnaire des lymphocytes [127]. KLF2 est
aussi un facteur de régulation négatif de la voie NF-kB [121]. Dans un modéle murin,
le knock-out (KO) de KLF2 n’est pas suffisant pour induire des lymphomes mais
provoque une dérégulation de la différentiation et de la motilité des lymphocytes B
[127,128].

Les mutations retrouvées dans le Trichopanel : KLF2?"°N KLF2?7°T et KFL2™""
étaient localisées prés du domaine en doigt de Zinc ou du signal d’export nucléaire.
Ces mutations ont déja été décrites dans le SMZL comme probablement délétéres
[99,120]. De plus, des mutations impliquant le domaine d’export nucléaire semblent
affecter I'activité facteur de transcription de KLF2 via une relocalisation cytoplasmique
de la protéine [120]. Dans 'HCL-c, il a été décrit une diminution d’expression de CD62L

[129] et une surexpression des génes régulés par NF-kB [49].

L’ensemble de ces données suggérent que les mutations de KLF2 dans I'HCL-c
favoriseraient la localisation extra-ganglionnaire de la maladie et la dérégulation de la
voie NF-kB. Parmi les patients étudiés, les altérations de KLF2 ne sont pas corrélées

a un tableau clinique ou une évolution particuliére.

Un patient (UPN-38) avait deux mutations de KLF2: KFL2™" (rVAF=0,42) et
KLF2™%4S (r'VAF=0,16). Des mutations multiples de KLF2 (entre 2 et 5) ont été décrites
précédemment chez des patients atteints de lymphomes diffus a grande cellule (n=7),

des SMZL (n=2), un lymphome de Burkitt et un HCL-c. Dans la majorité des cas, les
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mutations de KLF2 étaient localisées sur des alléles différents [120]. Dans le cas
d’UPN-38 les mutations étaient détectées sur des reads différents (Annexe 5 : Figure
S1). Nous pouvons en déduire que les deux mutations sont soit portées sur deux

alleles différents du géne, soit sur deux populations clonales différentes.

Des altérations du cycle cellulaire et de I'apoptose sont fréquentes dans les
hémopathies. Dans cette étude deux patients HCL-c avaient des mutations dans
CDKN1B (2/20, 10%) mais aucun n’a de mutation dans TP53. Ces données sont
cohérentes avec les données de la littérature précédemment publiées avec un taux de
mutation de CDKN1B dans 11 a 16% des cas d’HCL-c [60,91]. La fréquence des
mutations dans TP53 differe considérablement d’une étude a une autre entre 0-2%
jusqu'a 27% [51,88,91].

L’étude moléculaire de la cohorte de patients atteints d’HCL a permis de mettre en
exergue une corrélation entre les mutations de CDKN1B et le phénotype CD10+. En
effet, les deux patients avec les mutations CDKN71B*"*% (UPN-2) et CDKN1B"7®*
(UPN-25), avaient une expression atypique du CD10 sur les tricholeucocytes. A ce
jour, il N’y a aucune donnée dans la littérature confirmant ce lien. Cependant, les
proportions de patients ayant une mutation dans CDKN1B et de patients ayant une
HCL CD10+ sont comparables (environ 10-20% dans chaque cas) [60,75,76].
L’expression du CD10 a été récemment corrélée a 'envahissement extra-médullaire
[130] ; mais cette donnée n’a pas été confirmée sur une série plus ancienne [76]. Dans
notre étude, les patients CD10+ n’ont pas une évolution significativement différente
des autres patients. Il serait ainsi intéressant d’élargir la cohorte d’HCL afin de
rechercher un exces d’HCL CD10+ chez les patients mutés dans CDKN1B, et une

éventuelle implication clinique.

V600E
F600

3. Analyse des patients BRA négatifs : un profil atypique

Deux patients atteints d’'HCL-c et quatre patients atteints d’HCL-v, n’ont pas la
mutation BRAF%°°F. Chez ces patients aucune mutation alternative (exons 11 et 15)

n’a été retrouvée.
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Dans le premier cas d’'HCL-c (UPN-10), 'absence de BRAFY®%°F était inattendue.

En effet, ce patient avait été diagnostiqué BRAF %%

positif a 0,2% (seuil de détection
0,01%) par la technique de dépistage en routine. La technique utilisée en routine
repose sur une PCR en temps réel utilisant une technique dite « allele spécifique »
(Amplification  Refractory Mutation System (ARMS®-qPCR)). En cas de
mésappariement de 'amorce, I'amplification est diminuée, réduisant ainsi le signal en
fluorescence. Afin d’éliminer un faux positif, TADN a de nouveau été étudié
conjointement sur les deux techniques et le résultat a été identique : négatif en NGS
(profondeur de lecture 300X) et positif en ARMS®-qPCR. L'infiltration tumorale chez
ce patient étant de 15%, la profondeur de 300X en NGS aurait d( étre suffisante pour
détecter le SNV. Aucune altération additionnelle n'a été détectée sur les génes du
Trichopanel cependant, le profil d’immunophénotypage (score HCL a 4/4) et I'aspect

cytologique permettent de conclure & un HCL-c BRAF%F nggatif.

3-1. Mutations dans MAP2K1

Parmi les six patients BRAF', trois ont une mutation dans MAP2K1. Cette donnée
est concordante avec une étude publiée retrouvant des mutations de MAP2K1 dans
48% des HCL BRAF"T (HCL-c et HCL-v inclues) [58]. Plus précisément les mutations
de MAP2K1 étaient retrouvées dans 86% (6/7) des patients HCL-c BRAF"" et 42%
(10/24) des patients HCL-v. Comme attendu, nous confirmons dans cette étude que

les mutations dans MAP2K1 et BRAF sont mutuellement exclusives [58].

Les mutations MAP2K19°°" et MAP2K1**"N (UPN-v3 et UPN-40 respectivement)
sont proches du domaine de régulation négative du gene et ont été décrites comme
activant la phosphorylation de ERK [131,132]. Cependant, alors que MAP2K1%°™N
induirait une augmentation de la sensibilit¢ aux inhibiteurs de MEK, MAP2K19°%F

provoquerait au contraire une résistance [132,133].

La mutation MAP2K1""%N (UPN-v1) est située prés de I'hélice-C, le site de liaison
avec les inhibiteurs de MEK, et conférerait ainsi une résistance directe aux inhibiteurs
[131]. | n’a pas été démontré dans la littérature que la mutation MAP2K1'7%3N

entrainerait une activation de la voie MAPK. Ainsi, la mutation ne serait pas activatrice
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de MEK mais pourrait conférer une résistance aux inhibiteurs de MEK en altérant la
liaison allostérique de la drogue [132]. Chez le patient UPN-v1, MAP2K1'"%%N était
sous-clonale au diagnostic avec un rVAF de 0,07 et considérablement augmentée au
moment de la rechute (r'VAF=0,41). Une hypothése possible est que cette mutation
serait d’apparition tardive, car n’apporterait pas d’avantage sur la prolifération et la
survie. Cependant, MAP2K1'"%*N pourrait entrainer un phénotype mauvais répondeur
méme en I'absence de traitement par un inhibiteur de MEK. En effet UPN-v1 a été
traité par I'association rituximab-cladribine puis moxétumomab-pasudotox en seconde

ligne.

Le sous-clone résistant peut prendre I'avantage sur les autres cellules tumorales
et induire une rechute. La recherche de ces mutations est donc nécessaire avant la

mise en place du traitement.

3-2. Les mutations dans les génes de la réqulation épigénétique sont

récurrentes dans 'HCL-v

Les patients ne présentant pas d’altérations de BRAF (HCL-c n=2 et HCL-v n=4)
avaient plus souvent des génes de la régulation épigénétique mutés. Ainsi, parmi ces
patients 5/6 (contre 1/18), étaient porteurs de mutations sur des génes de la régulation
épigénétique (ARID1A n=2, KDM6A n=2, CREBBBP n=1).

L’étude de la cohorte par séquengage a haut débit, a permis de mettre en évidence
I'intérét du géne KDM6A dans les formes variantes de la maladie. Ce géne est muté
chez deux patients HCL-v (UPN-v1 et UPN-v2). Ces patients, de sexe masculin, sont
hémizygotes pour la mutation car ce géne est localisé sur le chromosome X. La
présence de génes suppresseurs de tumeur dans le chromosome X peut expliquer le
déséquilibre du sexe ratio homme/femme dans certains cancers [13]. La leucémie a

tricholeucocytes a d’ailleurs, un sexe ratio de 3,9/1 [9].

Dans un modele classique, une mutation hétérozygote d’un géne suppresseur de
tumeur n’est pas suffisante pour étre tumorigéne. La seconde copie « saine » peut a
elle seule restaurer la fonction de la protéine. La perte de fonction des deux copies est

nécessaire, soit par I'acquisition d’'une seconde mutation (mutation homozygote ou

80



double hétérozygote) soit par la perte de copie de l'alléle « sain » (on parlera alors de

mutation hémizygote).

L’équipe de Dunford et al. a montré que des genes suppresseurs de tumeurs portés
sur le chromosome X (ATRX, CNKSR2, DDX3X, KDM5C, KDM6A, et MAGEC3)
échapperaient au phénoméne de Lyonisation de I'X. Les sujets de sexe féminin
auraient donc 2 copies du géne suppresseur de tumeur. Les sujets masculins n’ont
gu'un chromosome X et donc qu’une copie des genes suppresseur de tumeur.

L’acquisition d’'une mutation sur ces génes sera ainsi d’emblée délétere.

KDMG6A, aussi appelé Ubiquitously Transcribed Tetratricopeptide Repeat Protein
X-Linked (UTX), code une protéine nucléaire de la famille des lysine-déméthylases.
Cette famille de protéines joue un rdle dans la régulation épigénétique par
déméthylation de la lysine 27 des histones 3 (H3K27). Des mutations délétéres ont été
décrites dans des myélomes multiples, des cancers de la vessie et des leucémie
aigues lymphoblastiques T (LAL-T) [134].

Les mutations dans KDMG6A entrainent une perte de fonction de la protéine et ont
déja été décrites chez trois patients atteints d’HCL-c [58,60,91]. Deux de ces patients

étaient atypiques :

- I'un avait une mutation stop-gain de KDMG6A retrouvée seulement a la rechute,
probablement liée au traitement par vemurafenib [60]

- | ’autre patient était de type BRAF"" avec des IGHV non mutées et de sous
type VH4-34 [58]. Ce sous type est connu pour étre résistant aux traitements

classiques [51].

Des mutations délétéres de KDM6A ont récemment été mises en évidence chez
un patient atteint de SDRPL et un patient atteint ’'HCL-v [63,91]. Dans notre cohorte,
les deux patients touchés sur KDM6A sont réfractaires a la premiére ligne de
traitement, avec une PFS médiane de 15,07 mois [4,13-26] contre 25,05 mois [3,25-
166,5] chez les patients HCL-c. Un des patients (UPN-v1), n’a pas répondu aux
traitements de seconde ligne (moxetumomab-pasudotox). Il semblerait ainsi que la

perte de fonction de KDM6A confére un phénotype non-répondeur.
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Les mutations de KDMG6A décrites et celles retrouvées chez nos deux patients
provoqueraient la perte du domaine C-terminal hautement conservé (incluant les
domaines Jumoniji et de liaison au Zinc). Le domaine C-terminal est essentiel a
I'activité déméthylase de la protéine [135]. Une récente étude a démontré que KDM6A
agit comme un antagoniste d’EZH2 [136]. Ainsi, la perte d’activité de KDMG6A pourrait
sensibiliser les cellules aux agents déméthylants et notamment aux inhibiteurs d’EZH2
[136]. Une autre étude a montré qu’une mutation inactivatrice de KDMG6A
(KDMBAR'?"9%) dans une lignée cellulaire de LAL-T, augmenterait la sensibilité au
DZNEP, un composé ciblant la méthylation de H3K27 [137]. Ainsi, la perte de fonction
de KDMG6A chez les patients pourrait étre compensée par ['utilisation d’agents
hypométhylants de type 5-azacytidine ou l'utilisation d’inhibiteurs d’EZH2, comme le

tazemetostat, déja utilisé en essai clinique dans des DLBCL.

Des études plus poussées sont nécessaires afin de confirmer la perte de fonction
de la protéine chez ces patients. Il serait notamment intéressant de rechercher par
immunoblot le défaut de déméthylation de I'histone H3. Il serait aussi souhaitable de
rechercher cette mutation dans une plus grande cohorte de patients afin de mieux
évaluer sa fréquence et son impact sur la progression et/ou la survie. Des études
fonctionnelles sont aussi nécessaires pour évaluer I'intérét des agents hypométhylants

chez ces patients.

4. Evolution clonale de la maladie

Comme cela a déja été décrit dans le LLC [138], I'analyse des prélevements au
diagnostic et a la rechute a mis en évidence une hétérogénéité tumorale avec une

évolution sous-clonale au cours de la maladie.

Les tricholeucocytes du patient UPN-40 ont acquis deux nouvelles mutations a la
rechute : BCORF'% (rVAF=0,15) et XPO15°"% (rVAF=0,06). L’apparition de ces
mutations sous-clonales montre une évolution tumorale hétérogéne et est
probablement liée a I'acquisition de résistances/virulences. Ainsi le patient UPN-40 est

actuellement traité en troisieéme ligne.
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Le géne BCOR a récemment été retrouvé altéré de maniére récurrente dans une
série de SDRPL avec des mutations dans 15% des cas (6/40) et une perte de copies
dans 4 autres cas [63]. BCOR est un géne répresseur de I'oncogéne BCL6. La
mutation sous-clonale BCORE'#% est de type non-sens et est donc considérée
comme délétére. Ce géne est porté par le chromosome X, la mutation BCORE™#3%X
serait donc hémizygote et pourrait provoquer une levée de répression de BCL6. Il n’est

actuellement pas décrit de surexpression de BCL6 dans les tricholeucocytes [22].

XPO1 code I'exportine 1, une protéine qui joue un rble essentiel dans I'export
nucléaire de protéine suppresseur de tumeur tel que p53, p27 et ik-B (un inhibiteur de
la voie NFk-B) [62]. La mutation hotspot XPO15°""¥ est décrite dans le lymphome
primitif du médiastin, le lymphome de Hodgkin et la LLC [117,139,140]. Le patient
(UPN-40) présentait a la rechute la mutation XPO15°" avec une fréquence allélique

trés faible. L'impact de cette mutation dans 'HCL n’est actuellement pas connu.

Deux patients avaient des variations de la fréquence allélique des mutations entre
le diagnostic et la rechute. UPN-v1 avait une augmentation de la fréquence allélique
de MAP2K1"%N (rVAF=0,07 au diagnostic et 0,41 & la rechute). UPN-v3 avait une
diminution de la fréquence allélique du variant d’épissage dans CREBBP (rVAF=0,34
puis 0,06) et une augmentation de la mutation MAP2K19°°F (rVAF= 0,48 au diagnostic
puis 0,93). Ce patient n’avait pas été traité entre les deux échantillons mais avait
évolué défavorablement. Chez ces deux patients, on peut observer I'importance pour

la cellule tumorale des mutations de MAP2K1.

Chez le patient UPN-v3, le ratio de fréquence allélique de MAP2K19°%F 4 la rechute

est proche de 1 (rVAF=0,93). Cette perte d’hétérozygotie suppose deux hypothéses :

- Une hémizygotie par perte de copie dans l'alléle non muté. L’estimation de la
perte de copies de MAP2K1 n’a pas pu étre évaluable par CNV du fait d’'un
nombre trop faible d’amplicons couvrant le géne (Annexe 6 : Figure S2)

- Une homozygotie, soit par I'acquisition de la méme mutation sur l'alléle non

muté, soit, plus probablement, par un mécanisme de disomie uniparentale.

La disomie uniparentale est un mécanisme chromosomique complexe, décrit
initialement dans les maladies constitutionnelles, ou, un défaut de méiose entraine la

duplication du méme allele parental dans le zygote. L’individu héritera ainsi d’une
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empreinte parentale unique sur une partie du génome. Plus récemment, ce
mécanisme a été décrit dans des cancers, ou le défaut proviendrait a la mitose. L’alléle
« non muté » est perdu puis le génome manquant est re-dupliqué a partir de I'allele
« muté » entrainant un profil homozygote de la mutation [141]. Ce mécanisme est

particulierement décrit dans les rechutes de leucémies aigues [142].

5. La perte de copie de MAPK15 est 'anomalie de copie la plus
fréquente dans 'HCL-c

L’analyse des CNV a révélé que parmi les six patients BRAF""

, quatre pourraient
avoir une perte de copie du géne BRAF (par extrapolation de la perte ’EZH?2). Chez
un patient, UPN-v1, une délétion du chromosome 7 en position 22->36 a été détectée
sur le caryotype. De maniére similaire, le patient UPN-v2 était porteur d’'une inversion
en 7p15q34. Le géne BRAF étant positionné en 7g34, ces altérations génétiques sont
la cause de la perte de copie de BRAF. Nous n’avons pas de caryotype disponible
pour les deux autres patients. Cependant, nous pouvons supposer la présence d’'une
délétion en 7q34. La délétion en 7q est décrite dans 20% des cas d’HCL-c et d’'HCL-v

[54].

La variation du nombre de copies la plus fréquente est la perte d’'une copie de
MAPK15 dans 37,5% des cas (9/24). MAPK15 est un oncogéne, dont la fonction
précise n'est pas encore connue. MAPK15 code la protéine ERK8 qui stabiliserait c-
JUN, régulerait 'autophagie et la transformation [113,143]. Une surexpression de
MAPK15 a été décrite dans des cancers solides [143,144]. Sa délétion dans notre
cohorte d’HCL-c, serait de bon pronostic et induirait un allongement de la PFS sans

effets sur la survie globale et la durée sans traitements.

De plus, parmi les quatre patients HCL-v, deux ont une duplication du géne ANXA1.
Cette donnée va a I'encontre des données de la littérature ou la surexpression de
'annexine A1 est un marqueur utile au diagnostic des HCL-c et est négatif dans les

HCL-v. Nous pouvons faire I'hypothése que la duplication du géne n’entrainerait pas
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d’augmentation du nombre de protéines traduites. L’implication de la duplication

d’ANXA1 chez ces patients atypiques doit cependant étre explorée.

Dans la cohorte d’HCL aucun SNV n’a été retrouvé dans TP53, grace a I'analyse
des CNV, il semblerait qu’aucun patient ne présente de délétion de TP53. Cette
donnée confirme les séries récentes dans lesquelles la Del17p n”est pas retrouvée

[54]. Une confirmation par FISH de la délétion en 17p est cependant nécessaire.

6. Comparaisons des résultats avec les études publiées

La comparaison des résultats issus du Trichopanel a ceux de la littérature montre
une fréquence semblable des altérations de BRAF, MAP2K1 et CDKN1B. Nous
n’avons cependant retrouvé aucun SNV dans les génes : DUSP2, MAPK15, EZH?2,
TP53, U2AF1, ABCA8 et NOTCH2.

Une étude publiée aprés la mise au point de notre panel de génes, a révélé la
présence fréquente de mutations dans les génes KMT2C (8/53 HCL-c et 2/8 HCL-v
respectivement), CCND3 et U2AF1 (1/8 HCL-v chacun respectivement) [91]. Les
mutations de CCND3 et U2AF1 sembleraient étre retrouvées exclusivement dans des
cas d’HCL-v. Cependant, des mutations dans CCND3 ont précédemment été décrites
dans 21 a 24% des cas de SDRPL et 13% des cas de SMZL [63,145]. Ces données
réunies semblent indiquer qu’il n'y a pas actuellement, de génes spécifiques
permettant de distinguer les HCL-v des SDRPL.
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Conclusions et perspectives
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L’'objectif principal de cette étude était de caractériser cellulairement et
moléculairement un panel de tricholeucocytes pour étoffer les données encore tres
rares sur les mutations associées a la mutation BRAF®°€ leurs fréquences, leurs

éventuelles implications pronostiques et identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Cette étude a mis en exergue la fréquence élevée de mutations additionnelles a
BRAF dans 'HCL-c (33%). Le caractére précoce d’apparition de ces SNV confirme
'hypothése selon laquelle la mutation BRAF"?%°¢ serait un premier hit oncogénique
mais insuffisant pour induire la maladie. De nouvelles mutations inactivatrices de
KDMG6A ont été mises en évidence pour la premiére fois. Des études complémentaires,
portant sur une cohorte plus large, sont cependant nécessaires pour confirmer
I'implication de KDMG6A chez les patients HCL atypiques (patients réfractaires). En
outre, la perte de fonction de KDMG6A chez ces patients ouvre la voie a I'utilisation de

nouvelles thérapies de type hypométhylant.

L’objectif secondaire était d’évaluer I'intérét du Trichopanel dans le diagnostic des
entités frontieres (HCL-v). Ainsi, grace au Trichopanel nous avons pu mettre en
évidence que des génes de la régulation épigénétique étaient plus particulierement
altérés dans les formes BRAF"'. La régulation épigénétique semble avoir un role

important dans la leucémogénése B.

Un prochain travail par I'équipe INSERM1245 va porter sur la caractérisation
fonctionnelle des mutations portant sur les génes régulant I'épigénétique dans 'HCL

et 'éventuel intérét d’utiliser des hypomeéthylants chez ces patients.

Il semble important de noter que le Trichopanel n’a pas été informatif pour un
patient et n’a pas mis en évidence de mutations additionnelles chez 12 patients. Cette
limite provient du choix restreint a 21 génes qui permettait un compromis entre la
couverture et la facilité d’utilisation. D’autres mécanismes cellulaires ou moléculaires
sont certainement impliqués. Ainsi suite a la publication récente de I'équipe de Durham
et al. il semblerait nécessaire d’ajouter les génes KMT2C et CCND3 au Trichopanel
[91].

De plus, de par sa faible puissance, la cohorte de 24 patients ne permet pas de
mettre en évidence de maniére significative une corrélation entre certains génes mutés

et une diminution de la survie sans progression. Un élargissement de la cohorte va
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donc étre réalisé afin d’augmenter nos connaissances dans cette pathologie rare et

peu documentée.

Ce travail a fait 'objet d’'une publication affichée au congrés annuel de I'’American
Society of Hematology en décembre 2017. Un article est accepté et prochainement

publié dans le journal Oncotarget.
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