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Chapitre 1

La Leucémie Myelomonocytaire
Juveénile

Préambule

La Leucémie Myélo-Monocytaire juvénile (LMMJ) est une hémopathie chro-
nique de I’enfant qui se caractérise par une prolifération excessive des cellules de la
lignée myélomonocytaire.

La LMMJ appartient aux syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs (SMD

/ SMP) dans la classification OMS 2016 [1]. Cette catégorie regroupe 5 hémopathies
avec atteinte de la lignée myéloide qui partagent des élements cliniques, biologiques
ou morphologiques des syndromes myéloprolifératifs et myélodysplasiques :

Syndromes Myélodysplasiques/Myéloprolifératifs (OMS 2016)

Leucémie Myélo-Monocytaire Chronique (LMMC)

Leucémie Myéloide Chronique atypique (aLMC), BCR-ABL-

Leucémie Myélo-Monocytaire juvénile (LMM])

Syndromes Myélodysplasiques/Myéloprolifératifs avec sidéroblastes en
couronne et thrombopénie (SMD/SMP-RS-T)

Syndromes Myélodysplasiques/Myéloprolifératifs inclassables (SMD/SMP-U)

Epidémiologie

La Leucémie Myélo-Monocytaire juvenile est une hémopathie agressive qui touche
surtout les enfants de 1 mois a 7 ans, avec une médiane au diagnostic a 20 mois de
vie. Il s’agit d’une pathologie rare, avec une incidence estimée a 1,2 sur 1 million
d’enfants par an [2].

13



Diagnostic positif

La présentation clinique est celle d’une hémopathie avec des signes généraux
(Fievre, Asthénie), un syndrome tumoral et des signes d’insuffisance médullaire.

Le syndrome tumoral est particulierement marqué avec des lymphadénopathies, et
une hépato-splénomégalie. La splénomégalie est d’ailleurs le seul critere clinique
obligatoire pour etablir le diagnostic selon I’OMS. La splénomégalie peut cependant étre
absente dans environ 7 % des cas [3], et apparaitre plus tardivement.

En outre, des signes cutanées sont parfois présents tels que des lésions érythé-
mateuses, maculo-papuleuses ou des xanthogranulomes multiples [2, 3].

Sur le plan biologique, une hyperleucocytose > 10 G/L est fréquente, souvent
associée a une anémie normo-macrocytaire arégénérative et une thrombopénie.
La formule sanguine retrouve une monocytose > 1 G/L. Une faible myélémie est
possible, mais classiqguement peu de précurseurs myéloides circulent dans cette
pathologie.
Comme il s’agit d’une hémopathie chronique, la blastose médullaire est <20 % en dehors
d’une acutisation.

Dans cette pathologie, I’hémoglobine HbF, constituée d’un tétramere a2y2 est
élevée pour I’a4ge. Normalement, la chaine y est remplacée progressivement par la chaine
pour constituer I’némoglobine de I’adulte HbA «242. Il subsiste néanmoins une faible
production d’HbF chez I’adulte, pour < 2 % de I’hémoglobine totale produite [4].

Les progéniteurs hématopoiétiques ont la particularité d’étre capable de proliférer
spontanément, c’est a dire en I’absence de facteur de croissance. lls possédent une
hypersensibilité au GM-CSF qui s’accompagne d’une hyperphosphorylation de
STATS5 en réponse a une faible concentration de GM-CSF [2].

Sur le plan génétique, dans 90 % des cas, des variants pathogenes sont retrouvés dans
les génes PTPN11, NRAS, KRAS, NF1 ou CBL. Une monosomie 7 est aussi fréquente.
La classification OMS 2016, précise par ailleurs qu’il doit s’agir de variants soma-
tiques de PTPN11, KRAS ou NRAS, et que des variants constitutionnels doivent étre
exclus.
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En conclusion, les critéres diagnostiques OMS 2016 pour la LMMJ sont les
suivants:

Criteresdiagnostiques de laLMMJ (OMS 2016)

I. Criteres cliniques et hématologiques (les quatre sont obligatoires)
1. Monocytose dans le sang périphérique >=1-10"G/L
2. Taux de blastes < 20 % dans le sang périphérique et la moelle osseuse
3. Splénomeégalie
4. Absence de chromosome de Philadelphie (BCR/ABL1 nonréarrangé)
‘ II. Critéres génétiques (1 élément suffisant)
- Mutation somatique dans PTPN11, KRAS ou NRAS
- Diagnostic clinique ou moléculaire d’altération du géne NF1
- Mutation germinale dans CBL et perte d’hétérozygotie de CBL
I11. Pour les patients qui remplissent les critéres I. pour lesquels aucun
critére génétique n’a été retrouvé, les éléments suivants doivent étre présents :
- Monosomie 7, ou toute anomalie chromosomique, ou au moins 2 des
criteres suivants:
1. Hémoglobine Feetale augmentée pour I’age
2. Précurseurs myéloides ou érythroides
3. Hypersensibilité au GM-CSF sur destests sur colonies
4. Hyperphosphorylation de STAT5

Diagnostics différentiels

Les diagnostics differentiels sont les infections a Herpesviridae, en particulier
appartenant au sous-familles des betaherpesvirinae et gammaherpervirinae : le CMV,
I’HHV, I’EBV ou bien a parvovirus B19.

Le syndrome de Wiskott-Aldrich, I’ostéopétrose et la lymphohistiocytose hé-
matophagique peuvent aussi mimer une LMMJ.

Syndrome de Wiskott-Aldrich

Découvert en 1937 par le pédiatre allemand Alfred Wiskott et rapporté en 1954 par
I’américain Robert Aldrich, le syndrome de Wiskott-Aldrich est une maladie récessive
lie a I’X due a des variants de type perte de fonction du géne WAS situé en Xp11.23.
Ce geéne code pour la protéine WASP (Wiskott Aldrich Syndrome Protein) exprimee
uniqguement dans les cellules hématopoiétiques ou elle joue un role dans la
polymérisation de I’actine et le remodelage du cytosquelette. Elle participe aussi a la
transcription du géne TBX21, un régulateur essentiel de la réponse immunitaire TH 1
[5]. WAS est aussi un géne suppresseur de tumeur dans les lymphomes T [6].

Le syndrome de Wiskott-Aldrich se manifeste par des infections, un syndrome
hémorragique et de I’eczéma. Les patients se présentent avec une thrombopénie a
< 100 000 plaquettessrmm3 avec volume plaquettaire moyen < 7.5 fL et des manifesta-
tions telles que atopie, auto-immunité et néoplasies.

Il existe une variabilité clinique importante chez les individus atteints de syndrome
de Wiskott-Aldrich. De plus, les variants du géne WAS peuvent donner
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également d’autres entités cliniques : la thrombopénie liée a I’X qui est associée a des
mutations hypomorphes, et la neutropénie congénitale séveére liée a I’X causée par des
mutations gains de fonction.

La prévalence des cancers est de 13 - 22 % avec un age de survenue moyen de 9,5
ans. On recense surtout des lymphomes non-Hodgkiniens mais aussi des leucémies
lymphoblastiques, des myélodysplasies, des syndromes myeloprolifératifs, et d’autres
tumeurs telles que séminomes, carcinomes testiculaires, gliomes, neuromes et sarcomes
de Kaposi [7, 5].

Le traitement repose essentiellement sur une thérapeutique anti-infectieuse et le
traitement des complications auto-immunes.

La prise en charge s’accompagne de I’éducation thérapeutique du patient pour éviter
les comportements a risque hémorragique a cause de la thrombopénie. Transfusions
prophylactiques de plaquettes et immunoglobulines polyclonales peuvent aussi étre
proposées. La splénectomie peut étre discutée pour accroitre les taux de plaquettes, mais
elle expose a un risque infectieux accru.

Le seul traitement curatif est I’allogreffe de cellules souches hematopoiétiques.

Il existe quelques cas rapportés dans la littérature d’enfants de sexe masculin avec
syndrome de Wiskott-Aldrich qui remplissent au moins en partie les critéres
diagnostiques de la LMMJ [8, 9, 10].

Une thrombopénie ainsi qu’une monocytose > 1 G/L est constante. Dans 6 cas
(Yoshimi et al.) [10], la présence de plaquettes géantes a été notée. Enfin, tout les
variants étaient de type perte de fonction (non-sens ou décalage du cadre de lecture) et
conduisaient a une expression protéique diminuée ou absente.

Par ailleurs, il a été rapporté des variants somatiques gains de fonction dans WAS
(p.Ala274Thr et p.Leu270Pro) chez des patients atteints de LMMJ avec mutation de
PTPN11 et NRAS [11]. Il a été suppose que ces variants, comme dans la neutropénie liée
a I’X, augmentent la translocation de WASP dans le noyau cellulaire. WASP est capable
de se lier de facon indirecte au niveau de régions promotrices, et de conduire a la
surexpression de RUNX1 et du récepteur au GM-CSF quand il possede la mutation
activatrice p.Leu270Pro [12].

Ostéopétrose

L’ostéopétrose, également appelée « maladie des os de marbre » est une maladie
génétique caractérisée par une augmentation de la masse osseuse.

Elle est due a une altération de la balance entre formation et résorption osseuse.
Cette altération du remodelage osseux est donc soit due a un exces de formation
0sseuse, soit a un defaut de la fonction de I’ostéoclaste.

A ce titre, elle ne constitue pas une maladie unique, mais un groupe hétérogene de
maladies causees par des altérations dans différents genes, et avec des modes d’hérédité
différents : Autosomique récessif, autosomique dominant et recessif lié a I’X.

Les manifestations sont plus ou moins séveres en fonction du gene impliqué. Elles
incluent des anomalies squelettiques et dentaires, des déformations osseuses

16



et un risque fracturaire augmenté. En outre, I’augmentation de la densité osseuse va se
compliquer d’une réduction de I’espace médullaire osseux, ce qui va provoquer une
atteinte hématologique a type d’anémie sévére, de pancytopénie, et d’infections
récidivantes. L’atteinte médullaire va provoquer également une héma- topoiése extra-
médullaire avec hépatosplénomégalie. Une atteinte neurologique par atteinte des
foramens des nerfs craniens va aussi étre observée, pouvant conduire a une surdité, une
cécite et a une paralysie faciale.

La forme autosomique récessive la plus fréquente est liée a des mutations bial-
Iéliques dans TCIRGL1 (T cell immune regulator 1), qui code pour la sous-unité o3 du
complexe VO de la pompe a proton V-ATPase. Celle-ci est exprimée principale- ment
au niveau des ostéoclastes et de la membrane apicale des cellules gastriques pariétales.
Les ostéoclastes des patients mutés TCIRG1 vont ainsi montrer une activité de
résorption osseuse défectueuse. Par ailleurs, la pompe V-ATPase jouant aussi un role
dans I’absorption du calcium, les patients présentent parfois un rachitisme ou une
ostéomalacie associée.

Une autre altération genétique fréquente est celle causée par des variants type perte
de fonction ou dominant négatif dans le géne CLCN7 (Chloride Voltage- Gated Channel
7) en 16p13.3.

Ce géne code pour un canal voltage dépendant H*/CI- qui agit dans les endosomes
tardifs et les lysosomes. Le KO du gene dans un modele murin est responsable d’une
abolition de la fonction de résorption chez I’ostéoclaste.

Il existe trois entités d’ostéopétrose associées a CLCN7 :

La forme autosomique récessive infantile maligne, une ostéopétrose intermédiaire
autosomique, et I’ostéopétrose autosomique dominante de type Il. La forme récessive a
une expression néonatale. Elle est associée a des anomalies osseuses liées a la
dysfonction des ostéoclastes. Le patient souffre d’une ostéosclérose avec des fractures
récurrentes des os longs, un retard de croissance, des anomalies du crane pouvant
entrainer une hydrocéphalie [13, 14, 15].

Cette pathologie est associée & une réduction de I’espérance de vie dans les formes
infantiles séveéres. La prise en charge est essentiellement symptomatique et repose sur
un traitement orthopédique, une supplémentation vitamino-D-calcique, et des
transfusions de plaquettes et de globules rouges. La greffe de cellules souches
hématopoiétiques est réservée au cas les plus graves, c’est-a-dire essentiellement les
formes autosomiques récessives.

Le diagnostic différentiel est difficile avec la LMMJ. Hoyoux et al. ont rapporté un
cas qui remplissait I’ensemble des critéres diagnostiques pour la LMMJ avec une
ostéopétrose infantile maligne (la forme autosomique récessive). Les éeléments qui
differaient par rapport a la LMMJ étaient une hypogammaglobulinémie (la ou les
patients avec LMMJ ont souvent une hypergammaglobulinémie), des PAL aug-
mentées, et des radiographies du squelette qui montraient des os denses, fortement
radio-opaque [16].
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Lymphohistiocytose familiale hématophagique

La lymphohistiocytose familiale hématophagique est une maladie autosomique
récessive dont il existe 5 sous-types (FHL1 a 5). Il s’agit d’un état hyper-inflammatoire
d’origine génétique qui peut étre difficile a distinguer d’une lymphohistiocytose hémato-
phagique secondaire.

Elle est caractérisée par un défaut dans une ou plusieurs protéines impliquées dans la
cytotoxicité lymphocytaire T et NK.

Des variants pathogéniques dans un de ces quatre génes ont eté identifiés : PRF1
(FHL2), UNC13D (FHL3), STX11 (FHL4), and STXBP2 (FHLS5).

Le géne responsable de la forme FHL1 demeure inconnu, méme si on sait que le
locus se trouve en 9922.

D’autres pathologies entrainent également des lymphohistiocytoses hémato-
phagiques :

Les formes liées a I’X : XPL-1 et XPL-2, respectivement causées par des mu-
tations dans SAP/SHD2D1A et XIAP/BIRC4, et des mutations dans RAB27A (RAS-
associated protein) et LYST (Lysosomal trafficking regulator).

La maladie est déclenchée par une infection virale simple, alors que le patient était
en bonne santé jusqu’a présent. Ceci a lieu en moyenne a I’age de 3 mois. Les patients
présentent un syndrome d’activation macrophagique, ils peuvent développer des
atteintes neurologiques variées, comme des anomalies du tonus, une ataxie, des
convulsions, des hémi ou tétraplégies, une cécite et des troubles de la vigilance pouvant
aller jusqu’au coma [17, 18].

Le diagnostic est établi en remplissant 5 des 8 critéres clinico-biologiques établis par
la Histiocyte Society [19, 20] :

Fievre

Cytopénies

Splénomégalie

Hypertriglyceridémie et/ou hypofibrinogénémie
Hyperferritinemie

Augmentation du CD25 soluble (sCD25)

Diminution ou absence d’activité des cellules NK
Image d’hématophagie présente a la biopsie tissulaire.

® NSO =

La greffe de cellules souches hématopoiétiques est systématique, car en I’absence de
traitement le décés survient 1 a 2 mois aprés le début de la lymphohistiocytose
hématophagique [21].

La stratégie thérapeutique se divise en deux étapes : dans un premier temps, un
traitement immunosuppresseur est mise en place dans le but de contrbler I’état hyper-
inflammatoire du patient. Puis, dans un second temps, I’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques est réalisée.

18



Il a été décrit quelques cas d’association LMMJ et lymphohistiocytose héma-
tophagique secondaire, dans des contextes particuliers de Xanthogranulome Juvenile 1
sans [22] ou avec Neurofibromatose [23], ou avec maladie de Kikuchi 2 [24].

Pronostic et traitement

La LMMJ est une pathologie avec un pronostic sombre, peu sensible a la chi-
miothérapie conventionnelle. Sans greffe de cellules souches hématopoiétiques, la
survie était de 15 % a 5 ans et 8 % a 10 ans (Niemeyer et al. Blood 1997) [25].

La mortalité est principalement liée a I’infiltration des tissus par les cellules
myeéloides, ou bien son acutisation, souvent en LAM4 ou 5 [3].

La cause du déces est principalement une défaillance multiviscérale, souvent en
raison de co-morbidités cardiaques ou pleurales. Cependant dans plusieurs cas, le réle
de la présence d’infiltrats tumoraux dans différents organes comme le cceur ou le
poumon a éte prouvé histologiquement [26].

Le seul traitement efficace a ce jour est la greffe allogénique de cellules souches
hémat-opoiétiques. Le pronostic reste sombre, avec une survie sans progression a 5 ans
de 50 %. La rechute de la leucémie est la principale cause d’échec du traitement.

Actuellement, le pronostic va varier de maniére importante. D’un coté, certaines
LMMJ prennent la forme d’un syndrome myéloprolifératif avec régression spontanée,
de I’autre certaines LMMJs trés agressives, rechutent apres greffe de cellules souches
hématopoiétiques. Ceci va dépendre de facteurs cliniques, biologiques, cytogénétiques
et moléculaires qui seront traités en détail dans le chapitre 3.

1. Uneanomalie des cellules dendritiques, avecsurtout une atteinte cutanée a type denodules
jaune-brun infiltrés par des histiocytes.
2. Maladie inflammatoire avec fievre et lymphadénopathie cervicale.
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Chapitre 2
LMMJ et voie RAS

Préambule

Il est maintenant assez admis que la LMMJ est une maladie de la cellule souche
hématopoiétique [27].

Ceci d’une part, parce que les anomalies chromosomiques ou génétiques de la
LMMJ sont retrouvées dans les cellules myélomonocytaires, les cellules erythroides,
et méme parfois dans les lymphocytes B et T. D’autre part parce qu’un profil
d’inactivation de I’X identique a été retrouvée dans les monocytes, granulo- cytes,
réticulocytes, plaquettes et cellules CD34+CD38- [28].

Dans la majorité des cas, les LMMJ surviennent de fagon sporadique, mais

dans  des cas elles surviennent dans un contexte de maladies constitutionnelles,
les Rasopathies. Dans 90 % des cas, des variants pathogenes sont retrouvés dans les
génes PTPN11, NRAS, KRAS, NF1 ou CBL dans les LMMJ. Dans le reste des cas,
des mutations touchant des petites protéines G ont été rapportées (RIT1, RRAS, RRAS2)
[29, 30].

Ces genes s’intéegrent dans la voie des RAS/MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase), dont la dérégulation est la base moléculaire des LMMJ.

La voie RAS

La voie RAS participe a la signalisation cellulaire en transmettant des infor-
mations en provenance du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire. Ces
signaux extracellulaires prennent la forme de ligands hydrosolubles présents dans le
microenvironnement de la cellule.

Elle joue un réle majeur dans la prolifération cellulaire, la migration, la survie, et
la détermination du destin cellulaire et la différentiation [31]. Elle intervient a la fois
dans le développement precoce et tardif, et c’est une voie majeure impliquée en
oncologie.

La transduction du signal commence par la liaison d’un ligand au domaine ex-
tracellulaire d’un récepteur transmembranaire de la membrane cellulaire. 1l s’agit de
récepteurs a activite tyrosine kinase, ou bien de récepteurs a cytokine type GM- CSF.
L’interaction ligand-récepteur a lieu aprés une dimérisation préalable entre deux
récepteurs tyrosine kinase. Cela est rendu possible grace a des mouvements
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latéraux des récepteurs au niveau de la membrane plasmatique.

La liaison ligand-récepteur provogque un changement de conformation respon-
sable de la phosphorylation des domaines intra-cellulaires des récepteurs (voir figure
2.1). Cette conformation est reconnue par des protéines adaptatrices comme GRB2,
SHP-2, SHC qui recrutent des protéines effectrices, comme SOS1 un facteur
d’échange nucléotidique de guanine de type GEF (Guanosine Exchange Factor). Cette
derniére agit sur les protéines RAS, et transforme la forme RAS-GDP inactive en
RAS-GTP actif, par remplacement du GDP en GTP.

A I’état actif, lié au GTP, RAS va initier des cascades de de signalisation comme
la voie des MAPKinases, la voie PI3K-AKT ou celle de JAK/STAT [32]. In fine, ces
cascades de signalisation aboutissent a la modification de cibles cytolosoliques,
membranes, ou encore a la translocation de facteurs de transcription dans le noyau ou
ils vont assurer la régulation de I’expression génique.

[E=———=21 sos1

Figure 2.1 — Représentation schématique simplifiée du récepteur au GM-CSF
(GM-CSFR).

Il existe une chaine a, codée par le géne CSF2RA spécifique du GM-CSFR, et une chaine @,
codée par CSF2RB commune a IL-3R et IL-5R. Un hexamere est constitué de 2 ligands (le
GM-CSF), 2 chaines 8 et 2 chaines a. En réalité, le GM-CSFR forme un dodécaédre composé de
deux hexameres. La liaison du ligand au CSFR conduit a la phosphorylation des tyrosines dans
le domaine intracytoplasmique et le recrutement de protéines adaptatrices.

D’apres Hansen et al., et Becher et al. [33, 34, 26]
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Les protéines RAS

Les genes ras (pour rat sarcoma virus) font partie des premiers oncogenes iden-
tifies (le premier étant Src), grace aux travaux sur le virus du sarcome du rat par
Kristen et Harvey pendant la fin des années 70 et le début des années 80.

Ce rétrovirus a capturé dans son génome ces genes au cours de I’évolution et est
désormais capable d’insérer ces séquences virales dans I’ADN de la cellule qu’il
infecte. Les séquences virales comportent souvent une substitution, sur les codons 12
ou 13 et plus rarement 61, capable d’induire une transformation maligne des cellules
infectées.

En pathologie humaine, la responsabilité des virus dans la survenue de cancer reste
faible, mais I’étude des virus a pu révéler I’'intérét majeur de ces genes dans
I’oncogeneése.

Les homologues cellulaires de KRAS et HRAS ont été identifiés en 1981 chez le rat
[35], puis chez la souris [36] et ’Homme en 1982 [37].
N-ras estidentifié en 1983 a partir des lignées cellulaires de neuroblastomes [38].

Les proteines RAS sont une famille de protéines G de 20 a 29 kDa ancrées a la
membrane du c6té feuillet interne. Elles subissent des modifications post-
traductionnelles afin de permettre leur ancrage au feuillet interne de la membrane
cellulaire :

Elles posseédent en C-terminal un motif CAAX qui va étre reconnu par une
enzyme, la farnésyl transférase [31]. Ce site recevra donc I’addition d’un lipide
isoprénoide farnésyl au cours d’une isoprénylation.

Les protéines RAS sont ainsi liées a la membrane cellulaire du coté intracyto-
plasmique.

On dénombre un nombre important de membres de la famille Ras :

Il existe 36 genes Ras qui codent pour 39 protéines. Elles ont la capacité de se lier
au GDP ou au GDP, et une activité GTPase intrinséque.
On peut citer notamment RIT1, qui présente 50 % d’homologie avec les protéines RAS
classiques (KRAS, HRAS et NRAS), une activité GTPase mais en revanche elle ne
possede pas de motif de prénylation (CAAX, XXCC, CXC) [30]; ouencore RRAS, avec
une homologie de 55-60 % avec les autres protéines RAS, qui contient une séquence
unique en N-terminal de 26 acidesaminés[29].

La régulation de la voie RAS
L activation des protéines RAS est finement régulée :
Elle repose sur une balance entre des GEF (Guanosine Exchange Factors), qui
remplacent le GDP par le GTP et activent RAS, et des GAPs (GTPase Activating

Proteins) qui accélérent I’hydrolyse du GTP en GDP en potentialisant I’activité
GTPase intrinséque de RAS, et inactive RAS (voir figure 2.2) [39].
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RTK

Fonction
GTPase intrinséque

Figure 2.2 — La Regulation de RAS.

L’activation des Récepteurs Tyrosine kinase (RTK) permet le recrutement de protéines adapta-
trices qui activent les GEFs (Guanosine Exchange Factors) telles que SOS. Les GEFs catalysent
I’échange du GDP lié aux protéines RAS en GTP, ce qui active la protéine RAS. Ce signal est
régulé par l'activité GTPase intrinséque de RAS qui est potentialisée par les GAPs (GTPase
Activating Proteins).

Les régulateurs positifs de RAS

SHP2

Au niveau de I’activation du récepteur tyrosine kinase, la protéine adaptatrice SHP-
2 (Src homology-region 2-domain phosphatase-2), codée par PTPN11 en 12g24.13,
est un régulateur positif du signal.

Il s’agit d’une tyrosine phosphatase, qui possede 2 domaines SH2 (src-homology
2) : N-SH2 et C-SH2, un domaine PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) et une ex-
trémité carboxy-terminale (voir figure 2.3) [40].

Selon des données de cristallographies, a I’état basal, SHP2 est en configuration
inactive quand le domaine N-SH2 interagit avec PTP. Cependant, lorsque le domaine
N-SH2 se lie a un résidu phosphotyrosil (pY), ceci entraine un changement de
conformation qui réduit I’interaction entre le domaine N-SH2 et le domaine PTP. N-
SH2 agirait comme un commutateur qui active ou inactive la protéine SHP2. Le site
catalytique devient accessible au substrat, et la protéine joue son role de phosphatase
[41].

Elle bloquerait I’action d’inhibiteurs de RAS, tels que Sprouty, Src, ou des RAS-
GAP(Guanosine-triphosphatase-Activating Protein).

[ =
| |

104 112 216 221 524

N-SH2
|
3

Figur'e 2.3 — Structure de SHP2. D’aprés Pannone et al. [42]
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SOS1/S0S2

SOS1 et 2 pour Son-Of Sevenless, il s’agit de GEFs (Guanine nucléotide Ex-
change Factors) de RAS, situées respectivement en 2p22.1 et 14921.3. lls simulent la
libération du GDP de RAS, ce qui promeut I’activation de RAS par sa liaison au GTP
[43].

SHOC2

SHOC2 est une protéine de soutien constituée en majorité de séquence LRR
(Leucine Rich Repeats), et une région KEKE (Alternance de Lysine et d’acide
Glutamique) en N-terminal.

SHOC?2 agirait en faisant le lien entre les protéines RAS et leurs partenaires d’aval.
Il a été notamment décrit qu’en se liant & M-RAS, il permet la translocation de PP1C
(Catalytic subunit of Protein Phosphatase 1) a la membrane. Cette phosphatase va
déphosphoryler la Serine 259 de RAF1, ce qui aura pour conséquence la stabilisation
de RAF1 et donc I’activation de la voie des MAPKinases [44, 45].

Les régulateurs négatifs de RAS

NF1

La neurofibromine codée par le gene de 60 exons, NF1, est une RAS-GAP située en
17q11.2, qui joue un role de régulateur négatif par activation de la fonction GTPase
intrinseque des protéines RAS.

CBL

CBL, également régulateur négatif, est une E3-ubiquitine ligase qui place sur le
récepteur tyrosine kinase une marque ubiquitine qui va avoir pour conséquence
I’endocytose du récepteur et sa dégradation dans les lysosomes [39]. La protéine virale
v-Cbl était déja connu comme oncogéne qui blogue I’endocytose des récepteurs.

Ainsi, en inhibant la dégradation du récepteur lors d’une altération de CBL, le
récepteur va s’accumuler a la surface de la cellule. L’amplification d’un récepteur est un
événement oncogénique classique qui entraine soit une hyperréactivité a des
concentrations méme faibles de ligands, soit méme une activation ligand indépendante
en déplacant la réaction vers la forme dimérisee [39].

Elle présente une région N-terminale de liaison au domaine tyrosine kinase (TKB)
des RTK, suivie d’un domaine RING-finger impliqué dans I’activite E3 ubiquitine
ligase, puis un domaine proline riche, et enfin une séquence UBA/LZ (homologous to
ubiquitin-associated/leucine zipper domain) qui joue un réle dans la liaison avec
I’ubiquitine et la dimérisation de la protéine [46].
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RASA1/RASA2

RASAL, situé en 5g914.3, code pour la protéine p120, une Ras-GAP qui posséde
unerégiond’homologieavec Srcen N-ter, etunpleckstrinhomology domain en C-term.

RASA2, situé en 3g23, code pour une autre Ras-GAP : Ras p21 Protein Activator 2
[47].

SPRED1

SPRED1, pour Sprouty-Related EVH1 Domain Containing 1, est localisé en
15g14. C’est un régulateur négatif de Ras qui agit en inhibant la phosphorylation de
RAF. De plus, il se lit a NF1 et induit sa localisation au niveau la membrane cellulaire.
Ainsi, il permet a NF1 d’exercer son r6le de GAP, ce qui fait donc de SPRED1 un
régulateur négatif.

Rasopathies

Les Rasopathies sont des pathologies constitutionnelles dont les bases génétiques
sont une dysrégulation de la voie RAS/MAPK. La voie RAS/MAPK joue un réle
important dans le développement, ou elle contrdle la migration cellulaire, laprolifération,
lasurviecellulaire et ladifférenciation.

Les patients atteints de Rasopathies présentent des anomalies comme une dys-
morphie faciale, des dysfonctionnements cardiaques, des déficits cognitifs, des al-
térations ectodermiques et squelettiques, ainsi qu’une susceptibilité a certains can-
cers.

Les Rasopathies ont donné lieu a des descriptions de syndromes cliniques dis-
tincts qui ont été corrélées a des mutations de certains genes de la voie RAS.

Il existe cependant un chevauchement important entre les différents syndromes
cliniques, et une expressivité variable pour un méme phénotype.

Syndrome de Noonan

Cette maladie a été découverte en 1963 par le Dr Jacqueline Noonan. Son in-
cidence est de 1 pour 2000 naissances.

Elle présente les anomalies phénotypiques suivantes :

Une dysmorphie faciale 1, un retard de croissance post-natale, un pterygium colli
2, une cardiopathie malformative (souvent une sténose de I’artere pulmonaire) ou une
cardiomyopathie hypertrophique et un pectus excavatum.

1. Hypertélorisme, ptosis palpébral, fentes palpébrales obliques en bas et en dehors, un épicanthus,
nez retroussé, oreilles bas implantées, en rotation postérieure, avec un lobule saillant, un philtrum avec
piliers marqués.

2. Repli bilatéral au niveau du cou, fait de tissus cutanées et sous-cutanée, qui s’étend latéralement
de la mastoide a I’acromion.
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D’autres atteintes cardiaques sont décrites comme des coarctations de I’aorte, et
des anomalies du septum atrio-ventriculaire. Des anomalies squelettiques sont aussi
rapportées comme des déformations vertébrales et cervicales [40].

Sur le plan du neuro-développement, une hypotonie avec un retard moteur est
fréquente. Chez 20 % des cas, il existe un retard d’acquisition du langage. Le QI est
variable (entre 50 et 120) avec une déficience intellectuelle (Ql < 70) dans 20 % des

cas. Dans 30 a 40 % des difficultés d’apprentissage sont observées.

D’autres signes sont inconstants :
Cryptorchidie, hyperkératose, anomalies du scalp, lymphcedéme, troubles de la
coagulation, maladies auto-immunes, deficience intellectuelle, troubles de I’appren-
tissage.

Cette pathologie autosomique dominante a pénétrance quasi-compléte mais avec
une expressivite variable est causée dans 50 % des cas par des variants gains de fonction
affectants la protéine SHP2 (cf voie RAS/MAPK), codée par PTPN11, situé en 12922.
Pour le reste des cas, les genes impliqués sont :

SOS1 (10-13 %), RAF1 (10 %), KRAS (< 5 %), RIT1 (< 5 %), BRAF (< 2 %),
MEK1 (< 2 %), RRAS (< 2 %)et NRAS (< 2 %), SOS2 (probablement < 1 %)
[26, 43].

Plus récemment, le gene LZTR1, un suppresseur de tumeur, connu comme fac-
teur de susceptibilité dans les schwannomatoses multiples, a été également décrit
comme responsable de syndrome de Noonan [48, 49].

Ainsi, il s’agit de variants dans des proteines regulatrices positives de la voie
RAS/MAPK qui ont pour conséquence son hyperactivation.

Dans leur revue de la littérature, Kratz et al. ont estimé I’incidence cumulée de
cancer a I’age de 20 ans a 4 % pour les patients atteints de syndrome de Noonan. Les
principaux cancers rapportés étaient des Neuroblastomes et gliomes, des hémopathies
malignes (LAL, LAM) et des rabdomyosarcomes [50].

La prise en charge de cette pathologie a fait I’objet d’un (PNDS) Protocole
national de diagnostic et de soins pour les maladies rares en octobre 2016.

Pour ce qui est du dépistage des hémopathies, outre un bilan initial qui comprend
une NFS et un bilan de coagulation étendue TP, TCA, fibrinogéne, activité des
facteurs de la voie exogéne et endogeéne, activité co-facteur de la ristocétine du VWF,
il n’y a pas de surveillance particuliere recommandeée. Il n’y a pas d’intérét a faire
une NFS réguliére pour dépister une hémopathie aigiie, méme si le dépistage des
syndromes myélodysplasiques a été discuté jusqu’a 2 ans.

Syndrome CBL

Le syndrome CBL est souvent associé avec un phénotype atténué de syndrome de
Noonan, avec comme particularité le risque de développement d’une vascularite [46].

Sur le plan génétique, CBL fonctionne comme un géne suppresseur de tumeur,

conférant une prédisposition aux cancers a I’état hétérozygote, alors qu’un deuxieme
« hit » est retrouvé dans les cellules cancéreuses. Cependant, il existe
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toujours en tumoral une perte d’hétérozygotie avec un nombre de copie conservé, ou
isodisomie acquise. Les variants sont majoritairement des faux sens, avec un hotspoten
p.Y371H.

Ainsi il est suggéré, qu’en situation d’isodisomie acquise la fonction ubiquitine
ligase est abolie, mais une activité biochimique essentielle est maintenue [51].

Neurofibromatose de type 1

La Neurofibromatose de type 1 est une maladie autosomique dominante, par perte
de fonction de la neurofibromine codée par NF1, géne du locus 17g11.2. La perte de
ce régulateur négatif de la voie RAS/MAPK est également responsable d’une
hyperactivation de cette voie de signalisation et d’anomalies du développement.

C’est une pathologie fréquente avec une incidence estimée a 1/3000 naissances et
20 000 patients en France. Elle survient de novo dans 50 % des cas.

Diagnostic : Les critéres diagnostiques sont définis par la conférence de consen-
sus de 1988 [52] :

Diagnostic NF1

Deux critéres ou plus :

6 taches café-au-lait ou plus, de > 5 mm de grand diamétre chez des
individus pré-pubaires, et > 15 mm chez des individus post-pubaires
2 ou plus neurofibromes, de n’importe quel type, ou bien 1 ou plus
neurofibromse plexiformes

Lentigines axillaires ou inguinales

Gliome des voies optiques

2 ou plus nodules de Lisch (hamartomes iriens)

Une lésion osseuse distincte telle qu’une dysplasie du sphénoide ou un
amincissement du cortex d’un os long avec ou sans pseudarthrose

Un apparenté du premier degreé atteint de neurofibromatose de type 1 qui
remplit ces criteres

La Neurofibromatose de type 1 prédispose a différentes tumeurs. Les plus spéci-
fiques de la pathologie sont les neurofibromes bénins, constants dans cette maladie,
par perte du second allele en intra-tumorale. Leur gravité est liée a leur potentiel
d’évolution maligne en tumeurs malignes des gaines des nerfs périphériques
(MPNST).

D’autres sous-types tumorales sont décrits : Gliomes des voies optiques (15-20
%), GIST (Gastro Intestinal Tumor) (5-30 %), Phéochromocytomes (0.1-13 %),
Rhabdomyosarcomes (1-6 %), Gliomes malins (0.8 %), et un sur-risque de cancer du
sein de 8.4 % a 50 ans [53].

En outre, il existe une augmentation du risque de LMMJ d’un facteur 200 a 500
fois, qu’il faut cependant relativiser car la frequence des leucémies dans la NF1 est
< 1% [53].

Son principal diagnostic différentiel est le syndrome de Legius, et la dysmorphie
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faciale des patients atteints de neurofibromatose se rapproche de celle des patients
atteints de syndrome de Noonan.

Autres Rasopathies

Enfin, il existe d’autres Rasopathies : le syndrome de Noonan avec lentigines
multiples, le syndrome de Noonan avec cheveux anagénes caducs, le syndrome de
Costello causé par des variants dans le géne HRAS [54], le syndrome cardiofascio-
cutané en majorité di a des variants dans BRAF, ou le syndrome de Legius avec
inactivation du gene SPRED1 [55, 54, 51, 56].
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Figure 2.4 — Récapitulatif des Rasopathies
Schéma de la voie RAS et des différents génes mutés en germinal dans les Rasopathies.
D’apres Strullu et Cavé [26].
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Chapitre 3

Aspects pronostiquesdes LMMJ

Préambule

Comme vu préecédemment, les LMMJs peuvent prendre des formes trés agressives,
dans lesquelles la greffe de cellules souches hématopoiétiques est le seul recours.
Méme dans ces conditions, la rechute post-greffe est fréquente et le pronostic
péjoratif.

A I’inverse, certaines LMMJs sont indolentes, marquées par une
myeéloprolifération benigne, et parfois méme une régression spontanée. Dans ces cas
I, une greffe exposerait le patient de facon totalement inutile a des complications
potentiellement mortelles, telles que la maladie du greffon contre I’hote, les
complications infectieuses, et la toxicité liée au conditionnement [57].

Il existe tout un spectre entre ces deux extrémes, aussi il est nécessaire d’identifier
des facteurs pronostiques a méme de prédire I’issue d’une LMMJ, et ainsi guider
I’hématologue dans sa décision de recourir ou non a la greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétique.

Facteurs de risque traditionnels

Les facteurs traditionnels de mauvais pronostic sont un age élevé au diagnostic, un
taux d’hémoglobine feetal (HbF) élevé pour I’age et une thrombopénie.

Les seuils varient selon les auteurs dans la littérature :
Un age au diagnostic > 2 ans [58], ou > 4 ans est de mauvais pronostic [25].

La thrombopénie < 100 G/L [58], voire < 33 G/L [25] est associée a un mauvais
pronostic.

Un taux d’HbF > 15 % [25] a un pronostic défavorable tandis qu’une HbF < 10 %
est de bon pronostic [59].

Facteursde risques liés a la mutation initia-
trice

Les LMMJ surviennent dans 1/3 des cas dans un contexte syndromique, dans le
cadre des Rasopathies. Les plus fréguemment associées aux LMMJ sont le syn-
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drome de Noonan (surtout par mutation PTPN11), la neurofibromatose de type 1 et le
syndrome CBL.

LesLMMJsyndromiques
Néoplasie Myéloproliférative liee au syndrome de Noonan (NS-NMP)

Environ 5 % des patients atteints de syndrome de Noonan avec mutation PTPN11
développent dans la petite enfance une néoplasie myéloproliférative (NMP)
répondant dans la moitié des cas aux critéres diagnostics de LMMJ [60].

La NMP simple associée au syndrome de Noonan (NS-NMP) est de bon
pronos- tic, souvent spontanément résolutive et ressemble aux syndromes
myeloprolifératifs transitoires observés dans la trisomie 21.

Néoplasie Myéloproliférative liée au syndrome de Noonan (NS-NMP)

La NS-LMMJ mutée PTPN11 débute dans la majorité des cas en période
néonatale. Elle est habituellement agressive, conduisant a une prise en charge ré-
animatoire, et le deces survient fréquemment.

Le spectre mutationnel differe entre les NS-LMMJ mutées PTPN11 et les
LMMJ sporadiques mutées PTPN11. Il existe une différence de distribution des
variants de PTPN11 dans les LMMJ sporadiques et celle lieée au Noonan. Les
variants pathogenes typiques des LMMJ sporadiques sont peu représentés dans le
syndrome de Noonan.

Tartaglia et al. ont proposé une classification des variants pathogénes de PTPN11
[41] en 6 groupes :

Le groupe | comprend des variants situés dans le domaine d’interaction N-
SH2/PTP (T2, N58, G60, D61, Y62, Y63, E69, F71, A72, T73, E76, Q79, Q256).
Ils agiraient en stabilisant SHP-2 en configuration active.

Le groupe Il comporte des variants au niveau de la surface de PTP. Ils sont
importants pour la stabilité du site catalytique a I’état inactif, et participe aussi a
I’activité catalytique (Y279, 1282, A461, G464, Q506 et Q510).

Le groupe Il regroupe aussi des variants de PTP qui assure la stabilité du site
catalytique, mais ils jouent un réle dans le contrdle de la spécificité du substrat
(G502 et G503).

Le groupe IV : ce sont des mutations qui affectent les résidues qui maintiennent
la structure de PTP (F285, N308, 1309, et P491), ou interagissent avec les acides
aminés qui servent I’activité catalytique (G268, T468, R498, R501, et M504).

Les mutations du groupe V affectent les acides aminés dans la poche de liaison
au phosphopeptide au niveau des domaines SH2 (A42, L43, et E139). Ils pertur-
beraient la spécificité de liaison aux phosphopeptides ou leur affinité.

Enfin, les variants du groupe VI sont dans la zone de liaison entre le domaine
N-SH2 et C-SH2 altéreraient la mobilité ou leur orientation I’une par rapport a
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I’autre (D106 et E110).

Tartaglia et al. avait retrouvé une sur-representation des variants de classe 1 et 11l
dans les formes sporadiques (respectivement 85 % de classe | et 10.5 % de classe 111)
[41]. Dans les mutations d’origine germinales, les classes | sont présentes en moindre
fréquence (42 %), suivies des classes 1V (34 %), et des classes Il (11.5
%).

Il est postulé que les variants de LMMJ sporadiques ont un effet gain de fonc-
tion plus fort que les LMMJ des Rasopathies.

Une des hypotheses qui expliquerait la différence de distribution est la létalité des
variants des LMMJ sporadiques lorsqu’ils surviennent en germinal. Cette hypothese
est notamment supportée par I’étude de Mason-Suares et al. [61] :

Ils ont publié une petite série de 4 cas de formes séveéres de syndrome de Noonan

détectées en prénatal. La clinique était majoritairement marquée par un hygroma, un
hydrops ou un hydrothorax.
L’évolution a été défavorable, ou bien la grossesse a été interrompue dans 2 cas.
Dans le premier, le patient est décédé a 2 jours de vie d’une hypertension pul-
monaire secondaire a I’hypoplasie pulmonaire liée a I’anasarque foeto-placentaire.
Dans le second cas le patient a développé une LMMJ et une entérocolite nécrotique
qui ont conduit au déces.

Les variants de PTPN11 retrouvés étaient de classe | : PTPN11 : p.Glu76Gly,
PTPN11 : Ala72Thr (les deux autres étaient NRAS : p.Gly12Ser).

Cette classification est cependant a pondérer car elle n’explique pas I’ensemble
des variants retrouves.

LMMJsyndromiqueliéealaneurofibromatosedetypel (NF1-LMMJ)

Les LMMJ syndromiques chez les patients atteints de neurofibromatose de type 1
sont agressives, présentent un taux de blastes plus élevé au diagnostic (un taux
médian 8 % contre 4 %, p = 0.040 pour les autres patients dans la cohorte de Nie-
meyer et al. [25]). La LMMJ peut étre inaugurale, et précéder tout signe clinique de
neurofibromatose [62].

Chez les patients NF1, une inactivation du second allele a lieu en somatique dans
la cellule hématopoiétique [63, 64]. Aucune corrélation génotype-phénotype n’a pu
étre clairement mise en évidence entre la mutation germinale de NF1, la gravité de la
NF1 sous-jacente et le risque de survenue d’une LMMJ [65, 66].

Les syndromes microdéletionnels de NF1 qui emportent les régions flanquantes
ont été décrits comme associés a un phénotype plus sévere, notamment sur le plan
tumoral, il est rapporté un nombre important de neurofibromes et un risque de
MPNST (Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumours) plus élevé. De facon in-
téressante, un des genes de la région flanquante, SUZ12 est un géne du PRC2,
implique dans la di ou triméthylation de I’histone H3K27, et il est fréquemment
altére dans les LMMJs [67].
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LMMJ syndromique liée au syndrome CBL (CBL-LMMJ)

Les CBL-LMMJ peuvent avoir une présentation agressive ou au contraire spon-
tanément résolutive [26] mais certaines développent une vascularite plus tard [68,
51]. Ces LMMJ ont un sex ratio en faveur des filles [69].

Les LMMJ a CBL s’accompagnent d’une perte d’hétérozygotie somatique au
niveau de la région 11g-gter qui émerge par une isodisomie uniparentale acquise sans
que la raison en soit bien comprise.

Les variants décrits, de type faux-sens ou délétion in-frame touchent principa-
lement le domaine RING-finger ou sa région adjacente, et pourrait avoir un effet
dominant négatif en conservant une fixation aux RTK activés sans induire leur
dégradation [46].

Il existe un hotspot mutationnel pour le variant p.Y371H qui est plus fréquem-
ment retrouvé. Les études fonctionnelles montrent une élévation des récepteurs
EGFR phosphorylés (pEGFR), donc une inhibition de la clairance des RTK, as-
sociée a diminution de la capacité de CBL : p.Y371H a poly-ubiquitiniler pEGFR aux
LMMJ [46, 51].

LMMJ syndromique liée au mutation GATA2

GATAZ est un facteur de transcription, qui possede deux domaines Zinc Finger
(ZF1 et ZF2), impliqué dans I’hématopoiese. Des mutations germinales dans ce géne
sont responsables de différents syndromes de prédispositions aux hémopathies
malignes et a des infections opportunistes, en particulier fongique, a mycobactéries et
aHPV [70, 71].

En particulier, des variants perte de fonction ont été retrouves dans les patients
atteints de LMMJ [72, 70].

Les LMMJsporadiques
Les LMMJ sporadiques sont freqguemment mutées PTPN11, KRAS, ou NRAS.

Les LMMJ somatiques PTPN11 ont la réputation d’étre de mauvais pronostic. Dans
I’étude de Yoshida et al., chez 71 patients avec LMMJs sporadique, la survie globale a 5
ans était de 25 % chez les mutés PTPN11 contre 64 % chez les autres, mutées NRAS et
KRAS [73].

Les LMMJ mutées NRAS et KRAS sont quant a elles hétérogénes. Certains patients
porteurs de mutation NRAS guérissent spontanément, et dans une moindre mesure les
patients mutés KRAS [74, 75, 76].

D’autre part, une entité appelé RAS-associated Autoimmune Leukoproliferative
Disorder (RALD) a été décrite [77]. Il s’agit d’une lymphoprolifération B non
maligne, avec hépatosplénomégalie, des adénopathies, une hypergammaglobuliné-
mie, une monocytose. Les patients avaient pour certains des auto-anticorps tels que
des anticoagulants circulants de type lupique, des anti-cardiolipides, et des
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facteurs anti-nucléaires positifs.

Le substratum moléculaire du RALD est une altération des exons 12, 13 et 61 de
KRAS ou NRAS, soit les mémes codons que ceux dans les LMMJ.

Ainsi la diversité des LMMJ ne peut s’expliquer uniquement par leur seule
mutation initiatrice, aussi, d’autres facteurs comme les mutations additionnelles ou les
altérations épigénétiques jouent également un réle pronostique.

Facteurs de risque par mutations addition-
nelles

Monosomie 7

La monosomie 7 est fréquemment rapportée, en particulier dans les LMMJ as-
sociées a KRAS, ou elle est observée dans environ 25 % des cas [78]. Sa valeur
pronostique est néanmoins débattue :

Dans I’étude de Manabe et al. [79] 6 patients sur 27 atteints de LMMJ avaient un
caryotype anormal (4 avaient une monosomie 7, 1 avait une trisomie 21 et le dernier
une inversion du 2). A 4 ans, ces patients étaient tous décédés, tandis que la survie a 4
ans chez les patients sans anomalie caryotypique était de 81.8 %. Cependant, ce résultat
n’apasété confirmé pard’autresétudesplus larges[80, 81].

Mutations additionnelles dans la voie RAS

En plus des mutations initiatrices, d’autres mutations additionnelles vont concer-
ner la voie RAS. Historiqguement, les variants de la voie RAS étaient décrits comme
mutuellement exclusifs.

Cependant, il s’avére au contraire que les mutations additionnelles vont s’ac-
cumuler dans les génes de la voie RAS. Elles concernent les génes canoniques de la
voie RAS (voir figure 3.1), ou bien des régulateurs tels que PDE8A, qui empéche
I’inhibition de RAF1 par phosphorylation, ou bien RAC2 qui agit en activant la voie
PI3K-PDK1-AKT et mTORC2. Le géne SETBP1 a été aussi retrouvé muté, et a
mutation récurrente p.Gly870Ser réduit I’activité de PP2A, une phosphotase dont les
cibles sont les membres de la voie RAS-MAPK comme RAF-1 [82].

La présence de ces variants additionnels dans la voie RAS s’accompagne ainsi
d’un pronostic défavorable [83].

Mutations additionnelles dans lavoie du polycomb
Les génes du PRC2:

A partir des travaux sur la drosophile par Lewis et al., deux groupes majeurs de
génes qui assurent la régulation de I’expression des genes ont été identifies.

D’un c6té les protéines du groupe Trithorax (trxG), activateurs transcriptionnels,
de l'autre les protéines du groupe Polycomb, represseurs transcriptionels. Ces
protéines agissent sur le plan épigénétique en modulant I’état de compaction de la
chromatine pour activer ou inactiver certains genes. Grace notamment a ces
complexes,une diversité de profil d’expression génétique va pouvoir émerger,
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(n = 59)
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Figure 3.1 — Mutations non exclusives dans les LMM]J

Diagramme de Venn, montre la coexistence de plusieurs mutations dans les genes canoniques
de la voie RAS. Chez 3 patients, schématisés par des cercles de méme couleur a l'intérieur de
I’ensemble des mutations PTPN11 et NRAS, coexistent des doubles mutants KRAS. Chez 3
autres patients, dans les ensembles en gris, des variants RRAS sont aussi présents.

Caye et al. Nature genetics 2015 [83].

conduisant a différents sous-types cellulaires, bien que leurs génomes soient pour-
tant identiques.

Ainsi ces complexes vont jouer un r6éle majeur dans le contréle de la différentiation
cellulaire, de I’auto-renouvellement, et le maintien des lignées cellulaires. Aussi, les
mutations dans ces genes vont donner lieu a des anomalies du développement, ou bien
étre impliquées dans I’oncogenése, soit en réactivant des oncogeénes ou soit en réprimant
certains suppresseurs de tumeurs [84].

Les protéines du groupe Polycomb ont été identifiées chez la Drosophile. lls ont un
role régulateur dans la segmentation du corps en tant de répresseurs des genes homéot-
ques.

IIs existent 2 complexes majeurs chez les mammiferes :

Les Polycomb Repressive Complex (PRC) 1 et 2

Le premier, le PRC1, mono-ubiquitine la lysine 119 de I’histone H2A (H2AK119ub)
via ses enzymes ubiquitine ligases RinglA et Ringlb. Le second di ou tri-méthyle la
lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me2/3), via ses sous-unités catalytiques Ezhl et Ezh2.

Le PRC1 est constitué de 4 sous-unités principales :
PCGF4/BMI1, PCGF2/MEL18, PHC, CBX et une H2A mono-ubiquitylases : RING1A
ou RING1B. La marque H2AK119ubl apposée induit de la compaction de la
chromatine.
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Le PRC2 est constitué de 4 sous-unités (voir figure 3.2) :
SUZ12 (suppressor of zeste 12 homolog), EED (Embryonic Ectoderm Develop-
ment), une méthyltransférases : EZH1 ou EZH2 (enhancer of zeste Homolog 2) et
RbAp46/48. 1l est recruté au niveau d’iléts CpG non méthylé pour apposer la marque
H3K27me3 [85].

PRC2

DNA
binding

@'

é\y

Figure 3.2 — Le PRC2 (Polycomb Repressive Complex de type 2) et ses sous-
unités).

Le PRC2 participe a la régulation de la transcription par son role dans le controle de la compac-
tion de la chromatine, en apposant la marque d’histone H3K27me3. Cette marque va entrainer
une compaction de la chromatine, et donc une inhibition de la transcription des genes cibles.
Adaptée d’apres Margueron et al. [86]

La sous-unité CBX du PRC1 reconnait la marque H3K27me3 apposée par le
PRC2. Il est donc supposé que le PRC1 agit en aval du PRC2. Cependant certains
génes sont des cibles du PRC2 sans qu’ils portent la marque H2AK119ub, d’autres
sont affectés par le PRC1 sans étre ciblés ensuite par le PRC2 [87].

EZH1 et EZH2 s’expriment de maniere différente : EZH1 est exprimeé dans les
cellules différencieées ou en division, tandis que EZH2 s’expriment uniquement dans
les cellules en division. L’activité méthyl-transférase de PRC2-EZH1 est compara-
tivement plus faible que celle de PRC2-EZH2, ce qui suggeére que I’établissement de
la marque H3K27me2/3 serait du ressort de PRC2-EZH2, tandis que PRC2-EZH1
jouerait plutdt un réle de maintenance [88, 87].

D’autres composants associés du PRC2 ont été décrits comme AEBP2, JA-
RID2, PCL, CDYL.

AEBP2 est une protéine adoigts de Zinc qui augmente I’activité du PRC2 [89].
JARID2 est une protéine de la famille des Jumonji, qui joue un réle dans la

modulation de I’activité du PRC2, tantdt décrit que répresseur du PRC2 [90, 91], tant6t
comme unactivateur sous certaines conditions biochimiques[92].
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Pcl interagit avec le PRC2 a travers EZH2, SUZ12 et les chaperonnes d’histones
RbAp46/48 [93].

CDYL (Chromodomain Y-Like protein) est une protéine de forte affinité pour la
marque H3K27me2/3 qui interagit directement avec EZH2 [94].

ASXL1 (Additional sex combs like 1), est un homologue du gene Asx de la
drosophile, est un co-facteur de I’acide rétinoique qui joue un réle réegulateur des
génes Hox.

Ainsi, en résumé, le PRC2 permet la modification post-traductionnelle de I’histone
H3, en apposant la marque H3K27me3 (tri-méthylation de la lysine 27 de I’histone
H3). Cette marque épigénétique va entrainer un recrutement de protéines a
bromodomaine, et in fine aboutir a une répression transcriptionnelle des genes cibles.

LMMJ et PRC2

Le PRC2 est fréqguemment altéré dans les LMMJ. La délétion 7 ou 7q vue pré-
cédemment, est responsable de I’haploinsuffisance d’EZH2. D autres CNVs sont aussi
retrouveés dans les géenes SUZ12, AEBP2, CDYL, JARID2.

Des mutations d’ASXL1 ont été décrites et concernent surtout I’exon terminal du
gene, c’est-a-dire la perte du domaine fonctionel PDH (Plant Homéodomain). La
présence d’un tel hotspot mutationnel, et I’absence de mutations en amont de la région
terminaale est en faveur d’un mécanisme type gain de fonction ou dominant négatif [95,
96, 83].

Les mutations d’ASXL1 causent la perte de la méthylation des H3K27 par défaut de
recrutement des PRC2 [97].

Anomaliesde laméthylation de ’ADN dans les LMMJs

Les facteurs pronostiques décrits précédemment ne permettent toutefois pas
d’expliquer la diversité d’évolution des LMMJ.

En 2010, Bresolin et al. [98] ont montré des différences dans le profil d’expression
génique entre les LMMJ agressives, proches des Leucémies Aiglie myéloides, et les
autres de meilleur pronostic.

Cette observation a mis en évidence le r6le important de la régulation de la trans-
cription génique pour affiner le pronostic des LMMJ.

D’autre part, de maniere générale, la transformation maligne est associée a des
anomalies épigénétiques. En particulier, I’existence d’une hypométhylation globale du
génome couplée a une hyperméthylation spécifique de certaines régions du génome,
notamment celles associées a des génes suppresseurs de tumeurs, est considérée comme
une marque de fabrique du cancer.
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Cet aspect a été étudie dans les LMMJ, et il existe en effet des régions récurrentes
d’ilots CpG hyperméthylées dans certaines d’entre elles :

4 génes en particulier (bone morphogenetic protein 4 [BMP4], calcitonin related
polypeptide alpha [CALCA], cyclin dependent kinase inhibitor 2B [CDKN2B], and
retinoic acid receptor beta [RARB]) présentent des ilots CpG fréqguemment méthylés
[99, 100].

En faisant un score de méthylation de ces genes, lorsque I’on attribue 1 point pour
chaque géne hyperméthyle, la survie a 5 ans était de 69 % pour le groupe avec le score
a 0 contre 8 % dans le groupe avec un score a 3-4 [100].

D’autres hyperméthylation dans les promoteurs ou les enhancers de genes suppres-
seurs de tumeurs ont été observés :

RASA4 (the Ras p21 protein activator 4) [101], AKAP12 (A-kinase anchoring
protein 12) qui inhibe la voie de la protéine kinase C. [102], et Kruppel like factor 1
(KLF1) un régulateur important dans la synthése de I’hnémoglobine [103].

Le phénotype hyperméthylé est donc un élément de mauvais pronostic, tandis que
I’absence de méthylation aberrante pourrait étre un bon indicateur pour identifier les
LMMJs qui ne néecessitent pas de greffe de cellules souches hématopoiétiques.

Aussi, la EWOG-MDS a proposé une classification en 3 classes de niveau de
méthylation : faible, intermédiaire, élevé dans une cohorte de 167 patients [104]

Le groupe faiblement méthylé regroupe des patients a I’évolution favorable, dont
en majorité des mutations NRAS, CBL et des patients atteints du syndrome de
Noonan. Le groupe intermédiaire est fortement corrélé avec des mutations KRAS et
une monosomie 7.

Enfin le groupe fortement méthyle comporte les patients avec une évolution
défavorable et des LMMJ particulierement agressives avec surtout des mutations
PTPN11.

L’étude a aussi mis en évidence une hyperexpression des DNA méthyltransférases
DNMT1 et DNMT3B, et de la marque répressive d’histone H3K27me3.

Cette classification a été reprise par une équipe de I’université de Californie chez
39 patients [105].

L’eéquipe japonaise de I’université de Nagoya, en utilisant une analyse bio-

informatique de cluster non supervisé chez 106 enfants, etabli seulement 2 catégories de
profil de méthylation.
Les patients avec un profil hyperméthylés sont ceux qui présentent les facteurs de
mauvais pronostic classiques des LMMJs : diagnostic plus tardif, hémoglobine fcetal
augmentée, thrombopénie, mutation PTPN11 /NF1 [106], hyperexpression de LIN28B
[107].
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LIN28B

Préambule

LIN28B est un oncogéne feetal qui joue un roéle régulateur dans I’auto-
renouvellement des cellules souches embryonnaires, feetales et cancéreuses. Il a été
trouve surexprimé dans les LMMJs.

Initialement, 1I’homologue de LIN28B appelé Lin28, a été décrit comme inter-
venant dans le contrdle du développement du ver C. elegans (Ambros et Horvitz, 1984)
[108]. La perte de fonction de ce géne entraine une accélération du développement post-
embryonnaire de C. elegans, qu’onappelle une hétérochronie.

Chez I’Homme et les mammifeéres, il existe 2 homologues a Lin-28 de C. elegans :
LIN28A (ou simplement LIN28), et LIN28B.

Inhibitionde lamaturationdes miRNAs par LIN28A/B

LIN28A/B sont des protéines se liant a ’ARN qui inhibent la maturation des
miRNAs de la famille let-7. La liaison a I’ARN se fait grace a deux motifs : un Cold
Shock Domain (CSD), et un motif en doigt de zinc de type CCHC (Cys-Cys- His-Cys)
[109].

Les miRNAs sont des petits ARNs non codants d’environ 22 nucléotides. Ils jouent
le rble de répresseurs par le biais d’une inhibition post-transcriptionnelle.

Let-7 est transcrit par la RNA polymérase |l et va donner naissance a un transcrit
primaire (Pri-let-7). Il présente un motif en épingle a cheveux. Ce pri- let-7 sera reconnu
par le complexe Drosha/DGCRS8 a I’intérieur du noyau. Drosha va cliver pri-let-7 et
celui-ci sera dirigé vers le cytoplasme par une exportin EXP5. Normalement, le pre-
miRNA est clivé par Dicer pour former un ARN double brin qui va servir de guide. Ce
guide est charge sur une protéine de classe Argonaute (AGO) pour former le complexe
RISC. Puis, par complémentarité des bases, le complexe RISC-miRNAs mature se fixe
sur des ARN messagers au niveau de séquences consensus situées en 3’'UTR. Cette
liaison entraine soit la dégradation de I’ARNm cible soit I’inhibition de sa traduction
[110].

LIN28A/B vont jouer un role inhibiteur en empéchant la biosynthese de ces
miRNAs (voir figure 3.3).

LIN28A agit en se fixant a des sequences GGAG présentes dans la boucle termi-
nale de pre-let-7. Ceci permet I’oligo-uridylation de pre-let-7 par recrutement de
TUTA4/7. Lorsque les pre-let-7 sont oligo-uridylés en 3’, c’est-a-dire qu’une queue
d’environ 14 uridines est rajoutée en 3’, Dicer est incapable de les cliver, et ils sont donc
dégradés par une exoribonucléase appelée DIS3L2 [111, 112, 113, 114].

LIN28B inhibe aussi la biosynthese de let-7 mais par un mécanisme indépendant des
TUTases. Il posséde une séquence de localisation nucléolaire (NoLS). Il se lie a pri-let-
7 et le séquestre dans le nucléole. Cependant, Suzuki et al. [115] ont rapporté que
LIN28B interagit avec DIS3L2, et donc pourrait participer aussi a I’inhibition de la
maturation de pre-let-7 par un mécanisme dépendant des TUTases. De méme, il est
possible que LIN28A agisse aussi sur pri-let-7 lorsqu’il est méthylé sur la lysine 135 par
SETD7/9. La séquence qui jouxte cette lysine est
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similaire au NoLS de LIN28B, et lorsqu’il est méthylé, LIN28A a une affinité plus
importante pour pri-let-7. Ceci laisse a penser que LIN28A est aussi capable de
séquestrer pri-let-7 dans le nucléole [116].
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Figure 3.3 — Mode d’action de LIN28A et LIN28B.

LIN28A et LIN28B ont un role régulateur négatif dans la biosynthese des let-7.

LIN28B agit sur pri-let-7 en le séquestrant dans le nucléole. Son action pourrait aussi se faire via
la voie des TUTases, mais cela reste a confirmer.

LIN28A agit essentiellement sur pre-let-7 en recrutant TUT4/7. 1l se fixe sur des séquences
GGAG, et se multimérise. Ceci permet l'oligo-uridylation de pre-let-7 et sa dégradation par
DIS3L2. LIN28A pourrait aussi se fixer sur pri-let-7 et le séquestrait dans le nucléole lorsqu’il
est méthylé en K135 par SEDT7/9. Lee et al. [110].
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Activation des cibles des let-7 par LIN28A/B

Les principales cibles des let-7 regulés par LIN28A/B sont HMGAZ2, Igf2bpl, Myc
et K-Ras (voir figure 3.4) [117].

HMGA2 (High Mobility Group AT-hook 2) est une protéine non-histone qui
intervient dans la regulation de la transcription par une action au niveau du repliement
de chromatine. Son réle est tres large, elle participe aussi a la progression dans le cycle
cellulaire, a la prolifération, la différentiation cellulaire, et la sénescence [118, 119].

Igf2bpl (Insulin Like Growth Factor 2 mRNA Binding Protein 1) est une mRNA-
binding-protein, dont la perte de fonction est responsable d’une inhibition de la
croissance chez la souris, avec des individus plus petits a I’age adulte [120] : un
phénotype qui rappelle celui des souris KO pour LIN28A, qui ont une taille réduite
[121]. De maniere générale, on sait que la surpression de LIN28A et LIN28B augmente
la sensibilité a I’insuline, la captation de glucose, et il semblerait que I’axe LIN28A/B-
let-7 participe au métabolisme du glucose au travers de la voie Insulin-PIK3-mTOR
[122].

MYC est une famille de facteurs de transcription majeure qui régule la transcription
d’environ 15 % du génome [123]. Il va intervenir dans la régulation du cycle cellulaire,
le métabolisme, I’apoptose, la différentiation et I’adhésion cellulaire [124].

LIN28A/B
Let-7
Insuline-PIK3- mTOR‘ I \/ KraS
3 ngaz
; . ‘i’
: Régulation du cycle
% v o i
. lulai - - cellulaire, de I'apoptose,
Croissance cellulaire RegL_JIatlon rfiu cycle la différentiation et
Absorption de glucose cellulaire, de I'apoptose. I'adhésion cellulaire

Figure 3.4 — Cibles biologiques de LIN28A/B.

Expressionde LIN28 au cours de I’hématopoiese

Comme vu précédemment, LIN28A/B contribuent a I’inhibition des miRNAs de la
famille let-7. En conséquence, ils suivent une cinétique d’expression inversement
proportionnelle [125]. LIN28A/B sont exprimés de maniére précoce au cours du
développement, puis réprimés dans la majorité des tissus de I’adulte. lls suivent des
schémas d’expression différents : LIN28A est exprimé dans les cryptes intestinales, les
muscles, le coeur, les testicules et I’ovaire. LIN28B s’expriment dans le
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foie foetal, le systeme hématopoiétique, et le cerveau [126].

Pour ce qui nous intéresse, LIN28B joue un role important dans le systeme
hématopoiétique feetal. 1l est exprimé a des niveaux élevés dans les progéniteurs
lymphoides et les cellules souches hématopoiétique feetales ou il promeut leur auto-
renouvellement. Son expression va progressivement décroitre apres la naissance, alors
que s’éleve les niveaux de let-7. Il va jouer un rble de commutateur entre
I’lhématopoiése feetale et I’hématopoiése adulte (voir figure 3.5) [127]. L’expression
ectopique de LIN28B dans les cellules souches hématopoiétiques (CSH) adultes induit
un phénotype semblable aux CSH feetales [128].

Il est aussi impliqué dans la régulation de I’expression de I’hémoglobine feetale chez
I’étre humain. En comparant les réticulocytes issus de sang de cordon avec des adultes,
les niveaux bas d’HbF ont été corrélés a des taux élevés de let-7 [129]. Cette hausse est
concomitante avec une diminution de LIN28B [130]. L’ARNm du géne feetale de la y
globine, qui entre dans la composition du tétramére a2y2 qu’est I’HbF, est surexprimé
lorsque LIN28B est lui-méme surexprimé [130]. La surexpression de LIN28B entraine
aussi la répression d’un gene, BCL11A, connu comme activateur de la y globine [131],
par un mécanisme dépendant de let-7 [130].

Période foetale Période adulte
Lin28b ———] Let-7 —— Hmga2 Lin28b | Let7 | Hmga2
Hématopoigse Auto- Hématopoigse Auto-
de type feetal Renouvellement d'adulte Renouvellement
important des CSH normal des C5H

Lin28b

I n

Let-7

] ] ! | |

| l | | |
E14.5 Maissance 53 54 Age adulte

Figure 3.5 — Expression de LIN28 au cours de ’hématopoiese.
S3 : Semaines 3 post-natale, correspond au développement chez la souris. CSH : Cellule Souche
Hématopoiétique. Adaptée d’apres Copley et al. [127].

Roéle oncogénique de LIN28B

LIN28B est considéré comme un oncogene feetal, il est surexprimé dans les stades
précoces de I’embryogenese, puis éteint dans la plupart des tissus de I’adulte [126, 117].
Dans les cellules cancéreuses, LIN28B est fréquemment réactivé en particulier dans les
cancers pédiatriques, et de maniere préférentielle par rapport a LIN28A [132]. On le
retrouve notamment surexprimé dans les medulloblastomes, les tumeurs rhabdoides, les
tumeurs de Wilms ou les neuroblastomes [132]. Sa contribution a I’oncogenese serait
multiple :

L’inhibition de LIN28 par siRNA diminue la croissance cellulaire et augmente
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I’apoptose dans les cellules souches embryonnaires, ce qui suggere un rdle oncogé-
nique [133].

Les protéines HMGA inhibés par les let-7 jouent des rdles oncogéniques comme
I’induction de la prolifération cellulaire, la résistance a I’apoptose, et des anomalies de
la réparation de I’ADN [119].

Dans le metabolisme du glucose, LIN28B pourrait favoriser la glycolyse anaérobie
par rapport au métabolisme aérobie. Ce changement fréquemment observe dans les
cellules cancéreuses s’appelle « I’effet Warburg» [121, 122].

Surexpression de LIN28B dans les LMMJs

LIN28B a été retrouvé surexprime dans les LMMJs dans une seule publication
(Helsmoortel et al.) [107]. En comparant I’ARN issu des cellules mononuclées de 44
LMMJs avec 7 enfants sains contrdles par microarray, LIN28B ressortait comme
différentiellement surexprime dans la population LMMJ,

Cette surexpression était corrélée a I’élévation de I’HbF et I’absence de mono-
somie 7. De plus, les patients avec un niveau d’expression de LIN28B supérieur étaient
diagnostiqués plus tardivement, et avaient une thrombopénie plus marquée. Enfin, les
miRNAs de la famille let-7, en particulier Let-7g, let-7e, et let-7a était inversement
corrélée a I’expression de LIN28B, de fagon consistante avec les données de la
littérature précédemment exposées. Bien qu’une activation de BCL11A n’ai pas été
notée dans cette étude, d’autre génes comme HBBP1, HBG1, HBZ, HBQL, qui
participent a la synthése de I’hémoglobine feetale furent retrouvés surexprimés. La
surexpression de LIN28B était associée a une diminution de la survie a 5 ans, et la
survie sans événement.
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Chapitre 4
CD90 (THY-1)

Préambule

CD90 (Cluster of Differentiation 90) ou THY1 (Thymocyte differentiation antigen
1) est un marqueur utilisé en cytomeétrie de flux pour identifier les cellules souches
hématopoiétiques. 1l a été constaté récemment une expression aberrante de ce marqueur
dans une fraction de cas de LMMJs, ce qui est I’objet de ce travail dethése[134].

CD90 a été découvert pour la premiére fois en 1964 par Reif et Allen [135]. Un
antisérum dirigé contre cet antigene était capables de lyser les thymocytes murins. Elle est
codée par le géne THY-1 située en 11g23.3, sur le brin reverse. Il existe 5 transcrits
codants, qui possedent chacun 4 exons. Il y a deux transcrits qui différent par leur
5’UTR, codent pour laméme protéine de 111 acides aminés (25 kDa).

Fonctions biologiques de CD90

Les fonctions de CD90 restent a ce jour mal connues. Il est globalement consi-
déré comme un marqueur de cellule souche, et jouerait un réle important dans
I’hématopoiese, I’inflammation, la cicatrisation, I’adhésion cellulaire, la croissance
neuronale et la différenciation cellulaire [136, 137, 138].

Structure du CD90

Structurellement, CD90 est une glycoprotéine de surface, une protéine a ancre GPI
[136]. Cette derniére a 3 sites de N-glycosylation, deux ponts disulfures et un site de
lipidation [139]. C’est I’'une des plus petites protéines de surface, elle compte
seulement 111 AA (25 kDa) avec un domaine immunoglobuline [140].

Les GPI sont des glycolipides qui servent d’ancres a des protéines de surface en
se liant a leur extrémité C-terminal au terme d’une modification post-
traductionnelle. Les protéines a ancre GPI ont une séquence N-terminal d’adressage au
Réticulum endoplasmique. A leur extrémite C-terminal, une séquence consensus
signale le site d’attachement au GPI.
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Ro6le dans I'adhésion cellulaire et la mechanotransduction

Il a été récemment proposé que THY-1 participe a la mécanotransduction du signal
intégrine-matrice extracellulaire, ou a des interactions inter-cellulaires en trans ou en
cis [141] (voir figure 4.1).

Interaction
Intégrines \ intercellulaire
Adhésion cellulaire
aux cellules

endotheliales,
FAK/SFK Migration

E y
Protéines Rho PIK3/AKT, Ras-ERK,
T YAP/TAZ
¥ %
Remodelage du Signaux de survie et
cytosquelette de prolifération

Figure 4.1 - Modes d’action hypothétiques de CD90.

CD90 seraitimpliqué dans la signalisation par les intégrines et le syndecan4, avec un role possible
de potentialisation du signal en recrutant ses partenaires au niveau des radeaux lipidiques. Une
activation du cytosquelette d’actine par la signalisation RhoA a été mise en évidence chez les
astrocytes [141]. La voie integrin/FAK/SFK est aussi connus pour étre capable d’activer Ras-
ERK, PI3K/AKT, YAP/TAZ [142].

Figure réalisée d’aprés Hu et al. [141] et Cooper et al. [142]

On sait que THY-1 est un ligand des intégrines de surface : les intégrines avf3 [143,
144], avp5 [145], o541 [146], acB2 [147], aMB2 [148].

Les intégrines sont des CAM (Cell Adhesion Molecules) qui permettent I’inter-
action entre les cellules et la matrice extracellulaire. Elles forment un hétérodimere
(sous-unités o et B) transmembranaire qui trouve son ligand dans ’espace extracel-
lulaire. Leur partie intracytoplasmique est quant a elle en lien avec le cytosquelette
[149].

CD90 a aussi pour co-recepteurs : le syndecan-4, la thrombospondine, les glycanes
sulfatés, le CD97, un récepteur & 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines
G.

L’interaction entre CD90 et les integrines est de faible affinité, et il est supposé
gu’une concentration de THY-1 et de ces partenaires soit nécessaire pour transduire un
signal [141]. Or CD90 est située dans des microdomaines de radeaux lipidiques non
cavéolaires [140], et il est donc possible qu’il forme un complexe focal Thy-1-Integrin-
syndecan4 au niveau des radeaux lipidiques [141].

Les intégrines sont connus pour faire le lien avec le cytosquelette d’actine et activer
FAK(Focal Adhesion Kinase)/SFK(SRC Family Kinase). L’activation des protéines
FAK/SFK serait capable d’induire différentes voies de signalisation comme RhoA
[141], Ras-ERK, PI3K/AKT, YAP/TAZ [142].
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Expression au cours de ’hématopoiese
Chez I’Homme, le CD90 sert a caractériser la cellule souche hématopoiétique qui a
un phénotype CD34+ CD38- CD90+ Lin- CD45RA- [150]. Il est rapidement perdu au
cours de I’ontogénése normale (voir figure 4.2).

HSC OD Auto- Lin CD34*CD38 CDI0'CD45RA
Différenciation | renouvellement
Progéniteurs
Multipotents Lin CD34'CD38 CDY0 CD45RA
u
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/ \ CLP LinCD34'CD38'CD10"
CMP

Lin"CD34*CD38*IL3Ra"""CD45RA

Progéniteurs
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Communs OMEP / \
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‘ﬁl’ O/EP QGP \'OMacP \QIPrc»DC }.ProB\ Pro—1\
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Lin"CD34'CD38'IL3Ra CD45RA

Lin"CD34*CD38'IL3Ra*CD45RA"
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Figure 4.2-Hématopoiese etimmunophénotypage chez1’étre Humain.

HSC : Cellule Souche Hématopoiétique. CMP : Progéniteur Commun My¢éloide. CLP : Progé-
niteur Commun Lymphoide. GMP : Progéniteur Commun Granulocytaire monocytaire. MEP :
Progéniteur commun Mégacaryocytaire Erythroblastique. MkP : Progéniteurs des Mégacaryo-
cytes. EP : progéniteurs érythroides. GP : Progéniteurs des granulocytes. MacP : Progéniteurs
des Macrophages. Ly-T/B : Lymphocytes T/B. Pro-DC/T/B : Progéniteurs des cellules dendri-
diques/lymphocytes T/B. D’apres Seita et al. [150].
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Expression du CD90 dans les LMMJ

Caye et al. 2019 [134] ont remarqué une expression aberrante du CD90 dans les
cellules CD34+CD38- de la moelle osseuse de patients atteints de LMMJ en cytométrie
en flux. Elle persistait dans les cellules CD34+CD38+. Dans les progéniteurs
CD34+CD38+, I’expression aberrante du CD90 était majoritairement présente dans des
cellules aux phénotypes proche des GMP (Progéniteur commun Granulocytaire
Monocytaire) (voir figure 4.3).

Cependant, ces constations reposaient sur un faible nombre de patient, en raison de
la faible quantité de moelle osseuse disponible pour réaliser une étude en cytométrie de
flux. Cela etait d a la rareté de la pathologie. Afin de poursuivre I’analyse du CD90, le
choix a été fait de mesurer I’ARNmM du CD90 en rétrospectif sur les échantillons des
patients LMMJ conserveés au laboratoire.
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Figure 4.3 — CD90 est surexprimé dans un sous-type de LMM]J.

A :Représentation graphique des résultats de cytométrie en flux de lamoelle de 2 patients atteints
de LMM] (#92 qui présentent une LMM] mutée NRAS, et #95 une LMMJ] mutée PTPN11)
par rapport a une moelle d’enfant sain. Les trois colonnes représentent respectivement de gauche
a droite les fractions CD34"CD38 et CD34"CD38". En abcisse 1’expression du CD45RA, en
ordonnée celle du CD90.

B : Pourcentage de cellules qui expriment CD90/Thy-1 en cytométrie en flux, comparaison entre
moelle saine et moelle des patients atteints de LMM]J, en fonction des différentes population de
progéniteurs hématopoietiques. D’apres Caye et al. 2019 [134].
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Chapitre 5
digital droplet PCR (ddPCR)

Préambule

Afin d’entreprendre I’étude de I’expression de I’ARNm du CD90, en raison de la
faible quantité de matériel disponible, nous avons fait le choix d’utiliser la PCR digitale.
Les avantages de cette technique sensible, et peu consommatrice en acides nucléiques
sont détaillés ici.

Principe de la digitale PCR

La digital droplet PCR (ddPCR) est une méthode de quantification absolue des
acides nucléiques cibles. On peut diviser cette technique en 3 étapes :

Le partitionnement, I’amplification, et la détection.

On commence par réaliser un mix de PCR classique, qui contient tampon de
réaction, primers, polymérase et ADN d’intérét. Ensuite, une émulsion « eau dans
I’huile » va permettre de répartir les acides nucléiques dans les gouttelettes formées. La
répartition des ADN cibles dans ces gouttelettes suit une répartition qui peut étre
approximée par la loi de Poisson.

La seconde étape de la technique est I’amplification. Il s’agit d’une PCR classique
avec 20 a 40 cycles de dénaturation des deux brins d’ADN, hybridation des primers
antiparalléles aux extrémités de la séquence d’intérét, et enfin une élongation a partir
des primers par une DNA polymérase.

Enfin la derniere étape est la détection. Elle est possible gréace a un signal de
fluorescence corrélé aux produits de PCR obtenus. La mesure se fait en passant les
gouttelettes obtenues en fin de reaction dans un cytometre de flux. Grace au circuit
micro-fluidique, les gouttelettes vont passer une a une devant un laser.

Il va étre ainsi possible de connaitre le nombre total de gouttelettes, ainsi que la
présence ou I’absence d’un signal fluorescent dans chacune de celles-ci. En connaissant
le nombre de gouttelettes totales et les proportions de positives et de négatives, on en
déduit la concentration initiale en acide nucléique dans I’échantillon grace a la loi de
Poisson.
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Il existe 3 applications principales a cette technologie :

La détection de CNV (Copy Number Variations), la détection d’évenements rares, et la
quantification absolue. Pour cette étude, nous avons utilisé la quantification absolue sur
du cDNA obtenu aprés Reverse transcription. La concentration en cDNA d’interét est
normalisé avec celle d’un géne de ménage, ici GUSB.
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Figure 5.1 — Représentation graphique du logiciel Quantasoft® pour I'analyse de
I'expression de CD90 en prenant GUSB comme transcrit de référence.

Pour chaque graphe, les axes y et x indiquent les intensités de fluorescence dans le canal CD90
(canal 6-FAM) ou GUSB (canal VIC), respectivement. On identifie les groupes positifs pour
les gouttelettes GUSB en vert, pour CD90 en bleu, double-positifs GUSB et CD90 en orange,
et double-négatifs en gris. Les graphiques supérieur et inférieur montrent des résultats repré-
sentatifs obtenus pour les patients #113 et #199, négatifs ou positifs pour 'expression CD90,
respectivement.
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Intérét de la PCR digitale

En PCR, la répétition des cycles permet I’amplification exponentielle des acides
nucléiques avec la génération de 2n copies de molécules d’ADN ou n est le nombre des
cycles. 1l s’agit d’un seuil théorique lorsqu’une variable que I’on nomme efficacité de la
réaction est & 100%.

Cependant, I’accumulation de produits de PCR va progressivement entrer en
compétition avec les amorces de PCR, et les produits de PCR vont avoir tendance a
I’auto-hybrider. On va progressivement observer un infléchissement de la courbe
réactionnelle. Une courbe réactionnelle de PCR suit d’abord une croissance expo-
nentielle, puis linéaire, pour finalement atteindre un plateau de saturation.

En PCR quantitative, la fluorescence émise par les produits de PCR va étre mesurée
a chaque cycle. Lorsque I’intensité de fluorescence dépasse un seuil, fixée comme étant
au-dela du bruit de fond, le nombre de cycle depuis le début de la réaction va étre
rapporte. On appelle ce nombre Cq (Quantification cycle) ou Ct (Cycle threshold).

Le Cq va se situer pendant la phase exponentionnelle de la réaction. Grace a un
calibrant que I’on va diluer a différentes concentrations, il va étre possible de tracer une
droite d’étalonnage et de faire correspondre au Cq de I’échantillon analysé le logarithme
de sa concentration. La PCR quantitative va ainsi permettre de fournir une méthode de
quantification relative des acides nucléiques. Cette méthode présente I’inconvénient de
reposer sur le postulat que I’efficacité de la réaction de PCR est la méme entre le
calibrant et I’échantillon. Or, en cas de différence d’efficacité cela peut fausser
significativement la quantification.

La PCR digitale posséde en comparaison plusieurs avantages. Elle est d’une part
plus sensible. Cela est di a la séparation des séquences cibles d’ADN initialement :
comme les séquences sont isolées, cela va réduire les phénomeénes de compétitions entre
les molécules d’ADN. Cela va aussi augmenter la tolérance aux inhibiteurs de la
réaction de PCR.

Elle est aussi une méthode de quantification absolue :

La détection va avoir lieu a la fin de la réaction de PCR et ne dépendra pas d’une courbe
de calibration. Elle s’affranchit donc d’un possible biais lorsque les efficacités du
calibrant et de I’échantillon différent.
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Chapitre 6
Objectif de I’étude

Les LMMJ sont des hémopathies rares de I’enfant de mauvais pronostic. Il existe
cependant une variabilité pronostique importante, entre des LMMJ indolentes, voire
spontanément résolutives, et d’autres qui conduisent au déces malgré une greffe de
cellules souches hématopoiétiques.

Des facteurs pronostiques défavorables comme I’a4ge au diagnostic > 2 ans, une
thrombopénie, et un taux d’hémoglobine feetale élevé pour I’age sont connus depuis
longtemps. Le pronostic est également différent entre les LMMJ qui surviennent de
maniére sporadique, et celles liées a une atteinte germinale de la voie RAS. La mutation
initiale, les mutations additionnelles ont aussi des impacts différents sur le pronostic.
Plus récemment, trois équipes internationales ont identifié un sous- groupe de LMMJ
agressives caractérisées par un profil d’hyperméthylation.

L’objectif de ce travail de thése est d’étudier I’intérét pronostique potentiel de ce
marqueur CD90 dans le cadre de la pratique quotidienne d’un laboratoire centre de
référence des LMMJ. Ainsi, nous avons étudié de maniere rétrospective I’expression du
CD90 en droplet digital PCR (ddPCR) dans I’ensemble de la cohorte de patients atteints
de LMMJ adresses a I’hdpital Robert Debre.

L’objectif était de chercher des associations entre CD90 et les autres marqueurs

pronostiques connus. En parallele, nous avons voulu réévaluer I’intérét pronostique de
LIN28B, dans la mesure ou il a éte décrit dans une unique publication.
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Deuxieme partie

Matériels et Méthodes
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Chapitre 7

Matériels et Méthodes

Patients

La cohorte comprenait au total 117 patients ayant recu un diagnostic de LMMJ au
laboratoire de genétique de I’hopital Robert Debre (Tableau supplémentaire S2). Tous
les patients répondaient aux criteres LMMJ de consensus de I’OMS.

La plupart des patients présentaient une LMMJ sporadique avec des mutations
PTPN11 somatiques (PTPN11-LMMJ ; n = 32), NRAS somatiques (NRAS- LMMJ ; n
= 23), KRAS somatiques (KRAS-LMMJ ; n = 15), PTPN11 germinales (NS-LMMJ ; n
= 12), CBL germinales (CBL-LMMJ ; n = 8), NF1 germinales (NF1-LMMJ ; n = 7),
RRAS/RRAS2 somatiques(RRAS-LMMJ ; n = 5), d’autres génes (n=10), et sans
mutation identifiee (n=5). Des taux élevés d’hémoglobine feetale (HbF) pour I’age et/ou
une surexpression de la transcription LIN28B ont été observés chez 51/117 patients.

Le diagnostic de LMMJ était basé sur les résultats cliniques et hématologiques,
I’examen cyto-morphologique des frottis de sang et de moelle osseuse (BM), la
croissance endogéne in vitro des progéniteurs myéloides et le dépistage des mutations
de I’ADN leucémique. Le dosage de I’hémoglobine feetale (HbF) et le caryotypage ont
été systématiquement réalises en routine. La transcription de LIN28B a été mesuréee par
RT-PCR quantitative en temps réel. Tous les échantillons des enfants ont été obtenus
apres que les parents aient donné leur consentement éclairé par écrit. Cette étude a été
approuvée par le comité de révision institutionnel de I’Institut national de la santé et de
la recherche médicale (INSERM) (IORG0003254) conformément a la declaration
d’Helsinki.

Ces patients étaient originaires de France métropolitaine et d’outre-mer, de Tunisie,
d’Algérie ou du Brésil. lls avaient déja été explores en routine dans le cadre de leur prise
en charge et également étudiés dans de precédentes études.
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Techniques

Extraction de I'ARN

Les prélevements, faits sur EDTA ou Heéparinate de Lithium, étaient issus de
ponctions veineuses de sang périphériques et/ou des produits d’aspiration de moelle
osseuse au moment du diagnostic.

L’ARN a été extrait de cellules mononucléaires a I’aide du miRNeasy Mini ou
Micro Kit (Qiagen). Les concentrations ont été mesurées a I’aide d’un NanoDropOR
(Thermo Scientific). L’ADNCc a été obtenu par transcription inverse de 1 pug d’ARN
avec des hexamers aléatoires, selon des procédures standards.

gRT-PCR

La RT-PCR quantitative en temps réel de LIN28B a été réalisée a partir d’un
équivalent de 100 ng d’ARN en utilisant des procédures standards et un systeme de
détection de séquence ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems). L’expression des
transcrits LIN28B a été normalisée en utilisant comme référence GUS-B, un gene de
ménage. Le changement relatif de I’expression de la transcription LIN28B a été
déterminé en calculant le ACt (Ctpn2sp-Clous) pour chaque échantillon. LIN28B était
considéré comme surexprimé lorsque le Ctynzss-Ctgus était inférieur a 8.

droplet digital PCR

L’ARNmM du CD90 a été quantifie par ddPCR en utilisant GUSB comme transcript de
référence. L’analyse a été réalisée a partir de 5 pul de ADNC, en utilisant le systeme de
ddPCR par gouttelettes QX200 AutoDG (BioRad, Hercules, CA, USA) selon le
protocole du fabricant.

Lessondes CD90 et GUSB ont été congues par TagMan Gene expression Assays (Life
technology), et marquées par fluorescence respectivement au FAM et VIC. Le logiciel
QuantaSoft (version 1.7.4; BioRad, Hercules, CA USA) a été utilisé pourattribuer les
gouttelettes positives/négatives et faire la conversion en nombre de copies/mL pour le
transcrit cible et celui de référence. Seuls les échantillons ayant plus de 5000 copies de
GUSB ont été pris en considération pour le dosage du CD90. Les niveaux d’expression
des CD90 ont été exprimés sous la forme d’un rapport entre le nombre de copies de CD90
et le nombre de copies de GUSB.
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7.3 Statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été faites a I’aide du logiciel R, en utilisant
notamment des libraires de survie et I’environnement de travail Rstudio [151]. Il a été
considéré que la différence était statistiquement significative lorsque la valeur p était
<0.05. Pour les analyses de survie, on a defini un événement par la survenue d’une
acutisation, d’une rechute ou d’un décés. Les courbes ROC ont été réalisées avec la

library pROC.
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Chapitre 8
Cohorte LMMJ

Préambule

Ainsi pour résumer, la Leucémie Myélo-Monocytaire juvenile (LMMJ) est une
hémopathie chronique de I’enfant avec une prolifération excessive des cellules de la
lignée myélomonocytaire. Il existe une variation importante du pronostic dans cette
maladie.

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques étant un traitement trés
toxique, avec une mortalité non négligeable imputable a la procédure, il est crucial de
déterminer les facteurs a méme de prédire I’évolution des LMMJs. Certaines LMMJs
peuvent étre indolentes voire régresser spontanément, et dans ce cas une greffe
allogenique constitue une mise en danger inutile de la vie du patient. A I’inverse, dans
certaines LMMJs agressives, ne pas recourir a la greffe constitue une perte de chance.

Comme vu précédemment, certains facteurs pronostiques sont connus comme
I’anomalie génétique sous-jacente, I’existence de mutations additionnelles et d’ano-
malies epigénetiques.

D’autres marqueurs comme I’expression de LIN28B pourrait également avoir un
réle pronostique, mais dans la mesure ou une seule publication a pour I’instant mis en
évidence son intérét, son importance reste a préciser.

Encore plus récemment, il a été montré une expression aberrante du CD90 dans les
cellules souches en Cytométrie en Flux (CMF) qui persistait dans les progéniteurs, en
particulier les GMP [134]. Notre hypothese a été de penser que ce sous-type de LMMJ
pouvait se distinguer des autres, et ainsi avoir un pronostic différent des LMMJ sans
dérégulation du CD90.

Cependant, seul un faible nombre de patients avaient pu étre analysés, d’une part
en raison de la rareté de la pathologie et du recueil en prospectif, d’autre part il est
difficile d’obtenir des cellules vivantes triées en quantité suffisante dans la pratique de
routine du laboratoire. Il était donc nécessaire de chercher un autre moyen
d’approfondir cette hypothése.

Nous nous sommes donc tournés vers I’expression du CD90 en ARN dans les
cellules mononucléées totales. Ce choix était possible puisqu’il avait été montré en
CMF que I’expression persistait dans les cellules matures. De plus, de maniére
pragmatique, le stockage des ARNs des cellules mononucléées totales de patients
atteints de LMMJ fait parti de I’activité de routine au laboratoire de génétique de
I’hépital Robert Debré. Aussi, il a été possible de récupérer des échantillons afin
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d’analyser I’expression du CD90 en ARN pour la plupart des 117 patients, par
rapport aux 36 patients passés en CMF dans I’étude de Caye et al. 2019 [134].

Avant d’aller plus loin et de chercher un éventuel intérét pronostique de ce
marqueur, il a fallut mettre au point un test en ddPCR pour évaluer le niveau
d’expression du transcrit sur dans cellules mononuclées.

Condordance entreddPCR etcytométrie en

flux

Pour valider ce test d’expression du CD90 en ddPCR, nous avons commencé par
comparer I’expression du CD90 dans les cellules mononuclées totales pour les patients
chez qui I’étude en CMF du CD90 avait été déja réalisée. En effet, on pouvait se
demander a ce stade si I’expression protéique était bien le résultat d’une dérégulation
transcriptionnelle.
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Figure 8.1 — Expression de la transcription du CD90 mesurée par ddPCR dans les
cellules mononucléées totales (rapport entrel’expression de CD90 et l'expression
de GUSB) dans une série de 117 JMML.

Laligne noire indique le seuil (correspondant aux 40 % supérieurs) choisi pour définir une surex-
pression CD90* (CD90"&") dans les LMM]J. Les échantillons de LMM]J négatifs pour 1'expression
de la protéine CD90 dans les progéniteurs en cytométrie de flux (n=10; points bleus) étaient
tous inférieurs a ce seuil. Au contraire, les échantillons positifs (n=4 ; points rouges) étaient dans
les 40 % des valeurs les plus élevées d’expression de CD90.

Le seuil de surexpression de I’ARNm de CD90 (CD90high) a d’abord été établi en
prenant les 40 % des valeurs les élevées de CD90 (soit copies CD90/GUSB =
0.001357) sur I’ensemble de la cohorte (voir figure 8.1).
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Avec ce seuil, nous avons observé 80 % (20/25) de concordance entre expression du
transcrit CD90 dans les cellules mononuclées totales, et expression protéique dans les
progéniteurs (voir figure 8.2). Dans 12 % (3/25) des cas, le transcrit CD90 est
surexprimé en I’absence d’expression aberrante de la protéine CD90 dans les
progéniteurs. A I’inverse, dans 8 % des cas (2/25), la surexpression était dans les
progéniteurs et absente dans les cellules mononuclées totales. En comparant avec les
résultats obtenus en CMF, et I’expression en ddPCR on obtient un coefficient de
corrélation de Spearman R = 0.4738462, p = 0.01774.

On a jugé acceptable ce coefficient de corrélation, et nous avons ensuite analysé
I’expression du CD90 en ddPCR sur I’ensemble de la cohorte.

Expression du CD90 dans les
progéniteurs (protéique - CMF)
Expression du CD90 dans les
cellules mononucléées totales
[MRNA- ddPCR)

Comparaison

Concordance @ s0% |(20/25)
Discordance @ 20% | (5/25)

Surexpression

Surexpression dans les GMP

Expression normale

Figure 8.2 — Expression du CD90 en cytométrie en flux et en ddPCR.

Nous avons comparé 1'expression de I’ARN du CD90 en ddPCR, par rapport aux patients pré-
cédemment analysés en CMF par Caye et al. 2019 [134].

«Surexpression dans les GMP » signifie que I'expression aberrante dans les progéniteurs concer-
nait uniquement les GMP (GMP : Granulocyte-Macrophage Progenitor).

Cohorte LMMJ

Sur les 117 patients de la cohorte de Robert Debré (voir figure 8.3), I’expression
du CD90 a pu étre analysée a partir du cDNA issu des cellules mononuclées du sang
ou de la moelle au diagnostic de 112 patients (en I’absence de matériel restant, il a eté
impossible de réaliser le test chez 5 patients).

La cohorte compte 76 LMMJ sporadiques (65 %), 36 LMMJ (31 %) survenues
dans un contexte de pathologie germinale, et 6 (5 %) ou aucune mutation initiatrice
n’a été identifiée.

Dans les LMMJ sporadiques, 33/76 (43 %) ont une mutation initiatrice de
PTPN11, 23/76 (30 %) dans NRAS, 15/76 (20 %) dans KRAS, 4/76 (5 %) dans
RRAS/RRAS2, et 1/76 (1 %) dans NF1.

Dans les LMMJ syndromiques, 12/35 (34 %) sont survenues chez des patients avec
un syndrome de Noonan, 8/35 (23 %) dans le cadre d’un syndrome CBL, 6/35 (17 %)
avec une neurofibromatose de type 1, 4/35 (11 %) avec mutations germinales SH2B3,
2/35 (6 %) avec mutations TCIRG1, 1/35 (3 %) avec un variant germinale dans
RRAS/RRAS2, 1 autre dans le gene WAS, a I’état hétérozygote et 1 dernier avec un
variant hétérozygote dans GATA2.
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Figure 8.3 — Récapitulatif de la cohorte LMM]
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Figure 8.4 — Légende de la figure 8.3

Les cases en gris désignent les patients chez qui on ne dispose pas de I'information, que I'analyse n’a pas pu étre faite en raison d’un prélevement insuffisant ou qu’elle est
non applicable. Pour I'HbF, lorsque le taux est inconnu ou ininterprétable en raison d’un dge < 6 mois, les cases sont grisées. Pour la rechute, les cases en gris correspondent
aux cas non applicables (les patients n’ont pas pu rechuter car ils n'ont pas été greffés), tandis que les cases blanches signalent les patients greffés qui n’ont pas rechutés.
Mutations additionnelles : Mutations récurrentes avec une VAF (Variant Allele Frequency > 20 %) dans les genes ASXL1, SETBP1 ou JAK3 ; comprends également les
doubles mutants RAS (hétérozygote composite ou avec perte d’hétérozygotie), et les altérations du PRC2 (atteinte ASXL1, SETBP1 et monosomie 7).

Marqueurs de sévérité : Acutisation/rechute/décés/exces de blastes (> 10 %)/doubles mutants/mutation additionnelle récurrente. CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques.

MNC : Cellules mononuclées totales. HbF : Hémoglobine Fcetale.



Expression du CD90 et LIN28B

Préambule

On a cherché des associations entre CD90 et les autres marqueurs pronostiques
connus, dont LIN28B. Cependant, dans la mesure ou il a été décrit dans une unique
publication, nous avons aussi réévaluer I’intérét de ce marqueur.

Sur les 112 patients LMMJ chez qui on a réalisé I’étude de I’expression du
transcrit CD90, on a exclus les patients sans mutation initiatrice (Inconnu dans la
figure 8.3 de I’Annexe, n = 6), les patients avec une autre mutation initiatrice (Autres,
c’est a dire avec mutation SH2B3, TCIRG1, RRAS /RRAS2 germinale n
= 10), et NF1 sporadique (n=1), afin de disposer de groupes homogénes : c’est a dire
96 patients ont éte pris en compte.

Pour I’étude de LIN28B et du taux d’HbF, les patients dont le diagnostic a été fait

avant 6 mois, ont été exclus. En effet, les variations interindividuelles sont importantes
durant la péeriode néonatale.
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Expression du CD90 selon la mutation initiatrice

Afin d’evaluer I’interét pronostique de CD90, nous avons commence par regar-
der son profil de distribution selon les sous-types genétiques.

Dans le groupe majoritaire, des PTPN11 somatiques, I’expression de CD90 est tres
hétérogéne, en moyenne supérieure a la normale. La dispersion est aussi importante
dans le groupe NRAS et NF1.

On observe aussi que pour les groupes KRAS et Noonan, I’expression du CD90
est en moyenne normale, tandis que la dispersion est relativement faible par rapport
aux autres groupes. Dans le groupe RRAS/RRAS?2, la dispersion est également faible.
On n’observe toutefois pas de différences significatives d’expression du CD90 en
fonction des différents groupes de LMMJ selon la mutation initiatrice (voir figure 8.5,
p = 0.0801 Kruskal-Wallis rank sum test). Les groupes KRAS somatiques et Noonan
ont tendance & étre sous-exprimes dans notre cohorte, et RRAS /RRAS2 somatiques
surexprimes.

Expression CDS0 par mutation initiatrice
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Figure 8.5 — Expression du CD90 par sous-groupes.

La ligne rouge correspond au seuil de surexpression (Ratio copies CD90/GUBS > 0.001357).
PTPNI11 soma : PTPN11 somatique. KRAS, NRAS, RRAS/RRAS2 sont somatiques. NF1, CBL,
Noonan sont germinales.

69



Expression de LIN28B selon la mutation initiatrice

On a ensuite vérifié I’expression de LIN28B en fonction de la mutation initia-
trice.

Contrairement a CD90, il existe en effet une différence d’expression entre les
groupes (p = 0.005968, Kruskal-Wallis rank sum test). Les tests appariées montrent
une différence d’expression entre les groupes PTPN11 somatiques et NF1 avec les
groupes CBL, Noonan et KRAS (voir figure 8.7), mais apres ajustement de la p-
value par la méthode de Holm, seule la différence entre d’expression de LIN28B entre
NF1 et CBL est statistiguement significative (voir figure 8.7).
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Figure 8.6 — Expression de LIN28B par sous-groupes.

Laligne rouge correspond au seuil de surexpression Delta Ct <8 pour LIN28B, I’axe des ordonnée
a été inversé pour représenter les patients surexprimés au-dessus de la ligne rouge pour les
deux graphiques). PTPN1l soma : PTPN1l somatique. KRAS, NRAS, RRAS/RRAS2 sont
somatiques. NF1, CBL, Noonan sont germinales.

Noonan
|KRAS 0,010861 - =
|NRAS 0,05910 0,55180 - <
RRAS/RRAS2 0,09424 0,68352 0,52494 - =
NF1 0,60881 0,00323 0,07200 0,17143 - =
Noonan 0,02242 0,10371 0,88698 0,66081 0,00307 - |
CBL 0,00866 0,90180 0,39984 0,78788 0,00117 0,12594|
B
|KRAS 0,18042 - =
|NRAS 0,88655 1,00000 - =
|RRAS/RRAS? 1,00000 1,00000 1,00000 - =
|NF1 1,00000 0,06141 1,00000 1,00000 - -
|Noonan 0,35865 1,00000 1,00000 1,00000 0,06141 -
CBl 0,15594 1,00000 1,00000 1,00000 0,02448 1,00000)

Figure 8.7 — Comparaison multiple : niveau d’expression de LIN28B en fonction
de la mutation iniatrice - test de Kruskal-Wallis.
A : sans correction de la p-value. B : avec correction de la p-value par la méthode de Holm.
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Corrélation LIN28B et HbF

Dans la littérature, LIN28B est correlé au taux d’HbF [107]. De fagcon compatible
avec ces donnees, on retrouve bien corrélation entre I’expression de LIN28B, et taux
d’hémoglobine foetale (les patients diagnostiqués < 6 mois, ont été exclus en raison de
la variabilité du tau d’HbF). La concordance entre surexpression de LIN28B et
élévation de I’HbF pour I’age est de 89 %, R de Spearman = 0.79, p = 9.39¢"19 (voir
figure 8.8).

LIN28B

Comparaison (GG 000000000000 0000O00GOO0OOOO000000O000O000C0OO0O000CCOOOOCOCE00000

Concordance @) 89% | - Surexpression/Elevée pour |'dge

Discordance D 11% | Expression normale Normale pour Fhge

Figure 8.8 — Corrélation LIN28B-HbF.
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Chapitre9

CD90 et facteurs pronostiques

Facteurs de risque traditionnels

Afin de savoir si la surexpression de CD90 pouvait avoir un intérét pronostique,
nous avons cherché si elle était associée avec les facteurs connus de mauvais pronostic
dans les LMMJ (voir figure 9.4).

On s’est intéressé en premier aux facteurs pronostiques traditionnels, a savoir un age
au diagnostic > 2 ans, une thrombopénie au diagnostic < 33 G/L, un taux d’HbF élevé
pour I’age et la présence d’une monosomie 7 dans les cellules tumorales.

Lorsque la surexpression du CD90 est associée avec un age au diagnostic > 2 ans.
La proportion des patients diagnostiqués apres 2 ans est de 63.4 % dans le groupe
CD90 "gh contre 30.9 % dans le groupe CD90 '*¥ soit une proportion de patients
diagnostiqués avant 2 ans de 69.1 % dans le groupe CD90'" contre 36.6
% dans le groupe CD90M9" (test du khi2, p = 0.00153457).

La thombopénie < 33 G/L au diagnostic est également plus fréquente dans le groupe
CD90Md" que dans le groupe CD90 ¥ (Proportion de 31.6 % dans le groupe CD9QM"
contre 10.9 % dans le groupe CD90 '™, khi-2, p = 0.01871, n = 84 < 96 car on ne
disposait pas toujours de I’hémogramme au diagnostic chez des patients diagnostiqués
en dehors de I’hdpital Robert Debré).

On observait pas de différence significative entre les deux niveaux de CD90 pour la
présence d’une hémoglobine feetale élevée pour I’age ni d’une monosomie
7. On note cependant une tendance, I’hnémoglobine feetale au diagnostic est plus elevée
dans le groupe CD90 Mo (khi2, p = 0.05331446, n = 59 < 96 en raison des données
manquantes).
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Figure 9.1 — Facteurs de risque traditionnels et expression CD90

Facteurs de risque moléculaires

On a ensuite considéré la surexpression de LIN28B, la présence de doubles mutants
RAS, de mutations additionnelles récurrentes, et la présence d’au moins un marqueur
de mauvais pronostic.

Les patients de moins de 6 mois n’ont pas été pris en compte dans I’analyse de la
surexpression LIN28B, en raison des variations interindividuelles importantes durant
cette periode. Il n’a pas été retrouvé de différences significatives entre les deux
niveaux d’expression de CD90.

Les doubles Mutants RAS ont été définis comme la présence d’une seconde
mutation dans les genes de la voie RAS impliqués dans les LMMJs, ou bien d’une
perte d’hétérozygotie dans le gene de la mutation initiatrice. La proportion de doubles
mutantss RAS était plus importante dans le groupe CD90MI" que dans le groupe
CD90!°W (respectivement 29.3 % contre 5.5 %, p = 0.00147941, voir figure 9.4).

On parlera de mutations additionnelles comme un critére composite défini par la
présence d’au moins un des criteres suivants :

Doubles mutants RAS, mutations avec une fréquence allélique ou VAF (Variant
Allele Frequency) > 20 % dans un des genes ASXL1, SETBP1, JAKS3, ou une
monosomie 7.

La proportion de patients avec mutations additionnelles est plus importante dans le
groupe CD90MIN (53.7 %), que dans le groupe CD90!OW (23,6 %, khi2, p =
0.00250202).
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Enfin, on a utilisé un critere composite plus globale pour rassembler les facteurs de
risque qui prend en compte les doubles mutants RAS, les mutations additionnelles
récurrentes, et les facteurs de risque clinique (Greffe de CSH, rechute, acutisation,
exces de blastes au diagnostic, c’est a dire > 10 % de blastes, et décés). On retrouve
ainsi un plus forte proportion des patients qui ont au moins I’'un de ces facteurs de
risque dans le groupe CD90M#" (68.3 %) par rapport au groupe CD90™" (36.4 %, p =
0.0196846).

Facteurs pronostiques >=1

CD90Low CD90High

Aucun

Facteur pronostique défavorable

Expression CDS0

Figure 9.2 — Facteurs de risque et expression CD90
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Facteurs de risque cliniques

Enfin on a observé la relation entre niveau d’expression de ’ARNm CD90 et
facteurs de gravité cliniques pour I’acutisation (> 20 % de blastes au cours de
I’évolution de la LMMJ) et I’excés de blastes au diagnostic (> 10 % de blastes), la
rechute post-greffe, et les décés.

L’acutisation et I’excés de blastes sont plus fréquents dans le groupe CD9Q"9"
(proportion de 36.6 %) que dans le groupe CD90'" (7.7 %, p = 6.01e™).

Il n’existait pas de différence significative entre les deux groupes concernant les taux de
rechute ni de décés.

Acutisation et excés de blastes

CD90Low CD90High

Non

Acutisation et excés de blastes

Qui

Expression CD90

Figure 9.3 — Facteurs de risque cliniques et expression CD90
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LL

| Facteurs pronostiques traditionnels |Tota| patients analysés CD90 low CD90 high p value
Age>2ans 96 55 41
non|53 (55,2 %) 38(69,1%) 15(36,6%) 0,00153457
ouil43 (44,8 %) 17(30,9%) 26(63,4%)
Plaquettes <33 G/L 84 46 38
non 67 (79,8 %) 41(89,1%) 26 (65,8 %) 0,01871
oui 17(20,2) 5(10,9 %) 12(31,6%)
HbF elevé pour I'age 59 28 31
non|20(33,9%) 13 (46,4 %) 7(22,6%) 0,05331446
oui|39 (66,1 %) 15(53,6 %) 24(77,5%)
Monosomie 7 96 55 41
non|80 (83,3 %) 48(87,3%) 32(78,0%) 0,23031165
ouil 16 (16,7 %) 7(12,7%) 9(22,0%)
| Facteurs pronostiques moléculaires |Tota| patients analysés CD90 low CD90 high p value
Surexpression Lin28b 69 33 36
non|33 (47,8 %) 19(57,6%) 14(38,9%) 0,12060292
ouil36 (52,2 %) 14 (42,4%) 23(61,1%)
Double Mutant RAS 96 55 41
non|81 (84,4 %) 52 (94,5 %) 29 (70,7 %) 0,00147941
ouil15 (15,6 %) 3(5,5%) 12(29,3%)
Mutations Additionnelles 96 55 41
non|61 (63,5 %) 42(76,4%) 19 (46,3 %) 0,00250202
ouil35(36,5 %) 13(23,6 %) 22(53,7%)
Présence au moins un marqueur pronostique défavo 96 55 41
non|48 (50,0 %) 35(63,6 %) 13 (31,7 %) 0,00196846
ouil48 (50,0 %) 20(36,4 %) 28(68,3 %)
| Facteurs de gravité clinique ITotaI patients analysés CD90 low CD90 high p value
Acutisation et excés de blastes 93 52 41
non|74 (79,6 %) 48(92,3%) 26 (63,4%) 0,00060109
ouif19 (20,4 %) 4(7,7%) 15 (36,6 %)
Rechute 62 28 34
non|53 (85,5 %) 25(89,3%) 28(82,4 %) 0,44059356
ouil9 (14,5 %) 3(10,7%) 6(17,6 %)
Déceés 96 55 41
non|73 (76,0 %) 44.(80,0 %) 29(70,7%) 0,29261335
ouil23 (24,0 %) 11(20,0%) 12(29,3%)

Figure 9.4 — Association entre I’expression de I’ ARNm de CD90 et facteurs pronostiques des LMM]Js.Test du khi-2.




Performances diagnostiques

Nous avons ensuite quantifiee la capacité de CD90 a predire la présence d’au
moins un marqueur de mauvais pronostic®.

L’expression en ddPCR du CD90 a une aire sous la courbe (Area Under the Curve,
AUC) de 0.691, alors que a titre de comparaison I’AUC de LIN28B 2 est & 0.615 (voir
figure 9.5).
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Figure 9.5 - Courbes ROC pour CD90 et LIN28B.
Courbes ROC établies pour évaluer la capacité des ratios CD90/GUSB et delta Ct
LIN28B/GUSB a prédire la présence d’'un marqueur de mauvais pronostic ou plus?.

Au seuil initialement choisi, avec un ratio copies CD90/GUSB = 0.001357, la
sensibilité de CD90 est de 58.3 % et la spécificité de 72.9 %. Dans notre cohorte, la
Valeur Prédictive Positive (VPP) est de 68.3 %, et la valeur Prédictive Négative (VPN)
de 63.6 %.

Pour LIN28B, la Sensibilité vaut 62.8 %, la Spécificité 61.5 %, la VPP = 73.0
%, et la VPN = 50.0 %.

En étudiant la courbe ROC de CD90, nous avons pu déterminer qu’une nouvelle limite
avec un ratio copies CD90/GUSB = 0.00194251 était plus optimale, parce que la
sensibilité reste la méme, c’est a dire Se = 58.3 % mais la spécificité est améliorée et passe
de Sp=72.9 % a Sp = 81.3 % avec ce nouveau seuil.

La VPP passe de 68.3 % a 75.7 % et la VPN de 63.6 % a 66.1 %.

Pour LIN28B la valeur choisie était déja optimale.

1. Doubles mutants RAS, mutations additionnelles récurrentes, facteurs de risque cliniques
(greffe de CSH, rechute, acutisation, exces de blastes au diagnostic, c’est a dire > 10 % de blastes,
et déces)

2. Les patients de <6 mois ont été exclus
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Chapitre 10

Etudesde survie

Préambule

On s’est ensuite intéressé a un effet sur la survie sans événement (on a défini un
événement par la survenue d’une acutisation, d’une rechute ou d’un déces), et la
survie globale (a partir du diagnostic) a partir de données rétrospectives.

On a réalisé les courbes de Kaplan Meir en prenant en compte les 96 patients, on
rappelle qu’on a exclus les patients sans mutation initiatrice (Inconnu dans la figure
8.3 de I’Annexe, n=6), les patients avec une autre mutation initiatrice (Autres, c’est a
dire avec mutation SH2B3, TCIRG1, RRAS /RRAS2 germinale n = 10), et NF1
sporadique (n=1), afin de disposer de groupes homogénes. Par ailleurs, on a également
exclus les patients Noonan (n=12), car ils représentent une possibilité de biais, en
raison d’une mortalité non liée a la LMMJ, mais imputable a leur maladie génétique,
notamment les comorbidités cardiaques. Ainsi, les études de survie ont été réalisées
chez 84 patients en prenant le seuil de surexpression de CD90 comme un ratio CD90
/GUSB = 0.0019425.
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CD90 et survie

La surexpression de CD90 est associée a une réduction de la survie sans évé-

nement (voir figure 10.1), et une tendance non significative sur la survie globale (voir
figure 10.2).
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Figure 10.1 — Survie en fonction du CD90.
A partir de la cohorte totale al’exclusion des Noonans/Autres et Inconnus
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Figure 10.2 — Survie en fonction du CD90.
A partir de la cohorte totale al’exclusion des Noonans/Autres et Inconnus

1. Unévénement est défini par la survenue d"une acutisation, d"une rechute ou d’un déces.
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En sous groupe, en analysant seulement les patients greffés, on observe pas de
différences significatives sur la survie sans événement (voir figure 10.3), ni la survie
globale(voir figure 10.4).
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Figure 10.3—-Survie sans évenementen fonction du CD90 chezles patients greffés.

A partir des patients gréffés dela cohorte totale al’exclusion des Noonans/Autres
et Inconnus.
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Figure 10.4 — Survie globale en fonction du CD90 chez les patients greffés.

A partir des patients gréffés dela cohorte totale al’exclusion des Noonans/Autres
et Inconnus.

81



LIN28B etsurvie

La surexpression de LIN28B est associée a une réduction de la la survie globale (voir
figure 10.6), et une tendance non significative sur la survie sans événement (voir figure

10.5).

Survie sans événement LIN28B

1.00
g 075
=
@
E
@
f =
] —
@ 050
o Expression LIN28B
c
©
@ Normal
2
> Log-rank + + + + =3
(g 0.25
P 0.086 Surexpression
T onem
0.00
0 40 80 120 160
Durée (mois)
m i
o= Normal Number at risk
=z
- n=324 32 8 6 1 0
g Surexpression
%’ n-as1 30 9 2 1 0
3 0 40 80 120 160
w Durée (mois)
. . 7 \ b
Figure 10.5 — Survie sans évenement en fonction de LIN28B.
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Figure 10.6 — Survie globale en fonction de LIN28B.
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En sous groupe, en analysant seulement les patients greffés, on observe pas de
différences significatives sur la survie sans événement (voir figure 10.7), ni la survie
globale (voir figure 10.8).
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Figure 10.7 - Survie sans évenement en fonction de LIN28B - patients greffés.
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Figure 10.8 — Survie globale en fonction de LIN28B - patients greffés.
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CorrélationCD90 et LIN28B

On ne retrouve aucune corrélation directe entre LIN28B et CD90 (voir figure 10.9).

CD30 (Ratio copies CD30/GUB)

LIN28B (Delta Ct)

Figure 10.9 — Corrélation entre LIN28B et CD90. R2 = 0.0156.

Si I’on s’intéresse aux deux marqueurs a la fois, on observe que les patients
doubles positifs (DP) sont associés a une survie sans événement réduite, par rapport
aux patients doubles négatifs (DN). Pour les patients simples positifs
(CD90*LIN28B" ou CD90LIN28B*) on observe une tendance intermédiaire sur la
survie sans événement, non significative (voir figure 10.10).
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Survie sans événement CD90 - LIN28B
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Figure 10.10 — Survie sans évenement LIN28B et CD90.

DN : Doubles Négatifs (CD90'LIN28B"); DP : Doubles Positifs (CD90*LIN28B*); SP : Simples
Positifs (CD90*LIN28B" ou CD90'LIN28B").

p-values issues du test du LogRank avec les Doubles Négatifs (DN).

Sur la survie globale, les doubles positifs (DP) sont associés a une survie réduite, de
facon non significative, par rapport aux doubles négatifs (DN). On observe une tendance
intermédiaire avec les patients simples positifs (SP) mais non significative (voir figure
10.10).
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Figure 10.11 — Survie globale LIN28B et CD90.

DN : Doubles Négatifs (CD90'LIN28B"); DP : Doubles Positifs (CD90'LIN28B*); SP : Simples
Positifs (CD90"LIN28B" ou CD90'LIN28B™).

p-values issues du test du LogRank avec les Doubles Négatifs (DN).
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En sous groupe, en analysant seulement les patients greffés, on observe pas de
différences significatives sur la survie sans événement (voir figure 10.7), ni la survie
globale(voir figure 10.13).

Survie sans événement CD90 - LIN28B (patients gréffés)
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Figure 10.12 — Survie sans évenement LIN28B et CD90 (patients greffés).

DN : Doubles Négatifs (CD90'LIN28B"); DP : Doubles Positifs (CD90"LIN28B"); SP : Simples
Positifs (CD90*LIN28B" ou CD90'LIN28B").

p-values issues du test du LogRank avec les Doubles Négatifs (DN).
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Figure 10.13 — Survie globale LIN28B et CD90 (patients greffés).

DN : Doubles Négatifs (CD90'LIN28B"); DP : Double Positifs (CD90"LIN28B*); SP : Simples
Positifs (CD90"LIN28B- ou CD90°LIN28B").

p-values issues du test du LogRank avec les Doubles Négatifs (DN).
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Quatrieme partie

Discussion
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Chapitrell
Cohorte LMMJ

Rappel des objectifs

Le point de départ de ce travail était la constatation d’une surexpression de la
protéine CD90 en CMF dans certaines cellules souches hématopoiétiques de patients
LMMJ. Une expression aberrante du CD90 persistait dans les progéniteurs jusqu’aux
cellules matures [134]. En raison du faible matériel disponible, I’analyse de I’ARNm du
CD90 en ddPCR a été privilégiée. L’objectif de cette thése était d’étudier I’intérét
pronostique potentiel de CD90 dans le cadre de la pratique quotidienne d’un laboratoire
centre de référence des LMMJ.

Concordance CMF et ddPCR

Nous avions débuté par I’étude de la corrélation entre expression protéique, a partir
des données de CMF faites précédemment au laboratoire, et I’expression en ddPCR de
CD90. Nous avons jugé que la concordance entre les deux etait relativement
satisfaisante, mais il existait cependant quelques discordances.

Dans 3 cas sur 25 (12 %), on a observé une surexpression du transcrit CD90 dans les
cellules mononuclées totales alors que I’expression protéique dans les progéniteurs était
normale en cytométrie en flux.

L’un de ces patients (#178) avait un ratio copies CD90 sur copies de GUSB a
0,001593, et une expression protéique normale dans les progéniteurs. Si I’on prenait le
nouveau seuil de 0.00194251, il y avait alors une concordance entre expression protéique
dans les progéniteurs et I’expression de I’ARNm dans les cellules mononuclées totales.
Ce nouveau seuil n’améliorait toutefois pas la concordance qui restait de 80 %. Il créait
une nouvelle discordance chez un autre patient. Chez celui-ci I’expression protéique était
augmentée dans les GMP, alors que I’expression de I’ARNm devenait normale dans les
cellules mononuclées totales).

Les deux autres patientes montraient bien une surpression du CD90 (avec un ratio
copies CD90/GUSB a 0,0105 (#128) et 0,0124 (#40), soit 7.7 fois et 9.1 fois supérieure
au seuil). Il existait peut-étre une régulation de la traduction en aval qui explique la
normalité de I’expression protéique. La premiére était atteinte d’'une LMMJ dans le cadre
d’un syndrome CBL, habituellement de mauvais pronostic. Elle est malheureusement
décedée 8 ans aprés le diagnostic. La seconde, atteinte d’une LMMJ PTNP11
sporadique, présentait des marqueurs de mauvais pronostics (monosomie 7,
surexpression LIN28B). Elle a rechuté a 7 mois.
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Ceci nous suggéere, que bien que I’expression protéique soit normale, c’est plu- tot la
surexpression du transcrit qui fait le mauvais pronostic. Cela nous amene a penser que ce
n’est pas tant la fonction biologique qu’exerce CD90, que son role de témoin d’une
dérégulation d’expression qui fait I’intérét de ce marqueur. D’autant que, bien que le
coefficient de corrélation entre la CMF et la ddPCR soit médiocre, on retrouvait par la
suite une association entre expression du CD90 en ddPCR et facteurs de mauvais
pronostic.

A I'inverse, dans 2 cas sur 25 (8 %), la surpression était présente dans les

progéniteurs, et absente dans les cellules mononuclées totales. Cela nous indique, que
dans une majorité de cas, I’expression aberrante commence dans la cellule souche, se
propage aux progéniteurs, et continue jusque dans la cellule mature.
Cependant, il semble ici, que dans une minorité de cas, la surexpression s’interrompait
avant le stade de cellule mature. Pour ces discordances, il s’agissait de LMMJs-PTPN11
sporadiques, avec des facteurs de risque (thrombopénie seule pour I’'une, thrombopénie,
age > 2 ans, surexpression LIN28B pour I’autre), mais qui n’ont pas rechuté a notre
connaissance apres des périodes de suivi de 24 et 45 mois.

Expression CD90 et LIN28B

On s’est ensuite interrogé si I’expression du CD90 était reliée a des sous-groupes
particuliers de LMMJ. Nous n’avions cependant pas retrouvé d’association claire en
fonction de la mutation initiatrice. L’expression du CD90 semblait assez hétérogene dans
les PTPN11 somatiques et NRAS, et plus homogene, avec une tendance a n’étre pas
surexprimée, dans les groupes KRAS et Noonan.

Pour LIN28B dans notre cohorte, ce géne semblait surexprimé dans les LMMJ
mutées PTPN11 sporadiques et les NF1 par rapport au LMMJ chez les patients
atteints de forme syndromique de LMMJ dans les Noonan et les syndromes CBL. Ces
deux sous-types étaient effectivement décrits comme ayant un mauvais pronostic dans la
litterature [25, 73]. D’autre part, il existait une bonne corrélation entre I’expression de
LIN28B et le taux d’HbF, un autre marqueur pronostic.
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Chapitre 12

CD90 et facteurs de mauvais
pronostiques

12.1 Facteurs de risque

Nous nous sommes ensuite intéresse aux liens avec les autres facteurs de risque.
Nous avons observe une corrélation entre surexpression du CD90 et un &ge au diagnostic
> 2 ans, une thrombopénie < 33 G/L, les doubles mutants RAS, les mutations
additionnelles, et de maniére plus globale avec la présence avec d’au moins un facteur de
mauvais pronostic. Ce dernier est un critere composite qui regroupe les mutants RAS, les
mutations additionnelles récurrentes, et les facteurs de risque clinique (Greffe de CSH,
rechute, acutisation, blastes médullaires > 10 % au diagnostic, et déces).

Cette corrélation suggérait que les LMMJ-CD90+ étaient plus agressives que les
LMMJ-CD90-, avec une retentissement sur la lignée megacaryocytaire. Cependant
comme il ne s’agissait pas d’une approche single cell, nous n’étions pas en mesure de
savoir si la surexpression du CD90 détectée révélait d’une expansion du pool des
progéniteurs ou des cellules matures CD90 + en circulation ou dans la moelle. Toutefois,
I’association des LMMJ/CD90 + avec un exces de blastes laissait a penser qu’il existe un
blocage de la différenciation.

Pour ce qui est du mécanisme biologique qui entrainait la surpression de I’ARNm du
CD90, comme nous n’avions pas retrouvé d’association statistique avec la mutation
initiatrice, mais qu’au contraire nous observions une association avec les mutations
additionnelles et les doubles mutants, on pouvait supposer que la mutation initiatrice
n’était pas responsable d’une augmentation de la transcription ou de la stabilisation de
I’ARNmM de CD90. Ce serait des évenements postérieurs a la mutation initiatrice qui
causeraient la surexpression du CD90.
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Chapitre 13

Etudesde survie

CD90

Nous avons finalement mis en évidence ici qu’une surexpression de CD90 était
associée a une diminution de la survie sans événement dans les LMMJ, sans pour autant
montrer une différence dans la survie globale. L analyse en sous-groupe pour les patients
greffés n’avait pas montré de différence statistiquement significative.

Comme il s’agissait d’une étude rétrospective, il est possible qu’il existe des biais
de perdus de vue, des erreurs de transmissions comme les patients viennent de toute la
France et certains de I’étranger. Tout les patients n’ont pas recu la méme prise en
charge, et les causes de déces ne sont pas toutes imputables a I’évolution de la LMMJ. En
effet, la greffe de cellules souches hématopoiétiques peut se compliquer d’infections, de
GvH. Les patients atteints de Rasopathies peuvent décéder des comorbidités liées a leur
maladie génétique (Par exemple, du fait de la cardiopathie dans le Noonan), ¢’est pour
cette raison que nous avons exclus les patients Noonan, mais d’autres biais peuvent
persister. Cependant si ces limitations sont & garder a I’esprit, il faut aussi rappeler
qu’il s’agit d’une pathologie tres rare, et qu’il serait trés long et complexe d’étudier ce
marqueur de maniere prospectif, et dans le cadre d’une prise en charge standardisée.

Le réle de CD90 dans la littérature est contradictoire, tant6t un réle oncogénique dans
certains cancers, tandis que dans d’autres il agit comme un suppresseur de tumeur :

Dans le cadre du systéme hématopoiétique, CD90 est considéré comme un mar-
queur de cellule souche hématopoiétique et mésenchymateux. Cependant dans une
expérience d’induction de cellules pluripotente a partir de fibroblastes embryon-
naires murins, il a été identifié que la perte de CD90/THY-1 était un événement
précoce du processus de reprogrammation [152]. Sa perte était associée a une surex-
pression de miR-135b qui cible plusieurs génes associés a la matrice extracellulaire et
il a été suggéré que dans ce contexte il jouerait un réle de barriere a la pluripotence.
Aussi il joue possiblement un réle contexte dépendant dans le processus de
différenciation [153].

CD90 semble favoriser la prolifération, le blocage de CD90 par un anticorps
spécifique réduit la capacité d’expansion in vitro des cellules CD34*CD90" dans le sang
decordon[154].

1. Réaction du greffon contre I’hote
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Buccisano et al. ont trouvé que I’expression du CD90* dans les leucémie Aigle
myéloides (LAM) était associé a une diminution de la survie. L’expression du CD90
était liée aux LAM secondaires et du sujet de plus de 60 ans [155]. Cependant, son
role comme facteur pronostique est loin d’étre admis puisque peu d’études ont
confirmé ce résultat. Chavez-Goncalez et al. ont étudié I’expression du CD90 dans les
LAM de I’enfant, et n’ont pas trouveé de différence significative dans le prognostic des
patients. Ils ont cependant discuté que leur population était différente [156]. Son réle
pronostique reste encore débattue, d’autant qu’une publication antérieure avait
rapporté que c’était la population CD34*CD90- qui était capable de maintenir la LAM
in vitro et in vivo [157].

Dans les cancers solides, I’expression de CD90 est fréguemment associée aux
cellules souches du cancer :

CD90 est surexprimé dans les lignées de Carcinome Hépatocellulaire. On ob-
servait une augmentation modérée de la viabilité cellulaire par rapport aux cellules
CD90'. Les capacites de migration et d’invasion in vitro de ces cellules étaient ac-
crues chez les CD90*, ainsi que leur capacité a former des sphéres [158].

Dans le glioblastome, I’expression du CD90 était en lien avec celle d’autres
marqueurs de cellules souches neuronales, comme le CD133 [159]. De maniére si-
milaire, dans plusieurs lignées de cancers du poumon, des propriétés de cellules
souches du cancer ont été mise en évidence dans une population CD44"d" CD90*,
comme une croissance a long terme in vitro, une surexpression de Nanog et Oct4 par
rapport aux CD44"9" CD90-, et une résistance a I’irradiation [160].

CD90 était exprimé dans le mélanome au niveau des cellules endothéliales
activées et interagit avec les cellules du mélanome par le biais de I’intégrine a-v-f-3
ce qui favorise le processus de métastase. Dans les souris THY-17, la formation de
métastase de mélanome était diminuée, suggérant que I’expression de THY- 1 dans les
cellules endothéliales induite par les cellules de mélanome favorise la dissemination
[161].

Dans les adenocarcinomes de I’ovaire, la perte d’hétérozygotie de la région
11g23.3-024.3 est associée a un mauvais pronostic et le gene identifié est CD90 [162].
Dans les cellules de lignées SKOV-3, I’ARN messager et la protéine étaient retrouves
dans les cellules non tumorales et absentes des cellules tumorales. CD90 est également
sous-exprimé dans le neuroblastome [163], et le cancer du nasopharynx.

LIN28B et CD90

Nous n’avons pas observé de corrélation entre I’expression de LIN28B et du CD90.
Ce qui suggere I’absence de mécanisme de régulation direct entre LIN28B et CD90.
LIN28B est connu pour inhiber la maturation des mi-RNA de la famille let-7 [110].
L’analyse in silico par TargetScanHuman [164] suggere qu’il existe deux sites de
régulation chez CD90 en 3’UTR par les miRNAs hsa-miR-107 et hsa-miR- 103a-3p,
mais ces deux miRNA ne sont pas connus pour étre régulés par LIN28B.

Dans I’étude de Murakami et al. , LIN28B était fréquemment associé au sous-
groupe hyperméthylé dans 71 % (32/45) des cas (supplementary data de I’étude de
Murakami et al. [106]). Dans notre étude, LIN28B est surexprimé dans le groupe
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CD90Me" dans 62 % (23/37) des cas, ce qui est relativement proche, et irait dans le
sens d’un lien entre expression aberrante du CD90 et profil d’hyperméthylation des
LMMJ.

En revanche, dans leur étude, la surexpression de LIN28B était rare dans le groupe
hypométhylé (8 %, 5/61), tandis que I’association d’une expression du CD90 normal
avec une surexpression de LIN28B était relativement fréquente dans notre cohorte (41
%, 14/34).

Dans les LMMJ avec mutations initiatrices de PTPN11, leucémies de mauvais
pronostic, les taux d’hyperméthylation se situaient entre 73 % (35/45, [106]), et
54.2 % (26/48, [104]). Cela est compatible avec la proportion de 60 % de CD90"9" que
I’on retrouvait dans les LMMJ mutées PTPN11 en sporadique.

Dans les syndromes CBL, les études de Murakami et de Lipka sont concordantes
et ne retrouvent aucun profil d’hyperméthylation. Ici, le CD90 est surexprime dans 37.5
% des cas (3/8). Il est toutefois a noter que si les LMMJ associées aux syndromes CBL
sont souvent indolentes et régressent spontanément, chez ces trois patients 2 ont di étre
greffes et le troisieme est decéde.

SiI’on utilisait LIN28B et CD90, on montrait ici que les LMMJ/CD90*LIN28B* étaient de
mauvais pronostic, tandis que les LMMJ/CD90LIN28B- étaient associées a une meilleure
survie, et ils existaient aussi une catégorie avec une tendance intermédiaire lorsque seulement un
seul des deux margueurs est surexprime.

Cette distribution en 3 clusters rappelle les sous-classes de LMMJ selon leur profil
de meéthylation. Les LMMJ/CD90*LIN28B* pourraient correspondre aux LMMJs
hyperméthylées, tandis que les LMMJ/CD90 LIN28B- seraient des LMMJs au profil
hypomeéthylé. Si tel était le cas, la recherche du CD90 pourrait constituer une alternative
moins onéreuse a un profil de méthylation.
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Conclusion

Dans les LMMJs, nous avons pu retrouvé une surexpression du transcrit de CD90
dans la masse des cellules mononuclées circulantes en utilisant une technique de
quantification absolue par ddPCR. Ceci corrobore les constations de cytométrie en
flux ou il avait été montré que la protéine CD90 peut étre surexprimée dans les
cellules souches hématopoiétiques, et persistait de facon anormale dans les
progeniteurs, jusqu’au cellules matures. Nous montrons ici qu’elle peut étre aussi
présente au niveau transcriptionnel dans les cellules matures. D’autre part, le transcrit
CD90 a également un intérét pronostique puisque Ssa surexpression est associée avec
une réduction de la survie sans progression. Sa mise en place en routine est facile
techniquement, et peu de matériel est nécessaire. Etant donné I’enjeu de la greffe dans
cette pathologie, il pourra enrichir la discussion et faire parti du panel des facteurs
pronostiques guidant la décision de I’hématologue face a une LMMJ. 1l est cependant
difficile d’affirmer qu’il soit indépendant des autres facteurs de risque. Nous pensons
qu’il pourrait se comporter comme un témoin des anomalies de la méthylation décrites
dans les LMMJs. Cette hypothése est cependant a confirmer par une étude de la
méthylation afin de chercher une éventuelle corrélation. Si celle-ci était etablie, le
CD90 pourrait alors étre proposé comme un substitut moins onéreux.
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Titre (francais) : Intérét de I’expression du CD90 dans le pronostic des LMMJ.

Résumeé (francais) : La Leucémie Myélo-Monocytaire Juvénile (LMMJ) est une
hémopathie chronique de I’enfant avec prolifération excessive de la lignée myélo-
monocytaire. 1l existe une hétérogénéité pronostique importante entre des formes
indolentes, et des formes agressives qui nécessitent une greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétiques. La découverte de nouveaux facteurs pronostiques est donc un
enjeu important. En 2019, une surexpression protéique du CD90, un marqueur des
cellules souches hématopoiétiques a été retrouvée dans certains sous- types de LMMJs.
Celles-ci étaient associées a une expression aberrante du CD90 dans les progéniteurs,
jusqu’aux cellules matures. Afin de comprendre le role du CD90, nous avons étudié
rétrospectivement I’expression de son ARN en droplet digital PCR chez 112 patients
atteints de LMMJ. Nous montrons ici une surexpression du transcrit CD90 dans les
cellules mononuclées totales du sang et de la moelle, qui s’associe a d’autres facteurs de
mauvais pronostic comme la surexpression de LIN28B, et & une réduction de la survie
sans évenement.

Mots-clés (francais) : Leucémie Myélo-Monocytaire Juvénile, CD90, LIN28B,
Onco-hématologie, ddPCR, biologie moléculaire.

Title : Interest of CD90 expression in the prognosis of [MML

Abstract : Juvenile Myelo Monocytic Leukemia (JMML) is a chronic hematopathy of
the child with excessive proliferation of the myelomonocyte lineage. There is significant
prognostic heterogeneity between indolent forms and aggressive forms that require
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. The discovery of new prognostic
factors is therefore an important issue. In 2019, an overexpression of CD90, a marker of
hematopoietic stem cells, was found in some subtypes of LMMJs. These were associated
with an aberrant expression of CD90 in progenitors, up to mature cells. In order to
understand the role of CD90, we retrospectively studied the expression of its RNA in
digital droplet PCR in 112 patients with JMML. We show here that overexpression of the
CD90 transcript is present in the total mononuclear cells of the blood and bone marrow,
that it is associated with other poor prognostic factors such as overexpression of LIN28B,
and a reduction in event free survival.

Keywords : Juvenile Myelo Monocyte Leukemia, CD90, Onco-hématology, ddPCR,
molecular biology.
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