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Abréviations

ABL gene Abelson

ARN Acide ribonucléique

ATX autotaxine

BCR Break point Cluster Region; géne BCR
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GRAALL Group for Research in Adult Acute Lympholtiad_eukemia
ITK inhibiteur de tyrosine kinase
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LA leucémie aigué

LAL leucémie aigué lymphoblastique

LAL Ph1l leucémie aigué lymphoblastique a chromosé&miéadelphie
LAL T leucémie aigué lymphoblastique de la lignée T

LAM leucémie aigué myéloblastique

LMC leucémie myéloide chronique

LPA lysophosphatidic acid

LPAR LPA recepteur

lysoLPA lysophospholipase D

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase

m-BCR minor Breakpoint Cluster

M-BCR major Breakpoint Cluster

MLL Mixed-Lineage Leukemia

MRD maladie résiduelle

MTOR Mammalian Target Of Rapamycine

NFkB Nuclear Factor-kappa B

N-RAS Neuroblastoma-RAS

NOTCH1 Neurogenic locus notch homolog protein 1

PI3K Phosphatidyl Inositol 3-Kinase

PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor

PTEN phosphatase and tensin homologue deletedromokome 10
Ras Rat Sarcoma

RC rémission compléete

S1P sphingosine 1-phosphate

SH2 Src homology

TCR récepteur T a l'antigene

TK tyrosine kinase
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A - Introduction
| - Généralités

Les leucémies aigués (LA) de l'adulte représentamtgroupe tres
hétérogene d’hémopathies malignes aigués dudsag$iiormation oncogénique
de cellules souches hématopoiétiques (CSH).prolifération maligne qui en
résulte est caractérisée par une expansion clordde précurseurs
hématopoiétiques immatures. Selon I'origine du ymszur impliqué, précurseur
de la lignée myéloide ou lymphoide (lignée B ouoh)distingue les leucémies
aigués myéloblastiques (LAM) et les leucémies agyiphoblastiques (LAL,
LAL B ou T). Les principales conséquences de cette prolifératont
I'installation d’'un tableau d’insuffisance médutki pouvant associer une
neutropénie fébrile, un syndrome anémique et urdreyne hémorragique et
I'apparition d'un syndrome tumoral. Les présematicliniques sont tres
variables.

La classification des LA repose sur des criteregpimmogiques, I'expression de
marqueurs membranaires et pour les LAL I'étuderdasrangements des genes
d’immunoglobulines ou du récepteur T. Ces élémpatmettent de caractériser
le stade de différenciation des cellules leucénsquieexiste 2 systemes de
classification des LAL: le systeme de classificatidranco-américano-
britannique (classification FAB) de 1976 qui clakssous-type de LAL selon la
forme et la structure de la cellule et le systemd@MS (WHO classification).
La classification de I'OMS est devenue le systemeldssification des LAL le
plus utilisé, il classe les LAL en sous-type sdiitype de lymphocyte (cellule
B ou T), le degré de maturité des cellules leucaesqprécurseurs ou matures)
et les anomalies cytogénétiqgues associées (tabfdgulLe diagnostic des LA
repose de ce fait sur un bilan sophistiqué combidas études cytologiques,
immunophénotypiques, cytogénétiques et moléculaires

Les LA sont rares, elles représentent 1% des canténcidence globale est
faible, en moyenne de 3 pour 100 000 habitantsés des pays occidentaux,
mais considérablement variable selon le type deetAage (15 a 20/100 000
apres 60 ans pour les LAM).

Chez l'enfant, les LAL sont néanmoins le premigretyde cancer (25% des
cancers pédiatriques) et les plus fréequentes desEbArevanche apres 15 ans,
leur fréquence intrinseque se réduit ainsi que peaportion au sein des LA (<
1% des cas de cancers adultes avec 20 % de LAlecB@% de LAM). Cette
incidence des LAL chez l'adulte est de 1 a 2/100 Bébitants et s'accroit a
nouveau aprés 50 ans. La maladie a donc une disbtibbimodale avec un
premier pic chez les enfants de 2 a 5 ans (80%.Aetont 80% de LAL B) et
un second pic chez les adultes autour de 56 ans.



La proportion des LAL T est environ deux fois mamahez les enfants (10-
15%) que chez les adultes (20-30%).

Comme dans la grande majorité des cancers, les mélrelevent pas d'une
cause unique mais d'une série d’altérations sugesssombinatoires. Moins de

5 % d'entre elles sont liees a des facteurs géreitigssociés a des processus
d’instabilité génomique tel que le syndrome de Dplanneurofibromatose, le
syndrome de Shwachman, l'ataxie télangiectasiesyledrome de Wiskott-
Aldrich et le syndrome de Klinefelter. De nombreagents (notamment les
rayons X avec exposition prénatale, le benzéneogyde d’'éthyléne) sont
également incriminés dans leur génése, mais lewporsabilité est
régulierement contestéé.Seules les études épidémiologiques impliquant les
rayonnements ionisants chez les survivants des émtomiques de 1945 ne
semblent pas contestabfes.

Tableau n°1: Classification OMS des LA

WHO classification of acute leukemia

Acute myeloid leukemia and related neoplasms Acute leukemias of ambiguaous lineage

Acute myeloid leukenia with rezurrent genetic abnormalit oo
AML with t(3;211{c22;c22); RUNXT-AUNXTT?
AWML with irv(18)(p13.1922) or {18:1E}p12.1:q22); CRFE-MYH 17
APL with t{~5:17){gz2:g12); PML-BARA
AL with ti3:" 1{p22;c23) MLLT3-MLL
AML with t(5,9)(pe3:g9%4); DEK-NUFPZ14
ARL with ime(3)g21326.2) or t{3; 321026 .21 BPNT-EVIT
AML {megakaryoklastic) wth t{1:22}p13:q13}; RBMI15-MKLT
Provisional entity: AML vith mutated NEMT
Frovisional entity: AML vith mutated CEBPA
Acute myeloid leukemia with mye odysplasia-releted charges
Therapy-related myeloid neoplasms
Acute myeloid leukemia, net otherwise specified
AML with minimal diferentiation
AML without maturacion
AML with maturatior
Acute myelomenocytic leukemia
Acute moneblastic/moccytic leuke nia
Acute erythroid leukemia
Fure erythrold leu<ema
Erythrcleukemia, erytrroidmyelo d
Acute megakaryoblestic leukzmie
Acute basophilic leu<ema
Acute panmyelesis with myclofibrosis
FAyeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Tranzient abnomal mye opoiesis
IMyelzid leukem a asscciated with Down syndrome
Blastic plasmacytoid dzndnitic cell nzoplasm

Vardiman JW et al. Chem Biol Interact 2010

Acute unoiffarentiated lsu<emia

Mixed phenatype acute leskemia with t{9,22)(q34;q11.2); BCR-£BL1T
Mixed chenotype acLte leakemia with tiv; 11323k MLL rearranged

Mixed phenotype acite leakemia, B-myeloic. NOS

Mixed phenotype acite leakemia, T-myeloid, NCS

Provisional antity: natural kifer (NK) cell lymphoblastic lsukemiadymphoma

B lymphoblastic leukemialymphoma

B lyrrphoblestc eukerrialymphoma, NOS
B lyrrphoblestc eukerrialymphoma with recurrent genetic abnormalities
B Ivmphoblestic eukemialymphoma with (4, 22)q34:q1 1.2 ECH-ABL 1
B lymphoblzstic eukemiallymphoma with tiv;11c23); MLL rearranged
B lvmphoblzestic eukemiallymphoma with ti°2,:21}p13;q22) TEL-AMLT
{ETVE-BUNXT)
B lvmphoblzstic eukemiallymphoma with hypercip oidy
B lymphaoblzstic eukemiallymphoma with hypodiploicy
B Ivmphoblzstic eukemiallymphoma with ti5;143031:032) L3-1GH
B lymphoblzstic eukemiallymphoma witht(*;19)(q23:p13.3); TCF3-PEXT

T lymphoblastic leukemia/ymphoma



Il - Physiopathologie

L'origine des LAL réside dans la dérégulation dhorfiéostasie
hématopoiétique conduisant a un blocage de la aiainordes précurseurs
hématopoiétiques avec expansion clofa@e dysfonctionnement peut étre di
a une expression inadaptée ou a des altératiandistles de génes suite a des
mutations ponctuelles ou a des anomalies de steuctlhhromosomique.
L'expression anormale de genes normaux, l'expresse genes anormaux
(oncogénes ou proto-oncogéenes) soit par mutatidtnpao fusion entre deux
genes, ou la disparition de génes (genes suppresseutumeur) controlant le
processus mutagéne représentent les trois mécanipmiecipaux:*'* Ces
anomalies génétiques acquises ont été au dépatifiges a partir d'anomalies
chromosomiques décelables au microscope. Ellesembrgouvent lieu a un
avantage prolifératif et concernent en général giases intervenant dans la
survie et/ou la croissance cellulaire et/ou 'apset****

Les tableaux n°2 et n°3 récapitulent les sous-tyhdes altérations génétiques
clefsactuels des LAL avec les différences de répartielon I'age résumeées
dans la figure n°1**°



Tableau n°2: Les sous-types de LAL
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Tableau n°3: Les altérations génétiques @efaels des LAL

Table 2. Key genslic aliemalions in ALL
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Figure n°1: Répartition des sous-types de LAL arction de I'age
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1-LesLALB

Plus d'une centaine d'anomalies génétiques codesitpdotéines aux
fonctions trés diverses y sont décrité¥ Un grand nombre de ces anomalies
impliquent des facteurs de transcription tel queXBAdes coactivateurs ou
corépresseurs transcriptionnels comme ETV6, desityes kinases comme Kit
ou PDGFR, des protéines intervenant dans le centidicycle cellulaire ou des
protéines anti-apoptotiques. La liste de ces reemamnts peut étre consultée
dans I'« Atlas of genetics and cytogenetics in dogyand haematology*$.

Dans les modéles expérimentaux, les réarrangerohrasnosomiques peuvent
aboutir a des activations oncogéniques, des aicihsatonstitutives de tyrosines
kinases ou des perturbations de genes impliqués @amhymphopoiése (par
exemple : ETV6-RUNX1). Cependant ces perturbatigéisiques n’entrainent
pas a elles seules la transformation leucémiqudelileémogénese est induite
par I'association aux mutations génétiques prinsailialtérations additionnelles
de nature et de fréquence trés diverses. Par egengd LAL avec un
réarrangement MLL (Mixed-Lineage Leukemia) portentmoyenne une seule
mutation additionnelle alors que les LAL avec urams$location ETV6-RUNX1
présentent 6 a 8 altérations additionnelfes?®

Des réarrangements chromosomiques sont probableanguis tres tot dans la
leucémogénese et conduisent a une dérégulationsctiptionnelle et
épigénétique et a un renouvellement cellulaire rmabr Des |ésions et/ou des
changements génétiques secondaires perturbentviedodpement lymphoide
aboutissant a un blocage de la maturation. L'enlsedabces événements aboutit
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a l'etablissement et a la prolifération d'un cléeecémique. Des changements
génétiques dans des clones mineurs présents anodiagpeuvent conférer la

résistance & la chimiothérapie et étre responsisieechute¥’*°

Le schéma ci-dessus résume le rble des anomaliaétigées dans la

leucémogénése des LAL B (figure'd).

Figure n°2: ROle des anomalies génétiques damsitz&8imogénese des LAL B
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(chemolhetapy)
»
Genetic alteratlons that

confer resistance to therapy

ALL
(subclonal at diagnosis, or acquired)
DIAGNOSIS e.g. IKZF1, CREBBP. TP53 RELAPSE

Mullighan CG. Hematology 2012

La compréhension de la leucémogénése est eskemilr la prise en
charge thérapeutique et l'adaptation des traitesmani différents groupes
pronostiques.
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2-Les LALaPhl

La fréquence des LAL a chromosome Philadelphie (LBAPh1) varie
avec l'age (figure n°2). Ces LAL représentent @e32% des LAL de I'enfant et
en moyenne 20 a 30 % des LAL de l'adulte ainsirtegsa: de 10 a 15 % chez
I'adulte jeune, de 50 % environ a 50 ans et de 207 ans. Leur incidence est
en augmentation depuis 10 ans sans cause évidéhte.

Le chromosome Philadelphie est issu de la transtocaéciproque entre les
chromosomes n° 9 et n°® 22, respectivement en po$in34 au niveau du gene
Abelson (ABL) codant la protéine Abl et en positiddgll au niveau du gene
BCR (pour Break point Cluster Region) codant latgiree Bcr (figure n°3). Il a

été décrit pour la premiére fois en 1960 par P. &lbet D. Hungerford et est
présent dans la leucémie myéloide chronique (LM@@mopathie maligne

appartenant aux syndromes myéloproliférafifs.

Figure n°3: Le chromosome Philadelphie

Changed chromosome 9

Normal l ‘
chromosome 9 Chromosomes break ,
Changed
chromosome 22
Normal (Philadelphia
chromosome 22 » chromosome)
ber —zme— — é -ber-abl
abl

Kurzrock R et al. Ann Intern Med 2003

La protéine Abl est une protéine a activité tyreskinase (TK) ayant un réle
essentiel dans le fonctionnement cellulaire avecfolections a la fois nucléaires
et cytoplasmiques. Sa structure comprend troionsgsH (SH1, 2 et 3) dans la
partie NH2 terminale, une région riche en prolimagsila partie centrale et des
séquences de localisation nucléaire dans la p@fi®H-terminale. L'activité
TK est assurée par le domaine SH1 ou sont locdkséie de liaison a I'ATP,
site  majeur dautophosphorylation, et le domaine talgiaque
phosphotransféragé
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La protéine Bcr est d'expression ubiquitaire au eaiv des cellules

hématopoiétiques et posséde deux domaines fonetgassentiels, un domaine
d'oligomérisation et un domaine présentant uneigesérine-thréonine kinase.
Le domaine d'oligomérisation est responsable demidtétramérisation de la
molécule et est indispensable a son activité. Lemaioe a activité sérine-

thréonine kinase contient un résidu tyrosine esde(Y177) qui assure la

liaison avec l'adaptateur moléculaire GRB2 condiigal'activation de la voie

de signalisation intracellulaire Ras jouant un idgiportant dans la régulation de
la prolifération, de la survie, de la différenamatj de la migration cellulaire, et
de I'angiogenés@?

a - Le transcrit BCR-ABL

Sur le plan cytogénétique la translocation t(9;8®¢t en continuité la partie
centromérique 5' du BCR avec la partie C termirthleprotooncogene ABL
(figure n°4). Sur le chromosome 9, les points desgee du gene ABL
surviennent pratiquement toujours entre les exoes Pa. Sur le chromosome
22, les points de cassure sont moins stéréotyp@ermant en M-BCR (pour
Major Breakpoint Cluster) codant une protéine dé Rilodaltons Bcr-AblP*'%)

ou en m-BCR (pour minor Breakpoint Cluster) codamie protéine de
190 kilodaltons #cr-Abl”*®) ou en w-BCR codant une protéine de
230 kilodaltons Ecr-AblP2°).2°2%%3 Des transcrits rares sont également décrits.
Typiguement la protéine p190 est associée a la BARh1 (70 % des LAL a
Phl), la protéine p210 a la LMC et la protéine p236ertaines leucémies a
neutrophiles, généralement classées comme formeantes de LMC3?
Cependant, dans les LAL a Phl la protéine p210 ptratexprimée avec ou
sans co-expression de la protéine p190. La prof2de est observée dans 25 a
50 % des LAL a Phl de l'adulfd.Cependant, les LAL & Phl représentent un
groupe nettement plus hétérogéne du fait de leaxist d'épissages alternatifs ou
atypiques, de lincorporation d'introns ou de matet ponctuelles dans le
transcrit BCR ou l'insertion d'introns ou d'exom@ssl le transcrit ABL avec des

altérations différentes du domaine kinase de |&pre?%%32°
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Figure n° 4: Les différentes protéines Bcr-Abl
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Advani AS et al. Leuk Res 2002

Au niveau moléculaire, la translocation t(9; 28puit la formation d’'un géne de
fusion BCR-ABL codant une protéine chimérique BditAvec trois isoformes
(Ber-AblP* Ber-AbP? et Ber-AbP?30) 202127

La protéine chimérique Bcr-Abl, membranaire, possedn domaine

cytoplasmique. La dimérisation de Bcr-Abl entraiiaetivation constitutive du

site kinase de Bcr-Abl. L'activité kinase est de €t@at activée en

permanencé’ #4829

Les substrats phosphorylés par Bcr-Abl sont nombr&@iRB-2, SHC, STATS5,
DOK, CRK (figure n°5}°
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Figure n°5: Les substrats phosphorylés par Bcr-Abl

#Cuiled-coil domain
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ABL

Yang K et al. Critical Reviews in Oncology/Hewlagy. 2015

Au niveau cellulaire, cette phosphorylation, constwge de l'activité TK
entraine l'activation de nombreuses voies de sggisdn cellulaire: les voies
des Ras-MAP kinases, les voies Stat qui induise@ augmentation de la
production des facteurs de croissance myéloidepulL3, GM-CSF, G-CSF,
la voie PI3 Kinase (PI3K), la voie MYC, la voiessd8rc kinase et la voie NF-
KB. La signalisation Ras conduit a I'activation ldecascade des MAPK avec
une voie de signalisation RAF/MEK/ERK et une voie signalisation JNK
avec, comme conséquence, une activation de lactiptign (figure n°6).
L'activation des voies Stat, essentiellement de B5A&t a un moindre degre, de
STAT 1 et 6 et de la voie PIBK/AKT est responsabie l'activité anti-
apoptotique. L'activation de ces différentes vqgxesvoque une prolifération
excessive, une inhibition de I'apoptose, des nuatifins de I'adhésion cellulaire
et une instabilité génétiqd&?*’
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Figure n° 6: Les voies de signalisation du Bcr-Abl
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Pane F et al. Oncogene 2002

Outre la compréhension de la physiopathologie, dacdption de toutes ces
voies est une porte ouverte aux thérapeutiquesesbken complément du
traitement majeur des LAL a Phl, les inhibiteurstg®sine kinase (ITK),
traitement que nous aborderons ultérieurement.

b - Conséquences protéiques du transcrit BCR-ABL

Dans les LAL & Phl, la protéine de fusion BcrfABla des caractéristiques
communes aux 3 isoformes (Ber-ABF, Ber-AblP#%et Ber-AbP?9.2022

La partie Abl des différentes isoformes de la prn&éBcr-Abl comporte
différents domaines: le domaine tyrosine kinase ppssede des domaines
d'homologies SH semblables a ceux de l'oncogene ®sponsable de
I'activation de voies de signalisation, des domminggulateurs de l'activité
tyrosine (domaine SH2 régulateur positif, domaim3 $égulateur négatif), le
domaine NLS pour la localisation intracellulaire signal et le domaine DBL,
segment de fixation de 'ADN au cytosquelette.

La partie Bcr de la protéine Bcr-Abl comporte unméine OLI pour la
dimérisation nécessaire a l'activité de la protéimedomaine GrB2, domaine de
fixation de protéines adaptatrices qui interagécale domaine SH2 et deux sites
de liaison aux domaines SH2 qui permettront |adaide Bcr avec le domaine
SH2 d'ABL (figure n°7). La protéine Bcr normale peformer des
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hétérodimeres avec les protéines de fusion Bcr-&mc comme conséquence
une délocalisation possible de la protéine Ber rbeft>>*’

Figure n° 7: Dimérisation de la protéine Bcr-Abl
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Cilloni D et al. Clin Cancer Res 2012
c - Particularités de l'isoforme BCR-AB"

La protéine Ber-AB° posséde des caractéristiques propres.

Le gene BCR est plus court, sans domaine DBL, doendiéchange de GTP par
rapport & BCR-ABP?*° mais suffisant & la structure active. La transimippuis

la traduction de ce gene chimere conduit a la gédieérd'une protéine de fusion
Ber-AbIP'®°, possédant une importante majoration de son & par rapport

a Ber-AbP?? La protéine Ber-AB% a un trés haut niveau de phosphorylation,
une perte d'autoinhibition et une activité kinasepérieurs a Ber-AB™ In
vitro, Ber-AblP**° stimule davantage la croissance des lignées lyfdpheet est
un agent oncogéne plus puissait:>°

d - Autres mécanismes impliqués dans la physiopagiedes LAL
a Phl

D'autres spécificités interviendraient dans le diggm lymphoide. Le transcrit
réciproque ABL-BCR® mutant de BCR participerait & ce lignage en
n'effectuant pas de régulation négative de I'onmegg lymphoide contrairement

a la protéine Bct*? D'autres éléments seraient des éléments clés de
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I'oncogénese des LAL a Phl, notamment Gads unateguide GrB2, PECAM-
1 immunorécepteur présent a la surface des celiyigshoides et vav3 facteur
d'échange de guanine de la voie R®¥.

D'autres voies de signalisation sont spécifiguaesLdd. a Phl. La voie STAT5
serait nécessaire au maintien de la proliférationphoide. La voie STAT6
interviendrait dans la différenciation lymphofid.a protéine chaperon HSP90
stabiliserait le transcrit BCR-ABL et la voie Srerait activée>® Certaines
études montrent une dérégulation de la méthylatieec une altération des
microARN et une hyperméthylation donc [linhibitiom'antioncogénes
intervenant normalement dans la régulation de dgénése lymphoide.

Un autre fait marquant dans les LAL & Phl est dtexice de nombreuses
anomalies cytogénétiques et génétiques assocedles,probable de l'instabilité
génétique>*3%

Ces caracteéristiques propres aux LAL a Phl permtatiee comprendre pourquoi
I'inhibition de la voie du BCR-ABL n'est pas su#fige pour interrompre la
croissance des cellules leucémiques contraireméntLMC, autre hémopathie
maligne caractérisée par la présence du chromoBdrhevec l'isoforme BCR-
ABLP?'® Différentes questions restent en suspens. Le BER-ABL est-il le
premier ou un deuxiéme événement dans l'oncogélessieAL a Ph1? Existe—t-
il plusieurs clones ou des sous-clones? Certaindélee de LAL a Phl
retrouvent le gene BCR-ABL uniquement dans la legh@gnmphoide, d'autres
dans les précurseurs myéloidg¥130.37.39-41
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3-LesLALT

Les LAL T représentent environ 15 % de toutesléesémies avec des
variations de fréquence en fonction de l'age et préglominance chez les
adolescent¥’ De 10 & 15% des LAL de I'enfant, leur fréquenélge & 20 a 30
% chez I'adulte avec un sexe ratio homme/femme H&%Cette incidence chez
I'enfant est aussi plus élevée chez le garcon aveex ratio de 3:¥.

Les LAL T sont dues a la transformation oncogéniqie précurseurs
hématopoiétiques de la lignée lymphoide T. Ellesrespondent a des
proliférations clonales malignes développées arpdats précurseurs thymiques.
L'oncogénése des LAL T et le développement phygigie lymphoide T sont
liés, en particulier en ce qui concerne les méaoaess de régulation des
recombinaisons somatiques, a l'origine de la mis@lace d'un récepteur T a
I'antigene (TCR). De nombreux signaux de proliiératet/ou d'apoptose
physiologiques sont de ce fait impliqués dansuadenogénése des LAL*T?®

La classification des LAL T repose sur des criterasrphologiques, sur
I'expression d'antigénes de différenciation spquis de la lignée lymphoide T
et sur I'étude des réarrangements des TCR. L'exmeslu CD3 cytoplasmique
ou membranaire est nécessaire et suffisante pdumerf I'appartenance des
blastesa la lignée lymphoide T. Le groupe européen de caraetion
immunologique des leucémies (EGIL) a établi unesfecation immunologique
en fonction des stades de différenciation thymidaguelle n'est toutefois pas
tout-a-fait précise pour définir le stade d'arrétrdaturation et a peu d'impact
thérapeutiqué’

Les stades de blocage de maturation des LAL T depsent les différentes
étapes de maturation thymique humdfheA partir de l'analyse des
réarrangements des loci des TCRs, I'expressioma @bdine du TCRen intra-
cytoplasmique et I'expression du T&Rou afp a la surface des cellules
blastiques, les LAL T se scindent en trois groupkes LAL T immatures, les
LAL T pré-op et les LAL T mature§>*¢+°

Les LAL-T immatures présentent les caractéristiqiess précurseurs thymiques
immatures non-T restreints. Elles comportent 4 grosipes, correspondant a
I'ordre physiologique des réarrangement succedsgsTCRs: les IMO, les 18/
les IMy et les IM.*° Parmi elles, un autre sous-groupe est décrit: T3-ALL
(Early Thymic Precursor Acute Lymphoblastic Leukamill s'agit d'un sous
groupe qui présente des marqueurs d'expressiogéaijue myéloides ou de
cellules souche¥®>*

Les LAL T prép ont effectué des réarrangements complets dudT&@Rdu
TCRB mais n'ont pas commencé a réarranger le locus @doT Les blastes
expriment de ce fait un pré-TCR.
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Les LAL T matures ont réarrangé le T&Re TCRy et le TCH de facon
incomplete et expriment le complexe CD3/T@Ru CD3/TCRf.

Les LAL T de l'adulte présentent souvent un blocafe maturation plus
immature que celles de I'enfdfif>®

Ces maladies constituent un modele de pathologie dmultihits». La
transformation blastique d'un lymphocyte T est wocessus de multi-étapes
dans lequel différentes lésions géniques s'accurhukt modifient la
prolifération, la survie, le cycle cellulaire etd#férenciation de cellules T. De
nombreuses altérations telles que des translosatiéciproques ou non, des
mutations, des délétions et des amplifications elttiétre acquises par la cellule
lymphoide avant d’aboutir a cette transformationligne. Les oncogénes
impliﬂtﬁs dans une translocation avec un TCR smd# hombreux (figure
n°g)."™

La liste de ces remaniements peut étre consultée ldaAtlas of genetics and
cytogenetics in oncology and haematologdy ».

Figure n°8: Les Iésions géniques les plus fréqeetdds les LAL T

TABLE 2. Recent Genetic Determinants in ALL by Lineage

Cytogenetic
ALL Lineage Aberration Involved Genes Protein Comments
B-cell BCR/ABL+ (Ph+) IKZF1 lkams Poor outcome; 80% of Ph+ cases
CRLF2 + Ig heavy chain locus or CRLF2 5%-10% of cases with no molecular
interstitial PAR1 deletion rearrangement; poor outcome; 50% of
children with Down syndrome
BCR/ABL ke IKZF1 deletions; mearrangements/ 15% of cases: potential use of TKis and/
mutations in CRLF2, IGH-CRLFZ, or mTOR and JAK2 inhibitors
NUP214-ABL1; n-frame fusions of
EBF1-PDGFRB, BCR-JAK2, or
STRN3-JAKZ; cryptic IGH-EFOR
reamangements
Mear-hypodiploid NRAS, KRAS, FLT3, NF1 70% of cases
Low-hypodiploid IKZF2 and, by TP53 disruptions; 91% of cases
CDKM2A/B locus deletion
Hyperdiploid CREBBP
NT5C2 mutations NTSC2
TFS53 mutations 6% of cases
Tcel PICALM-MLLT 10, NUP214-ABL1 MNOTCH1 (=60%) and/or FBWT (~20%)
fusion, EML-ABL1, SET-NUP214 mutations associated with a favorable
fusion, MLL, NOTCH1, FBW7Y, outcome; RAS/PTEM and JAKT usually

BCL11B, JAK1, FTPN2, IL-7R, associated with a poor outcome
PHFE, RAS/PTEN

Abbreviations: ABL1, Abelson murine leukemia viral oncogene homolog; ALL, acute lymphoblastic leukemia; BCL11B, B-cell lymphomafleukemia 118; BCR,
breakpoint cluster region; CDKN, cyclin-dependent kinase inhibitor; CREBBF, CREB-binding protein; CRLFZ, cytokine receptor-like factor 2; EBF1, early B-cell
factor 1; EML, Echinodemm microtubule-associated protein-like; EPOR, erythropoietin receptor; FBW7, F-box/WD repeat-containing protein 7; FLT3, fms-
related tyrosine kinase 3; lg, immunoglobufing 1GH, immunogiobulin heavy; IKZF, IKAROS family zinc finger, IL-7R, interleukin 7 receptor; JAK, Janus kinass;
MLL, mixed-lineage leukemia; mTOR, mammalian target of mpamycin; NF1, neumfibromin 1; NT5C2, 5'-nuclectidase cytosolic II; NUP214, nucleoporin 214;
PAR1, peeudo-autosomal region 1; PDGFRB, platelet-derved growth factor receptor B: Ph, Philadelphia chromaosome, PHFS, PHD finger protein 6; PICALM,
phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein; PTEN, phosphatase and tensin homolog, PTPN2, protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2;
STRN3, striatin 3; TK], tyrosine kinase inhibitor:

Jabbour E et al. Cancer 2015
Une classification simplifiée de ces nombreuseéraibns a été proposée,

laquelle s'inspire du mécanisme cellulaire qu’ellaectent tel que la
différenciation, les étapes de contrble au niveau aycle cellulaire, la
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prolifération ou la survie. Deux grands types dmaalies sont distinguées, selon
qu'elles touchent des oncogénes de type 1 ou de2f{7p°

Les anomalies de type 1 sont corrélées a un stad€tdde maturation. Elles
seraient responsables du blocage de maturations astddes spécifiques du
développement des lymphocytes T.

Elles sont mutuellement exclusives et probablerfemdatrices?*>°

Différents sous-groupes cytogénétiques et moléadaimpliquant TAL/LMO,
c-MYC, HOXA, TLX1, TLX3, sont distingués en tenatmpte également du
profil d'expression transcriptionnel assoti&* ®*" La surexpression de ces
oncogenes peut étre due a différents mécanismesegsra chaque oncogene. |l
peut par exemple s'agir d'une surexpresion inghateune translocation avec les
loci du TCR3 et TCRw/3 ou par une deélétion mettant I'oncogéene sous led@en
d'un promoteur ou par une expression ectopique ailu de I'existence de
transcrits de fusion.

Dans le sous-groupe des genes HOXA, HOXA peut @éeégulé par la
présence des transcrits de fusion impliqguant MLIAL®-AF10 ou SET-
NUP214, ou par une translocation avec les loci & 1*°°

Les anomalies de type 2 ne sont pas corréléessdade précis de maturation.
Plus de 30 d'entres sont actuellement décrites.

Redondantes entre elles et avec les anomaliespde lty elles correspondent
souvent a des lésions impliqguées dans la régulatiorycle cellulaire, dans
'auto-renouvellement, dans la voie de signalisatidu TCR dans la
différenciation T. Elles peuvent induire I'activani des tyrosines kinases avec
en conséguence une prolifération et/ou une sumx@essive. Ces anomalies
agissent en synergie dans le processus de trarstfonm La perte de
CDKNZ2A/B et les anomalies de la voie de signal@atile Notchl constituent
les lésions oncogénes les plus prédomindnt@§!=%°4°8:9

Dans ces LAL T, L'inactivation génomique homozygoie hétérozygote des
loci CDKN2A et CDKN2B est I'anomalie la plus fréque avec une incidence
d’environ 90 % Elle entraine des anomalies du cycle cellulaitegequ'une
entrée incontrdlée en cycle, la désactivation deistp de contrdles et une
apoptose.

La dérégulation de la voie Notchl a été découymatd'étude de la translocation
t(7; 9), laquelle implique le récepteur Notchl @tTICR3.%* Des mutations de
NOTCH1 sont désormais identifiées dans 50 a 60 % ld&L T soit, et
essentiellement, une mutation touchant le domaihét@&odimérisation, soit
une mutation affectant le domaine PEST. Des mutsatiplus rares peuvent
affecter le domaine juxta-membranaire ou le domdmé&ans-activatioff**

Les mutations de NOTCHL1 sont couplées avec lestimntadu gene FBXW7
qui appartient a la famille de E3 ligase et permaeipolyubiquitination de
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NOTCH1 ainsi que sa dégradation par le protéasorhes mutations de
FBXW?7 sont retrouvées dans environ 10 % des LAPf.

Les mutations de NOTCH1 et/ou FBXW?7 portent la déldtion de cette voie
dans environ 70 % des LALT (figure n°9}%%°’

Figure n°9: La voie de signalisation Notchl etdasmalies de NOTCH1
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Paganin M. et al. Blood Reviews 2011

De nombreuses autres anomalies sont décrites, pesqielles des altérations
de facteurs de transcription tel que RUNX1 ou ZEBRs mutations de
médiateurs de la voie Ras tels que IL7R, JAK3, JAKRAS, and NRAS, des
mutations de PTEN impliquées dans la régulationcycie cellulaire et de
mutations de régulateurs épigénétiques. Ces lésionhane fréquence variable
selon le stade auquel la maturation est bloquée.

L'implication de micros ARN et de large ARN non-eod intergéniques, ARN
non codants est aussi démontrée. Les micros ARIgé&reat notamment avec
les mutations de Notch, FBXW7 et PTEN>%%%

La compréhension de lI'oncogénese des LAL T eshishe pour

I'identification de groupes pronostiques et unegeén charge thérapeutique
adaptée, nous y reviendrons.
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lIl - pronostic et traitement des LAL de l'adulte

Le traitement moderne des LAL des sujets jeuneseepsur une
chimiothérapie intensive inspirée des protocoledigigques, incluant une
préphase de corticoides, une induction favorisags dnédicaments non
myélotoxiques dont la L-asparaginase, une condaitdaomprenant plusieurs
blocs de chimiothérapie et une intensification &ka@ux facteurs pronostiques
(intensification retardée ou allogreffe de CSH sedla situation pronostique).
L'intensité de ce traitement est diminuée cheslgats agés®870"

Ce traitement permet d'obtenir des taux de rénmmssomplete (RC) de I'ordre
de 80 a 90 %. Mais la survie a long terme n'estpagparable au taux de survie
de 90% obtenue chez les enfants. La survie glabllag terme n'est que de 40
a 50 %, du fait des rechutes et de la toxicité tclEtements, notamment de la
toxicité de l'allogreffé®’>" Cette survie & long terme est de environ de 50%
pour les LAL B, de 50 a 60 % pour les LAL a Phtetc0 a 60 % pour les LAL
T.>18727481) impact de l'age demeure fort: 50% a 60% des sdim 60 ans
survivent a long terme, chiffre qui s'abaisse a He%patients entre 60 et 70 ans
et moins de 10% des patients de plus de 70 angé@alsats sont en partie liés a
la fréequence importante des formes de mauvais ptonet a la tolérance
médiocre des sujets agés aux chimiothérapies Isfif&&”®

Ainsi le taux de survie a long terme dépend-il'@gd et des caractéristiques de
la LAL avec des facteurs d'évolution péjoratifsstejue I'adge avancé, les
leucocytes élevés au diagnostic, le caractére nonlaT présence d'un
chromosome Phl, la mauvaise réponse initiale aermmant (corticorésistance,
chimiorésistance, nécessité d'un rattrapage pobtehition de la RC) et la
lenteur de réponse au traitement (persistance ahaladie résiduelle précoce
détectable).

Les facteurs pronostiques ont évolué et différgnisipes pronostiques basés sur
la cytogénétique et les analyses moléculaires gagdit actuellement. Les
thérapeutiques sont adaptées a ces grdipe$.Les survies longues sont de
I'ordre de 20 a 30 % pour les leucémies a hauteisgpntre 60 a 70 % pour les
leucémies & risque standdfdL'enjeu de lidentification de ces différents
groupes est de diminuer l'intensité du traitemerdomc de limiter sa toxicité
dans les groupes de pronostic favorable et de nearfomu d'utiliser d'autres
thérapeutiques dans les groupes de pronostic défaleo Affiner le pronostic
permet une meilleure prise en charge thérapeutapaptée au mieux au profil
de la maladie.

Pour les LAL B, sur le plan cytogénétique et moléca, les facteurs de
mauvais pronostic actuellement reconnus conduisantéalisation d'une
intensification par allogreffe de CSP comprennenMRD, la présence d'une

translocation  t(4;11) ou transcrit MLL-AF4, ou daun délétion
IKZFl_14’70’71’73’75’78’83_88
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1 - Traitement des LAL a Phl

Le pronostic péjoratif conféré par la présence a{f;22) a été modifié
par l'utilisation des inhibiteurs de tyrosines kkies de type PDGFR (ITK). Les
ITK dont le chef de fil est I'imatinib ou STI 571inibiteur de premiére
génération) sont spécifiques des TK Ber-Abf Leur action est intracellulaire.
lls inactivent les TK cytoplasmiques par liaisormpegtitive au niveau du site
ATP du domaine kinase Abl et stabilisent la formactive. Les conséquences
sont une inhibition de la croissance tumorale et umort des cellules
leucémiques par apoptose. Les ITK ont bouleversélelenir des patients
atteints de LMC avec des taux de RC proche de 908é survie a long terme
proche de 809%°* Dans la LAL & Phl, cet inhibiteur a amélioré laxtale
réponse initiale au traitement, permettant d'obtées taux de RC de 90 a 95%.
Cependant la réponse n'est pas durable, du faledeloppement précoce, voire
préexistant de mécanismes de résistance aux ITksideks mécanismes de
résistances existent (figure n°10). Il peut s'atgr mutations ponctuelles de
BCR-ABL, d'une amplification du gene BCR-ABL, de kurexpression
protéiqgue de Bcr-Abl, de la perte d'activité de -Bbt ou de la résistance
multidrogue par surexpression de glycoprotéined3. i@écanismes peuvent étre
additionnels. A la rechute environ 80% des patielétgeloppent une résistance
secondaire aux ITK, principalement par mutations ddtumaine kinase. En
revanche, les résistances primaires sont multifiediies et non totalement
élucidées™™

Figure n°10: Les mécanismes de résistances aux ITK
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A ce jour, une chimiothérapie conventionnelle ags@ux ITK suivie d'une

intensification thérapeutique par allogreffe de C&Emeure de ce fait le
standard thérapeutique quand ce traitement esisabl. L'objectif des

protocoles basés sur les ITK est d'obtenir la ewi# réduction tumorale
possible au moment de l'allogreffe. L intensifioatthérapeutique par allogreffe
de CSP améliore la survie mais celle-ci reste neédia long terme proche de
50%, de par la mortalité liée a la toxicité duteraient, a la maladie du greffon
contre I'néte (GvHD, Graft versus Host Diseaseawet rechutes par un effet
GvL (Graft versus leukemia) insuffisafit’”*°

Il convient de développer des stratégies thérapeesi nouvelles afin

d’améliorer la survie de ces patients, incluanitdgreffe de CSP et les ITK.
Identifier des facteurs pronostiques au sein dgreepe permettrait d'adapter le
traitement. La compréhension des mécanismes d#agse aux inhibiteurs, des
mécanismes d’apoptose et de migration lymphocytserd étre a la base de
développement de nouvelles cibles thérapeutitftfés®®’

2 - Traitement des LAL T

L'utilisation d'une chimiothérapie inspirée destpcoles pédiatriques a
notablement amélioré le pronostic des LAL T. Leauxt de RC atteint 90 a 95
%. Cependant leur taux de survie a long terme gastde 60 % du fait de la
toxicité du traitement et des rechutes survenans @aviron 40 a 50 % des cas.
Différents études ont permis d'affiner les factgqarmnostiques et de leur donner
un sens biologique. L’'impact pronostique favoraiés mutations de NOTCH1
ou de FBXW7 a été démonttéL'absence de mutation de NOTCH1 ou de
FBXW?7 et la lenteur de réponse au traitement (pemsce d'une maladie
résiduelle précoce positive) sont des facteursratiie. Dans ce sous-groupe de
patients a haut risque de rechute, l'intensificaiar allogreffe de CSP, malgré
son cortege de morbidité et mortalité, reste n@@Espour espérer une survie
prolongé€>’ La stratification des groupes de risques demeartegtible. En
effet dans le sous-groupe LAL T NOTCH1 muté, urstiges patients rechutent.
|l faudrait pouvoir repérer ce sous-groupe poufarer le traitement>*°
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B - objectifs genéraux

Les taux de survie des patients adultes atteintsAdecontinuent d'étre
inférieurs a ceux obtenus chez l'enfant (survie 986 chez I'enfant): un
démembrement plus fin des groupes pronostiques ragbuautoriser des
traitements adaptés et parfois réellement nouvegux.

Mon travail de thése s’inscrit dans cette iderdiiicn de nouveaux groupes
pronostiques. A la lumiére des résultats des pobéscthérapeutiques actuels,
nous avons travaillé sur I'oncogenése des LAL Test LAL a Phl avec un
intérét particulier pour les voies de signalisatitchl et PI3K/Akt/mTor et les
mécanismes de résistance aux ITK dans les LAL a Phl

Dans la premiére partie de ce travail, notre objjexteté d'identifier les patients
atteints de LAL T NOTCH1 muté, sous-groupe congd# bon pronostic, qui
rechutent. Nous nous sommes intéressés aux Vvoies sigealisation
Ras/RAF/MEK/ERK et PISK/PTEN/Akt/mTOR, voies de maisation
impliquées dans la signalisation du pré-TCR.

Dans la seconde partie de ce travail portant sl a Phl1, un premier
objectif a été d'envisager la possibilité de réalime autogreffe en alternative a
I'allogreffe et de définir quels patients pourraiétre concernés par cette option
thérapeutique, ces interrogations se posant aseenément des ITK et leur
efficacité sur la survie a court terme. Cependdexant la résistance aux ITK de
patients atteints de LAL a Phl, un deuxieme objextiété d'identifier des
mécanismes de résistance non élucidés afin de pqureposer des alternatives
thérapeutiques, indépendantes de l'activation deABk
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C - Résultats

|- Les LALT
Nouvelle classification pronostique des LAL T éasur
NOTCH1/FBXW7/RAS/PTEN

Article n°1

Tanguy-Schmidt A*, Trinquand A* et al. Toward a
NOTCH1/FBXW7/RAS/PTEN-based oncogenetic risk clascation of
adult T-cell acute lymphoblastic leukemia: a Groupfor Research in Adult
Acute Lymphoblastic Leukemia study. J Clin Oncol 20.3;31:4333-4342
*Co-first authors

Les LAL T, caractérisées par un processus oncqgénmulti-étape,
représentent 30 % des LAL de l'adulte et sont d@émées de bon pronostic
depuis l'utilisation d'un schéma de chimiothérapiensive d'inspiration
pédiatrique. Cependant malgré un taux de RC de #%urvie a long terme
n'‘est que de 50 a 60% du fait de la toxicité dasetments et des rechutes. Ce
groupe est trés hétérogene. De nombreuses altergigmiques sont décrites.

La dérégulation de la voie de signalisation de Nbt¢voie de signalisation
juxtacrine entre deux cellules au contact I'unel’datre) constitue l'une des
|ésions oncogénes prédominantes.

La dérégulation de la voie Notchl peut étre duesirdutations de NOTCH 1
ou a des mutations de FBXW7, membre de la famiéleE@ ligase, impliqué
dans la dégradation de Notchl, en permettant sgulpiquitination et sa
dégradation par le protéasome.

Les mutations de NOTCH1 sont identifiees dans B0 & des LAL T. Elles
peuvent essentiellement affecter le domaine d’bétgrérisation, ou le domaine
PEST, qui est le propre régulateur négatif de NOICHlles peuvent étre
couplées a des mutations de FBXW?7, lesquellesamsdrvées dans environ 10
% des LAL T et aboutissent & une activation deoia Wotchl.

Le groupe du GRAALL a précédemment montré l'imgaonostiquefavorable,
au sein des LAL T, d'une mutation de NOTCHlet/olXRE. Au sein de ce
groupe coopérateur, la stratification pronostigas DAL T repose sur I'absence
de mutations NOTCH1 et/ou FBXW?7 et sur la persistanl'une maladie
résiduelle (MRD). Un sous-groupe pronostique a h#@due de rechute se
dégage ainsi, seul a étre réellement justiciablened' I'intensification
thérapeutique par allogreffe de CSP.

Cependant au sein méme de la fraction NOTCH1/FBXWifé, sous-groupe
pourtant considéré de bon pronostic, un tiers dattemts rechutent : ceci
suggere l'existence d'anomalies associées de maywainostic encore
cryptiques.
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La dérégulation de deux voies de signalisatiorvoi@ Ras/RAF/MEK/ERK et
la voie PI3K/PTEN/Akt/mTOR, apporte un avantage liffmatif. Cette
dérégulation décrite en pédiatrie a été peu étuch@z l'adulte. RAS est un
oncogene impligué dans la vie cellulaire normalg, fgvorise la prolifération
tumorale en cas de mutation. PTEN est un gene ssgpguir de tumeur, régulant
la prolifération des cellules. Une mutation généidempéchant de s’exprimer
engendre une prolifération cellulaire et une rasise¢ a la chimiothérapie.

Dans le cadre du groupe du GRAALL, nous nous soniniésesseé a ces deux
voies de signalisation.

Nous avons comparé le devenir de 212 adultes &ttdenLAL T avec ou sans
mutation de NOTCH1 et/ou FBXW7. Comme le groupe@RAALL ['avait
déja montre, c'est lI'absence de mutation de NOTE@bli&EBWX7 qui est de
mauvais pronostique, puisqu'elle s'accompagne didlaction de la survie (OS)
a 5 ans qui passe de 75 % a 42%. Cependant urdtiggsoupe muté présente
une rechute (EFS a 5 ans de 69 %), essentiellepmrtant les 2 premiéres
annees.

Nous avons montré que les mutations de RAS (K-RANARAS) sont
fréquentes (20 sur 191 patients étudiés) commariemalies PTEN (21 sur 175
patients étudiés) et que ces deux anomalies sohisiyes.

La présence de mutations de RAS ou d'anomalie deNPdst de mauvais
pronostic, réduisant I'OS a 5 ans de 69 % a 42 %.

En combinant ces différentes anomalies, nous amtamgifié des sous-groupes
au sein de la fraction mutée pour NOTCH1 et propose& nouvelle
classification pronostique reposant sur le statut e d
NOTCH1/FBXW7/RAS/PTEN. Les patients a haut risquantsceux ne
présentant pas de mutation pour NOTCHL1 et/ou FBXdA7présentant une
mutation pour RAS ou une anomalie de PTEN (OS asde 44 %). Ainsi,
seuls les patients avec une mutation de NOTCH1&8BXW?7 sans mutation de
RAS ni d'anomalie de PTEN sont de bon pronostic #33ans de 82 %).

Cette classification pronostigue pourrait permettiadaptation des
thérapeutiques des le diagnostic par la connaissdgungrofil de mutation.
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comparedt wsirg the rmathsd STATASSE 100 softwere (STATA,
College Shtion, TXY wes nsal. All teds wers two-sidind, wilh a2 sype 1 o
5.

Lzck of N'F Mutation identifles @ Poor Progrnostic
Subset of Aguft T-ALL

NF rtations were identified in 143 (6% 95% O, 61% 1o
7%} of the 211 amalyzed patients with T-ALL {Fig 1L The
mmiation rate of NiT was simnilar in the CRAALL-2003 {7095 853%
(1, 5% to BF%) and CHRAALL-I00S (67 958 1, 58%
im 7351 cobeoris. [n keeping with our previcus reporl, ™ EFS and
OS5 were sgnificamby (P 001 and P-< 000, respectively] beiter in
T-AlLls harboring MYF muisbons; compared with enmmtated
T-ALL [Figs 24 and IR, respectively). Furthenmore, s shown in
Figures 2 and 21, the favosable mmpact of NYF mutation was also
ohzerved when CRAALL-2003 and CHAALL 205 patients were
anabyzed separadely.

Despite this. nne third of patients with A'F mnatians experni-
enced an EFS event, mostly within the fird T years of follow-op (Fg
2A) To idestify a gemetic surmogate for rdapsing T-ALLs, we smdiesd
RasHalMEKERK and PREPTENAM'mTOR pathway acthagion
by M- RS and FTEN aberation, nespectively.

NSE-RAS Mutations Are Frequent Evenis in
Adut T-ALL

Among the 212 patients with T-ALL tesied for W/F muiations
191 wers explared for adivating RAS mstmions: K-RAS and
N-RAS mmiations were idendified n three {2%; 950 C1, 1.3% 1o
%) af 91 and [T [9%: 5% CL, 5% to 4% of 191 patienis,
respectively. Cwerail 10 (119 850 CI, 7% o 6%} of 191
GRAALL T-ALLs karbored activabing BAS metatonz Clinkal,
immanopheotypic and oncogenic featumes of the patients were
analyzed avcarding to the absence or presence of RAS mutations
[Tabde 1}, and fofi deiails of mdividual patienis with £45 obnor-
rralities are reported in the Diata Supplement.

Patients with RAS mutatians did not differ sgnificanty
from patients withonmi metations with respect o age, szx.or WHC
counis greaier than 100 = 101 ai digness (Tabde 1) CHS
involvement was found in 25% of patients with BAS mutations
versus &% af pafients withoo! rmiations | P = 07). RAS muabons
were als mare frequeently ohserved in T-ALL with no classcal
ancngenic markens momparsd with T-ALLs harboring TLX LG,
SIL-TALIL, or CALM-AFID sbnormalities (78% v 50%, cespec-
tively; P = 131 Mo sigmificant corrdation was foend with Euro-
pean Groap for the Immuonalogical Classificaiion of Leskernias
dlaw or MF status or sy sensitivity io comoosieroids and chem-
otherapy. but RAS mutations were notsbly abs=nt in T-cell recep-
tor [ TCR —positive T-ALLs

PTEN Genomic Delstions and Mutations Lead to
PTEN Loss In 2% of Aduit T-4LLs

PTEN mrmiations: were idemiifed in 17 { W9 05% (1, &% o
15060 of 175 patienis with vilable material (28 of whom had been
tesdted for BAS mmistions). Al rmiations were rensense or, moee
[reguently, frameshifi insertions or inssrtions/delstions as rported m

S BT oy e Socwry o D Creciogy
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e Dtz Sepplement. We then anaheed the whole FTEN looos by
high-resslotion comparative genamic bvbridiztion {OCH) armay for
100} patients already soeened for FTEN exon? mutations. Overall,
PFTEN delstines were delecied in free [5%; 95%C1, 29 o [1%:) of 100
patients. The deetions were mamly farge, ranging from: G0 o 7464 b,
trut wer= il and intragenic i twa patiests (Fig 1A} and balldic in
one patient flecans: the beeakpoints were pelathely bsterogeneons, 2
common dedsed region, inchechng ewon 2, was idemtified {Fig 34,

pans=].

To validate the COCGH armsy findings, PTEN (imtrons 1 and B}
genimicallde guantification by guantitative polymenase chain reac-
tinn was perfnmmed. As shown in Fipee 34, ol patients with PTEN
deletions sdentifiedd by OGH amay demnonstrated o fow PTENY
ALBDMIN pene domge o {range, 105 1o 0.58) compared with 19
patients withoa deleiions {mnge, 172 1 |4} This genomic quanti-
tative polymerase chain reaction gydem wes teen used o ddentafy

ahinmmes s iosers. Dy T
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2 vty FIEN mbee 20T gPCR it of .05 and PTEN oo SALE 3PCR newe-of 100 'TI.Ian;E:rr-'h'pI-l.-
= F1EN sxprasazn 'n T-ALL coll brae srd promeny T80 L saples (e ad coprassnistos of FTEN i <

-qr—-.llhu:lyp::-ird ard it darkme garg rnglrr-rql-ﬂmhnh m.--ﬂbﬁﬂl cofl brm DO barbeern FYER
T L by oy FTEM provieen . AF] was bras thae & in oll FTEY-skared TALLs, whersas

jprrrry F"“;
AFF remged from -2 1 and 44 2 imwdme, 128 = PFIENsorebersd T-ALLa 101 FTEN Wanriem blot assbyoes in T-801 coll b, nermsd fuman thymus. sed preoeny 811

lquin Twatud T-ALLa wiih gumizs FTEN sistus berbored ghe hd:rF"l:ﬂth'n

a g corind. Weaiem bick dei ew o durre wris feew oy

ITEN defetion in the remaining 75 patients lesed for FTEN mmzs-
tioms beat mant by OGH armay. This allowed identification of coe add-
tioral patient ‘with FTEN defetion (FTENALFUMIN ratia, D53
Urerall, FTEN genomic deletions ooxrred insix (356 85% (1, 0.9
to %) of 175 patiems. Two patients with heierorypons FUSY dele-
ticns alen harbored FTEN muiatinns | Datz Supplement ). Abogeiher,
FTEN penormc abnnrmalitis by delstion andfor mutation wene iden-
tifiad im X1 | 12962 5% O, 78%. 1o EB%:] of 175 patierts.

T determine whether the cheenved FTEN gemomic dtmormai-
I'nl.u!u:had:inl.i:m-ufm :q:m'rnnzﬂfun:tim,ﬂm
anahyzed protein. expresion by and Western
bilot in B2 and 57 T-AlLls respectively, with avatabie material AR
tesbed patenis harbosing PYEN genomic themtion (foor destions
ard sven rmitstions ) demonsirated ioss ofor kow-levd FTEN protein
espresson @8 measored by Wstem blot or flow analysis (Figs 38
ancl 3C}.

SRR LLEY
Iformakion dowmicaded from souascopabs

cocpred wih TAL s wiih geeorme PIEN slimsicra. Ao e cond s
™ Dalebe 1H Mhiamon

PTEN Genomic Abnormalites Jocur Frequently in
Unmutaied N and SL-TALY-Positive Adulf TALLS
but Are Mutualy Exclusive WD NK-RAS Mutx ions
Ciricl, mmmunophenotypic, mnd onoojenic featunss of petients
weee arahert = & function of FTEN Szhs-(Tahie 7}, Poll dinicad, mmm-
FTEN shnormalifiss ane reportad md\:ﬂd:fq:ph'nﬂi. FIT abnar-
TS wWerE moTe in onrmeated MYFT-ALLg only sghe [35%:
05% (1, 18% to 62%) of 21 T-ALLs with PTEN mutaticnsfdsle.
tians harbored MYF momations compared with 112 (73% 85% CL
65% in AMG) of 154 germiine FTEN T-AlLs (F = .OZ). Wah
respect i recurrent oncopensc subtypes, SIL-TALl-positive pa-
tiends demonstrated the highest rate of FTEN aboormalities; seven
[ 339 059 CL 15% to 57%:) af 21 T-Alls with FTEN muistions’
delesions harbored SIL-TAL I fosion compared with caly nine (6%:
0501, 25 0 § 12%:) of 145 PTEN wild-type T-&1L1c (P = 001).
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FTEN altered patiems did not significmly differ fomowild-type
patients with repect o s, (N5 mvolvement, ot ey srilivity ©
costicostenoids ar chematherapy {Table 1), but WBC cossvis greater
tham [0 = 10FVL ot deagmosss were fonnd in 62% of PTEN aersd
patients compared with 2% of onemuiated petients (P-< 1L
FTEN altered siates was also more fregeentty cheervad in patients
yeunger than 35 pears of age { F = 002) and in matmre T-ALLs express-
ing sarfare TCR {47% v 18% not expressing sorface TCH: P= 006)
[verall, PTEN sbteration was more Fegaenl o yoonger, matse,
TCR-postiee, SIL- TAL -positive, NF nnmmixel paiienis with bigh
leukemic bolk temess. Interesingly, only one patieris with RAS
rerstation was also mmiated for FTEN bt onby within a subpopuiation
of leukesmic cdlls { Data Sopplement ), syypesing Hhat these two omo-
fgenic abemations affecting twa different inieriinkad pro-profifemiive
pathways may be virtmbly metmlly esdeeve in adee T-ALL

08 &M oy e Socwsy o Deew Cresiogy

M/K-RAS Mutafions and PTEN Ganomic
Abnommalities Predict Smiler Poor Qulcome

Figures 44, 4B, and AC show tha both NE-RAS oniations
and PTEN genomic abrormalitiss were assodated with marksd
trends i shanter CIL IFS, and OF (see the Data Sapplement for
FTEN abnormalitias alone and within N¢F subgrowps). Becanse of
their biologic pro-profifemtive fenction, mtaal exdagon, and
similar poor prognaostic significance, we regrooped all patiems
with W-RAS muiations or FTEN genomic abnormalities in one
umique RASPTEN slteration subgroep. Figuns 45, AE, and 4F
ilhestrate the dgmificamt progmogtic Tmpact of these omoogenetic
gheratiins on (I, IS, and OF, respectively.

RAS. PTEN, and M/F Mutsiiona Ststus ideniiles 3
Strong Classifer in Aduft T-ALL

We then anafyzed how the presence of these virtmlly exdusve
MWK RAS rmuetations and FTEY genomic stmormalitiss may mods-
late the pood progoss esndated with NF matations and whether
prognostic imeractions may etist between these teo genomic path-
ways. Far this parpase, we periormed a ek ivariable Cox mndad for
IR, BFS, amd 5, entering the two 5T and AASPTEN omarimes, as
wedl ag their imeractinn term. As illssiratesd in Figares 34, 51, and 3T
1hiz anabysic indicatad that the progocstic significance of & mmia-
and RULSPTEN rentatiens, imdicating that the fverabile impad ol N/F
renttation was only oheerved in patients without £ASFTEN muoiation
{Figs 34 to 500 Importamntly, ssrsitivty analyses of patients treaied as
part af the GIRAALL-2003 trial oo doring the GRAALL-D005 irizl
demunsirated that satisbal significnee of the chsstfier was consis-
tent in hoths groops {Diata. Supplement].

These cluweations led s io propes: 2 new T-ALL oncogenestic
dlassifier defiming fow-risk patients asthose with M¥ muiation but oo
RASPTEN mastation (heee, 87 of 189 gudiad patients 51%) and ol
other patiems (§9%) m high-rid petients. Figores 50, SE and 57
shiow I, WFS; and 05 acoording in this new fmng oncogenstic
dlzsmifier. Az whole, 23 patients whio would have been dasified 2slow
risk besed on their AF status joined the high-risk sshgroop based om
ther RASTPTEN status. Importantly, these patients did not diffr from
A M mrtaied, RASPTEN. amaliersd coumterpasis { Tt Sopple-
ment ). Comparing the omcngenetic risk chissthation based osly oo
the N/F rmtatinmal staine in this refined onmpenstic dasdfer, His
fier high-risk patients mcressed froon L6 (9309% O 1.7 do 400 10 3.25
(85% (1, 2.0%0:5.3) for EFS and from 25 (95% (1, L5040 0 33
{9505 C1, 1.9 tn 5.8} for 06, Conooedanee peobability ectimates of the
old N/ versasthe new MF-RAS -PTEN classifier were L6803 {35% (1,
1561 o (645 ) vermns Q633 (959 Cl, (138010 QU677 for EFS and 0500
(950 1, 0.552 wo 04T verss (LE3G (95% C], 0557 o 0.684) for
05, rspectively.

When admating the effer of the M. RA S FTEN dhcefar to age
{using the 35-ye=r cxioff] and WIIC courd (esing the 100 = 10F7L
‘oatarff}; the oncogenetic dasifier reemained the only significant peog-
nostic owaniae (EFS: HR, 3.2 950 CL 1940 5 1% P D0l ;and 0%
HE, 3.2 05% 1, 1.9 ta 56 M= 001,

A fimited subset of 39 patients (46 new kow-nisk and 43 new
high-tik patieris. acoomding to s MAE-RAS FTEN dacefier) were
evahuzind for penomic immmEnog| ohadnTCR MBI level al time of
CRachimeement after the fing ndiaction coorse. Using the 1 s
raoff, there was only a nonsististically. sigraficard. tremd toward =

dimnmen s Tiserw e oo
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T-ALL Tncogenatic Clusafher

higher MR response raie in low-fsk mmpared with high-risk ps-
therms {74 v S, respectieetys P = 1B} When admsting the effect of
the M. R4S ITEN chesfier 10 age (using the 15-pmr conff), WBC
otz (using the 100 % 10%L coind), and MRLY responzs (using the
10 ctioff] in these B3 paticnis, the ic clasgfier remained
the omiy. sgnificar prognostic foor far05 (HE, 4895560, LEin
14.8; F'= D&}

Taken together, these data demondTaie that the detection cE RAS
arsd FTEN mnisfions adids sgnihont prognostic value to asssament
of the NVF states in isolation and allows identification of 2 sgnificant
proportion (48%) of good prognoss adnk T-ALLs with NVF ronmia-
tioms bt mo RASTTEN abnormatities tal camot be identified by
classiml parameters.

modecnlar-genetic sbnorralities in T-ALL" A menber of these ge-
retic events, sometimes defined a5 type A Taations,™ act mainly io
biod: T-cell differeniistion at & spedific developmental stage and de-
linemte T-AlL subgrosps displaying spedific geme expresion pro-
fles™® In oot type B ouiatiors e by gein-of-fundtion
alteratiom affecting o=l cydie, s renewal, pre- TCE sigmaling, or con-
wilmtive fymosine kimase activation. BAS and FTEN defecs hedong 1o
thix categooy and are imodved @ pre-TCR comples: signaling {re-
viewed in Viam Viierberghe o 2™, which leads to the downstream
activating of both the RASMAPE and PIXKAET pathways™ There
uﬂmmdhrﬂ:ﬁl}ﬂhmw
memmT-ﬁLL PTEN isa fipid and protsin phosphatass
that negatively regpsines the PREMAKT mTOH pathway through de-
phosphorylstion of the PIPY [fpid semnd meserger.™ FTEMN plys
critical roles in cell growth, muovivad, and migration™ The PTEN
expresson keed can be regulsted by midtipis mechanisms. ™ Inloske-
mia; FTEN loss promotes self-renewsbie kenkemia dem-cdl forma-
ton and leskemopenesis. ™ Whether FTEN sbnormakties are of
progreetc vahue rerains debated inchiidhood T-ALLs ™% Ingen-
tations were repocted (o be without simificant progniostic impact, '
lhmlmdmquaﬁltT—ﬁLL“emﬁmﬂﬁ.ﬂEh‘
modifictinnis amncated wiih TCH-poditive, bigh
WHBLE, younger adult T-ALLs that demomstraie a relatively iow ind-
dence of N mmutation and poor prognosis.

Several shuchizs have also highlighted the cocogenic role of BAS i
feukenogenesis ™ Omcogesic K-RAS and N-RAS mustsfions o
described in oody 2% of pediatric T-AlLs withow cBmical impact.™
RAS mmimted adult T-AlLs repeeserst 1046 and tend to have moce
Mmmmmmm
more frequerd i adult compared with pediainic T-A1Ls, :n:#n
explain the higher incidence of RAS mutation in our senes. As such,

Blai Aew bermuncd 53230350 T008

ey Y
“nd of  wdult

RAS. and PTEN-mmisted patients have disima fesrures, i keeping

Taken tngether, we bave idemtifiad 2 significant ssbgronp (60 of
175 patiznts. 23% ] of adwult palients with poor progaoss T-ALL with
penetic anumahes of diter the FOEPTEN AR e T or the Fas’
R MERERK pathway. The imtricate links in cell sigmaling between
1hese pathoeeys and the miionade for tangeting both 1o prevent chem-
othe=rapestic drug resdstance and re-smengence of cancer- mitiating

desigm aif the nest GIAALL T-ALL shudy.
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Il - Les LAL a Phl
1 - Survie a long terme ameéliorée par les ITK

Article n°2

Tanguy-Schmidt A et al. Long-term follow-up of theimatinib GRAAPH-
2003 study in newly diagnosed patients with de nowhiladelphia
chromosome-positive acute lymphoblastic leukemia: @RAALL study. Biol
Blood Marrow Transplant 2013;19:150-155

Dans le cadre du GRAALL, nous avons rapportéréssiltats a long
terme du GRAAPH-2003, avec un suivi médian de 4&nRiusieurs études qui
ont suggéré le bénéfice des ITK pour les patietiisings de LAL a Phl
souffraient d'un suivi médian n'excédant pas 2 ans.

Nous avons étudié le devenir a long terme de 4igngatatteints de LAL a Phl
inclus dans le protocole GRAAPH-2003 de janvier2@00ctobre 2005. Dans
ce protocole reposant sur l'association d'une ciimarapie et d'un ITK,
I'imatinib, aucune maintenance par ITK n'était pg@\Nous avons compareé leur
devenir a long terme au devenir a long terme dtopate LALA 94, protocole
francais de pure chimiothérapie utilisé avant lte ITK.

L'association d'imatinib a la chimiothérapie a pernon seulement un taux de
RC de 96 %, mais surtout d'améliorer la survie rig lterme, passée depuis
I'époque du LALA94 de 20 % a 52 % a 4 ans. Cedteésumontrent I'impact a
long terme des ITK dans I'amélioration de la survie

Dans le cadre de leur traitement, 24 patients egu une allogreffe de CSH, 10
patients ont recu une autogreffe de CSP du faledeage ou de l'absence de
donneur et 9 patients n'‘ont pas pu recevoir d'sifieation thérapeutique. Parmi
les 10 patients autogreffés, 7 avaient une MRDtaudable.

L'OS a 4 ans de patients sans intensification glastde 33 %. Elle est de 50 %
pour les patients allogreffés et de 80% pour legseps autogreffés, sans
différence significative entre les patients alldffre et autogreffés compte tenu
des effectifs.

Ces résultats montrent que l'intensification théuwigue dans les LAL a Phl
garde toute sa place méme a I'ére des ITK, legmatrechutant en lI'absence
d'intensification thérapeutique.

Le taux de rechute est de 27 % a 4 ans pour lésnmatallogreffés, de 50 %
pour les patients autogreffés et de 39 % en l'alesefintensification. Les 3
patients autogreffés avec une maladie moléculd@ecé avant intensification
ont rechuté, tandis que seulement 2 des 7 patmrntgreffés avec une MRD
basse avant l'intensification ont rechuté. Les @epmortalité lieé au traitement
sont de 40 % pour les patients allogreffés, def@b¥%s les patients autogreffés et
de 28 % en l'absence d'intensification. Le risqueba de rechute dans

41



l'autogreffe - dont il faut retenir la modestie lai maladie résiduelle est
indétectable - est compensé par la faible mortdétéette procédure.

L'intensification thérapeutique dans les LAL a Pbdte d'actualité méme a l'ere
des ITK, les patients rechutant en I'absence déifieation thérapeutique.
L'autogreffe de CSP pourrait trouver sa place dbagzpatients avec une MRD
basse ou mieux indétectable, ne pouvant pas recgatiogreffe mais éligibles
a l'autogreffe. Cette possibilité reste a confirrmempte tenu de I'effectif de
I'étude et des études récentes en faveur d'undenaince par ITK.
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Long-Term Follow-Up of the Imatinib GRAAPH-2003
Study in Newly Diagnosed Patients with De NMovo
Philadelphia Chromosome-Positive Acute Lymphoblastic
Leukemia: A GRAALL Study

Aline Tanguy-Schmidt *, Philippe Rousselot?, Yves Chalandon
Jean-Michal Cayusla®, Sandrine Hayette®, Marie-Christiane 'hl'd:emansﬁa
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Il - Les LAL a Phl
2 - Implication d'ATX dans la résistance aux ITKd&AL a Phl

Article n° 3

Schmidt-Tanguy A*, Romanski A* et al. Upregulationof autotaxin in
tyrosine kinase inhibitor resistant human Philadelgia chromosome acute
lymphoblastic leukemia is associated with altered mgration and resistance
to imatinib. *Co-first authors

L'association des ITK a la chimiothérapie est deredle standard dans le
traitement des LAL a Phl. Cependant de nombreuiergatdéveloppent une
résistance secondaire a ces ITK, principalement rpatations du domaine
kinase. De plus, un certain nhombre de patientsepténst des résistances
primaires, multifactorielles et non totalement éées.

Nous nous sommes intéressés aux mecanismes damésisux ITK. Comme
rapporté dans un travail précédent, nous avonamint un modele de lignée
cellulaire humaine résistante aux ITK SupB15RT, tenbe par exposition
croissante progressive a l'imatinib de la lignédutare humaine SupB15W
(LAL pro-B BCR-ABL positif sensible a limatinib).La lignée cellulaire
SupB15RT présente une résistance croisée aux ITéedende génération sans
implication de mécanismes de résistance connusrfabs de mutation
ponctuelle de BCR-ABL, absence d'amplification dungf BCR-ABL, absence
de surexpression protéique de Bcr-Abl, absenceede pd'activité de Bcr-Abl et
absence de surexpression de glycoprotéine P).

Nous avons étudié la voie de signalisation de Badr-8t montré que notre
modele de résistance non mutationnelle était inudg® de la voie d'activation
de Bcr-Abl avec une activation constitutive de AKT.

Nous avons démontré par étude comparative de géfiique entre SupB15W
et SUpB15RT que l'expression de l'autotaxine (ABXAit augmentée dans
SupB15RT. La protéine ATX est une protéine extlatate a activité
enzymatique. Grace a son activité lysophospholip@sd€lysoPLD), ATX
synthétise deux lipides biologiques, l'acide lysmgghatidique (LPA) et la
sphingosine 1-phosphate (SEP)!%? La sécrétion d"ATX est augmentée dans
différentes pathologies tumoraf®$!® La protéine ATX a une activité
prométastatique et proangiogénidtie’®® Son implication est évoquée dans la
régulation du systéme immunitaire [action sur lgsndhocytes, cellules
dendritiques (DC)], la croissance tumorale et ldastatique par action sur la
mobilité tissulaire, la prolifération tissulairé apoptose. Cependant, son rble
exact dans la progression des cancers est mal ¢figare n° 11)\04+10-112
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Figure n°11: Axe ATX/LPA/LPAR
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En utilisant des modeles murins de LAL a Phl, renmns surexprimé ATX et
montré qu'ATX augmentait la prolifération et la magjon des cellules
leucémiques et diminuait la réponse a l'imatinib.

Dans ce modele cellulaire SupB15W, le LPA augmeniai prolifération
cellulaire. De plus, il existait une difféerencexgieession de récepteurs au LPA
entre SupB15W et SupB15RT avec absence d'express@ohPAR1 dans
SupB15RT.

Ainsi, nous avons démontré I'implication d'ATX et taxe ATX/LPA/LPA
récepteurs dans la résistance primaire non mutaiEnaux ITK. Cette voie
pourrait étre a la base de nouvelles cibles thétapees.

Ce travail vient d'étre soumis.
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Abstract

Background

The prognosis of Philadelphia Chromosome-positve acute iymphoblastc lsulkemia (Ph+ ALL) remains
poor due fo the nactivation of ABL-tyrosine kmase inhibitors {THI}. Celiufar resstance fo ABL-THIs at
ensuing refapse is the predominant cause of treatment falure of Phe ALL Mechanisms cother than
THED matations cleary condwect to resistance but remain poorly characterzed.

Methods

We pressousty determined, by comparative gene expression profling of the human Ph+ ALL cefl Ine
SupB15-RT exhbiting non-mutational resistance against cumendy avadable Abl-THs with e THI-
sensifive parental line SupB15-WT, Autotaxn (ATX) is profoundly upreguiated in SupB15-RT cells.
We investigated whether ATX, a tumor call mobility factor, antagonzes responsivensss of Phs ALL to
the THL

Resuits

BCR-ABL transduced BaF3 cels (Ba'F¥F'™) genetcally modified to additonsd express the 2 maor
iscfoms of ATK (ATXx or ATHE; BaFF ™", BaF3*™ ™ were mpenious to malinib freatment.
Since ATX mediates its beological activity by hysophosphatidic acid (LPA), we examined the effect of
LPA on leukermic growth and responsivensss to smabinib. Adding of LPA mitigated the inhibitony effect
of imatink on the parental sensifve SupB15-WT celis. In addition we showed that cefl magration of
SupB15-RT cels was enhanced compared to SupB15-WT cells. ATX mediates &t least partal
resistance o TK] and has a pro-migratory effect on Phs ALL calis.

Concusions

This is the first study to report 3 role of ATX in pimary mutation-independent THI resistance through
the ATH-LPA aws. Inhibiting this axis in combination with TH] could provide a benefical effect to
treatment of Ph+ ALL patients.
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Background

The BCR-ABL franskocation, comesponding modecular abemation of the Philadelphia
chromosome [Ph+). is 3 constitufreely actve tyrosine kinase (TH) that is associated to chronic mysiod
leukermiz (CML) and a subset of acute hymphoblastc levkernia (ALL) Phs ALL represent m
approximately 23 % of adult patients wih ALL and are histoncaly associated with 3 poor prognosis
[1]. [21 Current front-line treatment regimens, inciuding high dose of chemotherapy and imatind, the
first ABL TK inhibitor (THI), induce complete remission in more than 90 % of patients with Ph+ ALL
However, the majority of patients not undergoing alogeneic stem cell transpiantation {SCT) relapse
[3] [4]. 15). Resistance to TH] is the major reason for the falure of therapy n these patients. More
potent second generabon TKls (dasatind, nilobnib} are afso highly efectve as mdial therapy but do
not appear o abrogate the development of resistance.

At relapse approximately 80 % of the patients with ALL display mutations in the TK domain {TKD} of
BCR-ABL. with predominance of mutatons known to confer high-lewsl ressstance o available TE] [E],
[7]. However, severa lines of evidence strongly implicate addiicnal resistance mechanisms that are
unreiated to BOR-ABL mutabons: i) TED mutations are not detected o approcimately 20 % of patients
at the tme of refapse; i} patents with a TED mutation at relapse often show no dinical response to
second generaticn TH] even i the mutation is considered o be sensitive to this TEL i) patients with
pre—sxisting low-level TE| mutations at diagnoss may achisve 3 prolonged hematologic remission n
response o THl-based therapy, but subsequently relapse with outgrowth of this mutated keukemic
cione while sfill on therapy, indicating a change of biokogical behawvior resulting from acquisition of non-
madationa resistance mechanisms [B]

Murmenows mechanisms of resistance other than TED mutations have been proposed to play 3 role in
patients with prmary or acquired resistance to TH], particuiarly in CML [B]. These nofude genomic
ampiification or transcrptional up-regulation of BCR-ABL, sequesiration of TK| by binding to plasma
proteins, ncreased drug efflus by up-regulabon of mulfidneg resistance gene 1 (MDR1). low activity of
drug import pumps, and presence of addiional genstic or epigenetic abermatons resulting m the
aciation of signaling pathways that are able to bypass BCR-ABL kinase inhbition [10]. Howewver, the
clinica refevance of these attered for Ph+ALL rermains undlear.

Microamay gene espression profiing has been employed as a methodology for identifyng
mechamsms of TE] resistance in CML. We previcusly reported that dinical responssensss to imatind
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in patients with atvanced Ph+ ALl was associgted with a predicive gene expression signabure
determined by microamay gene expression profiling [11]. Subseguenty functonal analysis linkng
differentially expressed genes with a mechanism of TE] resistance hawve met with only limied success,
possioly due to the large degres of interpatient heterogensiy. This limitation might be overcome by
directly companng cells with and withowt 3 TE! resistance phenotype that we derved from same
genstic background.

Here, we used a previously developed model of cellular resisiance to ABL-direcied TH] derived from
the human BCR-ABL posdive B-precursor cell line SupB15 [12]. Phs ALL cells highly resstant to TE]
{SupB15-RT) were generated by exposing “wild-type™ SupB15 cefls (SupB15-WT) to increasing
concenirations of imatmis. These cells were found 0 be cross-resistant to e more potent second
generation TKI, and do not harbor BCR-ABL kinase domain mutations. This previously described
mecdel w5 refevant becawse | s unique and reproduced the mutation-mdependent TE] resstance which
is present at 20 % of the patents without clanfied mechanisms.

lisng microarmay gene expression analysis o compane SupB15 cells resstant or sensive to TE] we
examned differentially expressed pemes as possible conbiutors to THE resistance Among the
differentialy expressed genss that to date have not been assocated with resstance o THE the miost
highly up-regulated was Autotaxin (ATX). ATY was onginally igentfied as a motility factor in melanoma
cells [13]. ATX & identical to lysophosphoiipase O, which catalyres lysophosphatdyicholine (LPC) to
the bicactive lysophosphatidic acid (LPAJ [14][13]. LPA acts as a ligand for three of the endothefial
differentiation gene (EDG) family G-protein coupled receptors (GPCR), LPAT, LFA2, and LPAZ, or the
non-EDG GPCRs, LPA4, LPAS, LPAG [18]. The mechanism by which ATX induced motility remained
elusive untd it was identified that its phosphodesterase catalytic site was required fo enhance cefl
megrabon  [17]. ATX and LPA promote chemotaas, migrabion, invasion, angogenesis and
tmnongeness of muliple types of cancer [15], [18], [19]. Four altemative splicing isoforms of ATX
have been described in humans. These isofomms are ATXo [825aa, erspcarcmoma-demeed |, ATAR
(Bfilaa melanoma-derved), ATXy (83833, brain specific) and ATXG (350 aa, expressed in vanous
human fissues ), the role of which is not clearly established [14], [23].

Here, we describe functional shudies to determine whether ATX is inwolved in THI resistance of
Ph+All, and whether the fimcticnal effects of ATX on Ph+ ALL cells are mediated by modulation of
the synthesis of LPA
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Methods

Cells lines and reagents

The human leukemic cell line SupB15 (P B precursor ALL, p185). and the murns |L-3-dependent
pre-B cell lne Ba'F3 were purchased from the Geman Colection of Mcroonganisms and Cell Cultures
(DEME, Braunschweig, Gemany). The Supb 15 cefis ame sensifive to imatind and are subsequently
referred to as SupBi5-WT {wid type) Cells were cuitured at 370 n 5 % CO: in humidifisd
atmosphers. The ecotropic packaging cells Phosn (2037} were obiained as deseribed [20]. SupBiE-
WT cells were maintained in RPMI 1640 mediem supplemented with 15% FCS, 1 % Glutamne and 1
% PenicilliniSreptomycin (all from Imatrogen, Kasiubs, Gemany). BalF3 were culured in BPRI
1640 medium supplemented with 10 % FC5 contzining 10 ng/ml miL-2 (Peprodech, Hamburg,
Gemany), 1 % Ghutamine and 1 % Peniclin/Streptomycin and BaF3™"™ cefis were maintained in the
same medium without miL-2. To select the THiwesisiant phenotype. SupB15-WT wers cultured with
gradually increasing concentrations of imatini | Mowartis, Basel, Swifzeriand), dissolved i 0.1 W HCI
and stocked at 10 pM solution at 4T for @ months. Starting concentration was 005 pM imatiniband
increased every 10 tr 14 days by 0.05 pM. The reated c=fs, designated SupB15-RT, were able to
grow n up to 10 phd iratind and were then maintained in the presence of 1 pM imating [12]. Parental
SupB15WT celis were maintained without imatinib. L-g-lysophosphatidic acid (LPA} usng &=
profferation assay was purchased from Sigma-Aldnch [Sfeinbeim. Gemmany). Dasatinib and ndobnin
were proweded by Bristol Myer Squi (Munich, Gemany) and from Novartis (Basel, Switzerand).

Western biot analysis

WE was essentially perionmed as prewously descrbed [21]. The followng primary antbodies were
used: polyclonal mbbit antbodies inchuded anti-phospho-c-Abl {Tyr245-antibody {o-p-c-Abl), ant-
phospho-Akt (Tyr326-antibody (2-p-Akt). anti-Aki-anthody [e-Akty and monoconal mouse ant-
phospho-5tats (Tyr3B4) (clene 14HZlantbody |o-p-5tatd) (al from Cell Signalng Technologes,
Framddurt, Germany}. Monoclonal mouse anti-c-Abl (chone 24-11-antbody (o-Abd) was purchased from
SanfaCruz (Hedelberg, Germany). Monodonal mouse anti-Stats (cdone 88)-anbbody (o-5iai0) was
from Becton Diclinson (Heidelberg, Germany). Secondary polyclonal gost-anti-rabbid-antibody amd
polycional goat-ant-mouse-antibody were purchased from Dianova GmbH, (Hamburg Germany).
ATX was detected with an ant-pepbce antibody generated by Peplide Speciafly Laborstories GmbH
{Heideibeny. Gemany).

Comparative gens expression analysis

Gene expression profiing was done using Affymetrz (Sapta Clara. Ca, USA) GeneChip Human
Genome U133A Plus 2.0 microamays as previously descrbed [22]. Ten ppg of toial RMA was
transcribed i cRMNA and doubfesirand-cDMNA which was then usad for in vifre anscription for the
synthesis of bictinylated cRMA. 15 pg of fragmented and biotinyiated cRNA was used for hybridization
of e amay (Afymelrc One-Cyole cOMA synthesis K. Afer hybridzation, te amay was washed,
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colored in “Affymeny fluidics station”, and scanned. The fleorescence ntensity was nomalized with
the averape fluorescence of the whole microamay.

Resus were analyzed by Affymetriz Microamay Suite Software 5.0, and indindual amays wers
angiyzed weth the MAS 5.0 algorithm for sngle-amay analyss. Data analysss was performed with the
GeneSpnng software wersion 4.2 (Siicon Gensfics, Regwood Ciy, CA)L For differential gens
expression, 3 mevmum of 3Hold change was required. Hierarchical dustenng analysis with
Speaman’s confidence cormrelation was used to dentfy gene dusters.

Analysis of ATX by guantitative RT-PCR
Tota ARMA and first strand DNA were prepared as described previously [7]. The gPCR was conducted
foflowing standard protocols [7]. ATX was amplfied with the following oligonudectde-prmers: ATX-
plobabfied (5°-CCC TAC ATG AGG CCG GTG TAC-27), ATX-giobal-rev (5°-GAT CGAATT CTT CCT
AGA GTT CCA GEC AC-3: The Seguence Detector Software S0S5 20 (Applied Biosysiems,
Carisbad, USA) was used for data analyss. CT values were exported into an Excel workshest for
calcudation of fold changes using the comparatve CT method. Intemal reference gene was
plyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenass (GAPDH). The expression data were evaluated wsing e
AACT method.

RT-PCR analysis of ATXa and ATER were performed using standard protocols and the following
cligonucleotideprimer:  ATXaT fwd ([CCCTACATEAGGOCGETGTAC) ATXa rew (CCTCTTA-
GGEEAAGCTTTCCTCT) and ATHR_rev (GGATTTGTCATCTCAGGECC ) Actin was used as intemal
reference: Actin fwd (GTG GGG CGC CCC AGGE CAC CA) and Actin_rew (CTC CTT AAT GTC ACG
CAC GATTTC)

Analysis of LPAR
Tiotal RMA and first stand DMNA were prepared a5 descnibed previously [7]. PCR was camied foflowng
standard protocols. LPAR1, LPARZ and LPARS were amplified with the fofiowing primers: LPART-fwd
(5-CTG CCA TCT CTA CTT CCA TC-T), LPAR1-rew (5-AGA TTG CCA CCA TGA CCA ATA G-3),
LPARZ-fiwd {5-TTE TCT TCOC TGC TCA TGE TE-37), LPARZrey (5-CAG GAC TCA CAG CCT AAA
CC-T). LPARZ-fwd (5-TTG CCT CTG CAA CAT CTC GG-3), LPARZ-rev (5-CAT GAC GGA GTT
GAG CAG TG-3) with these condiions 40 cycles: 30s B4, 30s 60T, 30s 72T for LPART and
LPARZ; 40 cycles: 30s B4, 30s 50T, 30s 72T for  LPARZ.

Retroviral infection: plesmids, retroviral vectors, retroviral transfection and
transduction

The cDMA encoding ATXowas doned from SupB15-RT by RT-PCR and confirmed by sequencing.
AT¥n encoding sequence was generated by PCH on cDMA as twemplate with the followng
oligonuciectides: ATH-BamHl-fwd (5'-GGA TCC ATG GoA AGG AGG AGC TC-3'). ATXI022-Hindlll-
rev (§-CCT CTT AGG GGA AGC TTT GCT CT-3'), ATX1022-Hindlll-fed {5'-AGA GGA AAG CTT
CCC CTA AGA G3-37), ATH-¥hol-rew (5°-CTC GAG TTA AAT CTC GCT CTC AT-3")L Comection of
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the ATHo-cOMA was perfoomed usng the CuickChange® [ Sie-Directed Mutagenesis Kit
[ Stratageme; La Joffa, CA) according to the manufacturer's mstructions. The following primers were
used: ATX-mut-fwd (5-GAC CTA AGA GGA AAG TTE CCC CTA AGA GEA G-37) and ATX-mut-rev
(5-GTC TCC TCT TAG GGG CAA CTT TCC TCT TAG G-3'). PCR products were controfled by
sequencing, and cloned into the BamHi and Xhol sites of pENTR1A. cOMA encodng ATXp clonsd
into pDHIMR was derived from Genecoposia (Rochalle, MO, USA).

All retroviral expression veciors used in this study were based on the bi-cistronic vecior Pinco as
described before [20]. The Pinco variant Paulo {PIDE harbouring the functonally inactive Tow affinity
growth factor receptor” (M MGFR} as a reporter) was created through conventicnal clonng
techmigues. These vectors were converted into GatewayE-destination wectors by the introducton of a
Gateway® cassette according o the manuizcturer’s instructions (mdfrogen, Damsfadt, Germany). AR
related inserts were cloned nio the Gatewsy® entry-vector (pENTR1A) or pDOMER for recombnation
int the destination vectors by using the "LR-clonase” enzyme kit (Imafrogen, Darmstadf, Gemany)
Ecomopic Phosnix packaging cells were transsenfly fransfected with the indicated retroviral vecirs as
described before [23][24]. Retroviral supematant was collected at days 2 and 3 after ransfection,
shock-frozen in liquid nitrogen and stored at -B0T . For the infecton. the retrowra supematant was
thawmed on ice. Tamget cells were plated onto retronectn-coaied (Takara-Shuzo, Shiga, Japan) non
t=sue cuffure treated 24-wel plates and exposed o the retroviral supsmatant for 3 h at 37T in the
presence of 4 ugiml poiybrens {Sigma-Aldrich, Stesnheim, Germany). Cells were centrifuged at 2200
rpm for 45 min. Infecton was repeatad three times and infection efficsency was measured after £8 h by
determining the percentage of GFP- or AMGFR-postive cells by FACS analysis. The protein
expression was controded by WE.

Proliferation and apoptosis azsays and cell-surface marker anakysia

\iahility of cells was detemmined by the trypan blue dye exclusion. For the anafysis of apopiosis, cells
were staned using the Annexin WV kit according to the instructons of the manufacturer {Roche,
fannifeim, Gamany) by FACS analysis. For celi-surface marker expression analysis (ANGFR) cells
were stainsd with antbodies or an isolype-maiched nonspecific confrod antibody, and analyzed usng
FACScan (alf from BD Bioscience, Heidelberg, Gemany).

Migration assay

Migration of leukemic cells was examined using ranswells with 3 pore size of 3 pm [(BD Falcon,
Heidefherg, Gemmany} accordng fo the manufacturer’s nstructions. The welis wers coated with
fioronectin. FibronectinS pglom™; BD Biosciences, Heidelberg, Germany) dluted in PES was
adsorbed to wells 1 h by mom temperatere. SupB15-WT and SupB15-RT (pre-incubated with or
without 1 pb imatinib ower might) were washed once in PBS and sesded in the upper chamber at 2
x10* cells in the adeguate medium. Cells were allowed to migrate through the pores of the membrane
for 24 b at 37T After incubation, filters were wa shed with PBS by gentie agitation and migrated cells
attached to e lower surface of the membrane were fived with 3.7 % fomaldehyde and stained with
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Coomassie staning schution (2% Coomasse Brifiant Blue; 45 % methanod, 10 % acetic acd). Staned
cells were docmented by photographs of thres independent fields and counted.

F5-3 ATx-activity assay

F5-3 was obtsined from Echelon Bioscence (Salt Lake City, UT, USA) and maintained as a 1mM
stock solution in Tris buffered saline. Concentrated conditioned medium and celldar hsates were
diluted = 50 md Tris, 140 mM KNaCl, 5 mi ¥KC, 1 mM CaCl, 1 mM MgCl,. pH 8.0 and F5-3 at a
concentration of 0.5 pM in a 96 well plate and incubated m the dark cvemaght at 37T, The increase in
fuorescence was measured in 3 Tecan pdate reader (4857535 nm) (Tecan, Cralshem, Gemmany )

Statistical analysis
Diata are expressed as mean of mplcates £ S0, unless stated othenwize. All experments wers done 3
trnes. Data were compared by a students t-i2st, 3 two-tailed Bonfermon: and Anova tests: p values <

0.0%were considered to be significant (SPSS 18.0, inc.)
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Results

Cell mode] of mutaton-independent TE resistance

We have ecstablshed a unique in vitma moded for the analysis of non-miutational Ti-resistance m Ph4+
ALl by generating a TKl-resistant subclone of the B-precursor cefis SupB15, denoted SupB15-RT, as
described previously [12]

SupB1E-RT and SupB15-WT were comparable at the level of the cytogenstics: cytogenstic analysis
periormed by the MLL LeukSmiefabor GmbH (Mumich, Germany). revealed a largely identical
kanyotype of these two cell ines.

Expansicn of SupB15-WT but mot SwpB15-RT cells was inhibiied in a dose-dependent manner by
imatinir. Profferation of SupB 15T was inhibied by 82 5% compared to control by 72 h exposure to
0.5 pM imatinib, representng cincally achievable concentratfion. [n contrast, exposure of SupB15-RT
calls to 0.5 - 5§ pM imatini did not inhibit profiferation (Figure 1A} Moreower, SupB15-RT cells display
cross-resistance to the 2™ peneration TH] dasatinib, nilotinib and ponatind (data not shownL
Apopiosis was analyzed in parafiel by Annexin W staining. A 72 h imatinib exposure at concentrations
as low == 05 pM mduced 70 % apopiosis o SupB15-WT cefs, compared to 20 9% in untreated celis,
whereas there was no specific inducton of apoptosis at concentrabions up 1o 5 pM imatind in SupB15-
RT celis {Figure 1B)

Western blot (WB) analysis of PARF confirmed Annexin V' staming. SupB15-WT cells nduced PARP
cieavage 72 h after amatinib treatment with 0.5 - 5 pM imatmib, but no induction of PARP deavape
was detected in SwpB15-RT cefs at up o 5 pM matni (data not shown L.

In @n extersion of thess reported results, we demonsirate pronounced cross-resistance of SupB15-RT
cells to all dimicaSy approved ABL-directed THI (imatined. dasatind and nilotnib). Thus, exposure of
SupB15-RT cells to nilotnib or dasatinb faéed to induce apopiosis (17 % for 1 pM nilotnib, 24 % for
300 nM dasatinib, 18 % for 10 ph) matinit, 25 % for untreated comrol), whereas nilotind and dasatni
potently induced apopioss m SupBiE-WT (53 % at 1 pM nlotind and 73 % at 300 nM dasabnib).
respectively {Figure 1C).

Mo mutations of the THD of BCR-ABL could be wdentfied. BCR-ABL profesn expression was not
increasad in SupB15-RT ws. SupB15-WT cefis as determined by WE anafysis. Genomic ampification
of BCR-ABL was nided out by FISH andlyss (Harald Rieder, Deparment of Genetics, University
Marburg, Gemmany}. The Calcein-assay, a functiona! ransporter assay showed no differences
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bebween SupBi1E-RT and SupB15-WT. Sanilady, treatment with verapamil, a potent inhibitor of the
madti-drug resistance protein did not abrogate the prolferative advaniage of SupB 15-RT ower SupBi5-
WT cels m the presence of matimb {data nof shown). Thus, the commonty mphcated mechanisms of
THI resstance did not play a role i confemng this THIsesstance.

In summary, our model repreduced a masation-independent TR resistance. conceming 20 % of the
patients without darfied mechanisms.

Akt kinase is constitutively activated in TKEresistant SupB15-RT cells

To investigate this muabon-ndependent THl-resistance phenotype. we first analyzed the signaing
pathway of BCR-ABL.

Both SupB15-RT and SupBi15-WT were treated with imatinio {0 to 5§ pM} and analyzed for differences
of AKT and STATS protem kevels by WE analysis.

Imatinib reduced BCR-ABL phosphondation in both SupB15-RT and SupB15-WT cells. Despite s
pronounced effect on BOR-ABL phosphondation. up to 5§ pM imatinib did not decrease levels of
phospho-S5TATS m the TKl-resistant SupB15-RT cells, in contrast to THl-sensitve SupB15-WT.
Maoreover. phosphongation of phospho-Tyr-AKT was inhibfed by 0.5 pM imatind in SupB15-WT cells,
whereas imatinib in concentrations up io 5 pM had no impact on the level of phospho-AKT in SupB 18-
RT celis (Figure 1D, indicating constitutive actvation of AKT dunng imatinib reatment.

Im summary, this non-mutational THlresistance phenotype was independent of BCR-ABL pathway.

AT is up-regulated in THl-resistant SupB15-RT cells

&= reported prewowsly microcamay gene expression anafysis companng TH-resistam (SupB15-RT)
and Tkl-sensitve (SupB15-WT) cells we identified 20 genes that wers diferentially regulated based
on 3 cut off of at least 2-Fold.

Interestingly. the most profoundly up-reguiated gene in TEi-resistant SupB15-RT cells was ATX (12-
fiodd } (Figuere 2A)

Up-regulation of ATX mRMA in SupB15-RT was confimed by quantiative Rea-tme PCR which
showed a 190-fold higher lewel in SupB15-HT than in SupB15-WT (Figure 28).

As the ATXo and ATXJ soform are known B play a role in migraticn, invasion and tumongenesis [12],

[28]. [30], we examined whether these isoforms are overexpressad in a offferent manner. Both, ATXn
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and ATER were upreguiated in SupB15-RT vs. SupB15-WT cells. By RT-PCR, ATXm transcript was
detected exclusiely in SupB15-RT. whereas ATH was highly expressed in SupB 15-RT cells bt was
alsc detected at 3 low bzvel in SupB15-WT cells (Figure 22}

In conclusion. the expression of ATXa and ATXE in the THl-resistam SupB15-RAT cells was increased
Since ATX is synthesized as a pre-proenzyme and is secreted into the extracellilar space followng
two M-terminal deavages [14].115] we were unable to detect thés protein n call lysates of SupB15-WT
and SupB15-RT cefls. We analyzed the amount of ATX of SupB15-WT and SupB15-RT in condiionsd
medium {supematant} that was concenfrated. As shown in Figure 20, ATX was detecied only in
concentrated supematant of SupB15-RT celis but not of SupB15°WT. As published by Houben et al,
we examined the expression of ATX under reducing and non-reducing Wesiem biof conditions. When
analyzed by reducing condibons ATX was detected fo a high amount a5 cleavage product (40 kCia
and ~70kCa) respectvely. With non-reducing condtions we detected ATX as a 120 kDa in
supematant of SupB13-RT.

Impact of ATX on proliferation of Ba/F37'** calls

ATX is invohved in ssgnalling pathways related to cellular profiferation in several non-hemaiological cef
types [H4], [1B]l To examine the effect of ATX isoforms (ATMo and ATHE) on leukemic ced
profferation, we used Ba'F3 cells expressing BCR-ABL [Ba.'F.?-“"E'} a5 3 munne P+ ALL model as
described previously [31] This Ph+ ALL model allowed us to selectively examine the mpact of ATX on
sensitivity of BCR-ABL expressing cells o THL

BaT3 cells mfected with Paulo-mock (BaF3™™) or Paule-p1B5"“"** (BaF3"'™) were co-mfecied

with Finco-mock (BaF3 . BafF¥ i, Pinco-ATXo (BaF3™™"™, BaFa"™™"™) or Pinco-
ETHR (BaFa"==*T¥ param =™ 1o ction efficency was analyzed by two reportsr genes [GFF for
Pinco and ANGFR for Paulo). After cell sorfing by FACS more than 80 % of the cefis were double-
infected and could be used for further experments.

ATKB was detected by WE analysis in the cel extracts of BaF3™™ ™ and BaFa"™™*"™ celis, but
not i the concentrated condiboned medwm (supematant). Conversely, ATEz was present in the
supematant of BaiF3 ™™ and BaF3™™*"™ it was not detectable v cefular extracts as shown
Figure 3A. The arnount of ATA protein in callular extracts and supematant of ATX infected BaF3 cells

was not afiected by imatinib reatment {Figure 34).
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BaFZ"™*"™ and BaFa™™*™ chowed enhanced prolferation {1.5-fold) compared to mock-infected
BaF3 cals (BaF¥ ™™™ and BaFa™ ™™\ |n contrast, profferation of ATMa expressing cells
(BaF¥F' ™4™ 3nd BaF3* =+ was not significanty diferent from profferation of mock-infected
BalF3 cells (Figure 38). This may indicate different roles of ATXn and ATXp in celiufar signaling or
reflect differences in celular kocafization of the different isoforms,

ATH impairs responsiveness of Ba/F3"™ cells to imatinib

Based on the role of ATX as a drug-resistance gene in ovanan cancer [32]. and our demonstabon
that ATX is uprequlated in TKI resistant cells {SupS15-AT), we mvestigated whether ATX modulates
the sensitivity of BCR-ABL expressng leukemic cells to matnib.

As expected, imatnib (1 pM) almost entrely sbrogated cell growth of mock-nfacted BalF2iosme
cells. In contrast, addtional expression of ether ATXa (BaF37™*"™) or ATHE (BaFF"™") almost
compistely overumed the inhibitory =ffect of imatinib (p20.05) {Figure 38). This ndicates that both

ATX {z and B isoform) are miphed i the T resistance by inhibiting the profferaten.

Effect of ATX activity in migratory capacity of SupB15

As ATX is imohved in migraion of non-hematological calls [14], [18] we examined in transwel
experiments whether the SupB153-RT cells migrate to 3 greater exiend than SupB15-WT. The
proportion of SupB15-RT cells that migrated through the flter was 2-fold higher than that of SupB15-

WT (Figure 44}, suggesting that AT Xo or ATEY may enhance the migratory capacity of leukemic celis,
Migraton was not afected by imatink (p<0.05).

Different enzymatic activity of ATxXo and ATAR

Enzymatic actvity of ATX 5 determined by guantfying hydrolysss of s subsirate provided as a
fluorescent activity-based probe (F5-3). Usng this assay we determined the snzyme actity present
in concentrated conditioned medium derved from cultures of SupB15-WT and SupB15-RT cells and
from BaFF ™= BaFF ™ and BaF 3™ cells, respectely.

Az shown in Figure 4B, supematant of SupB 15-RT cells displayed significantly higher ATX enzymatic
activity than the supematant of SupB15-WT cells (p=0.04) at the sam= pg protem fevel.

63



To examme whether the ATX isoforms ATXoe and ATXE differ in their enzymatic actity. we comparsd
the ATH enzymatic activity of supematants of BaF3 cebs infected ether with ATXix (BaFF ™" or
ATHE (BaFF"™=*" Sprematant of BaF¥'™*™ chowed high enzymatic activity, whereas
supematants derved from BaF3'™5*™ and mock controés (BaF2P'®%y chowed low and not
significanily different activity (Figure 4C). ATH-aciviy messured in lysales of BaFF'= 0,
BaFF"™*"™ and BaF3™""™ cells was uniformiy high [Figure 40), ie. high endogenous lewel
already in mock controd,

Results of the activity assays indicate that enzymatic activity of ATX in leukemic cells can be atributed
primarily to AT¥x. the longest of the known isaforms of this protein,

LPA increases proliferation in SupB15-WT

Because the conversion of LPC fo LPA is the central mechanism by which ATX mediates s biological
activity [15], [17], [19], we hypothesized that ATX may contrbute to T resstance due to modulaton
of this signaling mosscubs.

To nwesbgate whether LPA 15 abde to confer TE| resistance, we sxammed the =fiect of LPA on
profiferation of SupB15 cells in the presence or absence of 1 pM imatnb.

Profferation of SupB15-WT cels mereased in response to LPA m a dose dependent manner, with an
up to 2.8-fcld enhancement at & pM (Figure §). Concentrations above 5 pM did not further enhance
profiferation.

To determine whether LPA = abis to counteract the inhibitory efect of TEls, we examinad the
profiferation of SupB15-WT cells after combined treatment with LPA and 1 pM imatnib. As shown in
Figure 5, we cbserved an increase (3.2 to 3.8-fold) of proliferation of imatnib-treated (1 pM) cells in 3
dose dependent manner in response bo 1- 10 pM LPA

This indicates that the signal molecuie LPA not only promotes proliferation of the leukemic cefis but
alse mitigates the inhibdtory effect of imatinib.

Crownstream signaling of LPA is mediated via LPA recepiors (LPAR) of which 6 diferent types hawve
been described to date (LPART-LPARE) [27]. We focused on the anafysis of LPARY, LPARZ and
LPARZ expreszion by RT-PCH. LPART was expressed n SupB 15T cells but not in SupB15-RT
cells (Figure 5B), whereas LPARZ and LPARS were expressed in both SupB15-WT and SupB15-RT
calls.

14
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Discussion

Dewvslopment of cinical resistance to ABL-THl = a clinically relevant problem obseresd most
frequently in patients with Ph+ ALL or advanced stage CML [8], [10]. Despite the wel established noie
of TED mutatiens [7], [B], 23], it is clear that addibonal mechanizms exst which enable leukemic cells
to evade e inhibitory action of TKI

The TH] resistant Ph+ ALL oefd line SupB15-RT dsplays crossresstance o al dinically availabie
ABL-THI and was established by us as a model to study muiaton-independsant TH] resistance in
Ph#ALL. We have preveously reported that the well-established mechansms of TH] resistance are not
involved in confeming the TH] resistant phenotype in SupB15-RT [12]. Ow unigue model is relevant
because it emulates the mutation-ndependent THI resistance, which is present at 20 % of the patients
withoat clarfied mechansms. The second nterestng characteristic is that this resstance is
independent of BCR-ABL a= ewidenced by the THEnduced dephosphorgation of BCR-ABL these
cells do not undengo apopéosis.

By comparative gene expression profiling, we identified 20 genes that wene differentially expressed n
the parental SupB15 cells {SupB 15-WT) and the demvative resstant SupB15-RT line. Several of these
genes have been implicated in transcriptional regulation i a vanety of malignant cef types.

The ATX gene was of particular mierest because it displayed the highest degree of upregulation m
SupBi5-RT calls and has been reported to be involved n oncogeness and to nfluence migratory
behavior, survival, growth and invasion in breast cancer and cther solid fumors [17]. [18], (281 [30],
[34], [35]. ATX is owerexpressed in warous human cancers and plays 3 major role n downstream
sgnaling pathways of several oncogenes [13], (18] The oneogenc efects of ATX are mediaied wa
LPA, which in fum actvates diverse LPA recepior {LPAR) signaling patiways mcluding PI2K. Ras,
MAPE, Rho and MFx@ [18], [18]. [3E], [37]. [38]. In hematological mafignancees, data on the robe of
ATHX-LPA signafing are very imited. Saveral studies have shown that LPA stmulates cell prolifesation
and protects leukemic calls, eg. = CLL, from apopiosis by upregulating expression of LPA receptors
[3a]. [32], MOL [#1] ATX is increased in Hodgkin's lymphoma cefis [42], and has been suggested to
be w=eful as a tumor marker in follicular hmphoma [43] A study has just demonsirated that a
dersgulaton of ATX contributes fo the pathogenesis of FLTZITD acute mysloid leukemia (4ML) [44].
Owr study is the first stedy reporting a funcbonal robe of the ATH-LPA axis in Ph+ ALL and s

involvement in resistance fo THEL
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Both ATXo and ATX) were transcriptional owerexpressed in SupB15-RT ws. SupBi5WT wih
absence of the alpha soform and only low level expression of ATER n the imatnb sensdive SupB 15
WT. We showed that migrabion of SupB15-RT cells was 2-fokd higher than migration of the SupBis-
WT, raising the possibifity that this difference in migratory behawior could be sributable o S
differsnce in ATX expression, We compared these two isoforms in terms of there abfty to modulate
migraton and prolferaton of leukemic cefis. This association suggesfed that ATHo may be
responsible for the enhanced migration of SupE15-RT vs. SupB15WT calls. The migration effect of
ATXn was confimned by BaF3 cells which were enginesred to coexpress p1E85°"" and the alpha or
beta isoform of ATX (BaFa™ ™™™ BaFd™ ™ Our data cuggest that ATXo but not ATXE
enhances migration of SupBi5-RT celis.

To date the structurs and the mode of action of ATX isoforms have not been condusively established
[45]. The deferential kocalizabion of ATXo and ATXS could be a result of differential splicng. as the
precursor form of ATX = known to have two cleavage sites [14] [15], [46]. SupB15-WT celis do not
express ATHa Fansonpt. conssstent with absence of ATXa in the conditicned medium by ether WE
anaysis or n agreement with enzyme actwity assays. Our obsenvation that ATEH = nof secreted into
the- cultre medium by BalF3¥"""* or BaF 3™ pelis & consistent with the hypothesis that ATHE
exists in these cels only In a non-secretable precursor forme Houben et al. afso showed that ATX
isofomms use distinct mechanisms to ensure spatialy restricted LPA producton and signaling [#6] The
absence of ATX in e immedate edracellular enwvironment Bmits enzymatic gensraton of the
signaling molecule LPA. resuliing in a kack of LPAR stirmdaton. This could explain why SupB15-WT
and BaF3'"™** cebc chow reduced migratory capacity compared wih SupB15-AT and
BaF¥'™*™= Taken together, our observations indicate that secretion of ATX could be a stimulus for
migration of the leukemic celis.

Vidot et al. showed that LPA medistes resistance to cytoloxic chemotherspy [32]. We hypothesized
that upreguiation of ATX and the resufting enhanced production of LPA could be a general mechanism
by whech cells protect themselves aganst anti-prolferative and pro-apopiobc: actwiy of anti-cancer
agents, Our resufts confiom that resistance of SupB15-RT cells o TEl s mediated partially by ATX
This is also m agreement with the results of our expenments demonsirating fat expression of both
ATXrt and ATHA in BaF3"™ calls mitigates, resistance to the antipmifferative effects of imatind,
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Cur comparson of SupBi5WT and SupB15-RT cels revealed that LPART was espressed i
ZupBIEWT cells but not in SupB15-RT cells, whereas LPAR2 and LPARS were expressed in both
SupB15WT and SapB15-RT celis. Thess data suggest that the LPA induced signal transduction in
ZupB15-RT cells s not medised by LPART [42], but possibly inwolves one of the other LPAR, eg.
LPARZ which is highly relsted to LPAR1 [18], [40] The other possible explanation for the
downregulation of LPAR s the existence of 3 feedback loop in which the production of LPA is
enhancad by ATH, but the LPA effect is counteracted by LPA induced downregulation of LPAR, =g
LPAR1.

Conclusions

In summary, owr study =5 the first o report an upreguiation of ATX and 3 role of ATX in mutation-
independent TEI resistance in Ph+ ALL cells. This appears to imvolve LPA induced signafing through
LPAR which also stimulate profiferation and migration of Ph+ ALL celis. ATK and LPA recepiors are
attractve herapeutic targets [16] [40], a5 ther inhibétion could counteract one of the mechanisms of
resistance o ABL-directed THI in Ph+ ALL
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Figure legends

Figure 1: Characterization of SupB15-WT and SupB15-RT cells.

{A) Prolferaton was determined by ce counting. Cells were counted 72 h after imatinh treatment (0
pMd, D.5pM, ZuM, SpM). Dats are shown as mean of fold-vanation of profferation +- 50 (n=3). (B}
Apopinsis was assessed using Annexin WP staining and measured by FACS after 72 h of imatind
‘reafment with the indicated concentration (0 pM. 0L5pM, 2pM, S5pM). Data are shown as mean of fold
variation of apopiosis +~ S0 (n=3) (C) Apoptosis was assessed using Annexin WP staining and
measwred by FACE analysis after TE! reatment (72 h) with the indicated TK] concentrations. matinik,
nilotinib, dasatnin). Data are shown as mean +- 30 (n=3). (D) Signaling pattway of BOR-ABL
SupB15WT and SupB15-RT cefis. Whole cefl lysates from imatini treated SupBI5-WT [left pansi)
and SupBi5-RT cells irght panell were probed with antbodies (phosphonyiated and non-
phosphondated forms ) against AKT, STATS.

Figure 2: ATX expression in SupB15-WT and SupB15-RT calls.

{A) Companson of the gene expression profles of SupB15-WT and SupB15-RT was assessed by
micoamay technology. (B) G-PCR analysis of ATX expression in SupBi5-WT and SupB15-RT cells
was compared to expression of the housekesping gene GAPDH and foéd chanps was determined by
the AACt method Results are represented as mean of 277 yalues +- 5D {n=3} |C) RT-PCR
andysis of ATXm and ATXH. two ATX soforms n SupB15-WT and SupB15-RT cells. Actin is given as
intemal contrel of PCR. {0 Westemn biot analysis of ATX protein in concentrated conditionsd medium
(supematant. 50} of 1 x 10" SupB15-WT and SupB15-RT cells under reducang and non-reducing
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Figuere 3: Impact of AT expression on prolferabcn

() WB analysis of AT¥x and ATXJ in celular extracts and in concentrated conditioned medium (50w,
supematant) of imfected BaF3 (BaFe= BoFgiesdiia oo BaFecuats popeimsmt
BaFF ™= and BaF3""™*"" cells. Cells were treated with imatinib for 40 b before hysates and
supematants were prepared. Imatmib reatment of the cells was indicaied by +/- label. (B) Prolifeaton
of Ba'F3 cefls co-infected with mock, ATXo or ATXPE and mock (BaFa™™™* BaF3™™"""™ and
BaFai==®T8) o nidf (HaF3r™ses parge'™ATa ond BaFIF'SS™) with or without imatink
treatment Profferafion was determined by cell counting using trypan biue dye exclusion assay.
Riesulis represent the mean proliferation index at day 3 +/- 50 (n=3).

Figure 4: ATX activity i Sup8 13 and Ba'F3 cells.

(A} Transmigration of leukemic cels: number of SupB15-WT and SupB15-RT cells migrating through
a ranswell in 24 h is gven. The bar graphs represent the mean +-50 (n=3]. |B) Enzymatic activwty of
ATX in supematant of Swp8 15-WT and SupB15-RT was measured using F3-3 substrate. Bar graphs
show fluorescence change as mean of rmplicates +- 5D (n=3). {C) Enzymatic activity of ATX
supematant of Ba/F3 1SNt BaFasISRTE and BaF@ ™™ was measured using F5-3 substrate.
Bar graphs show fleorescence chanpe as mean of iriplicates +- 50 (n=3]. (D} Enzymatic actty of
ATX in ceflular lysate of BaFa""™™= BaFa"'™*"™= and BaF3""™ ™ was measured using FS-3
subistrate Bar graphs show fluorescence change as mean of triphcates +- 30 (n=31

Figure 5: LPA-ATX axis in SupB15-WT and SupB15-RT calis

{A) Efect of LPA on proliferation of SwpB15WT. The SuwpB15WT c=lls were treated with e
indicated concentration of LPA for 72 h and proliferation was determined by trypan blue dye sxdusion
of wizble cells. (B} Analysis of LPA receptors (LPART-3) i imatind treated SupB15WT and SupBis-
RT cells. The expression of the LPAR was assessed by PCR followng reverse transcription of RNA
The PCR analysis of B-Actn was wsed as a confrol Data shown are representative of three
independent experiments.
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Il — Les LAL a Phl
3 - FTY 720: potentiel agent thérapeutique dasd AL a Phl

Article n° 4
Schmidt-Tanguy A et al. The immunomodulator FTY720is a potential
therapeutic agent in acute lymphoblastic leukemia.

Des progres thérapeutiques certains ont lieu ecoane le pronostic des
LAL a Phl. La stratégie associant ITK et allografte CSP est actuellement le
traitement de référence des LAL aPhl. Cependamandda persistance de
rechutes, la mortalité liée a la allogreffe de C8&Hexistence des mécanismes
de résistance, de nouvelles pistes thérapeutiquesrd étre envisagées.
Le fingolimod est un agent immunomodulateur, copemthétique issu de la
modification d’'un immunosuppresseur naturel. Irdeaht dans le trafic
cellulaire des lymphocytes T, il est utilisé ennsplantation d'organes. Par
I'intermédiaire de I'activation de la phosphatas®R, le fingolimod induit une
apoptose cellulaire dans des hémopathies malignesceblules B,
indépendamment de I'expression du Bcl2.

Nous avons étudié l'effet du fingolimod sur 5 ligsécellulaires humaines
primaires de LAL BCR-ABL positif, sur 5 lignées kehaires humaines
primaires de LAL BCR-ABL négatif et sur une lignée LAL BCR-ABL positif
avec une résistance non mutationnelle a 'imatiBRiur le modéle de résistance
aux ITK, nous avons utilisé la lignée cellulaire pBaA5RT obtenue par
exposition croissante progressive a I'imatinib aéidnée SupB15W (LAL pro-
B BCR-ABL positif sensible a l'imatinib). La lignéeellulaire SupB15RT
présente une résistance croisée aux ITK de seg@mration sans implication
de mécanismes de résistance connus (absence deonsuitiu domaine kinase,
d’amplification du BCR-ABL, de surexpression proi@ ou mécanisme
d'efflux).

Les cellules sont traitées par le fingolimod avee aoncentration de 1 a 10uM
pendant 7 jours. La viabilité est déterminée pdoration de trypan, I'apoptose
évaluée en cytométrie en flux. La phosphorylatian Abl est analysée par
western blot.

Le fingolimod induit une apoptose cellulaire dogpehdante dans 4 des 6 LAL
Ber-Abl  positif et dans 3 des 5 LAL BCR-ABL nédatDans SupB15W, le
fingolimod induit une apoptose majeure (75%) avetwe yrédominance
d’apoptose tardive (53%) et inhibe la croissancan®DSupB15RT, I'apoptose
est moindre (39%) et précoce (27%).
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La phosphorylation d’Abl, substrat connu de la PR2ést pas modifiee par le
fingolimod dans les lignées SupB15W et SupB15RT.

Nous avons ainsi démontré que le Fingolimod eshdacteur d’apoptose dans
nos modeles de LAL a Phl. Le fingolimod est umagatiprolifératif dans les
LAL BCR-ABL positif qui abroge partiellement la ig&ance a l'imatinib. Il
pourrait étre utilisé dans le traitement des LAPRL. Le mécanisme de mort
cellulaire semble différer en cas de sensibilitédeurésistance a I'imatinib et
mériterait d’étre étudié.

Le manuscrit est en préparation. Ce travail seoal@nement soumis dés que
I'analyse statistique sera finalisée.
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Ahstract

Despite conhrmous progress m the therapy of adult acute hmphoblastic leukerma
(AIT} most patents eventuzlly relapse and sunval rates after relapse remain poor. Among
prognoste factors, the Ber-Abl fusion transenpt confers a poor outeome. Althourh treatment
results have mpeoved sigmficantly followins front-line therapy based oo the ABL fyrosine
kinase inhebitor (TET), with complete ermssion rates of approsamately 85%, the majonty of
patients who do not undergo allogensie stem cell ransplantzhon (SCT) relapsss wathin the
first taro years of treatment
FIT/X) 15 a swthetie compound poduced by the modification of 2 natusl
memmosuppressor. Ths rmumomaedulator imterferes wath T-cell tafhcking and 15 used m
organ transplantanon. Recent nﬁﬁimhmﬂlumﬂﬂmapnmﬂlmuzh
zotivahon of the senne'threcrine phosphataze PP2A pathmay mm a varety of B-cell
mahrnancies mdependently of Bel-2 expression but the precize mechamsms of achon of thas
conpound are mmeompletely understood.

We exarmined the potenhal effect of FTY 720 m long-termn cultured promary baonan Phe and
Ph- ATT cells and mn a Phe ATT cell hine displaving non-mutational imatinib-resistance. We
Md?hngﬂmcuhuﬂdpmhlmﬂllceﬂsohm&dﬁompahﬂxwﬁzhﬂﬂ
poatve (o=4) and Ber-Abl negative cells (=3), and 7 acute leukaenma cell lines (4 ALL wath
Ber-Abl posttive (p=2) and Bes-abl negative (p=2), chrome myeloid leukaerma m blast mss
=1}, acnte mveloblastic lenkerma (r=2)). In addibon. a5 a model of matimb resistance we
used the SupBl5; cell ne which was derived from the previously well charactenized Ber-Abl
poatve B-precursor SupBl5y, cell hne by gradually mereasing the exposure to mmabndh.
SupBl15RT cells are cross-resistanf to the second genevaton TEI with no evidence of
commenby nophicated mechamsny of mmatmb resstance, eg Ber-Abl gens amphffication.
point mestations in the TED mutanons, or Ber-Akbl overexpresnion. Cells were trezted with 1
to 10 pbd FIY7X for a penod of 7 davs. Cell viabihty was determmned by frypan cell
counhng and apoptosis was measured wsnng the Annesan V-FITC apoptoms kit Abl and FFZA
C phosphorvlznon was analveed by westemn blot

FTY 720 mmduced apoptosis i a dose-dependant mammer m 4 cases of Phe ATT cell hnes
(=48] and m 3 Ph- ATT cell lines {n=3'%). The maanmm apopiohc effect was observed
affer 48 hows. In SUP-BISW, FTT720 had a dramatic effect wath 75% of apopiosis,
pancipally Iate apoptosis (53 %) after 48 hows. and suppressed growth wath lowr
concentration (2.5 pM). In ima.lim'.b—lﬂistm SUP-BISE. we showed apoptotic and
aniiproliferatrve effects after 48 hows with less apopioss (39%) and mositly early apopicsis
{27%).The potential effect of FI ¥ 720 on phosphorviation of Ber-Abl, a known substrate of
PP2A was examined by Western blothng demonstrating that m SUP-B13W and m SUP-
B153E cells, the level of Abl and FP2A phosphorylation 15 not modified by FTY 720,

In conclunion, the pmmmmomadnlator FTY 720 15 3 potent mducer of apoptosis and an
anfiproliferative agent m ALT. Tt parhally abrogates mutatioral-independent rmatmib
resistanee and may be of potential use as 2 therapeyhe apent in Ph+ ATT.  The mechani=m by
which FTY 720 imnduces call death appears to differ betwesn mmatirab-sensiave and mmabmib-
resistant Pht ATT cells, and 15 cwrently being mrrestigated
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Introdoctdon

Desprte the conmfinuous progress in the featment of adult acute lynphoblashc
leukemma (ATT), the swe rate of adult ATT. remains wnsahsfactory as apprommately 4056 of
adults diapmosed with ALL relapse followang treatment ' Indsed. even if prognostic factors
have been clanfied and teatment 15 now shafified zecording to these prognoshe factors,
mtensive therapy 15 associated wath senous acute and late complications and many patients
still relapse. Survival mates affer relapse have been consistently low.’* Besistance m AIL
hm'ebmmmlmuhtanahemdmmnfﬂ!mjﬁmhrumb&duipzﬂmﬁ
apoptosis and abenant signalhing througzh the PIE and Ras pathways.*

Amonz poor progeostic factors, the Ber-Abl fusion fransenipt confers poor cutcome”™'
Althoush trezbment results have mproved sigmficantly following font-hine therapy based on
the ABL twocine kinzse miubitor (TETL wath complete remwzsion rates of approsamately
Hﬁﬁhﬂ:empnwufpauentwhﬂmnmmduguaﬂnmmbdlmmpimhm{m
relapses within the first two years of treatment ** More potent second peneration tyrosine
kinase iwhbitors are also lnghly effectrre as inhial therapy but do not appear to slrogate the
development of resistznce *

Mew therapies melndimg agents with alternative mechamems of achon a1 nesded 1n fronthine
therapy for verv-high-nsk patents and 10 salvage remimens in the treztment of adult ATT.
The FIY 7 15 2 synthetic stuctarzl analog of sphingesine related to the nammalby-oounms
drug Mymocn (I5P-1), whach was wselated fom multured Hltrates of the ascomyeete Lada
simclai. FTY 720 1= phosphorylated by sphinposme kinase 2, The phospherylated compound 1=
a potent agorest of 4 shinsosine-1-phosphate (S1F) receptors which disnupts the sphinsolpad
pathway. FTY720 15 soluble in water or i ethanol, 1t has a hieh oral bioavalabibity '™
FTY720 132 a novel mmmmmomodulator with 2 wquee mode of achon by modulafing
chemotzche responses and Iymphocyte trafficking and redisimbufing Lymphocytes from blood
to the thyrmis and secondary lymphoid organs, although there 15 sull zome debate as fo
whether FTY 720 mduces mmminosuppressive effect through it antzsorest or agomste effect
on the 51P pathway. """ FTY720 blocks T-call proliferation and has been shown to prolong
the suraval of skin, beart, or lnver allograft 1In ammal medels of tansplantaton. Thus,
FTY7X) mav be 2 wseful tool for the prevenhion of transplant rejection and 2 new
approach for mmomme diseases.'” Recent studies mndicate an additonal role for FTY 720 by
inducing cell apoptosis in various types of cancer cell lines.” Several other mechanizms of
action are reported but ave meompletely understood. FTY 720 induces apoptoss m T blood
bmphocytes by a Bel?-dependent mechamizm. [ appears that it also induces caspase-
dependent apaptosis in other various cancers.™'® On the other hand. in a vanety of B-cell
malipnancies, it mduces apoptosts troush achovation DfﬂIPP_APEﬂIWE‘E mdependent of
FAS. caspaze, or Bel-? expression possibly through mereasmyz intracellnlar ceranmde
concenhation Loss or reduced expression of PP2A 1= assoctated with vanons malipnancies as
it 15 considerad to be 2 tomor suppressor. Its less of function 1= essential for dhwerme myelosd
leukemia (CML) blastic fransfiormation '+

Bazed upon the apopiotic potenhal of FTY 7. we report for the first fime the effects of
FTT72) m a3 large panel of ALL primary cells and cell lnes with the amm of determmmme the
potential anfilenkemic effect of FTY 720 in Ph- and Ph+ ATL cells, exammning the ability of
FTT 720 to overcome non-mmirztional TE -resistance, and deterrmimng whether the actvity 15
mdeed mediated by achivaton of FF2A or by other mecharmasmes. For that we wodked on 14
models of acute leukenia primeary cells and cell lives wclnding long-tem culfired primary
hurnan ATT. cells wmrque i vifre modals of prmary AT and a Phe ATT cell hne displasang
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Thus, we report that the pmommeomsodulator FTY 720 has a potent in vira activity m a vanety
of Ph- and Phs AT T Tt parhally abrogates mestation-independent TET-resstance

Methods

Cell: lime: and chermseal reagent:

Cells were cultured at 377C in 5% O0; m homdified atmosphere.
Long-term cuffured bmem ALL eells, BV, O, EW, PH. HP, KR and EL. were obtamed
from Bat A MNijmener at the depmtmzni of Hem.atulugy of Laiden Unmversity Medical
Center. &Ewmmﬂhmdmmﬁmm&mmﬂufhﬂhi(hm Fenaerz,
Belgiun) supplemented with 1 pg'ml bovine moahn 5=107° M B-mercaptoethanol (both
Sigma, 5t Lowis, MO US4, 200 pgml Fe' -satwrated human apo-fransferrin (hnirogen,
Eerleruhe, Germengy), 0.6% hurnan semm albuman (Savegquin, 2mcterdam, The Netherland:), 2
mM -ghntanune (Lomza), and 20 pziml cholesterol (Sigmia; first dissohred 1n ethanel at 2
concenhanion of 20 mp'ml). K562, MV4-11, KG-1, Nalm 6, SEM. and SUP-BIIW weme
pronaded by the Gemmen Collechon of Microorgamams and Cell Cultmes (DSMT
Bramschweiz Gamag). E562, MVA-11, EG-1. Nalm 6, SEM weare maintamed i BFMI
1840 mupplemented with 10%% fetal calf semum (FCS) 1% Gutomme and 1%
PencillinSareptomryem (40 Uml Pempeilling 40 ppml Streptomyem) (all from findtrogen).
SUBR-BI5W were mmntained 1 same mednnn but supplersented wath 15% FCS. To zelect the
brosme kinzse mhibitor-resistant phenobype, SupB15W were cultmed with sradually
moreasing concentrztions of mnatmb, dissolved m 0.1 3 HCL and stocked 2t 10 p A sohrhon
at 4°C) for 6 months. Starting concentration was 003 pM mmatmb increased every 10 to 14
davs by (.03 phd The treated cells, desimated SUP-BISET. were able to grow inup to Sphd
miaﬁmhmnnmﬂlmmuﬂhlmdmtb&pt‘emnflphimﬂmb Parentzl SupBIIW eells
weme mamtamed without imatb.

The charactenstics of the cell lines are recapiinlated in table 1 and in figume 1.

Cells were treated wath FTY 720(1 to 10 ubd) for 7 davs.

FTY 720 (fngolimod) and Imatimb were provided by Movarhs (Basel, Switzerland).

Western blotting

Western blothng was done according to widely used protocols uning the following anfibadies:
monoclonal bt ann-PP2A A annbody, anh-PP2A B anhbedy, ant-PP2A O anhbody, ant-
phospho-c-Abl  (Tw2d3)-antbody (Cell Sizmaling Techmologies, Framifurs Germmg),
polvelonal rabbit anh-phosphe-PF2A C (V307) annhbody (Rrelanstens), monoclonal mouse
anni-c-Abl (clome 24-11%amhbody {o-Abl}, polvclonzl rabbet ant-c-Abl -annbody (Sama
Crus, Heidslberg, Germam). Secondzry polvelonal goat-ant-rabhit-antibody and pelyelomal
goat-anh-mowse-anfibody were puchased Som Diaweva GmbH (Hamburg, Germag)
Blocking was done i TBS contzmmmgz 0.1% Tween 20 (TB5-T) wath 5% low-fat dry mmlk;
washing was camed oo m TB5-T. Antbody mmcubztions were done m evther §.5% Tow-fat
dry mulk or TBS-T.

Proliferation assay
Viabihty of cells was determined by the trypan blue dve exchsion Cells were counted by
using a Neubauer chambar

87



Amaly=is of apoptosis

For the anzalymis of apoptosis, cells were stained wath V conjugated to Sourescein
isotlnocyanate (FITC) and propidium sedide (FI) usmg the Anpexan-V-FLUOS Stamng kat
zccording to the manufactarer's nstructions (Roche, Mammheim, Germam). Brefly, 1.10°
cells: were apzlvzed by fow cytometry using a FACScanll Becton Dhckanson (Bectom
Dickinzom, Heidelberg, Germaryl. Apoptotie cells were dentified as annexmV+ and'or FI-
cells. Early apoptotic cells were wdentified as annesonV+ and PI- celis and late apoptote cells
35 annexan 'V -+ and PI+ cells. Cells exclhading both FITC and PI were conmdered wiable.

Statizdeal analyzis of data

Data are expressad as mean = 5D and were compered using 3 paed Student's
Dhfference: ware considered aigmificant when P = (.05, All expenments were done a.tiea::t

twice:

Table 1: Characteristics of primary cells and cell hnes

- = Fady | " "
By Pt ALL L2 4] ] il
i P &lLL W & +
Lesag T HP P ALL Wit 16y £ =
£ uliereet [frerrmey W Ph AlL I & s
Rl LT, T P ALL T x ==,
FR Fre AdL NI & -
REL Fr-all A ] & -
L5 ChlL B BRI <] L i
K1 Al | aonypley karpobype 45 =
R0 Al FEATE] 45 =
e Bakm & P ALL W1 o =
B P all w4 45 =
Sip-parw Fre ALL o a4 L] i
STP-Ha & P ALL I L] =

Figare 1 Dhagram of the 14 cell modals

Acute Leukemia

Cell Lines
N=7

.a“ LN
AL AML

= WVE-11 frig;1z]]
- KiG-1

. Supﬂliw - Hulm B

Long-Term Cultured
Primary Human ALL
Nel?
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BCR-ABL+ BOR-ABL neg.

Bv HF
Cm KR
Kw FL
PH

* SUpBLSAT = SEM: U811}  cony wars tramind with FTrrns {31 1y} for Pl
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Eesulis

FTYT20 15 a potent inducer of apoptosis in Ph- ATT.

FTE 720 mduces apoptons m 3 out of 5 modals of Ph- ATT calls mm 2 dose-dependent mammer
(fipure ). Treatment with increasing concentrations of FL Y 720 (0- 10 pM) for Oto 220h or
T day= lad to 3 dose-dependent growth mhubetron followed by cell death. The apoptote affect
was observed after 72 hows for concentrafions as lew as 2.5 pid

Fipure 2- Apoptosrs n Ph- AT treated wnth FTY 720

i
fi=d ,r"" \ L i)
HP .
KE-1 | KR W
MVA-11 {RL
SERA | Namd &
L]
na significant® significant apoptosis at
apoptosis #a vivo achievable levels -
]

Apoptosys was assessed wsing Annean V/PI staimng and measured by FACS after 72 b of
FTY 720 treastment with the indicated concentztion (0 p&L 2.3 phd 5 pbL 10 phd) Dotz are
showm as mean of fold vanaton of apoptosis <~ S0 (n=2).

FTY720 iz a potent inducer of apoptoss in Ph+ATT.,

FTY 720 induces apoptosts 1 4 ot of & models Ph+ ATT cells 1 2 dose-dependent manner
(fzare 3} Treatment with increasms concentrahons of F1 T /20 {0 10 pbf) for O to 420k or
T days lad to a dose-dependent srowth mhabiteon followed by cell death. The apoptohe effect
was observed after 72 howrs for concentrations as lowas 2.5 pbd

In SupB15W, FTY 720 has a dramate effect with 75% of apoptosis, praneapally late apoptosis
(53 %) after 48 howrs, and suppresses growth with concentrations 2= low as 2.5 pM (fzures 3
and £} In imatimb-resistant SupB15ET, we show apoptote and antmeohferztve effacts affer
4% hours wath the different evpermmentzl condibons (faares 3 and 4]
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Figwe 3 Effact of FTT 720 on apoptosis in Ph= ALL
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However the apoptotic effect 15 different wnth less apoptems (39%), with mostly early
apoptosts (27T%0), m confrast to SupBl3W cells whech present 33 %6 of late apoptosis (Azmre
3.

Fipure 5: Dhsmbution of late and early apoptosis i SupB15W and SupB15RT cells
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Apoptosts was assessed usine Anmeson VPT staiming and messured by FACS 48 h after
mmatnth treatment (1 phd) and'or FTY 720 treatment (2.5 phd). Data are shown as mesm of

fold vanzhon of apoptoss +- 5D (n=2).

Actvation of PPIA is not requirved for FTYV 7 Il-induced cell death

The potental effect of FTY 720 on phosphorviaton of Ber-Abl a knows substrate of FP2A
was examined by Western blotimz demonstrating that in SupB15W and m SupB15ET eells,
the level of Abl phosphorylanon 1= not modified by FTY 720 (figure 6} Mewther was the
phosphorylabon of PF2A
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Figure 6 - Levels of phosphorylated Ber- Akl and PP2A in SupB15W and in SupB15RT cells
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Dizcussion

FTY 70 15 a modified nahnal imamme-mmpressive agent wiieh 15 a syothehe shuehoral
anzlog of sphmzosme. This agent disnpis the sphngohmd pathway, theveby mterfenng wath
T-cell activahon, trefficking and sumaval Its uwse has been mostly mvestizated m orzan
tramsplantation and immmmotherapy: " Several stadies have reported the role of FTY 720 m
T-cell traffickinz and m cancer. B0 rhen admimstated at doses at least 10-fold hugher than
required for mmmmmemodulation, FTY 720 mhnbets fumer growth, snglogeness, and metastasis
1M VaAous :armmam:&&]a'q'?"lnpﬂmﬂa:,a few studies chowed FTT 71 to have actmaty
against a mumber of haematologics]l mabmnencies inchdimg multple mveloma, chrome
bmnpheevie leukaerma mantle cell honphoma, acute mveloblashe levkerma ML and ATT
cells models. " However, systemmatic analysis of the effect of FTY720 in acute
bphoblastic levkasmia has pot been performed.

We wnveshgate for the first ime the affect of FT 1720 m vitro mn a large panel of ALL cell
Ines. In most of the m vitro experiments we usad 2 5 pbd because this concentration 15 wathin
nommal rEnge in primary hernatopoietic progemtors, whereas it actrvates PP2A induces
apoptosts, and inhibets cell growth in Ber-Abl primary cells and cells hnes wathin & howrs of
treztrment. [tz iwhibitory effects on Ph+ cell mrowth ocoms at manomolscular and low
molecnlar concentanons that reportedly do not wpair the wababity of normal bonen movelosd
and hymphoid cells, 1516253855 Ty e confirmed for the first fime in 2 larpe panel of ALL
porzry cells and eell hnes, that FTY 720 15 a potent mducer of apoptosis m ALT.

The aph-leukeme actnaty of FTY 720 has only been descnbed m a few studies m chromic
myeloid lenkanta and only one Ph=ALL cell model "7 I our study, we show that
FTY 720 1= a potent inducer of apopiosis and antiproliferatire agent m Pht+ ATT. Moreover,
we report that it parhally abrogates mtation-independent rmatnib-resistance.

In a vanety of B-vell maligrancies, FTY 720 induces apoptoss thovagh actvation of the
PP2A. independent of FAS or Bd-2 expresgon ™" However, precise mechanizms of
action are meompletely understood ™ We demorstiate that growth inhibition and induction
of apoptozs by FTY 72 do not depend on the interference with ber-abl oncogeme achnaty
which contrasts with the results of the study of P Neviam '* The FTY 720 antiproliferative and
proapoptote effects are not preceded by a decrease of ber-abl and PP2A achvity expression
MMoreover, FTY 720 mduces cell death by different and vnclear mecham=m befwesn 1matmib-
sensifive and -resistant Phs ATT cells. The FTV 720 mechamzm of achion remain: fo be
elucidated. perhaps by induced Akt dephospherylanon

In conclusion. ours results show that FT Y 720 oy be of potential nse as a thevapeuhe apent m
Ph+and Ph- AT 1. m particular iIn mutzhon-independent [TE-recistant Ph+ ALT. FTY 720
could be part of new therapees for verv-high-1=k patients and in zalvage regumens i the
treztment of zdult ATT.
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D - Discussion

Les LAL de l'adulte sont dues a une série d'dligna successives
combinatoires et représentent de ce fait des gihatrés hétérogénes avec une
survie a long terme différente selon I'age et kegiges pronostiques désormais
focalisés sur les facteurs de risque de rechotstehtion de la RC est en effet la
regle. Des progrés significatifs sont venus delifation des protocoles de
chimiothérapie d'inspiration pédiatrique. Cependinsurvie a long terme n'est
gue de 40 a 50 % et plus de 50 % de patients rechudffiner les groupes

pronostigues et adapter le traitement en conségquenceste
d'actualitg>8 7174757985113

Dans les LAL T, la classification pronostique saigpsur les avanceées récentes
dans l'identification des anomalies moléculairesnaalies qui dérégulent la
différenciation, les étapes de contréle au nivaaaytle cellulaire, la
prolifération ou la survie. Deux grands types shstingués, les anomalies de
type 1 et les anomalies de type 2. Les premieragjetiement exclusives et
probablement fondatrices, sont corrélées au staddodage de maturation des
lymphocytes T. Les secondes ne sont pas corréléeside précis de
maturation. Pour elles, plus d'une trentaine séatités, redondantes entre elles
et avec les anomalies de type'}#>°3°>4747279118ag gnomalies de NOTCH1/
FBXW?7 font partie des lésions prédominantes : jp@sence est associée a un
bon pronostié’ 4>

Les mutations de RAS appartiennent aux anomalidgpe2 et ont été mis en
évidence dans seulement 2 % des LAL de I'enfant Bapact pronostique®
Dans notre étude, nous montrons que les mutat®m®AE sont fréquentes chez
I'adulte (10%) et associées a un mauvais prondséagpression de PTEN peut
étre régulée par de nombreux mécanismes. Cheangids délétions de PTEN
étaient connues comme associées a un mauvais poongdme si l'impact
pronostique est débattu. En revanche les mutatied3TEN ne sont pas décrites
comme ayant un impact pronostic chez I'enfafit® Peu d'études se sont
intéressées a PTEN chez l'adulte et son impacbptigjue n'a pas été rapporté.
Nous montrons premiérement dans notre cohorte epi@riomalies de PTEN
chez l'adulte sont de 12% et qu'elles soient doésts de délétions ou de
mutations. Chez I'adulte, la fréquence des anomdkePTEN, impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire, est peut-étre lae fait que, les LAL T des
adultes présentent souvent un blocage de matuggtisnmmature par rapport a
celles de I'enfant. Deuxiéemement nous rapportorallgs sont associées a un
mauvais pronostic.

Le taux de leucocytes élevés au diagnostic, laigtange d'une maladie
résiduelle aprés l'induction et I'absence de nuaratie la voie NOTCH 1 sont
des facteurs de mauvais pronostic reconnus : em f@ésence, une
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intensification thérapeutique par allogreffe de CS#$t classiquement
envisagé&’ 087120

La combinaison des anomalies des voies NOTCH1/FB/RAB/PTEN nous a
permis d'identifier, dans le groupe des LAL T Ndicimutées jusqu'ici
considérées comme de bon pronostic, un sous-gmepeauvais pronostic qui
en fait est péjoratif et sans doute insuffisamnbexite.

Ces résultats sont pris en compte dans le desigprachain protocole du
GRAALL 2015. La stratification thérapeutique esséa sur les sous-groupes,
les LAL T de bon pronostic (NOTCH muté et absenemamalies de RAS et
PTEN) les LAL T de mauvais pronostic (absence déatrmn de NOTCH ou
mutations de RAS ou anomalies de PTEN) associédamiizurs pronostiques
connus, le taux de leucocytes au diagnostic etRidM

L'implication de ces voies permet d'envisager devalbes thérapeutiques
ciblées avec l'utilisation d'inhibiteurs, dont ldaqe reste a définir face a
I'intensification thérapeutique par allogreffe,itemnent efficace mais grevé
d'une toxicité importante. Le démembrement de gwpaspes de pronostics
différents doit se poursuivre et affiner les repéractuels, «a charge comme a
décharge».

En effet, méme dans la nouvelle classification NEGIEBWX7/RAS/PTEN,
15% des patients considérés comme de bon pronosticutent et sont
probablement insuffisamment traités. Une nouveilédéerécemment décrite, les
ETP-ALL correspond peut-étre & ce sous-groupe terps®®>*

A contrario, 40 % des patients LAL T de mauvaishosiic ne rechutent pas. Ce
qui incite a repérer parmi ces patients ceux quirgaeent bénéficier d'une
thérapeutique ciblée a la place de l'allogreffe.

La question de la place de l'allogreffe est égatgnabservée avec attention
dans les LAL a Ph1 depuis l'utilisation des ITKjualle a permis d'atteindre des
taux de RC proche de 95% et une survie a 12 moigs8e’®'?* Cependant le
suivi médian, dans la plupart des études rappgrigescédait pas 2 ans.

Dans le protocole GRAAPH 2003, nous avons pu cawirque ce bénéfice, des
ITK associés a la chimiothérapie en premiére ligaéraitement, se maintenait a
long terme, avec un suivi médian de 46 mois, ce dautres équipes ont
également montr&:"®'#

Ces résultats combinées conduisent a s'interragdaslose de chimiothérapie
réellement indispensable lorsqu'il y a une assodaux ITK, ce afin de limiter
la toxicité lié au traitement.

La faisabilité de la diminution d'intensité de dakechimiothérapie vient d'étre
confirmée avec les résultats du protocole GRAAPH)52@u groupe du
GRAALL : la survie a long terme des patients guioigent une chimiothérapie
minime est proche de 40% sans différence signifieadvec la chimiothérapie
standard®
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Les résultats du GRAAPH 2005 ont aussi répondugaiésstion soulevée par les
résultats du GRAAPH 2003 en confirmant que la sudés patients autogreffés
atteint 80%, survie non différente de celle desepid allogreffés avec des
effectifs toutefois restreints. Dans le GRAAPPH 200allogreffe permettait
une survie prolongée méme en cas de MRD positiaatayreffe. Cependant la
faible incidence des rechutes dans ce groupe denpaétait contrebalancée par
une mortalité liée au traitement majeur. Dans taige des patients autogreffés,
la faible mortalité liée au traitement contrebakihgn risque de rechute, certes
non négligeable mais tres diminué en cas de MRRtnég

Ces résultats sont confirmés dans le protocole GRAAZK005, avec une survie
identique entre les patients allogreffés ou auftegedes lors que la MRD est
négative et le taux de leucocytes bas au diagnakiex facteurs pronostiques
reconnus?*?*'allogreffe conserve toute sa place si un seutete critéres
n'est pas obtenu. Ces résultats sont pris en codapie le design du prochain
protocole du GRAAPH 2015, qui laisse le choix aartees investigateurs entre
la réalisation d'une allogreffe ou d'une autogreffec maintenance par ITK
dans ce sous-groupe de patients.

Cependant, avec une survie a long terme d'envidéf, %e devenir des patients
n'‘est pas satisfaisant, du fait de la toxicité daitdment, notamment de
I'allogreffe et des rechutes, et ce malgré ['atiien d'une maintenance par ITK.
En effet, malgré le développement d'ITK de secoridesieme et quatrieme
génération, la réponse n'est pas durable : degagses aux ITK préexistent ou
se développent précocéméhf’*112312-12p|sjeurs mécanismes existent, qui
peuvent s'additionner : mutations ponctuelles d&RB®BL, amplification du
gene BCR-ABL, surexpression protéigue de BCR-ABErtg d'activité de
BCR-ABL ou résistance multidrogue par surexpresdiemlycoprotéine P. A la
rechute environ 80% des patients développent usist@é@ce secondaire aux
ITK, principalement par mutations du domaine kind3e plus, les résistances
primaires sont multifactorielles et non totalemélocidéeg® %

Tout comme les LAL T, les LAL a Phl représenterg pathologie hétérogene.
Le transcrit BCR-ABL est souvent associé a de neomd®s anomalies
cytogénétiques, ce qui expliqgue pourquoi l'inhdsitide la voie du BCR-ABL

n'‘est pas suffisante pour inhiber la prolifératmallulaire contrairement a la
LMC 27,34,35,39,129

\

En étudiant un modele cellulaire de LAL a Phl tésis aux ITK sans
mécanisme connu, nous avons démontré lI'implicatidin X dans la résistance
aux ITK. ATX, protéine extracellulaire a activité enzymatgsynthétise deux
lipides biologiques, le LPA et la S1P, grace a aotiité lysoPLD'*'% La
sécrétion d'ATX est augmentée dans différentesofiagles tumorales avec une
implication dans la régulation du systéme immunrétdia croissance tumorale et
la dissémination métastatique par action sur la ilit®btissulaire, la
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prolifération tissulaire et I'apopto$&:** Dans les hémopathies malignes, seules
six études rapportent son implication. ATX augmsgitela croissance et la
viabilité des cellules de lymphome de Hodgkin liévirus EBV, sa sécrétion est
augmentée dans les lymphomes anaplasiques, ATX saranarqueur tumoral
dans le lymphome folliculaire. Il est décrit uneesqpression génique d'ATX
chez des patients présentant une LMC résistantanatihib. Son réle est
également évoqué dans la migration de cellules A& Lprésentant une
mutation de FLT-3 (Fms-like tyrosine kinase 3).IBnATX protege les cellules
de la lignée cellulaire Nalm-6 (lignée cellulairee dLAL B) de
I-apoptosé..()S,lO&lOQ,131-134

Ainsi, notre travail est le premier a démontrerAjiX augmente la prolifération
et la migration des blastes dans les LAL a Phimsihdie la réponse a l'imatinib,
ouvrant ainsi la possibilité a [l'utilisation d'ibiieurs de [l'axe
ATX/LPA/LPAR.*®12135137ca mégcanisme est indépendant du BCR-ABL et |l
sera nécessaire de le comprendre. ATX augmentalplerbent la synthese de
LPA protégeant ainsi les cellules de la cytotogiae la chimiothérapie ou des
thérapeutiques ciblées comme cela a été monti&épaipe de Vidot®*

Notre hypothése est que la surexpression d'ATXaardrune dérégulation de
I'équilibre de I'activation des 6 récepteurs du | R¥Eepteurs et des 6 récepteurs
de S1P (deuxiéme lipide synthétisé par ATX), letgjgent impliqués dans les
voies de signalisation PI3K, RAS, MAPK, Rho et NFRBDans notre modéle
de résistance, le récepteur au LPA, LPAR1 n'est ekprimé. Cette hypothese
reste a démontrer et il sera nécessaire de testenhibiteurs sur des modeles
murins de LAL a Ph1 afin de valider cette nouvetiée thérapeutique.

Devant l'implication de I'ATX/LPA/LPAR dans notreodele de LAL a Phl
résistante aux ITK, nous nous sommes intéressés agent thérapeutique, le
fingolimod. Le fingolimod est un immunomodulateutilisé en transplantation
d'organes et en neurologie, impliquant l'activatides récepteurs a la S1P,
S1PR!139192 Normalement, par lintermédiaire de [I'activatione dla
phosphatase PP2A, le fingolimod induit une apoptoskulaire dans des
hémopathies malignes a cellules B, indépendammentl’akpression du
BC|2.14O’143_153

Dans notre travail, nous avons démontré que danisAe a Ph1l, le fingolimod
est un inducteur d’apoptose, un agent antiprolifér@t qu'ill abroge
partiellement la résistance a l'imatinib, ce qussa espérer son utilité dans le
traitement des LAL a Phl. Compte tenu de limpioatde voies de
signalisation indépendantes de BCR-ABL dans ladmogénese des LAL a
Phl ainsi que dans les mécanismes de résistanc€lKwavoir acces a des
thérapeutiques ne ciblant pas le BCR-ABL est isgaat. Nous n'avons pas
identifié son mécanisme d'action et seulement ebsgu'il n'impliquait pas la
phosphorylation d’ABL, substrat connu de la PP2An $otentiel d'action en
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hématologie a été montré dans quelques étudesdmgeeffets différents, tant
sur l'activation de PP2A que sur le mécanisme gtase %4313

D'autres études récentes montrent actuellemenpliation de nouveaux
mécanismes dans l'oncogénése des LAL a Phl - pampde celle de

I'implication du facteur d'initiation 4E ou de laig STAT /JAK - et décrivent
le r6le de nouvelles thérapeutiques telles quékvirine dans l'inhibition de la
voie liée au facteur 4E ou les inhibiteurs de‘Jak**>°

Etablir une cartographie des anomalies géniquepambles a celle des LAL T
permettrait d'identifier les sous-groupes de p#igui pourraient tirer bénéfice
des alternatives thérapeutiques ou combinaisoraplkétiques (ITK et autres

cibles).

E- Conclusion

La meilleure compréhension de la leucémogéeneskentification de
groupes pronostiques et le développement de nasvelhérapeutiques
notamment ciblées a permis de progresser dansatmabtic et les soins des
LAL de I'adulte, tant en terme de survie que dditfude vie.

Il demeure le défi de leur utilisation dans des élesl pragmatiques dans le
respect des grands équilibres socioéconomiques.
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Résumé

Les leucémies aigués (LA) sont un groupe
hétérogene d’hémopathies malignes dues a la
transformation oncogénique clonale des cellules
souches hématopoiétiques (CSH).
On distingue les LA myéloblastiques et
lymphoblastiques (LAL). Les LAL sont classées selon
le type de précurseur lymphoide atteint, leur delgré
maturité et leurs anomalies cytogénétiques.
Le traitement permettant d'obtenir 80 a 90 % de

rémission compléte (RC) comporte une chimiothérapie

d'induction, une consolidation et une intensificati
(intensification retardée ou allogreffe de CSH sdén
situation pronostique). Néanmoins la survie glolaale
long terme n'est que de 40 a 50 %, du fait de la
survenue de rechutes et de la toxicité des traitesne
Différents groupes pronostiques basés sur la
cytogénétique et la biologie moléculaire se dégagen
pouvant bénéficier de thérapeutiques adaptées.
Dans les LAL a chromosome philadelphie (LAL a Ph),
antérieurement de mauvais pronostic, les inhiksteler
tyrosine kinase (ITK) permettent d'obtenir 80% d& R
avec cependant un taux de rechute non négligeable.
Nous avons démontré qu'une intensification
thérapeutique par autogreffe chez des patientsuavec
maladie résiduelle indétectable permettait uneisiarv
long terme prolongée avec une toxicité moindre que
celle de l'allogreffe. En montrant I'implication de
I'autotaxine dans les mécanismes de résistancl Kux
dans les LAL a Ph, nous ouvrons la voie a l'utiiisa
potentielle de nouvelles thérapeutiques.

Dans les LAL T, groupe considéré de bon pronostic,
tiers des patients rechute. Nous avons démontré que
I'absence de mutation de Notch et/ou FBXW?7 ou la
présence de mutations de RAS ou PTEN était de
mauvais pronostic identifiant un sous-groupe de OAL
dont le traitement devait étre renforcé. Nos travamnt
ainsi contribué a l'identification des groupes
pronostiques dans les LAL et a l'adaptation des
traitements afin d'améliorer les chances de survie.

Mots clefs

Leucémie aigué lymphoblastique

LAL a Phl

LALT

résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase
mutations Notch, FBXW7, RAS et PTEN
groupe pronostique

Abstract

Acute leukemias are a heterogeneous groups of
malignant hematological diseases due to the clonal
oncogenic transformation of hematopoietic stenscell
(HSTs). We distinguish acute myeloblastic leukaemic
from acute lymphoblastic leukemia (ALL). ALLs are
classified according to the type of lymphoid precur
affected, its degree of maturity, and with asseciat
cytogenetic abnormalities.

Treatment incorporating induction therapy,
consolidation, and intensification — delayed
intensification or allogeneic stem cell transpléiota
(SCT) according to prognostic factors — enableo880
% of complete remission (CR). Nevertheless, lomgite
overall survival is only 40 to 50% because of retap
and treatment-related toxicity. Different prognosti
groups based on cytogenetic abnormalities and
molecular biology are emerging and patients froohea
prognostic group can benefit from adapted therapies
In chromosome Philadelphia-positive ALL (Ph+ ALL)
which used to be of particular bad prognosis, ines
kinase inhibitors (TKIs) enables 80% of CR but vath
high-relapse risk. We demonstrated that high-dose
therapy followed by autologous SCT enables proldng
long-term survival with less drug-related toxiciy
compared to allogeneic SCT in patients with
undetectable minimal residual disease. By showheg t
implication of autotaxine in the resistance to TKils
Ph+ LAL, we enable the use of novel therapeutics in
clinical practice.

T-cell ALL is considered of poor prognosis as dmedt
of patients relapse. In this group of patients thvensed
that the absence of a Notch and/or a FBXW7 mutatic
or the presence of mutations in RAS or PTEN
identified a subgroup of patients in whom the mesit
must be intensified. Our research has contribuiebe
identification of prognostic groups in ALL and taet
adjustment of treatment according to potential isaty
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