UNIVERSHDE LILLE

Ecole Doctorale Biologi€Santé
THESPBE DOCTORAT
t NBASY(dSS LI2dzNJ f Q2060SyidA2y Rdz INI
5h/¢9,w 59 [ Q, bLx9wW{LC¢;

Discipline: Hématologie
Alice Marceau Ep. Renaut

PROFIL MECULAIRE
DES EUCEMIES AIGUES MYELCPEBSTRIQUES

Soutenue publiqguement Ié juillet 2018devant le jury composé de

ProfesseuHéléne @QVE
ProfesseurOlivier KOSMIDER
ProfesseurPierreSimon ROHRLICH
Docteur Meyling CHEOK
Professeur Claude PREUDHOMME

Présidene
Rapporteur
Rapporteur

Examinateur

Directeur de these



Remerciements

SdzNJ ht A OA

Je remercie le Professeur Pie®@anon RENX A OK S S t NRFS
RQsiNB fS& NI LLRNISddNE RS O0SGidGS GK

W YSNOAS S tNRFS&aSdzNJ I SE8yS /@S LIRdz2NJ £ QAY
0 Q

l.j

N

S§ail dzy K2yySdzNJ RS @2dza P2AN LINBAARSNI OS

R »
w E75>

Q¢

S

(p))

MercA | dz 520GSdzNJ aSefAy3d /KS21 RQF@2ANI I OOSLIIS R
2 a es cotés, la boucle est bouclée

WS NBYSNODAS S tNRBFSaaSdaNJ /fl dzRS t NSdzZRK2YYS RQF
années. Merci de votre cohfiy OS | dz ljd2 iARASY > 0QSaid G2dz22dz2NE
projets que vous proposez au laboratoire.

WS NBYSNOAS OKFfSdzNBdzaSYSyid YSa O2ftfts3adzSa Si
Thomas, Elise, Olivier, Nathalie, Christophe, FlotenValérie, StéphanieMartine, Laurence. Je
yQ2dzot AS LIa !'ftAYyS ljdzA YQF G2dzi FLIWNKA RE I o0A
remercie également Benoit pour sa participation active aux techniques d&ILRA. Mes
remerciements lesplt LINP F2y R& a4 QlF RNBaaSyid t bAO2f Beneadal ya |
GS NBYSNOASNIA 2FYlFAa |aasSl LkRdzN) G2y | ARSI fSa
LX F AAANJ RS GNXQFATfESNI £ GSar«sflibSa S 2QSaLIsNBE  dzy
WQl RNBaasS YSa airAyOsNBa NBYSNODASYSyG&a | dzE Ay3aASy.
techniciens et aux secrétaires sans qui tout notre travail au laboratoire ne pourrait exister.

Je remercie Laurene, future collégue, pour son tlawir les prédispositions et pour son
enthousiasme au quotidien.

WS NBYSNDAS GAGBSYSyld 1St8yS [FLAfE2yyS RS YQI @2
biologistes et cliniciens impliqués sur le protocole ELAMO02, pour votre travail au quotigiedsa

des patients et leurs familles.

MesderniersNBYSNOA SYSy G a aQl &NBsaamniStyod nombreXlpouf dtretbus f S
OAGSad WS yS NBYSNDASNIA 2FYFAa Faasl YS&a LI NBy

Enfin mes derniéres pensé@&sQ | R NB Rié&r$Yes pour son soutien chaque joarArthur et
DIF&aLlk NR YSa FTAf2dzax



Table des matieres

Table deS HIUSITALIONS.......ceiii it e e e e e e e s e e e e e e e e e eeeas 5
T [0 [ U] =T S PP PPPPPPRRPPT 5
B.  TADICAUX. ... e 5

ADTEVIALIONS. ...ttt ettt oot e e ekt et e e ek et e e ek b et e e e R b e e e e e bt e e e e anr e e e e e nneeas 7

RESUIME. ... e et e e s s s e et e e e s s san e e e e e e e nanes 9

AADSTITACT. ...t e e e e 10

Les leucémies aigués myéloidéstroduction generale..........cccccvvvvviieiiei e, 11
AL DETINITION. ..t 11
B, EPIAEMIOIOQIE.....cciiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e 11
{OT i 1 o] 0] =TSRt 11

1. Néoplasies myéloides avddNB RA a L2 aA G A2y 3ISNYAYFES Faaz2o0ns
AYSTONCHONS OFQANIGUES........eeieiiieeei ittt e e e et s et e e e e e st e e e e e s b e e e e e e s ennneees 12

2. Néoplasies myéloides avec prédisposition germinale associées a des anomalies
PlaqQUETAINES PrERXISAMES ... ueiie ittt ettt e et e et e e s s nb e e e e s nrneeeenes 15

3. Néoplasies myéloides avec prédisposition germingleres» (sans maladie préxistante

2dz FOGSAYES  ROZNELEY.SDoooooeeoeeeeeeeeeeeeeoeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeee 16

D. Présentation ClINIQUE..........ciiiiiiiieiiiie et s e e 16
E. DiagnostiC DIOIOGIGQUE.........cooeiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s se e e e nanes 17
I O/ (o] (o o 1= T TOPPPPP 17

2. IMMUNOPNENOLYPAGE. .....ii i e e e e e e e e e e aaaaaaaaans 18

3. Cytogénétique conventionnelle et FISH...............ccccc e 18

4. BiolOgi€ MOIECUIAIIE.......ccce e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 18

F.  ClasSIfiCAtioNS S LANM.L.......cuuiiiiiiiiie ittt e e e e e 20
1. CIaSSIfiICAION FAB......ccoiiiiiiitt e 20

2. ClasSifICation OIMS........cooiiiiiiie e s e e e e s e e e e e e 21

G. FaCIEUIS PrONOSHIUES ... ..cciiiiiiiiitee e ettt ettt e e e e s e e e e e e e e e e e e e annbnrneeeeeeaanes 22
O 03 V1 (oo 1= g 1= 1o [0 1= PP PR PR 23

2. GENELIQUE MOIECUIRIIE.......c.eeiii ettt 23

3. REPONSE QU traItEMEINL. .....ciiiiieiiiiie ettt e e e e e e nnaeee s 23

H. Principes de traitement des LAM pediatriQUES...........ccuereriuiiiiriiiiieeeiiieeeesiieeeesiaee e 24
L] o] =T o 11 £ P 25
Materiel €t METNOAES ... ....cooiiiiie et e e e e e e 26



A. Patients et protocole ELAMOZ..........cooi e 26
B. Cytogénétique et détection des transcrits de fUSION.........cccvvvvveeei i 28
C. Analyses mutationnelles par NGS..........ooooii i 31
D.  ANAlYSE STALISHQUES. ... .eeiiieiiiiiiieii e e e e s s e e e e e e r e e e e s s annrr e e e e e eeaans 33
RESUITALS. ...ttt e e e s a b e e e et et e e e bbbt e e e sbe e e e e nne e e e annneeas 35
A. Caractéristiques des patients au diagNOSLC. .........cvviiiiiiiieiriiie e 35
B. Profil moléculaire des LAM PEIatriQUES............cooiiiiiiiiiiieiiniiiirr e ee e ee e e e e e e e e e e 37
1. MULAtiONS GENIGUES.......coii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s s e s s s e e s e s aannanes 37
2. TranSCritS 0 fUSION......ccuuiiiiiiiii et 39
3. Profil moléculaire du protocole ELAMOZ.............cccccvvvviiiieiieiieerieeieeeeieeeeeeeaeaeneeeennn . 40
C. Association du profil moléculaire avec les anomalies cytogénétiques des LAM pédiattitjues
D. LYLI OG RS& Fy2YlFfASa Y2t SOdzZ I ANB.A..AdzNKE Q2060SYy
E. Réarrangements dUP98&dans la cohorte ELAMQ..........coovviiiiiiiiiiiiieeee, 47
F. Impact des anomalies moléculaires sur la survie des patients...........ccccveeevvieeeennnnen. a7
G. Classification moléculaire des LAM pEdIiatriQUES.........ccovcuveieiiiieeeiiiiieeiiiieeessieee e 52
D Yol B K11 (o] o F PP PP PPPPPPPRTPPN 56
(0] 0T 11 5] (o] o RO PP PPPPP R PPPRPPPRPPP 61
=]l o] To o] £=T o] o[- TP P PP PRPPT PP 62
F 113 PO PSP P PP PP 71



Table des illustrations

A. Figures

Figure 1: Schéma thérapeutique du protocole ELAMD2Z..............ccoviiiiiiiieiiiiieeeee e 27
Figure 2: Principe de la technique deRDPCR (90).......ccoiiiiiiiiiieiiiiiieiie e 29
Figure 3: Design des transcrits de fusion reCherchés...........ccooiiii s 30
Figure 4 Préparation de la librairie selon le systéme AmpliSEq.........ccoceeriiiieiniiiee e, 32
Figure 5: Préparatiode la librairie selon le systéme HalopleX.............ccccoviiiiiiiiii e, 33
Figure 6: Répartition des LAM au diagnostic selon la classification FAB (n=385)................... 36
Figure 7: Distribution des groupes cytogénétiques dans la cohorte étudiée (n=385)............. 36
Figure 8: Distribution des groupes cytogénétiques en fonction de la classe.dage.................. 37
Figure 9: Fréquence des genes mutés (>1%) dans la cohorte de LAM pédiatriques............. 38
Figure 10: Nombre de génes mutés en fonction du groupe cytogénétique............ccccccuvvvnnnnns 39
Figure 11: Nombre de génes mutés en fonction de la classe.d'age.......cccvveeevveeeeeiiiiiiiennnee.... 39
Figure 12: Fréquence des anomalies moléculaires dans le protocole ELAMOZ2..................... 41
Figure 13: Profil génomique des LAM pédiatriques a CRMERAEArranges........ccuvuuveeveeereeeenna: 42

Figure 14: Profil génomique des LAM pédiatriques a caryotype normal, défavorable et.autret3

Figure 15: Association entre les mutations et les différents groupes cytogénétiques.............44

Figure 16: Circos plot illustrant la coexistence des anomalies moléculaires des LAM pédiatrddues

Figure 17: Courbes de survie des LAM pédiatriques en fonction de la prédéhdey’ (1 MIP984 O NA i
................................................................................................................................................. 47

Figure 18: Courbes de survie des LAM pédiatriques en fonction du groupe cytogénétique...48

Figure 19: Colnes de survie des LAM pédiatriques en fonction de mutations génigues......... 50
Figure20: Devenir des LAM pEAIAtIIQUES..........cooooiiiei ittt e e e e e e e e e e e e e 52
Figure 21: Devenir des LAM pédiatriquesséparant les réarrangements #@T2A..................... 53

Figure 22: Impact du stat@®LTATD das les LAM pédiatriques a risque moléculaire défavoralsié

B. Tableaux

Tableau 1: Classification OMS des LAM, Edition 2016.........oveeeieeeeeee e eeaeees 21

Tableau 2: Translocations chromosomiques avec prévalence plus élevée dans les LAM pédiatriques
comparées aux LAM de I'AdUILE............coeeiiiiiiiiie e e e e e e e e e ennees 22

Tableau 3: Caractéristiques des patieats diagnostic de LAM (cohorte totale ELAMO2 vs. cohorte

L] (0o 11T SRS 35

Tableau 4: Transcrits de fusion identifiés PaRIIPCR..........c.ceeiiiiiiiiiiiiee e 40


file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438084
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438085
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438086
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438088
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438089
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438090
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438091
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438092
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438093
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438094
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438095
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438098
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438098
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438101
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438102
file://doc1chrul/pub$/Cbp/Calhemato/alice%20marceau/Biologie%20Moléculaire/ELAM02/rédaction%20thèse%20ELAM02/thèse%20ELAM02%202304.doc%23_Toc512438103

Tableau 5: Caractéristiques des patients en fonction de I'obtention d'une rémission complete aprées

deux cures de chimiothérapie INTENSIVE............uiii i 45
Tableau 6: Analyse multivariée sur I'obtention ddi@mission complete............ococeeviiieeeniinens 46
Tableau 7: Analyses multivariées sur la survie a 3 ans des LAM pédiatrigues...............ccue.... 51
Tableau 8: Survie globade3 ans selon la classification moléculaire............ccccceeeviiiiiieeeeeeenns 53
Tableau 9: Survie globale a 3 ans selon la classification ELN.2017...........ccccccceeeviiiiiineeeeennd 54



Abréviations

ADN: acide désoxyribonugique

AF : anémie de Fanconi

ANKRD26 ankyrin repeat domain 26

AraC: aracytine

ARN : acide ribonucléique

ASXL1additiond sex combs like 1

BCOR : BCL6 corepressor

BCORLL1 : BCL6 corepressor like 1

BOM: biopsie ostéemédullaire

BRCA : breast cancer

CBE core hinding factor

CBL Casitas Bineage lymphoma

cDNA: ADN complémentaire

CEBPA CCAAT/enhanrberding protein
alpha

CMF : cytométrie en flux
CMMRD constitutional mismatch repair
deficiency

CN : caryotype normal

/I hD Y OKAf RNBYyQa
CSF3R : colony stimulating factor 3 receptor
CSH cellules souches hématopoiétiques

DC: dyskératose congénitale

DDX41 DEAEboxhelicase41

DNMT3A DNA méthyltransférase 3A

EFS eventfree survival

EGIL : European group for the immunological
characterzation of leukemias

ELN European LeukemiaNet

ETVG ETS variant 6

EZH2 : enhancer of zeste homolog 2

FAB: FrenchAmericanBritish

FANC Fanconi anemia complementation
groups

FISH : fluorescenace situhybridization

FLT3TD: Fmslike tyrosine kinaseS-internal
tandem duplication

FPD familial platelet disorder

IC: intervalle de confiance

IDH : $ocitrate déshydrogénase

IL2: interleukine 2

ISHCN international system for human
cytogenetic nomenclature

JAK2 Janus kinase 2

KMT2A : lysine (K) métisdnsférase 2A

LA: leucémie aigué

LAL: leucémie aiguéymphoide

LAM: leucémie aiguényéloide

LAP : leucémie aig¢ promyélocytaire

LCR : liquide céphatlachidien

LDRTPCR

ligationdependent reverse

2y O2 t #rahscripHioNBobzhdrase chain reaction

LMC: leucéme myéloide chronique

LMMJ: leucémiemyélomonocytaire juvénile
LSC cellules souches leucémiques

MLL: mixed lineage leukemia

MPO: myéloperoxydase

MRD: minimal residual disease

NF1: neurofibromatose de type 1

NGS : nexgeneration sequencing

NIPBL : ipped-b-like protein

NPML1 : nucléophosmine 1

OMIM: online mendeliannheritance in man

OMS : organisation mondiale de Engé



OS: overall survival

PHF6 : plant homeodomalike finger protein
6

PTEN : phosphatase and tensin homolog
PTPN11: tyrosinprotein phosphatase non
receptor type 11

RC:. rémission compléte

RUNX1 runt-related transcription factor 1
SAMD9/L : sterile alpha motif domain
containing protein 9/like

SETBPL1 : SET binding protein 1

SF3B1 : splicing factor 3B subunit 1

SMC : structural matenance  of
chromosomes

SMD: syndrome myélodysplasique

SNC systeme nerveux central

SNP: single nucleotide polymorphism

SRP72 : signal recognition particle subunit 72
SRSF2 : serine/argininieh splicing factor 2
STAG2 : stromal antigen 2

TAM: transient abnormal myelopoiesis

TET2 ten eleven translocation 2

TK : tyrosine kinase

TP53 : tumor protein 53

U2AF1 : U2 small nuclear RNA auxiliary factor
1

VAF : variant allele frequency

WTLY 2AfYaQ (dzY2NJ w
ZRSR2 : zinc finger Ca@be, RNA binding

motif andserine/arginine rich 2



Résumeé

Malgré une amélioration de la prise en charge thérapeuticae cours des derniereannées, les
leucémies aigués myéloides (LAM) pédiatriqgues sont deshémopathiesgraves avec des tauxle
rechute pouvant atteindre 30%t des taux de stvie inférieurs a 7%. Une meilleure description des
anomaliesmoléculaires chez les enfants atteints d&Mest nécessaire pour affiner le pronostie

ces patientsEn utilisant leséquencage haut débitlié sur 36 génes da technique ddD (ligation
dependent)RFPCRce travail décrit le profil moléculaiinsi quesasignification pronostiquehez
385 enfants atteints deLAM de novoinclus dansf Q S dididué\prospectf ELAMO2 76 % des
patients présentent au moins une mutation parr@s genesétudiés Les mutations leplus
fréquentes concerrent les génescontrdlant les voies de signalisationdes tyrosinekinases (61 %),
suivis par les facteurs de transcription (16 %), les suppresseurs de tumeurs (14 %), les modificateurs
de la chromaine (9 %)Ja méthylation de 'ADN (8 % cohésine (5 %) et le spliceosome (3 %). De
plus, un transcrit de fusiorest détecté dans prés de la moitié des casu final les réarrangements
impliquant leCBF, les mutationde NPM1et doublemutations deCEBPACEBPAImM) représentent
37% de la cohorte et définissent un segreupe moléculair@u pronosticavorable §urvie globalé

3 ans:92,1%) alors que les fusioimpliquantNUP98 les mutationdVT1, RUNXZkt PHFG15% de la
cohorte) constituent un sousgroupe moléculaireau pronostic péjoratif(survie globale &8 ans:
46,1%). Les srangementsde KMT2A(21 % de la cohortegont associé a un risque intermédiaire.
Malgré quelques similitudesle profil moléculaireet sasignification pronostique differg entre les
[1a RS f QS yaduktey Cesr&uitatsRddtribfietd & affiner la stratification du risque
pronostique des LAM pédiatriqus et ainsi améliorer leumprise en charge thérapeutiqueCette

classification moléculaireste a validedansR Q redeohortes pédiatriques indépendantes.



Abstract

Despite major treatment improvements over the past decades, pediatric acute myeloid leukemia
(AML) is still a lifehreatening malignancy with relapse rates up to 30% and survival rates below 75%.
A better description of the pattern of molecular aberrations in childhood AML is needed to refine
prognostication in such patients. We report here the comprehensive molecular landscape using both
high-throughput sequencing focused on 36 genes and ligatigpendert RFPCR in 385 children

with de novoAML enrolled in the prospective ELAMO2 trial and we evaluated their prognostic
significance. 76% of patients had at least one mutation among the genes we screened. The most
common class of mutations involved genes thaintrol kinase signaling (61%) followed by
transcription factors (16%), tumor suppressors (14%), chromatin modifiers (9%), DNA methylation
controllers (8%), cohesin genes (5%) and spliceosome (3%). Moreover, a recurrent transcript fusion
was detected in bout a half of pediatric patients. Overall, CBF rearrangematfdviland double
CEBPAnutations represented 37% of the cohort and defined a favorable molecular subgreup (3
yearsoverall survival 92.1%) whileNUP98fusions,WT1 RUNXland PHF6mutations (5% of the
cohort) segregated into a poor molecular subgroupyéars overall survival 46.1%). KMT2A
rearrangements (21% of the cohort) were associated with an intermediate risk. Despite some
overlaps, the spectrum of molecular aberrations and their pragicosignificance differ between
childhood and adult AML. These data have important implications to contribute in refining risk
stratification of pediatric AML and show the need for further validations in independent pediatric

cohorts.
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Les leucémies aigis myéloides introduction générale
Cette introduction générale se concentrera principalement sur les LAM pédiatriques.

A. Définition
[ Sa [!'a az2yid dzy 3INRdzZIS KSGSNRISYS RQKSY2LI GKA
oncogénique de géniteursmyéloidesll en résulte une prolifératioslonalede cellules tumorales
ayant perdu leur potentiel de différenciatiaries blastesCe processus malin est ié f QI Olj dzA & A
RQSPSYSYSyita ISy sSiAl dzS de ud awirfageNdk stivie assodién blaoagé f dzf S
RS RATFSNByYyOA I (idloRe/lqucémiquécantiit i dui enyahisRetizent de la moelle
osseuse, du sang périphérique, puis de différents tissus ou organes par ces blastes leucémiques. Le

caractére aigu des LAM soeantend une aggravation ragie des signes cliniques et biologiques de la
YIfFRAS | @SSO dzyS S@2fdziAz2zy NI LARSYSyd FlLartS Sy

B. Epidémiologie

I KST  Q &§mdgatifies malignBsdes plus fréquentes comportent les leucémies aigués dont 15

a 20% de LAM.QA Y OA RSy OSez RS Bébé§ deamoiidkde 1 an est de das/100000

habitants/an puis cette incidence diminue a 0.9/100000 chez les enfants de 1 a 4 ans et a 0.4/100000

de 5 & 9 ans. Ensuite elle angnte LINE ANB &3 a A BSYSy (i ®Rarzaeidz@encefd@ NI S | |
16.2/100000chez les personnes agées de plus de 65An&n France, on estime8d nouveaux cas

de LAM par an chezdeenfantset adolescents de @ 18 ans avec usexratio (M/F) de 1.1(2,3) La

survie globale a 5 ans de ces patients n@ &S RS a4 QlF YSt A2NBNJ I dz FA{ Rdz
(64.574.2) sur la période 2068009(4).

C. Etiologies

Les causes sofiacentes des LAM sont inconnues et les LAM pédiatriques se présentent en général

de novo Les traitenents par chimiothérapie et radiothérapie constituent des facteurs de risque dans

le développement de LAM secondairé® risque de développer une leucémie est augmenté aprés

des traitements par alkylants, inhibiteurs de topoisomérases Il (en particQligrd 2 LI2 A RS0 S 2
une moindre mesure, aprés irradiati@h). Les séries pédiatriques de LAM secondaires restent rares

en comparaison avec les sujets a¢@3) Les cas de LAM secondaires a undragnt antérieur sont

estimés a3.5%des LAM pédiatriques avec un délai moyen entre le cancer primaire et la LAM de 5

ans et un &ge moyen au diagnostic de la LAM de 158395

Chez les adultes efujets plus agés, la LAMIS dzi S 3AFf SYSy d auesg@dome NI £ |
YesSt2Real)X |l aAljdzS o{a50 YIAa OKBHLI INDSYOBIAR2( dzifAl2 y &
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ROKSY2LJ GKASAa 02YYS S84 { a5 HuitnisEuMY) BStedrS¥a S& Y& S
des cagpédiatriquescontre 17% chez les adultes de moins de 60 #hg))

De nombreux facteurs génétiques constitutionnels sanjodzN.R @dfiizé pour étre associés a un

risque accru de développer une LAM. La majorité de déSradons génétiques perturbe

f QOKSYI 12LRPOSHESOFPZPINNA G &S + f QSYSNHSYOS ROazy Of 2
derniére classification OM®rganisatiorMondiale de la SantgR Q | A &jdut® dablFection sur les

néoplasies myéloides avec prédisposition germi(aie

1. Néophsies myéloides avec prédispash 2y ISNXYAYI S | ad20ASSa

et/o u dysfonctions organiques

Le syndrome dd.irFraumeni (OMIM #151623)est @usé par des mutations germinales dgéne

suppresseur de tumeurP53selonun mode autosomique dominant. Ce syndrome est caractérisé par

un risque accru déévelopper tout type de cater incluant des tumeurs solides et leucémapgant

f QN3 S RNY,12) Phezlleg &nfants porteurede syndrome, environ 9% vont développer une

leucémie a un age médian de 11 ¢h8).

Le syndromeCMMRD(constitutional mismgch repair deficiencyOMIM #27630pD est un syndrome

de prédispogion aux cancers rare, autosomique récessif lié a des mutatiocafiétiques de génes

MMR MLH1, MSH2 MSHs ouPMS2, également impliqués dans le syndrome de Lynch. Ce syndrome

confére un isque accru de développer des cancers principalement cérébraux, gatstinaux et
KSYFG2ft23A1jdzSa £ LI NIANI RS f{ BRis6F inyli@S desSpatiends2 vy (i A y ¢
/| aaw5 @2yi RS@St 2LIISNI dzy S KSY2 LI (h&dopathie s 8S Y SR
ans avec principalement des lymphomes fagkinienset parfois des leucémies aigués (10 cas de

LAM décrits parmi 56émopathies liés a un syndron&MMRD(14).

Les RASpathies a2y G4 OF N} OGSNR&ASSa LI NJ RS&a vYdzikrdAazya S
signalisation RASt eonférant un risque accru de canceklles regroupent plusieurs syndromes

comme la netofiboromatose de type 1 (NF1), le syndrome de Noonan ou le syrelr@BL.
Clniguement, les patients présemé¢ le plus souventun retard du développement des
malformations congénitales (notammentardiaque® une dysmorphie facialeLa NF1(OMIM

#162200) est associée a un risque accru de tumeurs solides mais égalensereutémies
myélomonocytaires juvéniles (LMMJ) et moins frequemment dg1l5A Le syndrome de Noonan
(OMIM#1639505 a0 f AS t dzy S Ydzil (A 2 yPTRQURfésehd pfeSqueRss f I O
moitié des cas.Environ 30% des enfants avec syndrome de Noonan vont développer une
myéloprolfération transitoire et bénigneplus rarement des progressions en LM{l8). Des cas de

LALB, le plus souvent hyperdiploides, ont également été dé¢ii®y. Le syndrome CB(OMIM

#613563)est dO a des mutations germinales du gé2Bl. codat pour la protéine Casitas-leage
12



lymphoma, une E3 ubiquitine ligase qui régule négativement la voie des tyrosines kiGases.
syndrome est associé a une prédisposition aux LAG)

[ QI Y S YFan&oni(RESOMIM #22765Pest un syndrome caractérisé par un défaut de réparation

RS Q! 5bX dzyS | LX I &A Sionafdvedpder ddshBiceSS.(Lesdiiffétentd JRIBRR A a4 LI2
incriminés appartiennent a la voie NB2/BRCA2, impliquée dans la réparation des cassures double

brin avec un mode de transmission autosomal récessiftriade clinique associe un retard statural,

des malformations congénitales et des signetoés de type tahes café alait. Le risque reltif de

cancerSy Ol & RQI y SYA &wvirBniA8e€il-ayigdéenté & 708 i poRr Gesis deLAM.

Chez les enfants présentant des mutations bialléliqgf@NCD1/BRZE f QAY OA RSy O0S Odzy
leucémies (LAM principalement) est de 80% a 10 ans. liessatancers développés sont de type

variés: tumeurs cérébrales, néphroblastomes et neuroblastomas. total, DA Y OA RSy O0S  OdzY «
RQILILI NARGA2Y RQdzy O yOSNJ 6(GdzySdzNBR a2t ARSa Sik2dz
un faible nombre de cesnfantsvont développerdzy S F LJX I aAS YSRdz f F ANB &S¢
autres patients avec AF (nétANCD1/BCRAZont développer une aplasie médullaire sévére dans la

moitié des cas, ainsi que 20% de LAM et 30% de tumeurs solides a@0@)xans

Les mutations germinas du geneéGATAZ2 codant pour un facteur de transcription important dans

f QKSY I (2 LR O%sidars das 8yyidiomés aubosdmigues domisgmédisposant aux SMD

SG LINPINBaalyld Sy [!ad [#14GB8)estRIBERI Y8 urR® 'Y MR EFREBSJI o
primaire et une prédisposition aux SMD progressant souvent en (2AMLe syndrome MonoMAC

(OMIM #614172) est caractérisé par une monocytopénie proéo des lymphopénies B et Ni#es

infections mycobactériennes disséminées une prédisposition aux SMD/LANR1). Un cas
exceptionnel de LAB avec caryotype complexe (incluant une monosomie 7) a été décrit chez une

enfant de 11 ans avec syndrome MonoM&2). ! vy S S dzR S -MBRS (Edrdp&an Waking

Group of MDS in Childhood) inaht 426 enfants et adolescents avec SMD a démontré que 7% des

caset 15% des cas avancés (AREB et ARE&ient attribués a des mutations germinales GATA2

(23). Les mutations d&sATAZtaient plus fréquentes parmi les patients avec monosomie 7, avec un

LA O t f QILdR 2utr&adBafid3 Sytwgénétiques assocéaient la trisomie 8 et der(T)

(résultant en une perte du bras long du chromosomeEtdnnamment, dans 71% de ces GATR2

Ydzi Sa> €Sa {a5 LI NIXrA&aasSyd &aLRNIRAI|d:SYSyild alya
5S L dzax fF LINBaSyOS @GATAXxeSonErézpds Gningayvaisdpfondsth y I £ S R
survie globalea ces SMD pédiatriquemalgré un risque importantle progressionAu final, cette

étude identifie les mutations dBATAD 2 YYS f QI f G SNIX GA 2y 3IASNXYAYI S €I
ldzE {a5 RS tQSy¥Flyid @S0 71 m: BeSmutaibhsisomatyes NI y i
RABXLIont été décrites dans 29% dmtients aveanutations germinales d&ATA2et semblent
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l 8420AS4&a t dzy$S LINRPINBaairzy Sy [aal/ T &adzZA3ISNI yil f
pour la transformation maligné4).

La dyskératose congénita([@®C)est une aplasie médullaire constitutionnelle caractérisée par une

triade cliniqgue associant une dystrophie unguéale, des anomalies de pigmentation cutanée et une
leucoplasie buccaleDes complications entrainent fréquemment des fibroses pulmonaires, des
cirrhoses hépatiques et des tumeurs solides de la téte et duldone.dizaine de genes ont été décrits

dans ce syndromeDKC1F SO dzyS (NI y & YERCARTE VINFZ ACB&ec unef Q-
transmission autosomique dominanted CTCITRTELINHP2 NOP1QWRAP5&vec une transmission
autosomique récessiv@s5xd [ QSyaSyofS RSa LINPRdzAGa RS O0Sa 3Isy.
RSa @(St2Y&8NBa ljdzAi az2yid RS&a asSljdsSyOSamitéRdes 5b NB
chromosomesLes enfants atteints de DC ont un risquib fois plus élevé de développer une LAM

(26). Des mutations germinales deER@t TERBont décrites a la fois chégs enfants etes adultes

entrainant des pathologies RClike » voire deshémopathies malignes familialegpures». Le terme
detéloméropathiesi SYof S | dz22 dzZNRQKdzA LJ dza |+ LILINE LINR S LJ2 dzNJ |
Les enfants ayant une trisomie 21 constitutionnelle ont un risque élevé de développer une leucémie
(incidencelO a 20 fois supérieureline prolifération myéloide transitoire (TAMransient abnormal
myelopoiesis) apparait en période néonatale chez 10%edeenfantset se résoutspontanément en

1 & 2 mois le plus souvent. Les LAM associées au syndroDewdese développent en général dans

les 3 premiéres années de vie des enfants avec sumeeprésentationdes LAM7 selon la
classification FABFrenchAmericanBritish) Ainsi les jeunes enfants (<4 ans) avec syndrome de

Down ont un risque de développer unautgmie aigué mégacaryoblastiqu0 fois plus élevé que

les autres enfantsCes proliférations mégacaryoblastiques sont caractérisées par des mutations de
GATAZ%t de la voie JARTATL0,27)

Le syndrome MIRAGE (pour myélodysplasie, infection, retard de croissance, hypoplasie
surrénalienne, phénotypes génitaux, entéropathie) a été décriézciil patients portant des

mutations germinalesdu géne SAMD9(28). Parmi eux, 2 patientsnt développé un SMD avec
Y2y2&a2YAS 1 t fQN3IS RS HtBNI fof SHySAYSFii =S¥ Sa AE Y R
pancytopénie (OMIM #159550) a été attribué aux mutations germinales du §aMDIL(29). Le
LIKSYy2G&éLlS RS OS 3&eéy Rpasterlle thables mduraBiduesidéSe a6Psi© Q-

fl LINBaSyOS AyO2yaidl yidS HRiigusSeriti e flitlie de dv enfaktNE Y 0 2 L
RSONAGS Sy wmdty LINS & Spadicitdpénieadrt leur dafeRdpBrivi &ux, RQ (I E A
enfants sont décéés de LAM30). Récemment, une cohorte pédiatrique de 46 SMD primaires a

décrit 8 patients portant des mutations germinalde SAMD9ou SAMD9L(31). Enfin, une cohorte
FNIyelAaS RS wmtop LIGASyGa FTGGSAyda RQILIXI&AASE
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porteurs de mutations dSAMD9SAMDOldont la majorité étaient des enfants montrant également
desmyéladysplasis (32).

Les mutations germinales du géesRP72nt été mises en évidence chez 2 familles avec aplasie
médullaire et myélodysplasi3). La premiére famille décrite montrait une fratrie de 3 amifs (11,

12 et 14 anshvec aplasie et leur mere présentait des signes de dysplBsie.troubles auditifs

semblentégalementassociés

2. Néoplasies myéloides avec prédisptish germinale associées @es anomalies

plaquettaires préexistantes

Les mutatios germinales du génRUNXE F I OG0 SdzNJ RS GNI yaAONRLIGAZ2Y Of ¢
NEalLRyalofSa RQdzy &A@YRNRBYS | dzi2za2YAljdzS R2YAY!l
Disorder/AML, OMIM #601399Ce syndrome, décrit dans urguarantainede familles dans la

littérature, entraine un risque accru de développer des SMD et LA, principalement myéloédes.
phénotype clinique est variable mais la thrombopénie est le plus souvent modérée avec une
tendance hémorragiqud. QA Yy OA RSy O0S RS& Ol &4 RSej40% avéclundgé a &Sy
YSRAlIY RS adz2NBSydzS RQdzyS KSY 234 Latahsformdtlori eh BAMS RS o
aSyotS aa20ASS t tQIOljdAaAAGARZY RQdzy SO@SySYSyid |
second allele dRUNXX35). Une revue récente de 25 patients FPD/AML parmi 15 familles francaises

montre le développement de 10 LAM et 3 ERRvec un age de survenuariant de 6 a 60 an86).

Parmi cegpatientssont décrits 4 cas pédiatriques avec 3 LAML@et 12 ans) et une LAL(14 ans).

Lesmutations germinales du gen®NKRD2®nt été identifiées comme causales des thrombopénie
héréditaires, selon le mode autosomal dominant, de type 2 (THC2, OMIM #18&X)0)a
thrombopénie est le plus souvent modérée avec un déficit en granules dljplearevueitaliennede

105 casmutésANKRD2@nontre la survenue de 10 hémopatBienalignes dont 7 L{@88). Une étude

élargie de 222 cas retrouve 4.9% ld&, 2.2% de SMD et ¥3de LMC, ce qui suggére une incidence

plus élevée que dans la population génér@8). Enfin une cohorte pédiaique incluant 5 familles a

SUS NILLERNISS 9SO p SyFlyda N3IRPEAKRBBAueun das mc |y
ROKSY2LI GKAS YIFtAIYyS yQl gFAlG SGS RSMRG | dz Y2YSy
Les thrombopénies de type 5 (THC5, OMIM #616216), de modsautque dominant, sont liées a

des mutations germinales du génETV6 (anciennenent TEl, codant pour unrépresseur
transcriptionnel La thrombopénie est modéréet environ 25% des porteurs de mutatiofEX'V6

vont développer une hémopathie maligne, prindli f SYSy i RS & [(41443).Rheytadet QSy T I
rétrospective de 4405 LAL pédiatriquesdantifié 35 (0.79%) patientavec mutations germinales

REXV6 Ces enfants présentaient un age plus élevé au diagnostic (10¢baine 4.7 ans) et plus

fréquemment un caryotype hyperdiploidé4).
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3. Néoplasies myéloides avec prédisposition germinalpures» (sans maladie pré
SEA&GlIY(GS 2dz FGGSAYGS RQ2NBIyYySO

Les LAM familiales avec mutations germinales du geBBPAorment un syndrome autosomique
dominant (OMIM #601626) aveapparition de la leucémie sans phase préstante de dysplasie ou
de cytopénie ni manifestations non hématologiquds). Parmi les LAM mutéeSEBPAon estime
entre 7%et 11% des cas avec une mutation germinal€&BPAS i S LJ dza a2 dz@Sy d QI
seconde mutation somatique au moment de la transformati@®,47) Dans une étude mukHi
centrique incluant 10 familles mutéeEBPA f QN3IS YSRALFY RQF LILJ a& GA2Y F
(1.7546 ans) avec une pénétrance presque compléte (seulement 3 porteurs asymptomatiques
contre 24 patients avec LAM}48). Ces LAM familiales ont un pronostic favorable comparable aux
LAM avec mutations somatiques @EBP#& 9f f S& az2yd S3IFtSYSyd dzy Y2RS
maladie aveades récurrences dues a des nouveaux clones leucémiques indépendants (mutations
somatiques différentes dEEBPA
Les mutations germinales du géreDX41 définissent un syndrome autosomique dominant
prédisposant aux hémopathies myéloid¢O@MIM #616871) Les 19 premiers cas décrits ont
développé des hémopathies myéloides, principalement des LAM et SMD avancés, a un age médian
de 68 ans (488 ans)(49). Une autre étude incluant 9 familles déc8t3 I f S agpafition deQ
LAM/SMD a un age avancé (57 ans) mais aussi une famill& aseae lymphomes folliculair¢s0).
A ce jour, aucun cas pédiatrique de mutations germinaleBD¥4l QI S (1(89¢5R.S O NA (i

D. Présentation clinique

Les manifestations cliniques des LAM sont polymorphes, non spécifiquesiet varft Sa R Qdzy Sy ¥
f QFrdziNB® 9ftfSa az2yid 3ISYSNI{SYSyld tASSa b fQAYTFACL
cytopéniesSGG R2y O RSa airdySa Of AyG8)LezSyadroR€angfmiqdeTestA a I y O
fréquent avec fatigue, palewautanéemuqueuse et dyspnée. En cas de thrombopénie, un synedrom
hémorragique peut étre observé. Un syndrome infectieux avec fiévre et infections a rép@igitn
SAFESYSyid FLILINFAGNSE Sy OFa RS ySdzZiNRPLISYASe® 5Sa
observés de fagon variabledouleurs osseuses, splénégelie, hépatomégalie, adénopathies. Une
hypertrophie gingivale ou des localisations cutanées (leucémides) sont plus fréquentes dans les LAM

a composante monocytaire. Une atteinte neemg@ningée est observée dans 5 & 10% des LAM de

f QS y(M. Desithloromes ou sarcomes granulocytaired ggalement décritslans 2 & 4% des cas,
principalement chez les jeunes enfants (4ge médian de 5(&84%)Un syndrome de leucostase, lié &

f QF OOdzydztf F GA2y RS&a oflradsSa RIya tSa OFLAfEFANBA
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(>100 G/L)55). La symptomatologie est essentiellement pulmonaire (dyspnée, détresse respiratoire

aigué) et neurologique (troubles de la vigilance, coma, cisions).

E. Diagnostic biologique

[ S RAIFIy2aGA0 o0A2ft23A1jdzS RQdzyS [! a OKSQlecdn®Sy Tl y
étude morphologique (+cytochimies), un immunophénotypage, un caryotype, de la FISH
(fluorescencen situhybridizatior) et de la biologie moléculaire spécifique, ce qui est comparable a la

pratique usuelle chez les adultes. Ces analyses au diagnostic peuvent étre réalisées sur le sang
LISNR LIKSNAlj dzS aA AGRAN d@zSRdzI LINBA S & | OA[ZGam@Eu f QI & LJ
LCR (liquide céphalachidien) semble également nécessaire chez les enfants afin de mettre en
évidence une éventuelle atteinte newrnéningée(9). Cependant, pour les patients a tendance
hémorragique, notamment en cas de thrombopénie sévere ou coagulopathie dans les LAP @eucémi

aigué promyélocytaire), la ponction lombaire peut étre différée. Une atteinte du SNC (systéeme
nerveux central) est généralemedéfinie par la présence de plus de 5%10deucocytes dans le LCR

avec des blastes sur un étalement non contaminé par du garighérique.
1. Cytologie

La classification morphologique des LAM est basée sur le phénotype de lignée (indifférenciée,
myéloide, monoblastique, érythroblastique ou mégacaryoblastique) et définie par la classification
FAB(G6).[ QSGdzZRS Y2 NLIK2f 23A1jdzS | LILWINBOAS S nuRioaslOSy G 3
2dz Fd@LMAIljdzSa FAyair ljdzS I LINBaAaSyOS s@gSyideeSttS R
O G20KAYASaA O2y TANXSY G :{nQélopeFakyiddse (pdsifivg) etiod 9& 2 OR S
différenciation monoblastique (estérase positive). Les L#anaryoblastiques atvec différenciation

minime (M7 et MO selon la classification FABR y i t O2y FANNSNJ LI NJ f QA Y Ydzy:
les LAM7 aient des caractéristiques morphologiques typid@¢s7) La présence de myélofibrose
fréqguemment associée axA mégacaryoblastiques peut conduire a sesismer le pourcentage de

blastes, a la fois en cytolimget en cytométrie en flux. En cas de décompte de blastes < 20%, une
nouvelle aspiration médullaire avec biopsie ostéédullaire (BOM) est nécessaire.

La différenciation entre LAM et SMD avancé chez les enfants peut étre difficile en cas de faible
pourcSy i3S RS ofladasSa S tF NBIfAAFIGA2Y RQdzyS . ha
LAM et SMD est important pour le choix du t&alY Sy i LJdzA & 1j dzQdzy S | f f 2 INBF F ¢
hématopoiétiguegCSH}¥era systématique en cas de SMD. Dasnaalies génétiques spécifiques de

LAM, une hyperleucocytose, des atteintes extradullaires et une progression rapide -42
aSYFIAySao az2yid Sy 7Tl @S d®IER@IdE &comptade bliisteaR0do aviedzQ dzy
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une anomalie généue récurrente telle que t(15;17), t(81), inv(16 ou t(1616), le diagnostic de
LAM sera reteni(58).

2. Immunophénotypage

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode rapide pour déterminer la lignée des blastes et
RAAGAY3IdzSNI £ Sa [ ! a RSa npcedsabe poud dlagsérdrg PAMEB @yozhimielLJ: 3 S
de la MPO négative mais positivité des marqueurs myéloides en @D, CD13, CD33, CD117) et

les LAM7 (positivitt¢ de marqueurs plaquettaire€D41, CD61L f Yy QSEA &GS LI & t
standardisation des pafied RQI yiA O2NlJa dziAfAasSa YIAa dzy LI ySt
criteresOMSet EGILEuropean Group for the Immunological Characterizatiohefkemiash été
proposé(9,58,59)

3. Cytogénétigue conventionnelle et FISH

Le caryotypeest indispensable a la prise en charge des LAdeenet de détecter des anomalies
cytogénétiques structurelles et numiques dans 7§ 52 RS& [!'a RS fQSy Tl
translocations cryptiques ou perte de matériel chromosomique peuvent étre uniguement détectées

par FISH.

Les anomalies chromosomiques les plus fréquentes dans les LAM pédiatriqgues inelsient
t(8;21)(q22¢22), inv(16)(p13.1922) (regroupées sous le terme de {OB% core binding factoy,
t(15;17)(g22;921) et les réarrangements 11923 impliquant le gEMET2A (anciennementMLL,
2dzaljdzQt wp: RSa OFav SG NBLINBaSylalyeépuwgladyot S p
gue chez les adulte$60) Certaines anomalies somrédominanteschezles enfants comme la
t(1;22)(p13;913)RBM1KOTI)-MKLIMAL, en particulier dans les LAM7 du nouvead (61).

5Ql dzii NBa |y 2 Ysoht XxaPppriégodddineJia A7t 2§ 36;p1ITVETEN-HLXBAMNXJ),

frequemment associée a une trisomie 19 ches knfants de moins de 18 mo(§2), et la
t(5;11)(g35;p15.5NUP98NSLL, prédominant dans les LAM caryotype normal (CK§3) Les
t(9;11)(p22;923)KMT2AMLD-MLLTBAF9 forment une nouvelle entité dans lelassification OMS

j dzZA NBO2YYlIyRSyd f QARSYUGAFAOFIGAZ2ZY RKVE2AGE). NI SY | ANE
En cas dearyotype non informatif, il est recommandie rechercher par FISH les génes de fusions
suivants: RUNXAIRUNX1TAICBFBVYH11 PML-RARAet réarrangement deKMT2A(9). En cas de

caryotype normal, la FISHUP98&st habituelle dans les LAM pédiatriques.

4. Biologie moléculaire

De nombreuses mations géniques et expression aberrante de génes sont décrites dans les LAM de
f WS yFemgdéle classiquede leucémogenéséou «two-hit model») NBadzt ¢S RS f QI Olj dz
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Ydzi F GA2ya O22LISNI i NJpA:Jed muRafionsdde ofadsk VentrainantQii dvantadge &
prolifératif, comme les anomalies impliquant les tyrosine kinases, et les mutations de classe Il
induisant un blocage de la différenciation, comme les translocations impliquant leL&€Bprogrés
techniques du séquencage a haut débit ont contribué a élargir le spdes mutations en identifiant
RS y2dSttSa OftllaaSa RQIfTGOGSNIXIA2yd ! Ayair fSa
peuvent étre classés en 8 catégories fonctionne&s:
- les2ASa RS aArdayltAraldaArzy | @FOrxonEdut hvacdhtde RS &
prolifératif via les voies RABAF, JAKTAT et PI3KKT.
- Les mutations de facteurs de transcriptim@mmeRUNX) ou réarrangements impliquaré
fusion de facters de transcription (comme t(81)(q22;922)) entrimant une dérégulation
transcriptionnelle et un blocage de la différenciation hématopoiétique.
- Les mutations du géndPM1(codant pour la nucléophosmine 1) entmant une localisation
cytoplasmique aberrante de la protéine.
- Les mutations des génes du spliceosome (telsSREFSF3B1U2AFlet ZRSR2entrainant
RSa ly2YFrftASa RQSLIMA&al3IS RS Q! wbo
- Lecomplexe de la cohésineec les mutatios des genesRAD21 STAG2SMC1ASMC3
impliqué dans la ségrégation des chromosomes et la régulation transcriptionnelle.
- Les mutations de génes tels quaSXLlet EZH2 entrainant une dérégulation des
modifications postraductionnelles des histones et les fusions impliquant le g&MET2A
peri dzND | yds m&yltrateiéhibs comme DOTIL.
- [ RSNBIdAFIGA2Y RS I YSUKeflGdA2y DNBIT3AQ! 5b
TET2IDH1et IDH2
- Les suppresseurs de tumeurs (comme TP53) impliqués dans la signalisation des dommages a
t Q! 5b @
Dans les LANCN, @& nombreuses mutations comméPM1, FLT3WT1et CEBPAont cliniquement
importantes et devraient étre incles dans le diagnostic standaf@6¢69). Les mutations des génes
de la voie RAS et d€iTsont fréquentes, en particulier dans les LAMH70,71) Les mutations de
géenes impljués dans la méthylation tels qUEET2IDH1/2et DNMT3Asont fréquentes dans les LAM
RS  QF RdzZ GS YI A& iaMijuskera) ARé joul defn@ribreyx péames Indgligués dans

RQENBA OFiSI2NASE TF2yOiArzyySttsSa oaLiA0S24a2YS8s

mutés de facon récurrente dans les LAB5S) mais sont uniqguement évalués danle cadre de la
NEOKSNOKS 2N RQSaaliaa Of AyAljdzsSao

[ O2y3astliArAz2y RS o0flFadSa LINAYFANBaAaI RQ!5b Si
OA20FY1AY3I LISNNSUG I O2yFANXNIGAZY RQlFYylFfe&asa
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cas de rechute par exemple). Ce biobanking est également unrguéis dans le cadre de la
recherche translationnelle. Ce matériel congelé peut étre utilisé pour identifier de nouveaux
marqgueurs pronostiques, valider une méthode de MRD (minimal residualséisetipermettre toute

recherche expérimentale pertinentg).
F. Classificatiosdes LAM

1. Classification FAB

Etablie en 1976 par un groupe coopérateur frasacoéricanebritannique, la classification FAB
repose sur des critéres cytologiques et cytochimig{i®. Elle permet de distinguer huit entités (de
an t atv aSft 2y fHlastdskidgeGSde R@RaNIN Fdidficlle RS a
- LAMO: LAM avec différenciation minin(&7)
>90% de blastes indifférenciés, MPO négative (<3%), phénotype myéloide en CMF (MPO, CD13,
CD33, CD117)
- LAM1: LAM sans maturation
>90% de blastes avec ou sans granulations, MPO positive
- LAM2: LAM avec maturation
>30% de blastes, différenciation granulocytatt% +/ signes de myélodysplasie, MPO positive
- LAM3: LA promyélocytaire
Bom: RS LINRPYéeStz208iGSa | y2NXIdzE I SO O2NLJE RQ! dzSN
- LAM4: LA myélomonocytaire
>30% de blastes myéloides + >20% de monocytes dystrophiques dans la moelle ¢ssesG/L
monocytes dans le sang), MPO faiblement positive ou négative, estérases positives
LAM4 & éosinophiles anormaux (LAM4éaddousSy GAGS | SO SEOSs8& YSRdzZ I
anormaux
- LAMS5: LA monoblastique
LAM5a: >80% de monoblastesstérases psitives
LAMS5b: monoblastes et maturation monocytaire (promonocytes, monocytes)
- LAMBG: LA érythroide
>30% de myéloblastes (parmi les élémemggmnulomonocytaires)S G BHp k> RQSNE G KNP
médullaires avec dysérythropoiese, phénotype en CRIB36
- LAM7: LA mégacaryoblastique
Mégacaryoblastes/mégacaryocytes dystrophiques, myélofibrose, MP@tinéget phénotype en
CMF. CD41CD61

Dans la classification FAB, la LAM était dépaiune blastose médullaire supérieure a 30%.
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2. Classification OMS

- A -

Les criteresO2 Y AARSNB& LI NJ f Qha{ Rlya OSddS Oflaa

ATAO

YQSGIFASY(d LI a LINRA&aSa Sy O02YLIWIS RIya fF OflFaaixsTal

notion de myélodysplasie préxistante ou les antécédents de chimiothéi@pDans la classification
OMS 2001, le seuil de la blastose médullaire définissant une LAM a été abaissé(a320%
derniere édition, publiée en 2016st résumée dans le tableau10).

Tableaul: Clasification OMS des LAM, édition 2016

LAM avec anomalies génétiques récurrentes

LAM avec 1(8;21)(g22;922.RJNXIRUNX1T1
LAM avec inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;02BFBVIYH11
LAP avePML-RARA
LAM avec t(9;11)(p21.3;923.B)LLT3KMT2A
LAMavec t(6;9)(p23;934.1pEKNUP214
LAM avednv(3)(g21.3926.2) ot(3;3)(g21.3;926.25ATA2ZMECOM
LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;g1BBM15MKL1
Entité provisoireLAM ave®CRABL1
LAM avec mutatioNPM1
LAM avec mutation bialléue CEBPA
Entité provisoire: LAM avec mutatidtiUNX1
LAM avec anomalies associées aux myélodysplasies
Néoplasies myéloides posthimiothérapie
LAM, sans autre spécification par ailleurs
LAM avec différenciation minime
LAM sans maturation
LAM aec maturation
Leucémie aigué myélomonocytaire
Leucémie aigué monoblastique/monocytaire
Leucémie érythroide pure
Leucémie aigué mégacaryoblastique
Leucémie aigué a composante basophile
LA avec myélofibrose
Sarcome myéloide
Proliférations myélddes liés au syndrome de Down
Prolifération myéloide transitoire
Leucémies myéloides associées au syndrome de Down

'y INI YR y2YONB RQlIy2YIFIfASa Oed23asSysSiaArldsSa
cette classification. Certaines anonesliplus rares sont couramment retrouvées dans les LAM de

f QS J(cF. Fayfléau 2)nais ne représentent pade nouvelles catégorigd0).
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Tableau2: Translocations chromosomiquseavec prévalence plus élevée dans les LAM pédiatriques

comparées auxAM de l'adulte

Translocations Fusions de Fréquence Groupe d'age Commentaires/pronostic
genes chez
enf./adulte
t(1;22)(p13.3;913.1) RBM15(OT¥) 0,8%/0% Nourrissons  LAMZFAB/inermédiaire
MKL1(MAL)

t(7;12)(936.3;p13.2) MNXEETV6  0,8%/<0,5% Nourrissons  +19 comme anomalie
secondaire/défavorable

t(8;16)(p11.2;p13.3) KAT6A 0,5%/<0,5% Nourrissons et rémission spontanée

CREBBP enfants possible dans petite

enfance; pronostic
intermédiaire plugard

t(6;9)(p23;934.1) DEKNUP214  1,7%/1% Enfants plus  défavorable; 65% avec

agés; rares FLT3TD

chez
nourrissons
11923.3 KMT2A (MLL) 25%/510% Nourrissons  pronostic dépendant du
réarrangé 50% géne partenaire
t(9;11)(p21.3;023.3) KMT2AMLLT3 9,5%/2% Erfants intermédiaire
t(10;11)(p12;923.3) KMT2A 3,5%/1% Enfants défavorable
MLLT10
1(6;11)(q27;923.3) KMT2AMLLT4 2%/<0,5% Enfants défavorable
t(1;11)(g21;923.3) KMT2A 1%/<0,5% Enfants favorable
MLLT11

Translocations chromosomiques cryptiques
t(5;11)(9%.3;p15.5) NUP98BNSD1 7%/3%; 16% Enfants plus défavorable; 80% avec
des patients agés et jeunes FLT3TDassocié a échec

FLTATD adultes induction
inv(16)(p13.39q24.3) CBFA2T3 3%/0% 10% des défavorable
GLIS2 nourrissons,
20% des
LAMZFAB
t(11;12)(p15.5;43.5) NUP98 3%/0% enfants<5ans, intermédiaire
KDM5A 10% des
LAM7FAB

G. Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques les plus importants sont les anomalies génétiques et la réponse au
GNFAGSYSYids | SO RSa RATTFSNBERASDONI GG Nz (RI& Iy Ra
facteur pronostic indépendant chez les adulttségalement chez les moins de 18 §ig,75) Une

hyperleucocytose au diagnostic est associée a un risque élevé de décés prédeéehet de

réponse au traitemen(76).
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1. Cytogénétique

w»
A)¢

Comme pour les adultes, les LAM C S GoOmMpTMTOOlHHTIlHM0O OKST f
pronostic favorable. La translocation t(1;11)(q21;RWT2AMLLT1{AFI) a été décrite comme

de bon pronostic mais le pronostic des différentes fusions impligait2AMLL) reste hétérogéne

(77). Les anomalies cytogénétiques conférant un pronostic défaveratdluent la monosomie 7,
t(6;11)(g27;923)MLL-MLLT4AF6) t(10;11)(p12;023MLLMLLT10 t(7;12)(q36;pl3¥ETV6E(TEL)
HLXB9(MNX1}(6;9)(p23;934)DEKNUP214, t(5;11)(g35;p15.5NUP98NSD1et les anomalies 12p

De plus, les anomalies défavorables décrik¢ ya fSa [!'a RS f QF RdzZ 4S Oz
inv(3)(g2926.2) ou t(3;3)(q21926.2) GATA2, MECOMont trés rares chez les enfan{8). La

LINBa Sy 0SS RQdzy OkNahd@nalied dBrondsomiguesSdn &xcloant les translocations
récurrentes) confere un pronostic trés défavorable chez les adultes mais cela reste controversé chez

les enfantq78,79) Les facteurs de risque intaédiaire sont les LAMCN et les autres caryotypes. Les

LAMCN représentent un groupe tres hétérogeneesptonostic des patients dépend fortement de la
LINBaAaSyOS RQlFy2YIFIfASa Y2fSOdzZ | ANSBa |RRAGAZ2YYStfS

pronosique des autres anomalies cytogénétiques récurrentes plus rares reste a élucider.
2. Génétique moléculaire

Dans les LANCN, les mutations d&NPM1 et doublemutations de CEBPACEBPAIM) sont de

pronostic favorabl€66,67)[ I  LINB & Sy OS RRTBID(ifterndldainder dupligationvec

un ratio muté/sauvage >0.4 a été décrit comrde mauvais pronostig80yp [ QI & avecddel G A 2y
translocation cryptique comm&UP98NID1 ou des mutations d&NPM1ou WT1semble modifier

fifact pronostiquede FLTATD(63,81)[ $a Ydzil A2y & 3ISYAljdzSa AYLX Al dz

KITou RUNXDnt un impact pronostique qui reste a clarifier.
3. Réponse au traitement

La réponse au tréi S Y' S y ductiGh@st yn facteur pronostiquedépendant(76,82) La mesure de
la MRD est recommandée pour tous les patiemstamment dans le cadre des essais cliniques qui
f QdziAft AaSyd LI dzNJ f |. Laarmahdidl résiliel@est S@lyableRmiférantes A G SY Sy
approches techniquesla cytologe (avec une sensibilité médioctdp CMF et la quantification de
transcrits de fusion ou expression de genes par biologie moléculaire. La mesure de MRD par CMF,
réalisable chez plus de 96% des enfas&nbleun facteur pronostiqueéndépendantet prédicti du
risque de rechute(83d [ QS @ fdz2 GA2y RS f1I awbslimitéd BUx 0 A 2f 2:
caractéristiques génétiques initiales (transcré tusion ou mutation deNPM1par exemple) mais
Y2y GNB RS F2NISa aLISOADMONISH S OKYWA dBRE ALISNY G d
précoce de rechutes mais nécessitent encore une standardisation entre laborg@&tes
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H. Principes de traitement des LAédiatriques
5Fya fF YSadaNBE Rdz LRaarotSz tSa Sy¥Fryda FiGdSAy
contrélés. Le traitement standard repose sur une chimiothérapie in@8si £ o6l &S RQI y i KNI
de cytarabing+ATRA acide tout trangétinoique dans les LARyec un minimum de 4 ou 5 cures.

[ OdzZNB RQAYRdAzZOGAZ2Y &Gl yYRFNR O2YLINBYR o 22dzNA R
idarubicine 1612mg/m? ou mitoxatrone 1012mg/m?) et 7 jours de cytarabine (1@ADOmMg/m?).

' LINB& dzyS 2dz H Odz2NBa RQAYRdAzOGAZ2Yy > L) dzaDaRsSa y pi2 R
plupart des études pédtrA Ij dzZS&4> o OdzNBEA&A RS O2yaz2f ARFGA@y a&az2yi

/{1 Sy w/m yQSad LI a NBO2YYef rGelrdeRisqyeifavdrabla. [ ! a |
5Fya fSa FdzZiNBa 3INPRdAzZISa Reé ROestledzsra distu®A BhRRCAF G A 2
fQFfft2aINBFFS RS /{1 Sai a&e agiblssyMéina dj wrSanSnjeinettaNR LJ2 & S
YSYAy3dIsSS yQSaid LINBaSyidS 1jdzS RlIya p yldie parg’s RS

chimiothérapie intréhécale est systématiquement proposéEnviron 300 des LAM pédiatriques

QX

(0p))

vont rechuter dont la moitié de facon précodee. Rl ya f QlF yy SS adzugl y i
chimiothérapie de réinduction sera alors administrée suivie par une allogreffe de L@Stdcent
développementde nouvelles moléculegelles queles anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de

tyrosine kinase, néasite encore des études ciblées sur la population pédiatr{§ue
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Objectifs

[ Sa [!'a &a2yid RSTAYyASa O0O2YYS RSa KSY2LIl G4KAS&a O
génétiques successives. Ces derniéres années, la mise en place du séquencatfbihdMGS
nextgeneration sequencing I LISNX¥Aad f QARSYGAFAOFIGA2Yy RS y2dzd!
f QKS (SN2 ISY SA (I g85)R Es motdtians etlirandcts d@ fsioB @currents affectent un

AN YR y2YO0NB RS 3s8ySa || dz22 dzNR QK dale dedsighabsatignas Sy y
tyrosine khasSa > Fl OGSdzNBE RS GNIYAONRLIIAZ2Y S &dzZIINBaas
modification de la chromatinegomplexe de la cohésine, splismme et le genedNPM1 (65). La

LJX dzLJ- NI RSa SiddzRSa az2yid ol asSa @elalymasSesprbfisESE 02
I3SYyShGAljdzSa az2yid o0ASYy RATTSNBY (88,89 PepldsBnalgrSune [ | a R
amélioration de la prise en charge thérapeutique, les LAM pédiatriqgues présentent un taux de
NEOKdzi S R QeSun@sumi globate sitiférieure a 75@0). Dans ce contexte, une meilleure

description du profil des anomalies génétiques dans les LAM pédiatraprag intéressante pour

affiner le pronostic et améliorer le devenir de ces patients.

Ce travail décrit le profil moléizf | ANBE RQdzyS I NBS O2K2NIS RS [!a
protocole clinique ELAMO2 et propose une nouvelle classification pronostique moléculaire adaptée a

ce groupe de patients.
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Matériel et méthodes

A. Patients et protocole ELAM02
Le protocole ELAM0 Said dzy Saal A Of AyAljdzS YdzZ G§AOSyYyd NI dzS
f QF R2f Sa0Syi I 9SO SGdzRS NIYR2YAAaSS RQdzy (GNI AU
[ClinicalTrials.gov NCT00149162]. Un total de 438 enfants et adolescents agés deris iBé&e
AyOfdza SyGNB YINB wnnp Si RSOSYONB Hammd [ Q2062SH
Sa40 RQSUdZRASNI f QAYGSNB GO RQdzy GNIXAGSYSYid RQSY(iNB
non allogreffés, sur la survie sans rechuey w/ t f QAa&adzS Rdz GNIAGSYS
RQAYRdAzOGA2ykO2yaz2t ARFGA2Y RIya €S OFRNB RS I L
aSO02yRIFANBA Said RQSGdzRA SNI {L&xritefes @ in&dablEsionLddl@ey 2 & (0 A |
essai étaient les LAP, LAM secondaires a un traitement antérieur et les trisomies 21
constitutionnelles(syndrome de Down)Le traitement dans le cadre durgiocole ELAMO2 était
constituéde (cf. Figure 1)
- 'y GNIAGSYSyild RQAYRdzO {d2nysi?j, 15 jodr® @ aracytine (AfdCl 2 E I v
200mg/ma3/j, 7 jourslavec une évaluation de la chimiosensibil
- Une premiére cure de consolidayfo | & & 2 OA E ¥ Bautés Slosd8g/m2N2/j, 3 jours)
SG RS { Qbomg/m2Q BdwsH
- Deux cures de consolidah associant AraC (200mg/m#2/j, 4 jours), étoposide (100mg/mz/j, 4
jours) et daunorubicine (40mg/m2/j, 4 jours) puis AraC (3g/m2 x2/j J1, J2, J8, J9) et L
asparaginase (6000U/m2/j J2, ®ur les patients non allogreffés
- Une prophylaxie ou traitement neaméningé par des injections intrathécales triples (+AraC
a hautes doses).
Une allogreffe de moelle géridentique était recommandée pour les patients ayant un donneur
FIELYAEALFLE I [ ! ARy patfeltsizfi groupef des§ue GtandzrdUReyallogeffe de

moelle phéneidentiqueétait indiquée pourespatients ayant des facteurs de trés mauvais pronostic

¢

(groupe derisque élevé)Le protocole de recherche thérapeutiqed G dzy G NI A G SYSy i Q
IL2 pour la moitié des patients, en RC peksigti S + f QA &dadzS RS f QSyaSvyof S
dzy Y2RS NI YyR2YAaS® [QL[H SGFAG FRYAYAAUNBS Sy
cutanée/jour, pendant 1 an (12 cures au totala RC était définie cytologiquement par un
myélogramme de ichesse normale avec une maturation normale des différentes lignées, un

pourcentage de blastes <5% et un hémogramme normal.
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Risque
Standard

| | Risque
intermédiaire ~

anbsu np uoljeaijelg

Non RC

Sortie du protocole Elevé

Figurel: Schéma thérapeutigue du protocole ELAMO02

Le groupe de risque standard correspondait aux mpasieavec t(821) lors des recommandations
initiales du protocole. Un amendement de juin 2010 a modifié ces recommandations en ajoutant les
patients présentant les caractéristiques suivarites
- 1(8;21)(922;022, inv(16)(p1822), t(16;16) et MRD postonsoidation 1 avec diminution
supérieure a 3 log par rapport au diagnostic
- CN et mutation d&NPM1sansFLT3TD
- CN etCEBPAIM sandLT3TD
- 1(3;11)(g21;,923)
- 1(9;11)(p2%22:;0923) isolée et leucocytes<50G/L au diagnostic leb a Sy OS RQI 4GS
neuroméningée adiagnostic.
Le groupe de risque intermédiaire (indication de greffe intrafamiliale) comporte les patients qui ne
O2NNBaLRyRSYyld yA Fdz INRdzZLIS RS NRAaldzS adl yRIFINR ¢
risque élevé (indication de greffe non appatée). Selon les recommandations initiales du protocole
ELAMO2,d groupe derisque élevé correspondait aux patients avec monogoifi anomalie 5q,
t(9;22), t(69), leucémie secondaire a un SMD et les patients pauciblastiques (blastose <30%) aprés
lescurét. RQAYRdzOGA2Y S O2yaz2tARFGAZ2Y MO ! LINBa f QI Y¢
les patients suivants
- 1(10;11)(p12;923)
- inv(3)(g21g2®ou t(3;3)(q21;92%
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- caryotype complexe (défini pam minimumde 3 anomalies avec au moins une anomalie de
structure en excluant les LAM CBF et les anomaliddldg
- absence de RC apres consolidation 1, siR@ est obtenue ultérieurement

- présence dd-LT3TD avec un ratio muté/sauvage > 0.4

Le présent travail a étudié 385 patients inclus dans le protocol®B2 A a sélection des patients est
0l &aSS &adz2NJ fI RAALRYAOATAGS RQ!5b 3ASY2YAljdzS adzFFA

B. Cytogénétique et détection des transcrits de fusion
Les analyses cytogénétiques étaient réalisées localement sur prélévement die rasstuse en
utilisant les bandes-Ru G. Les résultats ont été revus de facon certradl SS S RSONARGa as$s
(International System for Human Cytogenetic Nomenclatutads caryotypes ont été regroupés
comme suit

- CBF réarrangée.inv(16)(p13@2)/t(16;16)(p13;g22¢t t(8;21)(922;922)

- KMT2AMLLD réarrangé

- Caryotype normal (CN)

- Défavorables.e. monosomie7, t(6;9)(p23;934), inv(3)(g21926)/t(3;3)(g21;g28)caryotype

complexe

- Autres anomalies cytogénétiques
5QF dzi NB LJ NI = (@ dlagnosticSoait ét8 anlysgsipar furfie 2eghmique deRMPCR
(ligationrdependent reversdranscriptase PCR, cf. Figure (R) Aprés rétrotranscription,
f QSOKIyGAftt2y RS O5b! Sad AyOdzomS F8SO €S YStly3
FdzaAa2ys €Sa v a2yRSa AYLK AZA38CHA 2yQ KIR®DNAMISYW [ S | Rizz
fAILIGA2Y LISNYSG tF ONBIFGAZ2Y RQdzyS tAlLA&A2Yy O20I f ¢
est réalisée grace aux amorces universelles Ul et U2. Le transcrit de dasiemsuite identifigar

pyroséqueimgage.
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Fusion mRNA

5 BCR —1 =17 -
Reverse l _
Transcription ar 5 Fusion
- cDNA
AL
Hybridization g PBx1
RUNX1 _ BCR ABL1 L .
3 5
AFF1
M1y g
Ligation DNA ligase
ECE‘*ABL'F
3’$ 5
PCR l u2_ (8
Amplification u1 ABL1
BCR

Figure2: Principe de la technique de ERTPCRI1)
Le mix oligonucléotidique utilisé comporte 240 amorces permettant la détection de plus de 50

réarrangements géniques récurrents ainsi que la duplication partielle en tanddaMd@AKMT2A

PTD)(cf. Figure 3).
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BCRE1,4,6,13,14,19

ETV6 (TEL) E456.7
EML1 E17
TERF2 E8 4

OFD1 E22
NUP214 E23,26,28,29,30,31,32,34

ZMIZA E18 ¢

RCSD1 E2,3 §
SFPQ E9 4
FOXP1 E19
SNX2 E3 o
INPP5SD E9 ¢
RANBP2 E18 {
SPTBN1 E3
ZEB2 E10 ¢
TPM3 E8
CCDC6 E1,7 4
PDEA4DIP E19
NDE1 E6 4
ATFT7IP E13
SPAGY EZ6 ¢
PCM1 E26,36 ¢
STRN3 E8,9 9
ZC3HAV1 E12 |
EBF1 E10,13,14,15 4
SSBP2 E5,6,8,10,16
MEF2D E7
PAX5 E4c,5

MN1 (s) E1c ¢
MNX1 (s) E1c
CHIC2 (s) E3c ¢

RUNX1 (AMLA) (s) E5c 42

DEK (s) E9c,9c2 4
SET (s) ETc,7c2 4
NCOR E34

ABLl1E23,4
FLT3 E14
PDGFRB E3,11

NTRKS3 E14,15

JAK2 E9,11,13,15,17,18,19

¢ RUNX1 (AML1) E2,3

b ARNT E2

b ABL2 E3,5

p CSFR1 E12

s ETV6 (TEL) (5) E2¢,3¢

b ETO (s) E2c

4 NUP214 (s) E17c,18¢c

LYN E7

SIL E1a

TAL E34,5

RBM15 E2

MKL1 E4,5

P2RYS E1
MOZ E16

CRLF2 E1
CBPE23

CBFA2T3 E10,11

GLIS2 E2,3

CBFB E4,5,5b

MYH11 E7,8,9,10,11,12,13

E2A E13

PBX1E2

PML E36
PLZF E34

NPM1 E46

STATSB E15,16
PAG1 Es

NUP98 E10,11,12,13,14

STRN E6 ¢
FIP1L1 E12

b MLF1 E2
b RARA E3

p NSD1 E6
HOXA9 E1,2

TOP1 Es

p DDX10 E6,7

b RAPIDG1S E2;3
b JARID1A E27
PDGFRA E12

MYB Eg

ZMYM2 E16

CNTRL E40
TRIM24 E9,10,11
FGFR1OP E5,6,10 ¢
CUX1 EN

TPR E39 9

CALM E16,18,19

MLL E9b,10evo,11b,12b

NPM1mut 2 4
NPM1mut B 4
NPMimut D
NPM1mut J

GATA &5
p FGFR1 E10

p AFF1/AF4 E4,5,6,11

p MLLPTDE3

p MLLT3/AF9 E4,569,10

p MLLT1/ENL E2,4,56,7
MLLT10/AF10 E4,6,9,10,16

p MLLT4/AF6 E2

p ELLEZ,3,6

p EPS15/AF1PE2,6

p MLLTG/AF17 E8,9,12
p SEPTGE2

MLLT11/AF1Q E2
P2AE1T

Figure3: Design des transcrits de fusion recherchés

p AFFA/AF5Q31 E4,5,6
p ARHGAP26/GRAF E19
p MAPRE1E2,4,6

p SEPTS/PNUTL1E3

p SEPT9E23

p TET1/CXXC6 E9

p AFF3/LAF4 E5,6,10

p CASCS5/AF15Q14 E12
p FOXO3/AF6Q21 E3

p MAML2E2,3

p NRIP3 E2

p ARHGEF1T E2,3,4,5
p C2CD3 E13,14,1517
b ARHGEF E11,12,13

p CBLE10

p DCPSE2

p rNPM1
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C. Analyses mutationnelles par NGS

Les ADN génomiques extraits de moelle osseuse au diagnostic ont été ségqpeunc&é genes

mutés de facon récurrente dans les hémopathies myéloides.panel étudié inclut les genes

suivants:

Voie de ginalisation des tyrosine kinas€BK). CBL(exons 89), FLT3exon 20) JAK2Aexons
12, 14, 16)KIT(exons 813, 17),KRAJexons 23), MPL(exon 10) NRASexons 23), PTPN11
(exons 3, 13)SETBP(exon 4)

Facteurs de transcriptionCEBPAexon 1) ET\6 (exons 18), GATAlexon 2),GATAAexons
2-6), RUNXZXexons 16)

Suppresseurs de tumeurPHF6(exons 210), PTEN(exons 57), TP53(exons 211), WT1

(exons 7, 9)

Modificateurs de la chromatineASXLIexons 1112), BCORexons 215), BCORL{exons 1

12),EZHZQexons 220)

aSlhKefl (iA2DINMR3(exone 223)HDH1(exon 4),IDH2(exon 4), TETexons 3

11)

Complexe de la cohésineNIPBL(exons 247), RAD21(exons 214), SMC1A(exons 125),

SMC3exons 129), STAGZexons 335)

| 2 YLX SES e:BEB8Ieiors 319, SRSF@Exon 1) U2AF1(exons 2, 6)ZRSRExons
1-11)

NPM1(exon 11)

58dE (SOKy2t23A534 RS bD{ 2yid SiS dzirftArassa

variants détectésDans un premier temps, la construction desdibes a étéeffectuée par PCR

multiplex grace au systeme Ampliseq (Thermofigioérfigure 3
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Figured: Préparation de la librairie selon le systeme Ampliseq

Aprés PCR en émulsion et enrichissement, le séquencage a été réalisé sur lon Proton (Thermofisher)

utilisant une chimie de ségncage par synthése avec détection du signal non optique (variation de

LI 0 [ Sa R2yySSa oONHziSa azyid SyadaaasS lylrteasSa

f23A0AS8t RQlylteasS {SIibSEG owW{L YSRMmGgdemente aidSY0
2

SGS LINBLI NBSa a8t2y 8 484iG8YS RQSYMIOQKS)EaSYSY
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¢ » Target & complementary o -

|l"UETIf sequence

Figureb: Préparation de la librairie selon le systemeldplex

Aprés amplification par bridge PCR, le séquencage de la librairie a été réalisée sur MiSeq (lllumina)
utilisant une chimie de séquencage par synthése avec détection optigue du signal par des
nucléotides marqués. Les données brutes ont été analysées avec SureCall (Agilent technologies) et

I SO £ S t 23A Oh Brieimpditange IprbféndeSr dé cBujvdrté(E1HGDX) a été obterau

L2 dzNJ £ QSyasSyot S RS&a 3IsySa lylteasa dSO tSa RSd
RS QOIFINAIyida @S0 dzyS +! C 06 QI ek vafiants hoBdnS &tS T NB|j
insertions/délétions frameshif{entrainantun décalage du cadre de lecture) ont tous été considérés

comme mutations relevantes. Les variations fdugya 2y i Si0S NBOSydzSa Sy f Q
dans les bases de données publiques de polymorphismes: (Shifte nucleotide polymorphism) et

leseffets fonctionnels sur la protéine ont été prédits par un ensemble de 6 outils de prédigipn

La présence dELT3TD a etgdecherchéepour tous les patients par analyse de fragnmsg(i3).

D. Analyses statistiques

La survie sans événement (EFS : efiea survival) et la survie globale (OS : overalligsafyont été

estimées par la méthode de Kapidteier et compaéest dz Y2R8f S RS / 2E® [ Q9 C{

LI NIANI RS fI RIFIGS RS RAFIy2a0GA0 RS fI [! a &2dzljdz«
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ROAYRAOGA2YS NBOKdAiS Sa& RSEFAs NBaz gaapant Saop RS
obtenus de RC étaient considérés en échec a[J&Dh { Sad Ol f OdzZ SS t LI NI A NJ
RS fI [!'a @2dzaljdQt fF RFEFGS RS RSO8a 1jdzSttS [jdzS &2
Les données ont été analysées et comparées sans censure a la greffe pour les patients ayant
O0SYSTAOAS RQdzyS Ittt 23aINBTFS RS-groupds deSpsttients/obétd Sa 02
réalisées par le test de MarWhitney pour les variables continues dr le test exact de Fisher ou

Chideux pour les variables qualitativelses hazard rato(HR) sont donnés avec un intervalle de
O2yFALYyOS 6L/ 0 RS op:rd [Sa FylrteasSa YdzZ GADI NASS3
réalisées en utilisarle modeéle a risques proportionnels de Cox. Les variables associées & aine P

Fnomn RFEya f Ql ydécritedéomedadtaudsvalidlés éht ékédius dans le modele

multivarié; puis une sélection pas a pas (stepwise regression) a été rédlisee.les tests ont été

réalis&s de facon bilatérale et les-\Rlues <0.05 ont été définies comme statistiquement
significatives. Les analyses ont été réalisées sur les logiciels SPSS 22.0 (IBM analytics) et R version

3.2.3 (R Development Core Team).
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Réslutats

A. Caractéristiques des patients au diagnostic
Parmi les 385 patients analysés dans ce travail, 210 étaient des garcons (54.5%) et 175 des filles
npdp:20® [ QN3IS YSRALFY | dz RAI A8) 2tddilaucocyiese intiale [ ! a
médiane éait de 16.6G/L (0.46575). | O2K2NIiS S0dzRASS dyloypou yQSil
totale (n=438) du protocole ELAMO2 (cf. Tableau 3).

Tableau3: Caractéristiques des patients au diagnostic de LAM (cohorte totale ELAMOZohorte

étudiée)
Caractéristiques Nombrede patients(%) Nombre de patientq%)
Protocole ELAMO2 (n=438) Cohorte étudiée (n=385)
Sexe
M 238 (54.3) 210 (54.5)
F 200 (45.7) 175 (45.5)
Age médian, amées (minmax) 8.2 (618) 8.6 (018)
Leuocytose médianeG/L (minrmax) 15.4 (0.46575) 16.6 (0.46575)
Cytogénétique
CBFréarrangé 97 (22.1) 92 (23.9)
inv(16)/t(16;16) 36 (8.2) 35 (9.1)
t(8;21) 61 (13.9) 57 (14.8)
KMT2AMLLD-réarrangé 95 (21.7) 79 (20.5)
t(9;11) 40 (91) 36 (9.4)
non t(9;11) 55 (12.6) 43 (11.1)
Caryotype normal 109 (24.9) 101 (26.2)
Autres 77 (17.6) 73 (19)
Défavorable 55 (12.5) 40 (10.4)
caryotype complexe 39 (8.9) 27 (7)
monosomie 7 11 (2.5) 9 (2.3)
t(6;9) 5(1.1) 4 (1)
Rémission 398 (90.9) 350 (90.9)
EFS, 3 ans 56% (49.763.6) 58.9% (5463.9)
0S, 3 ans 71.5% (6578) 76.1% (71.80.4)

La distribution des LAM au diagnostic pour la classification FAB était la sui2dnteAMO, 62 LAM1,
90 LAM2, 48 LAM4, 31 LAM4éo, M5, 11 LAM6, 19 LAM7 et 14 LAM inclassaale Figureb).
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Figure6: Répartition des LAM au diagnostic selon la classification FAB (n=385)

La distribution des groupes cytogénétiques était la suivan@N (n=101, 26.2%), CB¥arrangé

(n=92, 24% dont 57 t(21) et 35inv(16)/t(16;16), KMT2AMLL) réarrangé (n=79, 21%), défavorable

(n=40, 10% dont 27 caryotypes complexes, 9 monosomies 7 et ;8)X(ét autres anomalies
cytogénétiques (n=73, 19%)(cf. Tableau 3 et Figwducuneinv(d/t(3;3) Q SGS ARSYGATA
cette étude.

1(6;9)

monosomie 7
1%

2%

complexe

inv(16)
9%

t(8;21)
15%

Normal
26%

non t(9;11)
11%

Figure7: Distribution des groupes cytogénétiques dans la cohorte étudiée (n=3: 36



[ NBLINIAGAZY O2G23aSYSiGAljdzS SOl AlG aAIYyHiEFAOFIGAD

les enfants plus jeunes présentant plus gtarrangements d&KMT2Atandis quela fréquence des
LAM CBF étAM aCNaugmenter SO f QNBF 6 OFd CA I dzNB

0-2 ans

CBF
Défavorable 5%
14%

Autres
17%

KMT2A-r
Normal 55%

9%

2-10 ans 10-18 ans

Défavorable Défavorable
9% 10%
CBF
CBF 27%
31%

Autres
17% Autres

21%

KMT2A-r
6%

MR | KMT2A-r
25% 18% Normal
36%

Figure8: Distribution des groupes cytogénétiques en fonction de la classe d'age

B. Profil moléculairedes LAM pédiatriques

1. Mutations géniques

[ S& FylfteasSa Y2t SOdz I A Nisalion d& 599 rbuiatons Dafrii 35L36redr A &
différents. Un total de 28 génes étaient mutés chez plus de 1% de la cohorte étudiée avec seulement

5 génesRASFLT3KIT KRA®t WT1) mutés chez plus de 10% des patients (cf. Figure
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Figure9: Fréquence des génes mutés (>1%) dans la cohorte de LAM pédiatriques

La clase fonctionnelle impliquant les génes leagpfréquemment mutés est la vode signalisation

des TK(61% de la cohorte étudiéesuivie par les facteurs de transcription (16%), suppresseurs de
tumeurs (14%), modificateurs de la chromating @ > YSGKeft F GA2y RS f Q! 5b
spliceosome (3%). Au total, 76% des patients (292/385) présentaient au moins une mutation parmi
les génes analysés. Le nombreyande génes mutés étaient de 1.5 par patiede(0 a $ avec un
nombre plus imprtant de génes mutés dans les LAM a CN (moyenne 2.2, de 0 a 5) et un nombre
plus faible de génes mutés en cas de réarrangementsM&2A(moyenne 0.7, de 0 a 3)(cf. Figure

10).
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Figurel0: Nombre de génes mutés en fonction du groupe cytogénétique

Le nombremoyen de génes mutés augmerdsect QN3IS 6Y2eSyySa RS -2d13I wmda
ans, 210 ans et 1618 ans respectivement, P<0.00pyincipalement da a la distribution différente

des groupes cytogénétiques (cf. Fighd.

100%

80% -

70% - W 5 mutations
60% - H 4 mutations
50% - O 3 mutations
40% | O 2 mutations
30% - 01 mutation
20% - 00 mutation
10% -

0% T i
0-2 ans 2-10 ans 10-18 ans

Figurell: Nombre de génes mutésnefonction de la classe d'age

2. Transcrits de fusion

La technige de Lbw¢t / w | LISN¥YA & f QARSYUATFA Cbrésgntagt23RS mdpm
fusions géniques différentes) au sein des 888/ pédiatriquegtudiées. Les transcrits de fusion les

plus fréequemment détectés étaierRUNXIRUNX1TL15%), KMT2AMLLT3(9%) et CBFBVYH11

(9%). Tous les autres transcrits de fusion étaient retrouvés chez moins de 5% des patients (cf.
Tableau 4)Le géneKMT2Aétait réarrangé dans 79 LAM (21%) avec 13 partenaires différents dont
MLLT3(AF9 est le plus fréquent (n=36, 46% deAM réarrangés pouKMT2A suivi parMLLT10
(AF1Q(n=13, 16%)ELL(n=6, 8%)MLLT1(EN)(n=5, 6%) eMLLT4(AF§(n=5, 6%). Seulement 3
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patients avec un réarrangement #&MT2A0 RS 1S OG S

LI NJ CL{ 1l 0

Y Q2 Y

LJ a

fusion cryptiqueNUP98NSD1a été retrouvé chez 9 patients (2.3% de la cohorte globale) dont 5

avaient un CN.

Tableaud: Transcrits de fusion identifiés par ERTPCR

Transcris de fusion Anomalie cytogénétique correspondant Nombre de patients posits (%)

RUNXIRUNX1T1
KMT2AMLLT3
CBFBVYH11
KMT2AMLLT10
NUP98NSD1
KMT2AELL
KMT2AMLLT1
KMT2AMLLT4
PICALMMLLT10
DEKNUP214
KMT2AMLLT11
KMT2ASEPT6
KAT6ACREBBP
KMT2AABI1
KMT2AADARB?2
KMT2AEPS15
KMT2AKIAA1524
KMT2APICALM
KMT2ASEPTS
MNI1-ETV6
MYBGATAL
NUP98JARID1A
RBM15MKL1

(8;21)(g22;922)
t(9;11)(p22;923)

inv(16)(p13g22) or t(16;16)(p13;922)

t(10;11)(p12;923)
t(5;11)(q35;p15.5)
t(11;19)(g23p13.1)
t(11;19)(q23;p13.3)
t(6;11)(g27;923)
t(10;11)(p13;921)
1(6;9)(p22;q34)
t(1;11)(q21;923)
t(X;11)(q24;923))
t(8;16)(p11;p13)
t(10;11)(p12;923)
t(10;11)(p15.3;923)
t(1;11)(p32;923)
t(3;11)(q13.3;923)
t(11;11)(g14;923)
t(11;22)(g23;911.2)
t(12;22)(p13;912)
t(X;6)(p11;923)
t(11;12)(p15;p13)
t(1;22)(p13;913)

57 (14.8%)
36 (9.4%)
35 (9.1%)
13 (3.4%)
9 (2.3%)
6 (1.6%)
5 (1.3%)
5 (1.3%)
5 (1.3%)
4 (1.0%)
3 (0.8%)
2 (0.5%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)
1 (0.3%)

3. Profil moléculaire du protocole ELAM02

Un total de 9 génes mutés 8ttranscrits de fusion différents ont éthacunidentifiés chez plus de

5% de la cohorte étudié€omme précédemment décrit, les génes les plus mutés appartiennent a la

voie de signalisation des TK/KRASFLT3KIT PTPNL), suivis par les mutations d&/T1(10%),

NPM1(9%),CEBPA6.5%) etRUNX16%). Les transcrits de fusion récurrents les plus décrits sont les

fusions impliquant le CBF et le gaiRIT2A(cf. Figure 2).
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Figurel2: Fréguence des anomalies moléculaires dans le protocole ELAMO02

Au total, les différentes analyses moléculaires ontYpa&rd R QA RSY (A F a®Maliel dz Y2 A
moléculaire (mutation ou transcride fusion) chez 344 patients parmi les 385 étudiés (808841
patients restants présentaient les caractéristiques cytogénétiques suivaids (n=12), caryotype

complexe (n=9), mnosomie 7 (n=2) et autres anomalies cytogénétiques (n=18).

C. Association du profil moléculaire avec les anomalies cytogénétiques des LAM
pédiatriques
Les figures 13 et 14 décrivent la coexistence dedlifférentes mutations géigues au sein des

différents goupes cytogénétiques
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Figurel4: Profil génomiqie des LAM pédiatriquea caryotype normal, défavorablet autres 43

Les patients avec transciMUP98NSD1sont répartis au sein des CN (n=5) et caryotype anormal

(n=4).























































































