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Génétique des hémopathies malignes :
les apports des techniques de
séquencage massif

Le développement des techniques de
séquencgage massif bouleverse notre com-
préhension des processus de transforma-
tion a I'origine des hémopathies malignes.
Ces approches permettent d’identifier
de nombreuses mutations acquises dans
des maladies malignes dont les bases
moléculaires étaient jusqu’a aujourd’hui
mal connues. Uanalyse des conséquences
prévisibles de ces mutations a permis
d’identifier des processus biologiques
dont la dérégulation participerait aux
mécanismes de transformation.

Dans une série de travaux publiés récem-
ment, les séquences codantes de I’ADN
obtenu a partir des cellules mononucléées
de la moelle osseuse de patients souffrant
d’un syndrome myélodysplasique! (SMD)
ont été comparées a celles de ’ADN de
cellules considérées comme exemptes de
la maladie (lymphocytes T ou prélévement
jugal) [1-3]. Cette approche a permis
d’identifier en moyenne 10 mutations
acquises par échantillon et de confir-
mer la fréquence des mutations déja
connues dans cette maladie. €Elle a révélé

! Les myélodysplasies représentent un groupe hétérogéne
d’hémopathies acquises, caractérisées par des degrés
variables d’hématopoiese inefficace et par une probabilité
importante de transformation leucémique. Il existe plusieurs
classifications basées sur des critéres morphologiques (frottis
de moelle osseuse) et cytogénétiques. Les signes cliniques et
leur gravité sont en rapport avec la nature et I'intensité de la
cytopénie : anémie, complications infectieuses, hémorragies.
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I’existence de mutations touchant des
génes dont les produits sont impliqués
dans le controle du mécanisme d’épissage
des ARN messagers (Tableau /). Les muta-
tions de cette catégorie de genes sont
trouvées dans 45 a 85 % des SMD, et sont
le plus souvent mutuellement exclusives.
La majorité des mutations observées sont
des mutations faux-sens, situées dans
des régions restreintes des protéines. Les
mutations du gene SF3BI sont observées
plus fréquemment dans les SMD avec
sidéroblastes en couronne?. Ces mutations
de SF3BI ont été décrites comme étant un
critére de bon pronostic indépendant dans
les SMD, mais ce point n’est pas consen-
suel [2, 4, 5].

Des analyses similaires ont été réalisées
dans la leucémie lymphoide chronique
(LLC). Dans cette maladie, le génome
de cellules tumorales - des lympho-
cytes B CD19*CD5* - a été comparé a
celui de cellules contrdles non tumo-
rales, soit granuleuses, soit fibroblas-
tiques [6, 7]. Dans une premiére publi-
cation, des mutations de onze génes
ont été identifiées de facon récurrente,
dont certains déja connus dans cette
pathologie, tels que TP53 et ATM (voir
Glossaire) (Tableau I1). Les prédictions
fonctionnelles montrent que ces genes

% 0n appelle sidéroblastes des érythroblastes qui accumulent
du fer non héminique dans les mitochondries. Quand au moins
les deux tiers du pourtour du noyau sont entourés par ces
mitochondries, on parle de sidéroblastes en couronne. Ils sont
visibles apres coloration de Perls.

interviennent normalement dans cing
processus cellulaires : la réparation
des dommages de I’ADN et le cycle cel-
lulaire, la voie de signalisation Wnt,
la voie de signalisation NOTCHI, les
voies de signalisation de I'inflamma-
tion, et les mécanismes de contrdle
de I’épissage [6]. Lorsque les échan-
tillons présentent des mutations des
régions hypervariables des genes codant
pour les chafnes lourdes des immuno-
globulines (IGHV) remaniés, le nombre
de mutations acquises modifiant la
séquence codante est supérieur (12,8
par échantillon) a ce qu'il est dans les
échantillons dépourvus de ces muta-
tions somatiques (10,6 par échantillon)
[7]. Des mutations des génes POTI -
dont le produit est impliqué dans la
biologie des téloméres -, CHD2 - dont
le produit est impliqué dans le controle
de la structure chromatinienne -, et
LRPIB - un geéne candidat suppresseur
de tumeur -, allongent la liste des génes
fréquemment mutés dans les LLC.

Ces résultats pourraient avoir une appli-
cation clinique. €n effet, les mutations
de certains génes semblent associées aux
critéres cliniques ou biologiques carac-
téristiques de la LLC. Par exemple, les
mutations de NOTCHI et de FBXW7 sont
associées a la présence d’une trisomie 12
et a un statut non muté des IGHV [6]. Les
mutations de MyYD88 sont associées au
caractére muté des IGHV et aux délétions
de la région chromosomique 13ql4 [6].
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SMP

0% (0/53)
1,9 % (1/53)

1,9 % (1/53)
1,9 % (1/53)

0% (0/53)
0% (0/53)
1,9 % (1/53)

1,9 % (1/53)

LMMC

4,5 % (4/88)
28,4 % (25/88)

8% (7/88)
8% (7/88)

1,1 % (1/88)
1,1 % (1/88)
0% (0/88)
0% (0/88)

0% (0/4)

LAM

3,2% (7/213)
2,3% (5/213)

0,5% (1/213)
3,8 % (8/213)

0% (0/213)
0,9 % (2/213)
0% (0/213)
0,9 % (2/213)

0% (0/7)

LLC

9,7% (27/279)

1% (1/105)

1,9 % (2/105)

2,8 % (3/105)

SMD sans SMD avec
Géne sidéroblastes sidéroblastes
en couronne en couronne
SF3BI 6,5 % (10/155) 75,3 % (55/73)
SRSF2 11,6 % (18/155) 5,5 % (4/73)
ZRSR2 7,7 % (12/155) 1,4 % (1/73)
U2AF35 1811’76 %/° ((1138 //115505)) 0% (0/73)
U2AF65 0,6 % (1/155) 0% (0/73)
SF3A1 1,3% (2/155) 0% (0/73)
SFI 1,3 % (2/155) 0% (0/73)
PRPF40B 1,9 % (3/155) 0% (0/73)
NXFI 47 % (1/21)
- 12,5 % (1/8)

0% (0/21)

2,4 % (4/165)
1,9 % (2/105)
1% (1/91)

Tableau I. Mutations des génes codant pour des protéines impliquées dans la biologie de 'ARN dans les hémopathies myéloides et les LLC. Données

provenant des références [1, 3, 6, 7]. SMD : syndrome myélodysplasique ; SMP : syndrome myéloprolifératif ; LMMC : leucémie myélomonocytaire

chronique ; LAM : leucémie aigué myéloide ; LLC : leucémie lymphoide chronique. Pour la dénomination des génes, voir Glossaire.

Les mutations de SF3BI sont associées
aux délétions de la région chromoso-
mique 11922 (et aux mutations du géne
ATM qui est localisé dans cette région), a
un mauvais pronostic et une résistance a
la fludarabine.

Nouveaux génes impliqués

dans les LLC et les SMD :

quels enseignements pour

la compréhension de la
physiopathologie de ces hémopathies ?

Les LLC partagent des mutations

avec les autres pathologies lymphoides
Des mutations de NOTCHI sont connues
depuis plusieurs années dans les leucé-
mies aigués lymphoblastiques T (LAL-T) ;
elles se traduisent par une activation
constitutive de la transcription des genes
cibles de cette voie [8]. Durant sa matu-
ration, la protéine NOTCHI est clivée en
deux parties : une partie extracellulaire
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(ECN) et une partie intracellulaire (ICN)
qui interagissent entre elles. Linteraction
de NOTCH1 avec ses ligands libére ICN
qui migre dans le noyau ou elle interagit
avec le facteur de transcription RBPJK et
active les genes cibles de la voie. Dans les
LAL-T, les mutations de NOTCHI peuvent
soit faciliter la dissociation de la partie
intracellulaire ICN de NOTCH1, soit entrai-
ner la perte du domaine PEST de déstabi-
lisation de ICN. Ce sont des mutations de
ce dernier type qui sont présentes dans les
LLC, principalement une mutation « saut
de phase » touchant le codon corres-
pondant a I'acide aminé P2515 [9-11].
Des mutations de NOTCHI sont également
trouvées dans les lymphomes. Comme pour
les LAL-T, des mutations inactivatrices du
géne FBXW7 - qui exerce normalement un
rétrocontrole sur la voie NOTCHI - sont
aussi retrouvées dans les LLC [6].

Des mutations ponctuelles de MyD88
ont déja été décrites dans des

lymphomes de type B. Il s’agit systé-
matiquement de mutations faux-sens
de type activateur. Les mutations de
MYyD88 entrainent I'activation des fac-
teurs de transcription STAT3 et NFkB.
La mutation L265P décrite dans les LLC
est largement majoritaire dans les lym-
phomes de type B.

Implication récurrente de génes

dont les produits participent

a la biologie de ’ARN

La surprise de cette série de résultats
récents est I’identification de mutations
dans des genes dont les produits sont
impliqués dans le controle de I’épis-
sage de ’ARN. L'implication d’oncogénes
dans les mécanismes de maturation de
I’ARN est connue depuis longtemps. On
peut citer OTT/RBM15 qui est impliqué
dans 'export des ARN messagers vers le
cytoplasme et remanié dans les translo-
cations t(1;22)(p13;q13) des leucémies



a mégacaryoblastes [12, 25]. Un autre
exemple est I"implication des protéines
du nucléopore, NUP98 et NUP214, dans
des protéines de fusion créées par des
remaniements géniques [13].

Dans les SMD, 8 genes codant pour
des protéines impliquées dans I’épis-
sage sont mutés avec une fréquence
variable [1, 2]. Hormis les mutations
inactivatrices qui touchent - presque
uniquement chez les hommes - le gene
SRSF2 localisé sur le chromosome X, les
autres mutations sont des mutations
faux-sens qui s’accumulent a haute
densité dans des régions spécifiques
de ces genes, affectant trés souvent un
acide aminé unique. Ce type de profil
de mutation indique souvent un gain
de fonction. Ces mutations pourraient
affecter I’efficacité de I’assemblage
des splicéosomes ou de I’épissage lui-
méme. LUexpression de la plupart des
genes pourrait étre affectée du fait
du maintien inopportun d’introns dans
les transcrits matures, de I’omission
d’exons, ou de la dérégulation des
épissages alternatifs. Le role de I’épis-
sage alternatif dans la différenciation
cellulaire a été établi dans plusieurs
exemples et la dérégulation de ces pro-
cessus pourrait participer a la trans-
formation cellu-
laire [14, 15] (=).
Les mutations

(=) Voirm/s n° 4,
avril 2012, pages 372
et 381

affectant I’épissage

pourraient également entrafner une
variation soit de 'efficacité de la trans-
cription en amont, soit de la cinétique
de I'export vers le cytoplasme en aval.
Les vitesses de transcription, d’épissage
et de transport vers le cytoplasme sont
liées et influencent la structure chro-
matinienne [16]. Schématiquement, un
ralentissement (ou une accélération) de
ces processus pourrait aboutir a la fer-
meture (ou a "ouverture) de la chroma-
tine indépendamment de la régulation
normale, et donc a des anomalies de la
différenciation cellulaire.

Il est possible que des altérations
touchant d’autres aspects de la biolo-
gie de I’ARN jouent également un réle
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dans les processus de transformation.
Dans les LLC, des mutations de CPSF2,
DDX3X et XPO1 (qui code pour I"expor-
tine 1) ont été décrites. Le produit de
CPSF2 est impliqué dans les processus
de polyadénylation de ’ARN messager,
les protéines de la famille des DEAD-
box sont impliquées dans la biologie
des ARN et XPO1 participe a I"export
nucléocytoplasmique de protéines et
d’ARN.

Des mutations affectant des genes
dont les produits participent au
contréle de la traduction ou de la sta-
bilité des ARNm ont été décrites dans
le myélome, un autre type de tumeur
de la lignée lymphoide B [17]. Des
mutations de DIS3 (qui code pour une
sous-unité catalytique des exosomes)
ont été décrites : elles semblent étre
des mutations inactivatrices, asso-
ciées a la perte de I’autre copie du
gene. Ces mutations pourraient abou-
tir @ une accumulation de certains
ARNm et interférer avec le contrdle de
la traduction. Des mutations de DIS3
ont par ailleurs été décrites dans des
LAM (leucémies aigués myéloblas-
tiques) [18] et dans deux échantillons
de LLC [6]. Des mutations de LRRKZ,
dont la protéine est impliquée, entre
autres, dans le contréle de la traduc-
tion par ses capacités a phosphoryler
le facteur d’initiation de la traduction
4EBP, ont été rapportées. De plus, le
gene FAM46C - qui est également muté
dans le myélome - jouerait un role
dans la traduction ou la stabilité de
I’ARN.

Ces données sont bien siir trés récentes,
mais il est curieux de constater que
plusieurs étapes de la biologie de I’ARN,
maturation, transport, traduction et
dégradation, semblent étre ciblées
dans les processus de transformation
tumorale. Elles s’ajoutent a la descrip-
tion du réle de la perte du gene RPS14,
codant pour une protéine ribosomique,
dans la pathogenese des SMD avec 5q-
[19] et un rdle potentiel des ARN non
codants dans le contrdle de I'épissage

[16].

Les mutations du gene SF3B1

sont fréquentes dans les LLC et les SMD
Le gene SF3BI, qui code pour une pro-
téine impliquée dans I’épissage, est
muté dans 10 a 15 % des SMD et une
proportion équivalente de LLC. Lidenti-
fication d’un gene muté a la fois dans
les SMD et les LLC est inattendue, tant
ces deux pathologies sont considérées
comme éloignées sur le plan physio-
pathologique. Les SMD sont considé-
rées comme des maladies de la cellule
souche, tandis que les LLC sont consi-
dérées comme résultant de la trans-
formation de cellules engagées dans
la différenciation lymphoide de type
B. Une explication évidente est que
les mutations de SF3BI ont les mémes
conséquences dans les deux types de
cellules, et donc participent aussi bien
a la transformation d’un lymphocyte B
qu’a celle d’un progéniteur myéloide.
L’observation de mutations de SF3BI
dans d’autres tumeurs, incluant des
syndromes myéloprolifératifs et des
tumeurs solides, plaide en faveur de
cette hypothése [2, 20]. SF3BI pour-
rait participer a 'activité des polycomb
repressive complex.

Des données récentes indiquent que
les LLC pourraient dériver d’anomalies
des cellules souches hématopoiétiques
[21]. Un autre argument vient des
études récentes du géne TET2 [26]. Les
mutations de TET2 peuvent étre obser-
vées dans des hémopathies myéloides
malignes et dans des hémopathies lym-
phoides matures, principalement lym-
phoides T. Dans ces deux cas, il est pos-
sible de mettre en évidence la présence
de ces mutations dans les progéniteurs
myéloides, suggérant également que ces
pathologies pouvant avoir pour origine
une cellule souche [22].

Une partie de ces données pourrait
rapidement trouver une application
clinique du fait d’un lien établi entre
ces mutations, la présentation clinique
au diagnostic et le pronostic. De plus,
SF3B1 est déja la cible d’agents théra-
peutiques, tels que la splicéostatine A
[23]. Curieusement, les conséquences
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Geéne Fréquence Fonction Remarque Références

TP53 15 % (15/91) Contréle des dommages a I’ADN et du cycle cellulaire NGS (6]
SF3B1 15 % (14/91) Métabolisme de I’ARN NGS [6]
SF3B1 9,5 % (10/105) NGS (7]
SF3B1 5% (17/301) €chantillons successifs [24]

o €chantillons résistants
oF3B 17% (10 of 59) a la fludarabine [24]

MyD88 10 % (9/91) Inflammation et voies de signalisation NFkB et JAK NGS [6]
MyD88 2,8 % (3/105) NGS [7]
ATM 9% (9/91) Contrdle des dommages a ’ADN et du cycle cellulaire NGS [6]
ATM 3,8 % (4/105) NGS [7]
NOTCH1 4% (4/91) Voie Notch NGS [6]
NOTCHI 4,7% (5/105) NGS [7]
NOTCH1 8,3 % €chantillons au diagnostic [10]
NOTCH1 (31,0 %) Transformation (Richter) [10]
NOTCH1 (20,8 %) €chantillons chimiorésistants [10]
FBWX7 4% (4/91) Voie Notch NGS [6]
IMyM3 4% (4/91) Histone déacétylase - structure chromatinienne NGS [6]
ZMyM3 1.9 % (2/105) gg:su;Me;;;nple de mutation 7]
DDX3X 3% (3/91) Métabolisme de I’ARN NGS [6]
DDX3X 1,9 % (2/105) Métabolisme de ’ARN NGS [7]
MAPK1 3% (3/91) Inflammation et voies de signalisation NFkB et JAK NGS [6]1
CHD2 4,7 % (5/105) Hélicase - structure chromatinienne NGS [7]
CHD2 1% (1/91) NGS [6]
POT1 4,7 % (5/105) Biologie des télomeres NGS [7]
POT1 1%(1/91) NGS [6]
ASXL1 2,8 % (3/105) Polycomb NGS [7]
ASXLI 1% (1/91) NGS [6]
NXF1 2,8 % (3/105) Métabolisme de I’ARN NGS (71
SFRS1 1,9 % (2/105) Métabolisme de I’ARN NGS [7]
U2AF65 1,9 % (2/105) Métabolisme de I’ARN NGS [7]
U2AF65 1% (1/91) NGS [6]
XP01 1,9 % (2/105) Métabolisme de ’ARN NGS [7]
XPO1 1% (1/91) NGS [6]

Tableau Il. Principaux génes mutés dans les LLC. NGS : next generation sequencing ; les genes indiqués en gras ont une fonction définie. Dénomination

des genes, voir Glossaire.
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GLOSSAIRE

ASXL1 : additional sex combs like 1

ATM : ataxia telangiectasia mutated

CHD2 : chromodomain helicase DNA binding protein 2

CPSF2 : cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 2
DDX3X : DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked
FAM46C : family with sequence similarity 46

FBXWT : F-box/WD repeat-containing protein 7

LAL-T: leucémies aigués lymphoblastiques T

LAM : leucémies aigués myéloblastiques
LLC : leucémie lymphoide chronique
LRRK2 : [eucine-rich repeat kinase 2

NXF1 : nuclear RNA export factor 1
POT1 : protection of telomere protein 1
RPS14 : ribosomal protein S14

SF3B1, SF1 : splicing factor

SMD : syndrome myélodysplasique
SMP : syndrome myéloprolifératif

TET2 : tet oncogene family member 2

XPO1 : code pour I’exportine 1

IMYM3 : zinc finger MyM-type 3

LRP1B : [ow density lipoprotein receptor-related protein 1B
MAPK1 : mitogen-activated protein kinase 1

MYD88 : myeloid differentiation primary response gene
NUP98 et NUP214 : nuclear pore complex protein
OTT/RBM15 : one twenty-two / RNA binding motif protein 15

PRPF40B : pre-mRNA processing factor 40 homolog B

SRSF2 : serine/arginine (SR)-rich splicing factor
U2AF65, U2AF35 : U2 small nuclear riboprotein auxiliary factor 65 or 35

ZRSR2 : zinc finger (CCCH type), RNA-binding motif and serine/arginine rich 2

cellulaires de ces mutations semblent
étre néfastes pour la croissance cel-
lulaire. La compréhension des méca-
nismes d’action de ces mutations est
essentielle pour le développement de
thérapies ciblées, mais nécessitera
des analyses fonctionnelles plus pous-
sées et le développement de modeles
sophistiqués. ¢

Mutations in genes involved in splicing
in human malignancies
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