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RESUME

Malgré les progrés récents, le pronostic des leucémies aigués myéloides reste sombre, quel
qgue soit I'age. L'une des pistes d’amélioration du pronostic de cette maladie est la
rationalisation de I'intensité thérapeutique délivrée selon des facteurs pronostiques identifiés
au diagnostic. L’épissage alternatif est décrit comme spécifiquement altéré dans les cellules
cancéreuses. C'est donc une potentielle source de nouveaux biomarqueurs. En comparant les
patrons d’épissage alternatif d’adultes atteints de cette pathologie avec différentes réponses
aux traitements, notre équipe a identifié ABCA3 et son exon 19 comme étant associés au
pronostic. Or, ABCA3 est suspecté d’étre en partie responsable de la chimiorésistance des
cellules souches leucémiques, a I'origine des rechutes, ce qui a motivé notre étude.

Chez I'adulte traité par chimiothérapie intensive, I’expression d’ABCA3 n’était pas associée au
pronostic tandis qu’un taux élevé d’exclusion de I'exon 19 impactait négativement la survie.
Cependant, I'expression d’ABCA3 s’est avérée étre un facteur prédictif de la réponse au
gemtuzumab-ozogamicine chez I'adulte. Chez I'enfant, nous avons démontré qu’une forte
expression du gene ABCA3 avait un impact pronostique péjoratif. Un taux élevé d’exclusion
de son exon 19 était également associé a un pronostic défavorable. L'impact combiné de
I’expression d’ABCA3 et de I'exclusion de I'exon 19 a permis la mise au point d’un score
pronostique. In silico, I'exclusion de I'exon 19 est prédite comme augmentant les capacités
d’efflux d’ABCA3. In vitro, dans des lignées cellulaires une expression élevée d’ABCA3 et un
taux d’exclusion élevé de I'exon 19 favorise la résistance aux anthracyclines, drogue maitresse
dans le traitement des leucémies aigués myéloides.

Ces résultats ouvrent la voie a une optimisation de la stratification pronostique dans les
leucémies aigués myéloides, a une rationalisation du traitement par gemtuzumab-
ozogamicine et possiblement a un traitement ciblé de la résistance des cellules souches

leucémiques.

Mots-clés : Leucémie aigué myéloide, ABCA3, épissage, pronostic, survie, gemtuzumab-

ozogamicine



TITLE: ABCA3 transporter in Acute Myeloid Leukemia, gene expression
and splicing impact sensitivity to treatment and prognosis.

ABSTRACT

Despite recent progress, acute myeloid leukemia outcomes are dismal in children and adults.
One way of improving survival is through a rationale use of intensive therapy according to
prognostic factors. Alternative splicing is deregulated in cancer cells and thus a potential
source of new biomarkers. By comparing alternative exon usages between adult patients with
different response to treatment, our team identified a prognostic impact ABCA3 and its exon
19. Moreover, ABCA3 is suspected to be partly responsible for the resistance to treatment of
leukemic stem cells, hence its implication in relapse.

In adult patients treated with intensive chemotherapy, ABCA3 expression was not prognostic
but a high exon 19 skipping rate had an adverse impact on survival. However, we
demonstrated that ABCA3 expression in adults was a predictive factor for gemtuzumab-
ozogamicin, patients with a high expression having worsened outcomes. In children, a high
ABCA3 expression was associated with dismal outcomes and a high exon 19 skipping rate also
had a negative impact. We obtained a nice relapse risk stratification with the combination of
ABCA3 expression and exon 19 skipping. In silico, exon 19 skipping could enhance efflux
capabilities of ABCA3. In vitro, cell lines with high ABCA3 expression or high exon 19 skipping
rates were resistant to anthracyclins, a cornerstone drug in acute myeloid leukemia
treatment.

These results pave the way to a better risk stratification of patients at diagnostic, a rationale
use of gemtuzumab-ozogamicin, and possibly offer a way to target intrinsic treatment-

resistance in leukemic stem cells.

Keywords: Acute myeloid leukemia, ABCA3, splicing, prognostic, survival, gemtuzumab-

0zogamicin
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ABREVIATIONS
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Les leucémies aigués sont des néoplasies touchant les précurseurs des leucocytes et pouvant
apparaitre a tout age de la vie. Elles représentent la premiére cause de cancer chez I'enfant
mais seulement 1% des cancers de I'adulte. Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont un
ensemble hétérogéne de néoplasies développées aux dépends de progéniteurs ou de
précurseurs cellulaires engagés dans la lignée myéloide de I’hématopoiése. Les LAM
représentent environ 75 a 80% des leucémies aigués de I'adulte contre 15 a 20% des leucémies
aigués pédiatriques. Bien que les taux de rémission et de survie se soient progressivement
améliorés sur les 30 derniéres années, le défi thérapeutique reste encore énorme dans ces
deux populations, avec une survie globale a 5 ans de I'ordre de 70 a 75% chez I'enfant et de
25 a 35% chez I'adulte. L'amélioration du pronostic de ces maladies est principalement liée a
deux facteurs : 'amélioration des soins de support onco-hématologiques et une meilleure
rationalisation des traitements basée sur des facteurs biologiques théranostiques, d’abord
cytogénétiques puis plus récemment génomiques.

Cependant, il reste encore beaucoup de progrés a faire dans ce domaine de médecine
prédictive et c’est dans ce contexte que ce travail se positionne. En effet, bien que plus
implémentée dans d’autres domaines de la cancérologie, la transcriptomique en est encore a
ses balbutiements dans les LAM. De plus, les apports actuels en clinique de Ia
transcriptomique se résument essentiellement a des identifications de mutations ou de
transcrits de fusion et moins a des niveaux d’expression génique et peu de travaux prennent
en compte la possibilité d’un épissage alternatif propre a la cellule cancéreuse.

Dans le cadre d’une introduction bibliographique, nous ferons dans un premier temps une
synthese des connaissances actuelles dans les leucémies aigués myéloides, en insistant
notamment sur la biologie de cette affection. Nous aborderons ensuite I'intérét d’étudier les
mécanismes d’épissage alternatif en cancérologie et enfin nous développerons les
connaissances actuelles d’un de nos génes d’intérét dans le domaine théranostique des LAM :
ABCA3. Par la suite, nous présenterons les résultats de nos travaux sur I'apport pronostique
de I'étude transcriptomique d’ABCA3 dans les LAM et son lien avec la chimiorésistance. Enfin
nous élargirons le spectre de nos découvertes, en présentant les résultats de travaux

supplémentaires portant sur un autre gene d’intérét : TET2.

-11-



INTRODUCTION



1. Les leucémies aigués myéloides.

1.1. Définitions et épidémiologie.

1.1.1. Définitions.

Les leucémies aigués myéloides (LAM) représentent un groupe hétérogene d’hémopathies
malignes caractérisées par la prolifération de cellules hématopoiétiques de la lignée myéloide
bloquées a un stade précoce de leur maturation. Ces cellules malignes sont communément
appelées « blastes ».

Dans le modéle le plus répandu actuellement, le processus de transformation d’une cellule
hématopoiétique normale en cellule tumorale requiert I'accumulation d’un ou plusieurs
évenement(s) génétique(s) qui conduisent a I'émergence d’un clone cellulaire anormal
possédant un avantage prolifératif par rapport aux cellules médullaires saines. L’acquisition
d’au moins 2 de ces événements a longtemps été considérée comme indispensable a cette
transformation : association d’au moins un événement dans un gene dit de classe | (impliqué
dans la prolifération, tel que FLT3) avec au moins un événement dans un gene dit de classe Il
(responsable d’un blocage de maturation, tel que le transcrit de fusion PML-RARA) (Kelly and
Gilliland 2002). Des études moléculaires récentes ont démontré que le phénoméne de
transformation leucémique est en réalité plus complexe, et 8 groupes d’anomalies génétiques
conductrices (H. Dohner, Weisdorf, and Bloomfield 2015) dans les LAM sont maintenant bien
individualisés, parmi lesquelles figurent les altérations de la mécanique d’épissage (Figure 1).
L'organisation mondiale pour la santé (OMS) a révisé en 2016 (Arber et al. 2016) sa
classification des cancers pour les LAM (Tableaux 1 et 2), avec une prise en compte plus
importante des anomalies moléculaires dans la hiérarchisation. Les LAM y sont définies
comme la présence de « blastes » dans la moelle osseuse, ceux-ci devant représenter plus de
20% de la cellularité médullaire totale, excepté en cas d’identification de certaines anomalies
génétiques récurrentes et spécifiques des LAM : les anomalies chromosomiques de type

t(15;17);PML-RARA, inv(16) ou t(16;16);CBFB-MYH11 et t(8;21);RUNX1-RUNX1T1.

-13-
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Figure 1. Les 8 catégories d’altérations génétiques conductrices de leucémogénése. (figure
extraite de (H. Dohner, Weisdorf, and Bloomfield 2015). De la gauche vers la droite et du haut
vers le bas: activation constitutionnelle de voies de signalisation cellulaire (FLT3, NRAS,
KRAS...), inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (TP53,... ), anomalie de méthylation
de I’ADN (IDH1, IDH2 , TET2, DNMT3A...), activité anormale de facteurs de transcription (WT1,
transcrits de fusion PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11...), anomalie du complexe des
cohésines (STAG2, RAD21...), anomalie de I'organisation de la chromatine (KMT2A, EZH2,
ASXL1...) et anomalie de I'épissage (U2AF1, SF3B1, SRSF2, WT1...). Constituant un groupe a
part, la protéine NPM1 est impliquée dans la régulation de la synthése ribosomale,
I'assemblage des histones, la prolifération cellulaire et la régulation de p53.
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Leucémie aigué myéloide (LAM) et néoplasies associées

LAM avec anomalie génétique récurrente :

- avect(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1

- avecinv(16)(p13.1;G22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

- leucémie aigué promyélocytaire avec transcrit PML-RARA

- avect(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A

- avec t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214

- avecinv(3)(g21.3;426.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2);GATA2, MECOM

- avect(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1

- avec mutation de NPM1

- avec mutation bi-allélique de CEBPA

- Entité provisoire : LAM avec mutation de RUNX1

- Entité provisoire : LAM avec t(9,22)(q34.1;,q11.2);BCR-ABL1
LAM de novo avec dysmyélopoiése : caryotype complexe (= 3 anomalies) ou -7/del(7q),
del(59)/t(5q), i(17q9)/t(17p), -13/del(13q), del(11qg), del(12p)/t(12p), idic(X)(q13),
1(11;16)(g23.3;p13.3), t(3;21)(q26.2;¢22.1), t(1;3)(p36.3;921.2), 1(2;11)(p21;923.3),
1(5;12)(q32;p13.2), t(5;7)(932;911.2), £(5;17)(q32;p13.2), £(5;10)(932;921.2) et £(3;5)(925.3;935.1)
LAM secondaire
LAM, sans autre précision :

- LAM avec différenciation minime (FAB MO0)

- LAM sans maturation (FAB M1)

- LAM avec maturation (FAB M2)

- LAM myélomonocytaire (FAB M4)

- LAM monoblastique/monocytaire (FAB M5)

- LAM érythroide pure (FAB M6)

- LAM mégacaryoblastique (FAB M7)

- LAM a composante basophile

- LA avec myélofibrose

Sarcome granulocytaire

Proliférations myéloides liées au syndrome de Down :
- Reaction leucémoide transitoire
- Leucémie myéloide associée au syndrome de Down (ML-DS)

Néoplasie a cellules dendritiques plasmacytoides blastiques

Leucémie aigué de lignée ambigué

Leucémie aigué indifférenciée

Leucémie aigué de phénotype mixte (MPAL) avec t(9;22)(q34.1;q11.2);BCR-ABL1
MPAL avec t(v;11q23.3);KMT2A réarrangé

MPAL, B/myéloide, sans autre précision

MPAL, T/myéloide, sans autre précision

Tableau 1. Classification OMS 2016 des hémopathies myéloides, restreintes aux leucémies
aigués myéloides. Adapté d’(Arber et al. 2016). LAM (leucémie aigué myéloide), FAB (French-
American-British classification), ML-DS (myeloid leukemia associated with Down syndrome),
MPAL (mixed phenotype acute leukemia).
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Néoplasie myéloide avec prédisposition constitutionnelle sans anomalie préexistante ni
dysfonction d’organe

LAM avec mutation constitutionnelle de CEBPA
Néoplasie myéloide avec mutation constitutionnelle de DDX41

Néoplasie myéloide avec prédisposition constitutionnelle et anomalie plaquettaire
préexistante

Néoplasie myéloide avec mutation constitutionnelle de RUNX1
Néoplasie myéloide avec mutation constitutionnelle d’ANKRD26
Néoplasie myéloide avec mutation constitutionnelle d’ETV6

Néoplasie myéloide avec prédisposition constitutionnelle et autre dysfonction d’organe

Néoplasie myéloide avec mutation constitutionnelle de GATA2

Néoplasie myéloide associée aux syndromes d’insuffisance médullaire constitutionnelle
Néoplasie myéloide associée avec les troubles de la biologie du télomere

Leucémie myélomonocytaire juvénile associée a la neurofibromatose, au syndrome de Noonan ou
syndromes Noonan-like

Néoplasie myéloide associée au syndrome de Down

Tableau 2. Classification OMS 2016 des hémopathies myéloides avec prédisposition
constitutionnelle, adapté d’(Arber et al. 2016). LAM (leucémie aigué myéloide).

1.1.2. Données épidémiologiques.

L’Institut National du Cancer (InCa) a estimé le nombre de cas de LAM en France en 2018 a
3428 (soit 62% de I'ensemble des leucémies), avec un age médian a 69 ans pour les hommes
et 72 ans pour les femmes, soit un taux d’incidence standardisée sur I’age de 4,9 (femmes) a
5,7 (hommes) pour 100 000 habitants (Le Guyader-Peyrou et al. 2019), ce qui est comparable
aux données de la base SEER (Surveillance Epidemiology and End Results) aux Etats-Unis. Ce
taux d’incidence est en légere augmentation depuis les années 1990, avec environ +1% entre
1990 et 2018.

A I'échelle individuelle, l'incidence augmente progressivement avec l|’'age, avec une
accélération notable a partir de 50 ans (Figure 2). Chez I'enfant (de 0 a 14 ans), durant la
période 2004-2008 en France, 16% des leucémies avaient un phénotype myéloide, avec un
taux d’incidence de 6,2 par million d’habitant et par an (incidence standardisée sur I’age, ASR,
de 6,4/10%/an), stable sur les 3 derniéres décennies et un sex-ratio de 1,1 (Lacour et al. 2010).
La majorité (80%) des leucémies pédiatriques sont des leucémies aigués lymphoblastiques

(LAL).
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Taux d’incidence selon la classe d’age en France en 2018 - Leucémies aigués myéloides

—&— Incidence, Homme

A

—4— Incidence, Femme

Taux
20
1

10
1

=

T T T

[20;24] [30;34] [40:44] [50;54] [60;64) [70;74) [80;84] [90;94]

Classe d'age

| Taux d’incidence par classe d’age en France en 2018 - Leucémies aigués myéloides
Age (années) [0;14] [15;19] [20;24] [25;29] [30;34) [35;39] [40;44] [45:49) [50;54] [55;59) [60;64] [65:69] [70;74] [75;79] [80;84] [85;89] [90;94] [95;+]

Homme 09 09 1,1 1.3 1.5 16 21 23 &1 58 84 123 174 240 303 344 336 286
Femme 07 07 08 113, 13 L7 21 26 32 42 58 82 112 154 201 244 261 24,6

Figure 2. Taux d’incidence des LAM selon I'age, adaptée de (Le Guyader-Peyrou et al. 2019).

Chez I'enfant comme chez l'adulte, il est difficile de dégager une cause unique au
développement d’une LAM, mais certains facteurs de risque notables sont bien connus et
favorisent le développement des LAM dites secondaires. Un traitement antérieur par
radiothérapie et/ou chimiothérapie, notamment par agents alkylants ou inhibiteurs de
topoisomérase Il, entraine un surrisque de développer une hémopathie maligne : on parle
alors de LAM liée aux traitements (Belitsky et al. 2020). Une maladie médullaire chronique,
telle qu’un syndrome myélodysplasique ou myéloprolifératif, peut également évoluer vers
une LAM, le risque étant différent en fonction de la maladie, des anomalies génétiques sous-
jacentes et du pourcentage de blastes (Tefferi and Vardiman 2009). De méme, certaines
mutations génétiques constitutionnelles (résumées dans le Tableau 3) prédisposent aux
hémopathies malignes. Des mutations somatiques prédisposant aux hémopathies myéloides
peuvent étre acquises au cours de la vie sur une certaine proportion de cellules médullaires,
phénoméne dit d’hématopoiese clonale de signification indéterminée (CHIP, clonal
hematopoiesis of indeterminate significance) si la fréquence allélique (VAF, variant allele
frequency) de cette mutation est supérieure ou égale a 2% (Steensma 2018), en I'absence de
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cytopénies ou d’une hémopathie. Le risque de transformation est estimé entre 0,5 et 1% par

an.

Anomalies chromosomiques Trisomie 21 (syndrome de Down)

Maladie de Fanconi
Syndromes d’instabilité chromosomique Dyskératose congénitale
Syndrome de Bloom

Neurofibromatose de type 1

Syndromes de Noonan et Noonan-like
Syndrome de Kostmann

Syndrome de Schwachman-Diamond

Syndrome de Bloom

Anémie de Blackfan-Diamond
Ataxie-télangiectasie

Amégacaryocytose congénitale

Syndrome de mutation constitutionnelle de CBL
Syndrome de Li-Fraumeni

Syndrome ataxie-pancytopénie (SAMDIL) et
syndrome MIRAGE (SAMDS9)

Thrombopathie familiale avec prédisposition aux
LAM (mutations constitutionnelles de RUNX1)
Mutations constitutionnelles de GATA2
Mutations constitutionnelles de CEBPA
Mutations constitutionnelles de ETV6
Mutations constitutionnelles de DDX41
Mutations constitutionnelles de ANKRD26

Syndromes d’anomalies de croissance et de
survie cellulaire

Hémoglobinurie paroxystique nocturne
Amégacaryocytose acquise

Aplasie médullaire acquise

Monosomie 7 acquise

Syndromes acquis

Tableau 3. Syndromes de prédisposition génétique aux hémopathies myéloides, d’apres
(West, Godley, and Churpek 2014).

Les facteurs de risque ci-dessus ne concernent qu’environ 10% des patients pédiatriques
atteints de LAM, beaucoup moins chez I'adulte (Klco and Mullighan 2021). Pour les autres, le
développement de la maladie est un processus multifactoriel, associant des facteurs de
susceptibilité génétique et des facteurs environnementaux, dans un contexte d’échappement
tumoral au systeme immunitaire. Les différents facteurs de faible risque relatif connus de ces

LAM de novo sont présentés dans le Tableau 4.
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Facteur

Données

Références

Liés a I’hote

Susceptibilité génétique

Certains polymorphismes des genes ARIB5B et IKZF1 identifiés dans les LAL seraient associés a la LAM
(ARI5B a risque, IKZF1 protecteur)

(Jérémie Rudant, Orsi,
et al. 2015; J Rudant et
al. 2013)

Infections précoces

1 a 3 infections dans la premiére année de vie, OR =0,4 [0,2 - 0,9]
Contact régulier avec des animaux d’élevage, OR = 0,4 [0,2 — 1,0]

(Jérémie Rudant et al.
2010; Jérémie Rudant,
Lightfoot, et al. 2015)

Allaitement maternel

Si durée d’au moins 6 mois : OR = 0.8 [0.7-0.9] pour toute leucémie, idem pour les LAL mais pas
d’impact détecté pour les LAM (manque de puissance ?)

(Amitay and Keinan-
Boker 2015)

Surpoids/Obésité

OR=1,2[1.1-1.4]

(Finn et al. 2015)

Liés a la gestation

Fertilité parentale

Absence d’impact : de I'infertilité, du recours a la procréation médicalement assistée ou a I'lVG, de la
contraception durant grossesse, de la mortinatalité, de la supplémentation en folates

Antécédents de fausse-couche spontanée : OR=1,8 [1,1 —2,8]

(Ajrouche et al. 2014)

Vitamines et acide folique

Pas d’impact des vitamines prénatales
Acide folique pendant la grossesse : OR =0,5 [0,3 - 0,9]

(Metayer et al. 2014)

Naissance par césarienne

Aucun impact, quelle qu’en soit I'indication

(Marcotte et al. 2016)

Consommation d’alcool
pendant la grossesse

Maternelle : OR = 1,6 [1,2 — 2,2] pour consommation maximale de 2 verres/semaine, OR=2,4 [1,6 —
3,5] pour consommation supérieure a 2 verres/semaine, plutét pour le vin

Paternelle : pas d'impact

(Karalexi et al. 2017)

Environnementaux

Tabac

Aucun impact du tabagisme maternel, excepté dans la population hispanique : OR =2,1[1,2 - 3,6]
Impact négatif du tabagisme paternel pendant : la période prénatale (OR=1,2[1,1-1,4]), la
grossesse (OR =1,2 [1,1 —1,5]), et aprés la naissance (OR =1,3 [1,1 —1,5])

(Metayer et al. 2016)

Aucun impact du tabagisme maternel

Impact négatif du tabagisme paternel avant la conception (OR = 1,5 [1,0 — 2,3]) et durant la grossesse
(OR=1,7[1,1-2,5]), surtout si consommation supérieure a 15 cigarettes/j (respectivement OR = 1,9
[1,1-3,2]etOR=2,0[1,2-3,4])

(Orsi et al. 2015)

Au-dela d’un paquet par jour chez des fumeurs non sevrés OR = 1,4 [1,2 — 1,6], et sevrés OR = 1,25
[1,15 - 1,4]

(Fircanis et al. 2014)
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Consommation de thé ou
café

Pas d’impact de la consommation paternelle ou maternelle durant la grossesse

(Orsi et al. 2015)

Exposition domestique dans les 3 mois précédant la conception (OR = 1,5 [1,0 — 2,2]) et durant la
grossesse (OR =1,6[1,2 —2,0]) ; pas d’impact aprés la naissance

(Bailey et al. 2015)

Pesticides Bailev, Fritschi
Exposition professionnelle maternelle en période prénatale : OR = 1,9 [1,2 — 3,2] ; pas d'impact de (Bailey, f' sent,
I’exposition professionnelle paternelle Infante-Rivard, et al.
p p p 2014)
Benzéne Exposition professionnelle élevée : OR =5,6 [1,6 — 19.7] (Linet et al. 2019)

Peintures domestiques

Pas d’impact de |’exposition paternelle ou maternelle durant la grossesse

(Bailey, Fritschi,
Metayer, et al. 2014)

Trafic routier

Trafic routier intense a moins de 150m de la résidence : OR=1,2 [1,0 - 1,4]
Concentration en benzéne supérieure a 1.3 pug/m3: OR=1,6 [1,0 - 2,4]

(Houot et al. 2015)

Stations-services et
garages automobiles

Pour toute leucémie pédiatrique, impact négatif de : la proximité d’une station-service (OR =1,9 [1,2
—3,0]) et de la proximité de station-service+garage automobile : OR = 1,6 [1,2 — 2,2], surtout si
exposition intra-utérine (OR = 6,1 [1,9 -20])

(Brosselin et al. 2009)

Radiations ionisantes

Irradiation diagnostique de la moelle osseuse hématopoiétique par tomodensitométrie : ERR = 0,04
[0,005 - 0,12], p=0,01 pour toute leucémie (n=74) mais ERR = 0,02 [-0,04 — 0,16], p=0,26 pour LAM
(n=18) ; effet significatif a partir de 50 mGy de dose cumulée

(Pearce et al. 2012)

Aucun impact de la radioactivité naturelle au radon ou aux rayonnements gamma

(Demoury et al. 2017)

Centrales nucléaires : OR = 1,9 [1,0 — 3,3] si située a moins de 5 km pour tout age, mais pas de
corrélation avec le niveau de radioactivité mesurée dans I'air

(Claire Sermage-Faure
et al. 2012)

Ondes électromagnétiques

Lignes a hautes tensions : OR = 1,7 [0,9 — 3,6] si résidence a moins de 50 m d’une ligne aérienne a tres
haute tension (225 a 400 kV), surtout chez les 0-4 ans (OR =2,6 [1,0 — 6,9])

(C. Sermage-Faure et
al. 2013)

relatif).
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relatif), IC95 (intervalle de confiance a 95%), LAL (leucémie aigué lymphoblastique), LAM (leucémie aigué myéloide), OR (odds-ratio), RR (risque




1.2. Prise en charge diagnostique.

Les LAM peuvent se révéler cliniquement de diverses maniéres. Le plus fréquemment, elles
sont suspectées devant l'association d’un syndrome d’insuffisance médullaire (anémie,
thrombopénie et leucopénie) et d’un syndrome tumoral (hépatomégalie, splénomégalie,
adénopathies). Certaines localisations tumorales sont assez typiques des LAM, notamment
I’hypertrophie gingivale et les atteintes tissulaires (appelées chloromes), de localisation le plus
souvent neuro-méningée, osseuse et cutanée (que I'on dénomme alors leucémides). Parfois,
ces leucémies se révelent d’emblée par leurs complications métaboliques : hémorragie
profonde avec ou sans coagulopathie, syndrome de lyse tumorale ou leucostase. Devant de
telles anomalies cliniques et/ou biologiques, la réalisation en urgence d’un hémogramme
s'impose et oriente fortement le diagnostic : mise en évidence de cytopénies, éventuellement
signes de dysmyélopoiéese ou blastose circulante. Une blastose sanguine circulante peut étre
présente mais ne refléte pas le degré d’envahissement médullaire.

Les dernieres recommandations internationales de prise en charge diagnostique des LAM
pédiatriques datent de 2012 (Creutzig et al. 2012) mais des recommandations plus récentes
ont été émises pour les patients adultes par I'European LeukemiaNet (ELN) (H. Déhner et al.
2017) et devrait bientot étre actualisées au vu des progres récents (Estey 2020). Une mise a
jour pédiatrique sera prochainement disponible.

Une fois le diagnostic de LAM suspecté, la réalisation rapide d’une analyse de la moelle
osseuse, recueilli lors d’un myélogramme, est indispensable en vue de la réalisation
d’examens : cytologiques, cytochimiques, immunophénotypiques (appartenance de lignée,
recherche d’'un immunophénotype aberrant associé a la leucémie ou LAIP, leukemia-aberrant
immunophenotype), cytogénétiques (caryotype métaphasique, fluorescence in situ par
hybridation (FISH) interphasique) et moléculaires (recherche de transcrits de fusion, de
mutations, de surexpressions géniques...). Par ailleurs, il est utile de prélever un excédent de
sang médullaire en vue d’analyses ancillaires, a des fins de recherche comme de diagnostic.
En cas d’aspiration pauvre ou de suspicion de syndrome myélodysplasique, la réalisation d’une
biopsie ostéo-médullaire est recommandée. En cas de contre-indication a la réalisation
immédiate d’un myélogramme, ces analyses peuvent étre réalisées via un préléevement

sanguin veineux (la rentabilité étant d’autant meilleure que la blastose circulante est
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importante). Les cellules, ADN et ARN extraits de ces prélévements doivent étre si possible
conservés, avec accord du patient, au sein de bio-banques centralisées afin de faciliter la

recherche sur ces maladies rares.

Le bilan d’extension de la maladie est essentiellement clinique : examens neurologique et
dermatologique complets, état des lieux des atteintes tumorales et recherche de
complications hémorragiques ou métaboliques (syndrome de lyse tumorale, coagulopathie,
leucostase). Contrairement aux patients adultes, la recherche d’une atteinte neuro-méningée
par analyse du liquide cérébro-spinal est systématique chez I’enfant et est réalisée le plus tot
possible. Elle peut cependant étre décalée de quelques jours en cas de contre-indication a la
ponction lombaire, notamment en raison de troubles de I’hémostase ou d’une
hyperleucocytose majeure. Elle doit néanmoins étre effectuée dans la premiere semaine de
traitement, excepté pour les leucémies aigués promyélocytaires. En cas d’atteinte
neurologique clinique, une imagerie cérébrale, préférablement par résonance magnétique,
est indispensable pour distinguer des manifestations hémorragiques de localisations

tumorales.

Il conviendra bien entendu de réaliser également tous les autres examens nécessaires au bilan
pré-thérapeutiqgue du patient: évaluation des fonctions hépatique et rénale,
échocardiographie, électrocardiogramme, groupages sanguins érythrocytaires, sérologies
pré-transfusionnelles et typage HLA en vue d’une éventuelle transplantation de cellules

souches hématopoiétiques (TCSH) allogénique.
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1.3. Caractéristiques biologiques.

1.3.1. Caractéristiques cytogénétiques.

Les premieres anomalies moléculaires mises en évidence dans les LAM 'ont été par analyse
du caryotype leucémique, et plus récemment par FISH. Elles regroupent des translocations,
parfois a l'origine de transcrits de fusion oncogeénes, et des gains ou pertes de portion de
chromosome ou de chromosomes entiers. Les principales anomalies connues sont rapportées
dans le Tableau 5 avec leurs implications pronostiques.

La répartition de ces anomalies cytogénétiques varie tres nettement selon I’age (Bullinger and
Konstanze 2017). La fréquence des leucémies aigués promyélocytaires est sensiblement
identique quel que soit I‘age, hormis chez les nourrissons et les adultes de plus de 60 ans ou
elles sont plus rares. Des anomalies cytogénétiques sont plus fréqguemment identifiées chez
I’enfant que chez I'adulte (environ 75% contre 55%). Les remaniements de type CBF (core-
binding factor, c’est-a-dire avec t(8;21) et inv(16) ou t(16;16)) sont plus fréquents chez I'enfant
(20-22% contre 13% chez I'adulte), tout comme les remaniements de KMT2A. Les partenaires
des fusions impliquant KMT2A, multiples, varient également quelque peu en fonction de I'age
(J Rudant et al. 2013).

Une étude allemande récente (Creutzig et al. 2016) a compilé les données cytogénétiques de
5564 patients, adultes (n=4372) et pédiatriques (n=1192), traités pour une LAM entre 1998 et
2012. Les auteurs ont mis en évidence des différences importantes de répartition des
principales anomalies moléculaires entre les nourrissons (< 2 ans), les enfants (2 - 12 ans), les
adolescents - jeunes adultes (12 - 40 ans), et les adultes (> 40 ans). Ces données sont résumées

dans la Figure 3.
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t(15;17)(q22;921); PML-RARA et autres transcrits impliquant RARA
- t(11;17)(q23;q912); ZBTB16-RARA
- t(11;17)(q13;912); NUMA1-RARA
- (5;17)(935;912); NPM1-RARA
- transcrit STAT5B-RARA (cryptique)

- Définit I'entité de leucémie aigué promyélocytaire

- Programme transcriptionnel spécifique dépendant de
RARA

- Actuellement de bon pronostic pour les transcrits PML-
RARA avec une thérapie ciblée différenciante (acide all-
trans rétinoique, ATRA, et trioxyde d’arsenic, ATO)

t(8;21)(q22;22.1); RUNX1-RUNX1T1

- LAM de type CBF (core-binding factor)
- Associé a un bon pronostic excepté en présence de
mutations de KIT (25%)

inv(16)(p13.1;q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

- LAM de type CBF (core-binding factor)
- Associé a un bon pronostic

Réarrangements impliquant KMT2A :
- t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3
- t(6;11)(927;923.3); KMT2A-MLLT4
- t(11;19) (q23.3;p13.3); KMT2A-MLLT1
- t(11;19) (923.3;p13.1); KMT2A-ELL
- t(10;11)(p12;q23.3); KMT2A-MLLT10

Associés a un mauvais pronostic (pronostic
intermédiaire pour la t(9;11); KMT2A-MLLT3)
Dérégulation de MECOM

Souvent retrouvés dans les LAM secondaires aux
traitements

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

- Associé a un mauvais pronostic

inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM

- Associé a -7 ou caryotype complexe, mauvais pronostic

t(9;22)(q34;q11); BCR-ABL1

- De mauvais pronostic mais nettement amélioré avec
un traitement par inhibiteur de tyrosine kinase ciblant
ABL

t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1

- Spécifique aux LAM a différenciation
mégacaryoblastique

Caryotype complexe, -5/5q—, =7/7q—, -17/17p—, -12/12p—

- Souvent associé a des mutations de TP53, de mauvais
pronostic

Anomalies rares :

- t(1;3)(p36.32;q21); PRDM16-RPN1

Age médian 65 ans, association avec 5g- (25%) et -7/79-
(12%), mauvais pronostic

- t(2;3)(p21;926.2); THADA-MECOM

Age médian 43 ans, association avec -7 (50%), mauvais
pronostic

- (3;5)(925.1;035.1); NPM1-MLF1

Age médian 45 ans, association avec +8 (30%), mauvais
pronostic

- 1(3;21)(g26.2;922); RUNX1-MECOM

Age médian 53 ans, association avec -7 (40%), mauvais
pronostic

- t(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP

Age médian 50 ans, érythrophagocytose, association
avec caryotype complexe, mauvais pronostic

- t(10;11)(p12.3;q14.2); PICALM-MLLT10

Age médian 45 ans, association avec caryotypes
complexes (25%), mauvais pronostic

- inv(16)(p13.3q24.3); CBFA2T3-GLIS2

Enfants jeunes (< 3 ans), rare (2-2.5%), mauvais pronostic
(J. L. Smith et al. 2020)

- 1(10;17)(p15;921); ZMYND11-MBDT1

Rare, associé a un phénomene de « cannibalisme des
blastes » (Plesa and Sujobert 2019)

- réarrangements de ETV6 (12p13)

Age variable, multiples partenaires (MN1, PDGFRA...),
association avec caryotypes complexes, mauvais
pronostic

- réarrangements de NUP98 (11p15.5)

Rare, patients jeunes ou LAM secondaires, multiples
partenaires (NSD1, TOP1, KDM5A, HOXA9...), mauvais
pronostic (Struski et al. 2017)

Tableau 5. Principales anomalies cytogénétiques identifiées dans les LAM, adapté de

(Bullinger and Konstanze 2017).
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Figure 3. Evolution de la proportion des principales anomalies cytogénétiques dans les LAM
en fonction de I’age, adapté de (Creutzig et al. 2016). LAM (leucémie aigué myéloide).



1.3.2. Caractéristiqgues génomiques.

Le génome des LAM est le plus souvent stable, avec peu de variation de nombre de copies,
excepté dans les formes a caryotype complexe (The Cancer Genome Atlas Research Network
2013) ou les formes secondaires.

Sur le plan mutationnel, les LAM de novo restent des néoplasies avec un nombre restreint de
mutations conductrices (Figure 4A) et une faible charge mutationnelle (Martincorena and
Campbell 2015), excepté dans le sous-groupe de patients présentant des altérations de TP53
(Ricker et al. 2012). De nombreuses mutations récurrentes ont été identifiées dans les LAM
et leurs implications pronostiques sont de mieux en mieux décryptées. Les principales
mutations récurrentes des LAM sont rapportées en Annexe 1.

Les techniques de séquencage a haut débit ont identifié une architecture génomique
complexe (The Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Certaines mutations sont
initiatrices de leucémogénése (NPM1, CEPBA, et RUNX1) et sont mutuellement exclusives des
transcrits de fusion. Des mutations affectant une méme famille de génes (cohésines, épissage,
méthylation de I’ADN...) sont également mutuellement exclusives. La fréquence des mutations
dans les LAM de I'adulte varie également en fonction de I’dge (Figure 4B), avec les mutations
récurrentes de la CHIP (DNMT3A, ASXL1, TET2...) plus fréquentes chez les patients agés
(Bullinger and Konstanze 2017). La co-occurrence de transcrits de fusion et de mutations
ponctuelles chez I'adulte est rapportée en Figure 4C sur 200 échantillons de LAM (The Cancer
Genome Atlas Research Network 2013).

Enfin, la LAM est un cancer d’architecture souvent polyclonale, avec plusieurs sous-clones
issus du clone dominant portant I'anomalie leucémogeéne initiale (Bullinger and Konstanze
2017). Chez I'adulte, des mutations de facteurs régulateurs épigénétiques (DNMT3A, TET2,
ASXL1..) sont souvent de nature pré-leucémique, et favorisent I'émergence d’autres
événements inducteurs de leucémie (Eriksson and Lennartsson 2015) avec par la suite une

évolution possiblement clonale.
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La plupart des mutations identifiées chez I’adulte ont été retrouvées chez I’enfant mais en des
proportions différentes (Figure 5A) avec par exemple de rares mutations de TET2, DNMT3A et
TP53 et de plus fréquentes mutations sur WT1, NRAS et KRAS ainsi que des événements
spécifiques sur FLT3 (Bolouri et al. 2018; Marceau-Renaut et al. 2018; C. Michel Zwaan et al.
2015). Certaines altérations présentent une variation linéaire en fonction de I'dge du patient
(Figure 5B). A I’échelle populationnelle, on retrouve une leucémogénese plus souvent induite
par des transcrits de fusion chez I'enfant tandis que les LAM de I'adulte résultent plus souvent
d’une accumulation de mutations conductrices. Les co-occurrences d’événements
génomiques sont similaires a ce qui est observé chez I'adulte (Figures 5C et D) mais certains
événements sont spécifiques de la pédiatrie, comme les délétions de ZEB2 et MBNL1 (Bolouri

et al. 2018).
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1.3.3. Caractéristiques épigénétigues.

De nombreux facteurs de régulation épigénétique sont altérés dans les LAM. Les études a haut
débit ont essentiellement porté sur le méthylome, qui est nettement altéré par rapport aux
cellules hématopoiétiques normales (The Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Aux
extrémes du spectre, on retrouve des profils trés hyperméthylés associés aux mutations
d’IDH1/2 et des profils trés hypométhylés associés aux mutations de DNMT3A et aux
réarrangements impliquant KMT2A. Des analyses de hiérarchisation permettent de séparer
des signatures de méthylation propres a certaines anomalies génomiques récurrentes.

Dans les LAM pédiatriques, un sous-groupe émerge, basé sur une hyperméthylation
extensives de promoteurs de genes, et fortement associé aux mutations de WT1 (Bolouri et
al. 2018). L'accessibilité a la chromatine a été étudié dans certains sous-types de LAM, et celle-
ci est nettement modifiée par les altérations leucémogenes des modificateurs des histones,
comme KMT2A (Milan et al. 2020), ou de I'architecture tridimensionnelle du génome, comme
STAG2 (J. S. Smith et al. 2020). L'impact théranostique de ces profils épigénétiques n’est pas

encore bien défini.

1.3.4. Caractéristiques transcriptomiques.

Des analyses d’expression génique a haut débit sont également capable de hiérarchiser les
LAM, et correlent avec certaines anomalies génomiques ou certains sous-groupes de la
classification morphologie FAB (The Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Des
informations similaires sont obtenues par I’étude des microARNs (The Cancer Genome Atlas
Research Network 2013; Bolouri et al. 2018) et certains pourraient servir de biomarqueurs
théranostiques tels que let-7b, miR-10a et miR-330 (The Cancer Genome Atlas Research
Network 2013; Bolouri et al. 2018). Certaines équipes ont proposé des signatures d’expression
de genes avec une implication théranostique, telle que la LSC17 (Ng et al. 2016) et le NEST (Liu
Yang et al. 2021) pour les LAM adultes de caryotype normal.

A I'heure actuelle, peu d’équipe ont étudié I'épissage alternatif a haut débit dans les LAM
(Rivera et al. 2021; Mohamed et al. 2015) mais ont mis en évidence des patrons d’épissage
tres altérés notamment dans les voies cellulaires impliquées dans la leucémogénese.
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1.3.5. LAM et microenvironnement.

L'étude des cellules souches hématopoiétiques a révélé que celles-ci, chez I'adulte, se
localisent dans la moelle osseuse au sein de niches spécialisées. Une revue récente résume les
connaissances actuelles dans ce domaine (Frobel et al. 2021). Schématiquement, les CSH sont
contenues dans 2 niches, la niche endostéale, ou les cellules sont plutét de nature quiescente,
et la niche vasculaire, ou les cellules sont plus actives et en division. Ces cellules interagissent
avec les autres types cellulaires présents (cellules endothéliales, ostéoblastes, ostéoclastes,
cellules souches mésenchymateuses (CSMs), adipocytes, chondrocytes, fibroblastes et
myocytes) dans un dialogue complexe. Les cellules souches leucémiques (CSLs) sont capables
de mettre a profit ce dialogue moléculaire a leur avantage, remodelant le
microenvironnement en un compartiment qui leur est favorable et qui devient délétére a
I’'hématopoiese normale. Une étude récente a mise en évidence les profondes modifications
transcriptomiques et phénotypiques des CSMs de moelle leucémique, en comparaison avec
des cellules de moelle saine (L. Zhang et al. 2021), notamment un effet d’augmentation de
survie des blastes dépendant de la voie JAK-Stat. Elles peuvent également induire un
microenvironnement qui favorise leur échappement immunitaire, qui a récemment été
montrée comme prédictif de la survie des patients (Fu et al. 2021). Les voies de signalisation
impliquées dans ce dialogue ont été initialement étudiées dans la LMC puis la LAM, les
principales étant : Wnt/B-caténine, Hedgehog, Notch, JAK/Stat et BMP. Toutes les interactions
ne sont pas encore décryptées mais des molécules ciblant ce micro-environnement amorcent
leur phase de développement clinique, comme les inhibiteurs de Notch1.

Par ailleurs, il a été suggéré qu’un microenvironnement médullaire pathologique pourrait
également favoriser un processus de leucémogénese, sans nécessité d’événement génomique

initiateur (Kode et al. 2014).
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1.4. Traitement actuel des LAM.

Avant 1970, le traitement des LAM reposait essentiellement sur des monothérapies, avec des
taux de réponse modérés (20 a 30% pour la cytarabine, 40 a 50% pour la daunorubicine), ou
des protocoles inspirés de ceux des leucémies aigués lymphoblastiques, mais avec de faibles
survies globales (<10%). A partir des années 1970, le traitement des LAM s’est
progressivement intensifié, avec I'apparition de polychimiothérapies en cures séquentielles
d’induction-consolidation, 'utilisation de la prophylaxie neuro-méningée et I'’essor de la TCSH.
Les survies des patients se sont dés lors considérablement améliorées et ce dans tous les pays
investigateurs (Ceraulo 2018). Les principales évolutions dans le traitement des LAM de
I’enfant ont suivi celles expérimentées chez I'adulte. A I’heure actuelle, le traitement des LAM
non-promyélocytaires repose sur une a deux cures de chimiothérapie intensive, pour les
patients capables de les supporter, couplant au minimum une anthracycline et de la
cytarabine, afin d’obtenir une rémission compléte. La consolidation de cette rémission
compléte est basée soit sur la chimiothérapie séquentielle, soit sur une TCSH. Le choix du
régime de consolidation repose sur une stratification effectuée au diagnostic du risque de
rechute basée sur des biomarqueurs (Tableau 6) et sur le suivi de la réponse au traitement.
L’objectif de cette stratification est double : limiter la toxicité du traitement recu (notamment
éviter une TCSH) aux patients avec un pronostic « favorable », ou « standard », et intensifier
le traitement de ceux possédant au moins un facteur de mauvais pronostic. Cette stratification
varie en fonction des groupes investigateurs et est en perpétuel renouvellement. Pour les
patients adultes ne pouvant supporter ce type de régime, car trop agés ou avec trop de
comorbidités, des traitements allégés permettent néanmoins une prolongation significative
de la survie. Les agents hypométhylants (azacitdine, décitabine) sont centraux dans cette prise

en charge, récemment rejoints par le vénétoclax (Estey 2020).

Les LAM promyélocytaires font I'objet de recommandations thérapeutiques a part depuis
I'introduction d’agents différenciant (acide all-trans rétinoique, ATRA, et trioxyde d’arsenic,
ATO) qui ont révolutionné le pronostic de cette forme de LAM et sont désormais recommandé

des la, premiére ligne thérapeutique (Sanz et al. 2019).
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LAM pédiatriques (Creutzig et al.
2012)

LAM de I’adulte (H. Déhner et al.
2017)

Risque standard

* £(8;21)(q22;022.1); RUNX1-RUNX1T1

e inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

e t(1;11)(q21;023); KMT2A-
MLLT11(AF1Q)

e caryotype normal et mutation de
NPM1

e caryotype normal et mutation bi-
allélique de CEBPA

e 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

¢ inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11

e mutation bi-allélique de CEBPA

e mutation de NPM1 sans FLT3-ITD ou
avec FLT3-ITD"¥ (<0.5)

Risque
intermédiaire

e caryotype normal isolé

e toute autre anomalie caractérisée ni
comme risque standard ou ni comme
risque élevé

o t(8;16)(p11;p13); KAT6A-CREBBP

e caryotype normal isolé

e mutation de NPM1 avec FLT3-ITD"e"
(20.5)

e NPM1 sauvage sans FLT3-ITD ou avec
FLT3-ITD'%(<0.5)

e £(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3

e toute autre anomalie caractérisée ni
comme risque standard ou ni comme
risque élevé

Risque élevé

e-7,-5,del(5q), del(12p)

¢inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2);

GATA2-MECOM
einv(16)(p13.3924.3); CBFA2T3-GLIS2
t(4;11)(q21;q23); KMT2A-MLLT2(AF4)
t(6;11)(q27;q23); KMT2A-MLLT4(AF6)
ot(10;11)(p12;923); KMT2A-

MLLT10(AF10)
t(10;11)(p11.2;023); ABI1-KMT2A
ot(7;12)(g36;p13),; ETV6-HLXB9
*t(6;9)(p23;34); DEK-NUP214
ot(5;11)(g35;p15.5); NUP98-NSD1
t(11;15)(p15;035); NUP98-JARID1A
t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
e Caryotype complexe’

e Présence d’une mutation FLT3-ITD

(ratio muté/sauvage > 0.4)

o t(6;9)(p23;34); DEK-NUP214

o t(v;11923.3); KMT2A réarrangé

e t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

o t(8;16)(p11;p13); KAT6A-CREBBP

¢ inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2);
GATA2-MECOM

¢ -5 ou del(5q)

e-7;-17/abn(17p)

e caryotype complexe’

e caryotype monosomal*

e NPM1 sauvage avec FLT3-ITD"®" (>0.5)

e Mutation de RUNX1*

e Mutation de ASXL1*

e Mutation de TP53

Tableau 6. Exemples de stratifications pronostiques validées dans les LAM pédiatriques en
2018 (Creutzig et al. 2012) et dans les LAM de I’adulte en 2017 (H. Dohner et al. 2017).

Leucémie aigué myéloide (LAM), core-binding factor (CBF).

" >3 anomalies en I'absence d’anomalie récurrente identifiées dans la classification OMS :
t(8;21), inv(16) ou t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;923.3), t(6;9), inv(3) ou t(3;3); t(9 ;21))
*présence d’une seule monosomie (sauf perte de I’X ou de I'Y) associée a > 1 monosomie ou
anomalie de structure du chromosome (a I’exclusion des LAM CBF)

* en I'absence d’anomalie de risque standard
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Bien que notée comme pronostique dans certaines études anciennes (Creutzig et al. 2004;
Inaba et al. 2008), la leucocytose au diagnostic a un impact discuté en termes de survie et
n’est plus implémentée dans les stratifications thérapeutiques actuelles. Certains protocoles
récents ont cependant retrouvé un impact négatif de I’"hyperleucocytose au diagnostic sur la
survie globale (Marceau-Renaut et al. 2018). En cas de valeurs tres élevées (> 100 G/L), la
survie globale est impactée par les déces précoces induits par les complications de la
leucostase. Cependant, ni la chimiothérapie a faible dose (cytarabine ou hydroxyurée) ni la
leucaphérese nont démontré de nette réduction de la mortalité précoce dans cette indication
(Oberoi et al. 2014). La place de la dexaméthasone (Bertoli et al. 2018) et du
cyclophosphamide a hautes doses (J. Zhao et al. 2021) restent a définir dans cette indication.
Longtemps considéré comme un facteur de mauvais pronostique, I'envahissement neuro-
méningé (statut CNS, central nervous system) n’a plus d’impact sur le pronostic en terme de
survie globale ou sans rechute avec la chimiothérapie intrathécale triple (Creutzig et al. 2017;
Felix et al. 2018). Dans les essais cliniques ou ces patients ne bénéficiaient que d’une
chimiothérapie intrathécale par cytarabine seule, I'envahissement neuro-méningé était
associé a un taux de rechute et a une survie sans maladie moins élevés mais sans
retentissement sur la survie globale (Johnston et al. 2017). La présence d’un envahissement
neuro-méningé au diagnostic est significativement associée a un jeune age, a une
hyperleucocytose, a des morphotypes FAB M4-M5 et a I'inv(16) (Johnston et al. 2017; Creutzig
et al. 2017; Felix et al. 2018). Les patients CNS+ au diagnostic gardent cependant une
probabilité plus élevée de rechute neuro-méningée que les patients CNS- (Felix et al. 2018).

La cytogénétique classique fournit encore de nouveaux facteurs pronostiques dans les LAM.
Les réarrangements de NUP98, avec 31 partenaires décrits actuellement (NSD1 étant le
principal dans les LAM), représentent un sous-groupe d’hémopathie maligne récemment
individualisé (Gough, Slape, and Aplan 2011). En pédiatrie, ces réarrangements sont de
mauvais pronostic car associés a des taux élevés d’échec d’induction et de rechute (Struski et
al. 2017). La translocation t(8;16)(p11;p13); KAT6A-CREBBP (Haferlach et al. 2009) a été
suggérée comme étant de mauvais pronostic mais des cas de rémissions spontanées ont été
rapportés chez des nourrissons (Coenen et al. 2013). Certaines anomalies ne sont identifiées
qgue chez I'enfant et leur impact pronostique n’a été que récemment clarifié. Dans les LAM

mégacaryoblastiques, la translocation t(11;15)(p15;935); NUP98-JARID1A (De Rooij et al.
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2013) et le réarrangement inv(16)(p13.3;924.3); CBFA2T3-GLIS2 (Masetti et al. 2013) ont ainsi
été identifiés comme des facteurs de mauvais pronostic. Dans les LAM du nourrisson, la
translocation t(7:12)(g36;p13); MNX1-ETV6 a été également associée avec des rechutes plus
fréquentes mais apparemment curables par allogreffe (von Bergh et al. 2006; Espersen et al.
2018). La rare délétion 12p est quant a elle associée a un mauvais pronostic dans les LAM
pédiatriques (Von Neuhoff et al. 2010).

La cytométrie en flux multiparamétrique reste également utile a la stratification au diagnostic,
avec l'identification de certains marqueurs associés a des pronostics défavorables : forte
expression du CD56 (Raspadori et al. 2001), notamment en association avec une expression
faible ou absente du CD45 et du CD38, absence d’expression d’HLA-DR (Brodersen et al. 2016),
et proportion de cellules immatures CD34+/CD38- > 1% au diagnostic (Plesa et al. 2017).

Les progrés du séquencage a haut débit ont nettement amélioré la stratification pronostique,
avec identification de nouvelles mutations pronostiques. Dans les LAM de type CBF, les
mutations de I’exon 8 de KIT et la mutation D816V (exon 17) sont associées a un mauvais
pronostic chez I'adulte (Boissel et al. 2006; Paschka et al. 2006; Cairoli et al. 2006). Les
mutations de PHF6, ASXL1, KMT2A-PTD (Patel et al. 2012), RUNX1 (Verena |. Gaidzik et al.
2011; Greif, Konstandin, et al. 2012; V. I. Gaidzik et al. 2016) et IDH1/2 (Paschka et al. 2010;
Marcucci et al. 2010) ont également été identifiées comme des facteurs pronostiques. Les
proportions respectives de ces mutations sont trés différentes chez I'enfant mais I'impact
négatif de certaines est rapporté dans les LAM pédiatriques, par exemple : mutations de
RUNX1 et de PHF6 (Marceau-Renaut et al. 2018), mutations de I'exon 17 mais pas de |'exon 8
de KIT (Tarlock et al. 2017).

La réponse au traitement initial reste sans doute le plus puissant des facteurs pronostiques.
Sa mesure a évolué au fil des protocoles : initialement basée sur la réponse cytologique (de
maniére consensuelle < 5% de blastes identifiés sur un myélogramme réalisé en reconstitution
hématologique), elle inclut désormais I'évolution de la décroissance du clone leucémique
mesurée par cytométrie en flux ou par suivi moléculaire, ce que I'on appelle communément
la maladie résiduelle minimale (MRD, minimal residual disease) (Estey 2020).

A I'heure actuelle, il est recommandé d’évaluer la réponse cytologique aprées 1 et 2 cures

d’induction et de suivre la maladie résiduelle aprés obtention d’'une rémission compléte par
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cytométrie en flux (suivi du phénotype aberrant associé a la leucémie, LAIP) (Lacombe et al.
2017) et si possible par biologie moléculaire (PCR quantitative si existence d’un marqueur
fiable, comme RUNX1-RUNX1T1) (Willekens et al. 2016), CBFB-MYH11, KMT2A-MLLT3-,
surexpression d’EVI1, mutations de NPM1 (lvey et al. 2016)). Divers essais cliniques ont
montré I'impact pronostique négatif d’'une MRD > 1% apres la premiere cure et > 0.1% aprées
la deuxieme cure (Rubnitz et al. 2010; Hasle et al. 2012; Jourdan et al. 2013), seuils qui sont
désormais adoptés pour classer un patient en risque de rechute élevé et donc intensifier son
traitement.

Chez I’enfant, la cinétique moléculaire apres I'induction est également pronostique dans les
LAM avec t(8;21), le risque de rechute étant nettement réduit en cas de diminution d’une
amplitude d’au moins 3 logs (Pigazzi et al. 2015). Récemment, une équipe a démontré chez
des patients adultes I'intérét de suivre également I’évolution de la population CD34+/CD38-,
ou se localisent les CSLs (Terwijn et al. 2014; Zeijlemaker et al. 2019). Avec ce suivi, les patients
présentant une MRD négative sans persistance de CSL avaient une évolution nettement
favorable comparée a ceux ou les CSLs étaient encore détectables. Des résultats similaires ont
été rapportés dans les LAM pédiatriques, mais sur des effectifs moindres (Plesa et al., 2018;

Boyer et al. 2018).

1.5. Perspectives thérapeutiques.

A terme, la prédiction pronostique va devenir d’'une telle complexité qu’elle requerra des
algorithmes ou des scores de plus en plus lourds afin de prendre en compte tous les facteurs
présents au diagnostic, qu’ils soient cliniques ou biologiques, et issus de la génomique, mais
également bient6t de la transcriptomique, de I'épigénétique ou de la protéomique. De tels
modeles prédictifs ont déja été proposés.

Dans le domaine de la génomique, une vaste étude menée sur 1540 patients adultes
(Papaemmanuil et al. 2016) a démontré une amélioration significative de la prédiction de la
survie globale (concordance de 71% contre 64%) par rapport a la classification ELN 2010, avec
un modele prédictif incluant : 58 mutations ponctuelles, 8 génes de fusion, 18 anomalies de
nombre de copie génique, 18 anomalies de nombre de chromosomes, 11 variables cliniques,

2 parametres démographiques et 3 parameétres liés au traitement. Un article récent de la
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méme équipe a démontré I'apport décisionnel d’un algorithme prédictif de déces d’un patient
en fonction des caractéristiques clinico-biologiques de sa maladie et du traitement effectué
(Gerstung et al. 2017), amorcant I‘émergence d’'une médecine réellement personnalisée en
onco-hématologie. Des résultats similaires ont également été démontrés dans la leucémie
promyélocytaire (Hecht et al. 2016).

En transcriptomique, les progres sont aussi importants dans le domaine de la médecine
prédictive. Le plus notable d’entre eux est I'identification par séquencage ARN de I'impact
pronostique d’une signature transcriptomique de type « cellule souche » (Ng et al. 2016) qui
rendrait compte de la présence importante de cellules initiatrices de leucémie, responsables
des rechutes. Ce score, incluant I’expression de 17 genes spécifiques (nommé LSC17), est un
fort facteur pronostique indépendant de la survie globale en analyse multivariée dans les LAM
de I'adulte. Des résultats préliminaires chez I’enfant semblent conforter I'impact pronostique
d’une telle signature transcriptomique (J. L. Smith et al. 2017) bien qu’une formule simplifiée

(LSC6) semble avoir des performances tout a fait comparable (Elsayed et al. 2020).

Outre la rationalisation de |'utilisation des thérapies classiques, des nouvelles thérapeutiques
voient le jour dans le domaine des LAM, avec des promesses d’amélioration des taux de survie.
Le Gemtuzumab-Ozogamicin (GO), un anticorps monoclonal couplé a un dérivé des
anthracyclines (la calichéamycine), a démontré des résultats prometteurs dans les LAM
réfractaires ou en rechute (Christian M Zwaan et al. 2003). Les effets indésirables du GO
(myélosuppression et maladie veino-occlusive hépatique essentiellement) semblent par
ailleurs moins fréquents chez I’enfant (Christian M. Zwaan et al. 2010). Chez I'adulte, son
bénéfice est établi des la premiere ligne de traitement (Castaigne et al. 2012). En premiére
ligne chez I'enfant, son apport thérapeutique est encore a |'étude. Si les essais COG-
AAMLO3P1 (Cooper et al. 2012) et AML-02 (Rubnitz et al. 2010) ont démontré la bonne
tolérance du GO en induction (administré 1 fois a la dose de 3 mg/m?), I’essai NOPHO-AML-
2004 (Hasle et al. 2012) n’a pas démontré d’intérét a I'ajout de GO en consolidation (2 cures
randomisées avec GO a 5 mg/m?) et 'essai AAMLO531 (Gamis et al. 2014) n’a démontré
gu’une amélioration de la survie sans événement (SSE) mais pas de la survie globale (SG) apres
randomisation de deux doses de GO (3 mg/m? en induction et consolidation). Chez les adultes,

I’'étude MRC-AML15 a démontré un bénéfice du GO chez les patients de pronostic favorable
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(Burnett et al. 2011). L'essai MyeChild01 (NCT02724163) randomise actuellement le GO en
induction, une dose ou deux a trois doses a 3 mg/m2. D’autres molécules sont en cours de
développement dans les LAM, certaines désormais avec des indications validées
(midostaurine, vénétoclax...) et sont présentées dans I’Annexe 2.

A I'heure actuelle, peu de d’étude sur I'épissage alternatif dans les LAM ont été publiées.
Pourtant, la LAM est un cancer dans lequel les altérations de la mécanique de I'épissage
semblent importantes. En effet, pres d’un tiers des génes de LAM font |'objet d’un épissage
alternatif (Adamia, Haibe-kains, and Pilarski 2014) alors que les mutations de facteur
d’épissage ne concernent qu’environ 10% des patients. Le transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1
est connu pour avoir un variant d’épissage (variant 9a, avec perte des domaines NHR 3 et 4)
induisant un phénotype leucémique plus immature mais sans qu’un impact pronostic n’ait pu
étre authentifié (Agrawal et al. 2020). Cela étant, les conséquences transcriptomiques du
transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1 comprennent un large remaniement du transcriptome
par épissage alternatif, soit car le transcrit augmente |'expression de genes de facteur
d’épissage, soit car le transcrit de fusion régule directement la sélection du site d’initiation de
la transcription (Grinev et al. 2021). Cela suggére une forme de vulnérabilité de cette leucémie
aux inhibiteurs du spliceosome. En dehors de ce contexte oncogénique spécifique, les LAM
semblent vulnérables a I'inhibition de PRMT5, par effet indirect de répression du facteur
d’épissage SRSF1 (Radzisheuskaya et al. 2019). Or, les inhibiteurs de PRMT5 sont en cours de
développement clinique dans les hémopathies lymphoides (voir Introduction, partie 3). Le
complexe KMT2A induit un programme génomique spécifique de par son activité trans-
activatrice. Cette activité est en partie sous la dépendance de la Menin, dont I'activité peut
étre limitée par le facteur d’épissage SON (Kim et al. 2016). SON est lui-méme soumis a un
épissage alternatif dont I'isoforme raccourcie, surexprimée dans les LAM, perd sa capacité de
liaison a la Menin, augmentant ainsi I'activité du complexe KMT2A. L’'épissage alternatif
semble étre également une source prometteuse de biomarqueurs pronostics tels que TET2
(Mohamed et al. 2017) ou prédictifs de la réponse aux agents thérapeutiques, tels que le GO
avec |'épissage de CD33 (Lamba et al. 2017). Une étude récente suggére méme qu’il est
possible d’affiner les stratifications actuelles en intégrant des signatures d’épissage alternatif
(B. Zhang et al. 2021). Les auteurs de cette étude proposent une signature comprenant 10

événements d’épissage alternatif aux excellentes performances prédictives (AROC = 0.917).
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2. Epissage des ARN pré-messagers.

2.1. Le spliceosome.

Dans les cellules eucaryotes, le complexe ARN polymérase Il (RNAPII) catalyse la formation de
I’ARN pré-messager (pré-ARNm) comprenant I’ensemble des exons et des introns du gene. Les
introns sont ensuite retirés afin de ne conserver que tout ou partie des exons, reliés entre eux,
pour constituer un ARN messager qui, exporté du noyau, peut étre traduit dans le cytoplasme.
Cette étape dite d’épissage de I’ARN est réalisée par le spliceosome, un large complexe
ribonucléoprotéique composé de snRNPs (pour small nuclear ribonucleoproteins) comportant
des snRNAs non-polyadénylés (Will and Lihrmann 2011). Les snRNAs sont exportés du noyau
pour subir des étapes de maturation et d’association protéique, impliquant notamment les
protéines SMN (survival motor neuron) avant de rejoindre le noyau pour former le
spliceosome. Les corps de Cajal joueraient un réle central dans la maturation nucléaire des
snRNPs (Matera and Wang 2014). Certains snRNPs matures sont chargés sur le domaine C-
terminal de la RNAPII puis transférés séquentiellement sur un ARN pré-messager en cours
d’élongation (Matera and Wang 2014).

Bien que de structure et de fonctionnement similaires, il existe des spécificités de spliceosome
en fonction des espéces. Chez les Mammiferes, 9 snRNPs et plus de 300 protéines sont
connues a ce jour (Matera and Wang 2014). La majorité de I'épissage est effectuée par la
spliceosome majeur, constitué des snRNPs U1-U2-U4-U5-U6, mais un spliceosome mineur a
été récemment identifié, représentant moins de 1% de I’ensemble des complexes d’épissage,

et constitué des snRNPs U5-U4atac-Ubatac-U11-U12 (Younis et al. 2013).

La formation du spliceosome et son activité dépendent d’'un ensemble de réactions
biochimiques entrainées par des activités ARN-hélicases dépendantes de I'ATP et conduisant
a I'excision d’un intron et la mise bout-a-bout de deux exons via deux réactions successives de
transestérification (Figure 6A) (Matera and Wang 2014). Ces réactions sont catalysées par le
complexe U2-U6 et se déroulent aux frontiéres exon-intron, reconnues comme les sites

d’épissage 5’ (en amont de I'intron) et 3’ (en aval de I'intron).
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Ces sites d’épissage sont des séquences conservées, incluant une paire GU a I'extrémité 5' de
I'intron et une paire AG a l'extrémité 3’, présentées en Figure 6B.

La premiere étape de I'assemblage est le recrutement de U1 sur le site d’épissage 5, stabilisé
par des protéines SR (riches en Sérine et Arginine), puis la reconnaissance du site d’épissage
3’ par U2, stabilisé par SF1 et les U2AFs (U2 associated factors). U2 interagit ensuite avec U1l
en reconnaissant une séquence proche du site 3’ portant un résidu adénosine, nommée
adénosine du point de branchement, et induit un changement de conformation de la structure
qui indique désormais la position de I'exon a conserver : c’est le complexe de définition de
I’exon (Sterner, Carlo, and Berget 1996). Des remaniements ultérieurs de U1 et U2 conduisent
a rapprocher les sites d’épissage et le site de branchement, formant le complexe de définition
de I'intron (De Conti, Baralle, and Buratti 2013). Le trimére U4-U5-U6 est ensuite recruté sur
le complexe de définition d’intron. Grace a plusieurs hélicases, U1 et U4 sont retirés et U2 et
U6 interagissent pour former le noyau catalytique du spliceosome (Sun and Manley 1995). La
catalyse débute ensuite, avec clivage du site 5’ et constitution du lasso intron(n)-exon(n+1),
puis clivage du site 3’ avec connexion exon(n)-exon(n+1) et enfin élimination des snRNPs et
de l'intron excisé sous forme d’un lariat. L'adénosine de branchement est le substrat

nucléophile des deux réactions de transestérifications et qui requiérent des ions Mg2+.

Mécanisme clé dans la diversité d’expression du génome, I’épissage est finement régulé (K.
Gao et al. 2008) et ce a différents niveaux de I'assemblage du spliceosome (Figure 6C). Ainsi
des exons présentant des sites d’épissage de forte affinité pour U1 et U2, dits sites d’épissage
forts, sont constitutivement reconnus par le spliceosome et inclus dans ’TARNm. Les exons
comportant des sites de plus faible affinité pour ces snRNA sont retrouvés engagés dans des
processus d’épissage alternatifs qui peuvent aboutir a I’exclusion de I'exon de I’ARNm. La
nature du tissu, le type de cellule, le stade de développement et des facteurs
environnementaux influencent la reconnaissance des sites d’épissage et, en conséquence, la

diversité des ARNm exprimés.
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Figure 6. Fonctionnement (A) et régulation (C) de I’épissage de ’ARN pré-messager (illustrations extraites de (Matera and Wang 2014)), avec
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2.2. Epissage alternatif.

L'épissage alternatif est un mécanisme co-transcriptionnel qui permet I'expression de
différents ARNm a partir d’'un méme gene. A I'échelle de I’ARN, I'épissage alternatif est régulé
par des séquences (splicing regulatory elements, SREs) portées sur les exons et les introns,
recrutant des protéines aux fonctions soit d’activateurs, soit de répresseurs (respectivement,
exonic splicing enhancers, ESE, ou silencers, ESS, et intronic splicing enhancers, ISE, ou
silencers, 1SS) (Matlin, Clark, and Smith 2005; Z. Wang and Burge 2008). L'épissage est
également directement lié a la transcription puisque les deux réactions se déroulent en
paralléle (A. Ameur et al. 2011).

Le phénomeéne d’épissage alternatif est physiologique, ubiquitaire, et joue un role capital
dans : le développement embryonnaire et feetal, la différenciation cellulaire, la transition
épithélio-mésenchymateuse et dans certains organes adultes (cerveau, cceur, foie, rein,
systéme immunitaire...). La présence ou |'absence de facteurs régulateurs de I'épissage selon
le tissu, le type cellulaire ou I'environnement, définissent la diversité du transcriptome et le
phénotype cellulaire (Ule and Blencowe 2019). Schématiquement, pour un méme exon, 6
événements d’épissage sont théoriquement possibles (représentés en Figure 7). Tous
n’aboutissent pas a la production de protéines fonctionnelles mais peuvent influencer le
niveau de I'expression du géne notamment via la dégradation de certaines isoformes d’ARN
messagers par le systeme nonsense-mediated decay (NMD) (Lloyd 2018). Les événements
d’épissage avec conséquences protéiques sont de mieux en mieux décrits, et une partie a été
recensée par Stamm et collegues (Stamm et al. 2005). Parfois, certains isoformes protéiques
issus d’'un méme ARNm ont des effets opposés, par exemple BCL-X, une protéine anti-
apoptotique sous sa forme longue (BCL-XL) native, mais pro-apoptotique dans sa forme courte
(XS) (Bonnal, Vigevani, and Valcarcel 2012).

les interactions entre épigénétique et épissage est sont nombreuses (J. Zhang et al. 2020). Le
modele proposé est que, plus la RNAPII travaille lentement, plus le taux d’inclusion d’exon du
géne transcrit est élevé. Les exons étant principalement situés en regard d’un nucléosome,
toute modification post-traductionnelle des histones aura un impact sur la transcription du
géne et donc sur son épissage : une acétylation de la lysine 9 de I’histone 3 (H3K9) favorisera

par exemple linclusion d’exon tandis qu’une triméthylation en H3K36 entrainera son
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exclusion (comme décrit dans I'exemple de FGFR2 (Luco et al. 2010) sous la dépendance du
facteur d’épissage PTB). Ce sont de véritables signatures épigénétiques que lI'on peut
désormais relier a la régulation de I'épissage alternatif (Agirre et al. 2021).

La méthylation de 'ADN a également un impact sur I'épissage, un exces de méthylation
pouvant limiter la reconnaissance par des facteurs d’épissage et induire I’exclusion d’exon ou
des rétentions d’intron (Shukla et al. 2011). L'ensemble des connaissances des liens connus
entre transcription et épissage ont été repris dans une revue récente (Giono and Kornblihtt
2020). Enfin, les longs ARN non-codants (IncRNA) sont également impliqués dans la régulation
de I'épissage, soit en modulant directement le recrutement de facteur d’épissage, soit en
altérant les signatures épigénétiques, soit en liant directement a I’ARN ou a ’ADN dans la
boucle de réplication (Pisignano and Ladomery 2021).

La complexité de régulation co-transcriptionnelle de I'épissage alternatif fait qu’a I'heure
actuelle il est encore difficile de prédire, a partir d’'une séquence génique, quelles seront les
isoformes d’ARN effectivement produites et dans quelles proportions. Plusieurs approches
basées sur lintelligence artificielle, rapportées dans (Wai, Douglas, and Baralle 2019),
permettent de prédire les conséquences sur I'épissage de variants génomiques et plus
récemment, des modeéles émergent pour intégrer les signatures épigénétique dans la

prédiction de variant d’épissage (D. Lee et al. 2020).
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Figure 7. Représentation schématiquement des 6 possibles épissage concernant un exon en particulier, ici I’exon 3.
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2.3. Epissage et maladies humaines.

L'implication d’anomalies du spliceosome est désormais bien documentée dans certaines
pathologies humaines.

L'atrophie spinale musculaire est I'archétype de ces pathologies ou, entre autres, des
mutations conduisant a I’exclusion de I'exon 7 de SMN2 sont vectrices de la maladie (Finkel et
al. 2016). Des mutations d’autres protéines impliquées dans I'épissage ont été rapportées a
des formes de rétinopathie pigmentaire (PRP3, PRP8, PRP31) ou de nanisme (U4atac) (Singh
and Cooper 2012). Plus récemment, de nombreuses mutations considérées comme des
variants de signification indéterminée, ont été reclassées comme pathogénes car modifiant le
profil d’épissage du géne (Ganakammal and Alexov 2020) ce qui a été fait par exemple dans
des maladies rétiniennes héréditaires (Mauro-Herrera et al. 2021). Ce champ va tres
certainement s’élargir avec I'essor du séquencage du génome entier de patients, avec mise en
évidence de potentielles mutations introniques perturbant I'épissage : par exemple, des
mutations introniques en dehors d’un site canonique d’épissage de TP53 pouvant conduire a
son inactivation par épissage alternatif de son exon 4 (Chui et al. 2021).

La meilleure compréhension des mécanismes de I'épissage permet désormais d’envisager de
I"utiliser comme cible thérapeutique. Un ciblage fin de séquence d’épissage est possible grace
a des oligonucléotides antisens (ASO), dont le reste de la séquence peut étre écrit afin de
diriger un événement d’épissage dans le sens désiré (Bennett 2019). L’'exemple-type de succes
d’une telle thérapie est le nusinersen (Finkel et al. 2016), un ASO redirigeant I'épissage vers
une conservation de I'exon 7 de SMIN2, excisé dans certaines formes d’amyotrophie spinale.
Des ASO sont également approuvés dans le traitement de certaines formes de myopathie de
Duchenne (Matsuo 2021). Dans le domaine de I'oncologie, des molécules inhibitrices du
spliceosome sont a I'étude (Eymin 2020) et seront abordées par apres. Enfin, la technologie
CRIPSR-Cas9 laisse entrevoir la possibilité d’'édition in vivo de site d’épissage sur I’ADN, avec

déja des succés dans des modeéles murins d’amaurose de Leber (Ruan et al. 2017).
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3. Epissage alternatif et cancer.

3.1. L’épissage alternatif pathologique comme une nouvelle caractéristique des cellules

cancéreuses.

Plus de 90% des génes humains font I'objet d’un épissage alternatif (Q. Pan et al. 2008). Il est
bien démontré aujourd’hui que les altérations de la régulation de I'épissage sont communes
dans les cellules cancéreuses, et peuvent étre impliquées dans chacune des caractéristiques
du cancer (hallmarks of cancer (Urbanski, Leclair, and Anczukéw 2018), Figure 8), soit en
diminuant I'expression d’'un géne, soit en modulant les ratios de variants d’épissage natifs,
soit encore en créant de nouveaux variants pathogénes. Un épissage alternatif spécifique de
la cellule cancéreuse peut affecter: I'angiogenése (Vorlova et al. 2011), la prolifération
cellulaire et la quiescence (Clemente-Perivan et al. 2020), I'invasion (Yanagisawa et al. 2008),
la dissémination métastatique (Lu et al. 2015), I'’échappement a I'apoptose (Karni et al. 2007)...
Ce processus est dynamique et des patrons d’épissage spécifiques ont pu étre identifiés dans
certaines tumeurs selon leur stade ou leur histologie, ces signatures étaient par exemple tres
différentes entre des cancers du sein positifs pour les récepteurs aux cestrogénes (ER+) par

rapport a des cancers ER- de méme stade (Trincado et al. 2016).
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SPLICING-FACTOR ALTERATIONS IN CANCER

caccce
(\ Transcriptional u?iegulation Signaling

Pathways

A :
[ lel Somatic
WRRA Mutations

Differential splicing
in tumors vs. normal

AG| Exon 3 |-

Exon 1 IGU
:@:— & - T
ES ':@:" -:@:— IR

L pyss T wE— MXE

Apoptosis - A5’SS i i
BCL-X, FAS, BIM... — Drug resistance
BIM, HER2, BRAF..

Proliferation
FGFR,MDM2,S6K1...

7\ Immune
| response

Angiogenesis
VEGF...

DNA damage Metabolism
CHECK1,BRCAT1... PKM2...

Figure 8. La modulation de I’épissage est utilisée dans les cellules cancéreuses, et
documentée sur chacune des spécificités du cancer, extraite de (Urbanski, Leclair, and
Anczukdéw 2018).

L’épissage dans les cellules tumorales peut étre dérégulé de diverses manieres.

Tout d’abord, il peut étre altéré par des mutations génétiques. Par exemple, de nombreux
variants somatiques de signification indéterminée des génes BRCA1/2 ont été associés a des
altérations d’épissage conduisant a une perte de fonction de la protéine (Mucaki, Ainsworth,
and Rogan 2011; Whiley et al. 2011). Le plus souvent, I'épissage est altéré sur le plan
génomique par des mutations de facteurs régulateurs, tels que SF3B1 et U2AF1, fréquemment
mutés dans les hémopathies myéloides. Les cellules tumorales ainsi mutées ont des patrons
d’épissage tres spécifiques mais dont I'impact pronostique de la mutation peut varier selon le
contexte cellulaire : les mutations de SF3B1 dans la LLC sont de mauvais pronostic tandis

gu’elles conférent plutot un bon pronostic dans les syndromes myélodysplasiques (Cazzola,
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Rossi, and Malcovati 2013). On notera que ces mutations sont hétérozygotes et mutuellement
exclusives, ce qui indique qu’une dérégulation trop importante du spliceosome n’est pas
viable (Dvinge et al. 2016).

Le ratio d’expression d’isoformes protéiques peut également étre modulé par épissage
alternatif dans les cellules cancéreuses, certains isoformes ayant des fonctions opposées
(Figure 9). Le géne TP53 en est un bon exemple : 12 isoformes produits par épissage alternatif
sont connus, avec des ratios pouvant avoir des conséquences différentes (Wei, Zaika, and
Zaika 2012). P53B par exemple est un fort inducteur de sénescence p53-médiée, sous le
controle post-transcriptionnel de SRSF3, et dont les effets sont variables selon les types de
cancer : stades peu avancés et bon pronostic dans les carcinomes a cellules rénales (H. Zhang
et al. 2018) mais aucun impact pronostic dans les carcinomes ovariens (Bischof et al. 2019).
L’épissage est également connecté aux voies de signalisation cellulaire, souvent dérégulées
dans les cellules cancéreuses. Le facteur SPF45 est par exemple phosphorylé par plusieurs
MAP-Kinases (telles que ERK1/2s et JUNKs), ce qui entraine une augmentation de I'expression
de Erbb2 et un épissage alternatif du géne de la fibronectine FN1 (Al-Ayoubi et al. 2012). Un
travail au laboratoire a récemment démontré que I'activation de la voie NF-kB, fréquemment
retrouvée dans les cancers, confere une spécificité de cible d’épissage d’exons par le
recrutement a leur proximité du facteur d’épissage DDX17 via le facteur de transcription NF-
kB RELA (L. Ben Ameur et al. 2020).

Certains facteurs d’épissage ont également des propriétés oncogene ou suppresseur de
tumeur qui leur sont propres (Biamonti et al. 2014). SRSF1 est par exemple hyperexprimé ou
amplifié dans de nombreux cancers et cette anomalie suffit a elle-seule a initier un processus
de tumorigenése, en lien avec MYC (Figure 10). Une autre facon de moduler I'épissage passe
par le microenvironnement tumoral. L’hypoxie notamment induit des programmes de
transition épithélio-mésenchymateuse, sous la dépendance de régulateurs d’épissage tels que
RBFOX2 (Al-Ayoubi et al. 2012). Enfin, le spliceosome étant en lien étroit avec la transcription,
des modifications épigénétiques tumorales ont également un impact sur |'épissage. Le
marqueur H3K36me3 est par exemple hautement enrichi en regard des exons conservés.
Cette modification post-traductionnelle de H3 induit le recrutement du facteur d’épissage
PTB, qui peut induire des sélections d’exons selon le type cellulaire, comme par exemple pour

FGFR2 (Luco et al. 2010).

-48 -



EH1 and BHZ
a BCL-X

domains absent o [ ] BCL-X, pro-apoptotic
__________...---""’" 2 3
E 3 H E . .
= | T ]BCL X,. anti~apoptotic
BH1 and BH2 Z 3

domains prezent

WEGF signalling
b VEGF-A cascade active

=[] VEGF-A___ angicgenic
-_______..--"""* 7 8
7 a3 _-'""---.._._____*

VEGF signalling F VEGF-A,, b, anti-angiogenic

cascade inactive

c FAS Soluble form = [ = Anti-apoptotic
57
5 B 7
Membrane- =TT} Fro-apoptotic
bound form 387
d PEM Aerobic glycolysiz PKM2, embryonic

______...--""'"_* % and tumoural izoform
l:-:]_--"-'I—--_._._-*

xidative IO PKM1, adultisoform
phozphorylation 5011
« MDM2 p53 binding T MDMz-FL P33
and 34567801011 12 inhibition

degradation

f ST T T ] MDMZ-A

7 Sion 12

-y P
1\ -ES? MDMZ-B | activation

Mo p533
binding ete. i41011 12

MDM2-C
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3.2. Apport théranostique de I’épissage alternatif dans les cancers.

A part quelques exceptions, dont certaines citées ci-dessus, il n’est souvent pas possible de
rattacher des modifications d’épissage a une ou plusieurs altérations génétiques ou
épigénétiques : les interconnexions entre génétique-épigénétique-microenvironnement sont
trop complexes pour étre totalement déchiffrées a I’heure actuelle. Cependant, une étude
globale de I'épissage alternatif (soit I'identification de signature) est possible et peut étre riche

en informations.
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Dans certaines histologies tumorales, des mutations conductrices cardinales ne sont pas
retrouvées. L'oncogenése peut alors étre liée a des modifications d’épissage impliquant des
domaines protéiques fréquemment mutés dans le type de cancer incriminé. Climente-
Gonzalez et al. ont bien démontré ce mécanisme, avec des isoformes oncogénes souvent plus
courts et associés a une perte de fonction protéique, ou a des gains de domaines pour les
oncogenes (Climente-Gonzalez et al. 2017), les deux concourant le plus souvent a des
altérations d’interaction protéique pour les isoformes exprimés. Les génes les plus
fréquemment affectés sont RAC1, TP53 et ERBB2. Ces switch d’isoformes impliquent le plus
fréquemment des domaines fonctionnels de ces genes et conduisent a leur inactivation ; une
exclusivité entre mutation et événement d’épissage a d’ailleurs été mise en évidence. De plus,
Supek et colleégues (Supek et al. 2014) ont pu démontrer que des mutations silencieuses dans
des oncogénes peuvent également conduire a moduler I'expression du gene si elles
surviennent des séquences de régulation de I'épissage, un processus qui pourrait concerner
de 20 a 50% des mutations silencieuses.

Les signatures d’épissage peuvent étre également source de biomarqueurs du cancer,
pouvant servir au diagnostic (Y. Zhang et al. 2019), au pronostic (Y. Li et al. 2017), ou a la
prédiction de la réponse au traitement (récemment synthétisé dans (Deng et al. 2021)) :
I’exclusion de I'exon 14 de MET est une anomalie oncogéne récurrente, essentiellement dans
les cancers pulmonaires, et est accessible a un traitement par inhibiteurs de MET (Frampton
et al. 2015). Sous la pression thérapeutique, des variants d’épissage conférant une résistance
peuvent apparaitre en réponse a certaines thérapies ciblées (inhibiteur de la mutation BRAF
V600E dans les mélanome (Poulikakos et al. 2011)) ou a certaines immunothérapies (CD19
dans les LAL B (Sotillo et al. 2015)). Dans ce dernier exemple, des variants d’épissage
dépourvus de I'exon 2 peuvent mimer l'effet de mutations sur cet exon et concourir a
I'expression d’une protéine qui n’est plus reconnue par les CAR-T cells anti-CD19. La
répression de SRSF3, qui est centrale dans la rétention de I’'exon 2 de CD19, serait a I'origine
de cet épissage alternatif.

Dans les LAM, deux papiers récents se sont basés sur |'analyse de I'épissage alternatif pour
batir des signatures pronostiques aux performances supérieures a celles actuellement
utilisées. L'équipe d’Anande et colléegues (Anande et al. 2020) a comparé les patrons

d’épissage entre LAM de bon et de mauvais pronostic (sur la base de la classification ELN) et

-51-



a mis en évidence une surexpression de genes de l'inflammation chez les patients de haut
risque. lls ont ensuite bati une signature sur 4 génes (MOY9D, GAS5, GIGYF2, RPS9) qui
apparait plus performante que la classification ELN et la signature LSC17. L’équipe de Jin (Jin
et al. 2020) a identifié 7033 événements d’épissage associés a la survie dans les LAM et a
construit une signature pronostique avec les 15 plus significatifs. Cette signature était
indépendante de I'dge et de la cytogénétique et présentait de meilleures performances
pronostiques comparées aux classifications actuelles et a des signatures plus récentes (Gene-
7, Gene-24 et LSC17). Ces signatures d’épissage méritent d’étre éprouvées dans d’autres

contextes thérapeutiques.

3.3. Thérapies ciblant I’épissage en cancérologie.

Le fonctionnement global du spliceosome peut étre modulé par diverses molécules, le plus
souvent d’origine bactérienne (S. C. W. Lee and Abdel-Wahab 2016). Ces molécules sont des
inhibiteurs de cofacteurs du spliceosome (Tableau 7).

Toute tumeur peut théoriqguement bénéficier d’'une modulation de I'épissage mais certaines
semblent particulierement propices a ce type de thérapie : tumeurs avec mutations de SF3B1
(hémopathies myéloides, cancers du sein...), cancer de la prostate résistant a la castration
(essentiellement lié a un variant d’épissage du récepteur aux androgéne, AR-V7), tumeur avec
addiction a MYC (Figure 9 et (S. C. W. Lee and Abdel-Wahab 2016)) qui nécessitent une
surexpression induite par MYC de certains cofacteurs afin de maintenir un épissage fidéele :
PRMTS5 (Koh et al. 2015), PHF5A (Hubert et al. 2013) et BUD31 (Hsu et al. 2015) par exemple.
Enfin, moduler le ratio d’isoformes d’une protéine peut permettre d’altérer des fonctions clés
de la cellules cancéreuses, (Bonnal, Vigevani, and Valcarcel 2012) comme : la résistance a la
mort cellulaire, par modulation du ratio d’isoformes de Mcl-1, de BCL-X ou de Fas;
I'anaérobiose, via PKM ; I'angiogenese, via VEGF-A; ou la régulation de p53, directe ou

indirecte, via mdm-2.
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Les inhibiteurs de SF3B1 ont été les plus étudiés. lls sont issus de molécules bactériennes et
ont pour conséquence une mauvaise reconnaissance du site d’épissage 3’ par U2AF45. Les
anomalies d’épissage générées sont diverses : rétention d’intron, exclusion d’exon, sites 3’ et
5’ alternatifs (S. C. W. Lee et al. 2016). Le transcriptome qui en résulte est variable,
probablement en fonction du contexte cellulaire, avec des profils d’accumulation de longs
ARN messagers mal épissés (Yoshimoto et al. 2017), dont certains peuvent étre traduits en
protéines aberrantes (Fan et al. 2011), ou un exces d’exon skippés (Wu et al. 2018).

Les cellules présentant des mutations d’un des génes du spliceosome, a fortiori SF3B1, y sont
particulierement vulnérables. La mutation p.R1074G de SF3B1 confére cependant une

résistance a ces molécules (Yokoi et al. 2011).

Plus récemment, des criblages a grande échelle de composés chimiques ont permis
d’identifier d’autres molécules d’intérét. Les inhibiteurs de PRMTS5 (EPZ015666, EPZ007345 et
EPZ019896) limitent la maturation de certains snRNPs mais également les autres fonctions de
PRMTS5 non liées a I'épissage (transcription, différenciation, régulation du cycle cellulaire). Or,
PRMTS est up-régulée par MYC, ce qui de fait de son inhibition une cible de choix dans les
cancers avec surexpression de MYC. Les inhibiteurs de protéines SR (régulatrices de I'épissage)
se positionnent plus récemment désormais dans l'arsenal thérapeutique potentiel,
essentiellement des inhibiteurs des kinases activatrices des protéines SR (telles que les Cdc2-
like kinases (CLKs) ou les SR protein kinases (SRPKs)). Le TG-003 notamment est un inhibiteur
des CLK1, 2 et 4 et a un impact sur le fonctionnement de SRSF2 (Muraki et al. 2004).

Un article récent a démontré la supériorité d’'une double-inhibition de I'épissage (PRMT5 et
PRMT1 ou SF3B1) dans les LAM, un modeéle de tumeur tres sensible a ces traitements (Fong
et al. 2019). Les CSLs seraient d’ailleurs particulierement vulnérables a la modulation de

I’épissage (Crews et al. 2016).
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Cible

Famille

Molécule

Phase de développement

SF3B1

Spliceostatines
(Pseudomonas

sp.)

Spliceostatin A
(SSA)

- pré-clinique (stabilité insuffisante pour le développement clinique)

- efficacité dans des lignées de cancers du pancréas et de 'endometre (Maguire et al. 2015; Satoh and Kaida
2016)

- efficacité dans des cellules de neuroblastome (Laetsch et al. 2014) et de LLC (Larrayoz et al. 2016) par
switch d’isoforme de Mcl-1 ; effet anti-angiogénique par baisse d’expression de VEGF (Furumai et al. 2010)

Analogues de la
SSA (en cours de
développement)

- spliceostatine E (Ghosh et al. 2014)
- 1,2-Deoxy-pyranose SSA (Yoshikawa et al. 2020)
- spliceostatines J et K (H. Zhao et al. 2019)

Meayamycin B

- pré-clinique
- efficacité in vitro dans des lignées de LAL et LAM (Wojtuszkiewicz et al. 2014)

Thailanstatines

. . - pré-clinique
Burkhold TST-AaD L, L L R .
tfh:ir/an‘;e:srilsa) a - efficacité de TST-D dans des lignées de cancer de prostate résistant a la castration (B. Wang et al. 2017)
AaG - activité plus élevée pour le B mais faible stabilité pour tous

Pladienolides
(Streptomyces
platensis)

E7107 (dérivé du
pladienolide D)

- clinique, 2 essais de phase | (Hong et al. 2014; Eskens et al. 2013), DMT atteinte
- développement suspendu en raison d’effets indésirables graves non prévisibles (névrites optiques
bilatérales 3/66 patients)

H3B-8800

- clinique
- phase 1 terminée dans les hémopathies myéloides et favorable (Steensma et al. 2021)

Sudémycines
(analogues de
synthése)

C1,D1,D6,E, F

- pré-clinique
- efficacité essentiellement démontrée pour Sudemycin C (Fan et al. 2011; Xargay-Torrent et al. 2015) et D1
(Xargay-Torrent et al. 2015), notamment dans des modeles de PDX de LLC

- Pré-clinique, stabilité et affinité améliorées (Makowski et al. 2017)
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Herboxydiénes
(Streptomyces
chromofuscus)

Herboxydiene
(GEX1A) et dérivés

- Pré-clinique

- dans les cellules Hela, accumulation de p27 (CDKN1B) tronquée (résistante a I'ubiquitinylation), inhibant
Cdk2-cyclinE (Hasegawa et al. 2011)

- effet anti-angiogénique par répression de VEGFR2 et HIF-1a (Jung et al. 2015)

PRMTS5

EPZ015666 (GSK3235025)

- pré-clinique, efficacité dans des xénogreffes de lymphome du manteau (Chan-Penebre et al. 2015)

- clinique

GSK3326595 - en cours de phases 1/2 dans les cancers du sein (NCT04676516), les SMD/LAM (NCT03614728), les
lymphomes non-hodgkiniens et tumeurs solides (NCT02783300)

GSK3368715 - clinique, efficacité dans des nombreux modeles de cancer (Fedoriw et al. 2019)
- phase 1 terminée (NCT03666988), en attente des résultats
- clinique

NJ6461917

INJe4619178 - en cours de phase 1 (NCT03573310)

PF06939999 - clinique

- en cours de phase 1 (NCT03854227)

Inhibiteurs des
protéines SR

- inhibiteur de CLK1, 2 et 4

Inhibiteurs de 76-003 - pré-clinique, efficacité inconnue (Muraki et al. 2004)
CLKs SM08502 - clinique, efficacité dans des modéles de cancers digestifs et sur la voie Wnt (Tam et al. 2020)
- phase 1 toutes tumeurs en cours (NCT03355066)
SRPIN340 - pré-clinique, preuve de concept établie mais stabilité médiocre (Fukuhara et al. 2006)
Inhibiteurs de - clinique, inhibiteur d’ABC transporteurs et de SRPK1, traitement pour la drépanocytose au développement
SRPK SCO-101 interrompu
(Endovion) - phases 1 anciennes récemment publiées (Araki et al. 2015)
- phase 2 en cours dans le cancer colorectal résistant au FOLFIRI (NCT04247256)
Inhibiteurs Cpd-1,-2,-3 - pré-clinique, induction d’apoptose dans des lignées de cancers du sein (Araki et al. 2015)

mixtes SRPK-CLK

Tableau 7. Modulation pharmacologique de I’épissage en oncologie. (adapté de (S. C. W. Lee and Abdel-Wahab 2016)). DMT (dose maximale
tolérée), LLC (leucémie lymphoide chronique), PDX (patient-derived xenograft)
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Par ailleurs, un événement unique d’épissage peut étre modulé par des oligonucléotides : soit
par inhibition de la traduction ou destruction de I’ARN messager (ARN interférent,
oligonucléotides antisens), soit par inhibition de la transcription (oligonucléotide bloqueur de
transcription), soit encore en modifiant la sélection des sites d’épissage au niveau du pré-
ARNm (oligonucléotides modulateurs d’épissage). Cette méthode semble plus appropriée
pour des événements d’épissage pathogénes isolés car elle évite I'altération globale du
transcriptome induite par les inhibiteurs du spliceosome ou des protéines cofacteurs. Bien
qgue les cibles soient nombreuses dans le cancer, ces thérapies sont plus avancées dans les
maladies génétiques constitutionnelles, avec des résultats cliniques. Elle nécessite néanmoins
un vecteur de transmission aux cellules cibles. Une excellente revue assez récente (Kole,

Krainer, and Altman 2012) synthétise I'ensemble des modalités de traitements par les ARN.

Le meilleur exemple de développement de ce type de technologie dans le cancer est sans
doute le custirsen (OGX-011) est un oligonucléotide antisens ciblant la clusterin, une protéine
chaperonne anti-apoptotique connue pour étre surexprimée dans de nombreux cancers.

La phase 2 avait suggéré une prolongation de survie dans le cancer de la prostate métastatique
résistant a la castration, en association au docétaxel (Chi et al. 2010), mais les phases 3
randomisées de la chimiothérapie de référence, prednisone plus cabazitaxel (Beer et al. 2017)
ou docétaxel (Chi et al. 2017) n‘ont pas démontré de supériorité de I'ajout du custirsen. Le
développement du traitement est suspendu depuis ces résultats, malgré des données
encourageantes dans le cancer du poumon non a petites cellules (Laskin et al. 2012).

Dans le domaine des ARN interférents, I'essai de phase 1 CALAA-O1 a surtout permis de
démontrer que la méthode de délivrance de ce type de traitement est capitale, a la fois dans
I'efficacité mais également dans le profil de toxicité (Zuckerman et al. 2014). La phase 1 de
I’ALN-VSP02, un mélange de 2 ARN interférents (ciblant le VEGF et le complexe des kinésines)
dans des tumeurs solides avec métastases hépatiques (NCT00882180) est terminée et les

résultats sont en attente.
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Le domaine des oligonucléotides antisens est en plein essor en oncologie, avec des essais de
phase 1/2 d’oligonucléotides ciblant : BCL-2 (BP1001 dans les LAM, NCT02781883, BP1002
dans les lymphomes, NCT04072458), c-Myb (UPCC 04701, dans les hémopathies,
NCT00780052), TGF-B (TASO-001, dans les tumeurs solides, NCT04862767), HIF-1a (EZN-2968,
dans les tumeurs solides et les lymphomes, NCT00466583), STAT3 (ISIS 481464, dans les
tumeurs solides et les lymphomes, NCT01563302). Bien que les phases précoces aient été
encourageantes, les résultats en phase d’extension sont contrastés. La phase 2 de I'apatorsen
(OGX-427) n’a pas démontré sa supériorité en combinaison avec la chimiothérapie dans les
cancers du poumon non a petites cellules (Spigel et al. 2019) mais cette approche semble plus
prometteuse dans les cancers urothéliaux (Rosenberg et al. 2018) et pancréatiques (Ko et al.
2017). Les résultats de I'oblimersen (anti-BCL-2) sont également décevants dans le mélanome
(Bedikian et al. 2014).

Tous ces oligonucléotides ont cependant été constitués pour réprimer des génes et il n’existe
pas encore de design pour moduler un ou plusieurs événements d’épissage en développement

clinique.

Enfin, I'immunothérapie anti-checkpoint est en plein essor en cancérologie mais toutes les
histologies n’y répondent pas et des échappements thérapeutiques sont fréquents. En effet,
les cellules cancéreuses peuvent moduler leur transcriptome par polyadénylation alternative,
édition des ARN messagers et épissage alternatif pour échapper a ces traitements (Frankiw,
Baltimore, and Li 2019). Dans une étude sur la base du TCGA, 68% des tumeurs ovariennes et
mammaires étudiées contenaient au moins 1 néo-épitope issu d’un épissage alternatif (Kahles
et al. 2018). Cela ouvre la voie a l'utilisation d’inhibiteurs du spliceosome, afin d’élargir le
répertoire de néo-épitopes présentés par les cellules cancéreuses, et ainsi rendre les tumeurs
plus sensibles aux immunothérapies. Une étude récente a démontré la faisabilité de cette
approche, renforcée par une vaccination peptique, dans un modele murin (Darrigrand et al.

2021) en utilisant I'isoginkgentin sur une lignée de fibrosarcome.
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3.4. Epissage alternatif dans les LAM.

Du fait de fréquentes mutations de facteurs d’épissage, les hémopathies myéloides font partie
des premiers cancers a avoir été étudiés sur ce plan. Par exemple, les mutations de U2AF1 ont
pour conséquence une élévation de la proportion de rétention d’intron, conduisant a un exces
d’ARN éliminés par le NMD et donc a une sous-expression des génes concernés (K. Yoshida et
al. 2011). Une étude globale réalisée dans les LAM de I'adulte (Adamia, Haibe-kains, and
Pilarski 2014) a mis en évidence qu’environ 30% des génes exprimés faisait I'objet d’un
épissage alternatif, en comparaison avec des cellules souches hématopoiétiques CD34+
saines. Ces événements d’épissage concernent des fonctions cellulaires variées: génes
suppresseurs de tumeur, oncogénes, apoptose, prolifération, facteurs d’épissage et
assemblage du spliceosome. La proportion de mutations de génes impliqués dans I'épissage
étant inférieure a 10% dans les LAM (principalement SF3B1, U2AF1 et SRSF2) (Visconte et al.
2012), d’autres mécanismes interviennent pour déréguler I'épissage dans cette pathologie.
Une revue de notre équipe a repris I'ensemble des mécanismes actuellement décrits comme
pouvant moduler I'épissage dans les LAM (Mohamed et al. 2014).

Tout d’abord, les mutations de facteurs impliqués dans la régulation épigénétique (concernant
la méthylation de 'ADN comme DNMT3A et TET2 ou la régulation des histones comme ASXL1
et EZH2) sont plus fréquentes que celles des facteurs d’épissage, de I'ordre de 10 a 30% dans
les LAM de l'adulte. De plus, certains oncogéenes drivers de leucémogénese, comme WT1 et
DEK, ont un impact direct sur I'épissage. WT1 est un facteur transcriptionnel a structure en
doigt-de-Zinc, souvent surexprimé, parfois muté, dans les LAM et capable de se lier a 'ADN
et a ’'ARN (Morrison, Viney, and Ladomery 2008). Les mutations et la surexpression de WT1
ont été démontrés comme perturbant le ratio d’épissage de VEGF entre isoformes pro et anti-
angiogéniques, le plus souvent en faveur de l'isoforme pro-angiogénique, favorisant la
production hématopoiétique (Amin et al. 2011; Cunningham et al. 2013). DEK code pour une
protéine avec un domaine SAP impliquée dans la genése de superhélices positives dans I’ADN
double-brin et la reconnaissance des sites d’épissage.

Un travail de notre équipe a identifié, dans des lignées de LAM, des patrons d’épissage tres
spécifiques associés a des surexpressions de WT1 ou de DEK (Mohamed et al. 2015). Ces

patrons d’épissage ne se recoupaient que sur peu d’événements, avec des profils d’expression
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d’exons spécifiques pour les transcrits engagés dans la voie des MAPK pour DEK et dans la
signalisation PPAR et les transporteurs ABC pour WTI.

Dans cette méme étude, il a été démontré que les patrons d’épissage dans les LAM peuvent
avoir des conséquences sur la réponse au traitement. En effet, des patrons spécifiques ont été
décrits dans les cellules résistantes aux anthracyclines, a la cytarabine ou a I’azacitidine. Les
voies de signalisation altérées en commun concernaient : la signalisation du récepteur des
lymphocytes T, I'adhésion focale, la guidance axonale, la régulation du cytosquelette et
I'interaction avec la matrice extra-cellulaire. En comparant des échantillons de patients
chimiorésistants et chimiosensibles, des patrons d’épissage spécifiques ont été mis en
évidence, et la voie des transporteurs ABC était de nouveau le siege de nombreux évenements
d’épissage dans les échantillons chimiosensibles. Parmi les événements identifiés dans cette
voie figurait I'exclusion de I'exon 19 du géne ABCA3, sur lequel nous avions décidé de nous

focaliser.
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4. Impact du géne ABCA3 dans les hémopathies malignes.

4.1. La famille des ABC transporteurs.

Les protéines ATP-Binding Cassette (ABC) font parties de la superfamille des nucléotides-tri-
phosphatases avec boucle P. Leur fonction principale est le transport actif de substances
contre leur gradient chimique au travers des membranes cellulaires. (Hopfner 2016). La
caractéristique structurelle commune a ces protéines est le domaine NBD (Nucleotide Binding
Domain) avec boucle P (phosphate-binding) ATPase, ou sera catalysée I’hydroxylation de I’ATP
en ADP, fournissant I’énergie nécessaire au fonctionnement de ces moteurs moléculaires. Ce
domaine contient la « signature ABC » spécifique de cette famille de protéines : séquence
d’acides aminés LSGGQ. Les protéines ABC transportent essentiellement des molécules
lipidiques ou amphiphiles, des peptides, et des toxines (Vasiliou, Vasiliou, and Nebert 2009).
Physiologiquement, beaucoup d’entre-elles sont impliquées dans la détoxification cellulaire,
et deviennent de plus en plus connues dans la résistance multidrogue (MDR) dans le
traitement du cancer, les mieux décrites étant la P-glycoprotéine (P-gp, ABCB1) et la BCRP
(breast-cancer related-protein, ABCG2). D’autres sont connues de par leur implication dans
des pathologies humaines (Tableau 8), telles qu’ABCB2 et B3 (protéines TAP, transporter
associated with antigen presentation) dans des déficits immunitaires primitifs, ou ABCC7
(CFTR), dont la perte de fonction est causale dans la mucoviscidose.

Le cycle de fonctionnement se déroule schématiqguement ainsi (Figure 11) : fixation du
substrat en trans, induisant un changement conformationnel permettant a I’ATP de se fixer
dans le NBD. L’hydrolyse de I'ATP induit ensuite le dernier changement conformationnel
permettant au substrat de passer c6té cis de la membrane.

Chaque protéine ABC comprend 2 domaines transmembranaires et 2 NBDs, a I'exception des

ABC E et F qui ne possedent pas de domaine transmembranaire.
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Figure 11. Schéma de fonctionnement des ABC transporteurs. (issue de (Hopfner 2016)).
TMD (trans-membrane domain)

ABCB7 semble étre la protéine la plus exprimée dans les cellules souches hématopoiétiques
et sa perte induit une hypoplasie médullaire sévere, contrairement a ABCB1 et ABCG2
(Raaijmakers 2007). Par ailleurs, les protéines ABC sont en partie responsables de la résistance
des cellules leucémiques aux cytotoxiques.

Une étude a retrouvé des expressions élevées, outre des principales MDR protéines connues
(ABCB1, ABCC1 et ABCG2), d’ABCA4, ABCA7, ABCB2, ABCB6, ABCB8, ABCBY et ABCG1 dans des
lignées de cellules cancéreuses résistantes aux chimiothérapies (Gillet et al. 2004), ce qui
renforce l'idée que la résistance multidrogue dans le cancer peut impliquer différentes
protéines ABC en fonction du contexte cellulaire, d’autant plus que la modulation
pharmacologique de ABCB1 et ABCG2 n’a pas d’'impact sur la survie de ces cellules
(Raaijmakers 2007). Dans les LAM, les protéines ABCA5, ABCB1, ABCB6, ABCC1, ABCC3
semblent étre les plus exprimées (Varatharajan et al. 2017), notamment dans les CSLs (Ho,
Hogge, and Ling 2008). Des essais cliniques ont tenté de moduler I'expression des ABC
transporteurs, avec une certaine efficacité pour la cyclosporine A (List et al. 2001) et une
absence d’effet pour les inhibiteurs sélecteurs de ABCB1 (Raaijmakers 2007), renforcant I'idée
gue la résistance multidrogue n’est pas le fait d’une seule protéine.

L'expression des genes ABC peut néanmoins servir de biomarqueur pour les LAM. L’expression
élevée d’ABCB1 est bien connue comme étant associée a un pronostic défavorable, mais limité
aux patients agés (D Steinbach and Legrand 2007) ; I'impact pronostique d’ABCG2 et d’ABCC1

semble par contre indépendant de I’age.

-61-



Famille Membre | Séquence géne Fonctions
Al NMO005502 Transport de cholestérol — maladie de Tangier
A2 NMO001606 Trans?ort de lipides, regula.tlon de la production de B-
amyloide, MDR (estramustine)
A3 NMO001089 Production du surfactant pulmonaire, MDR — déficits en
surfactant
Efflux de phosphatidyléthanolamine, role dans les
NM
Ad 000350 photorécepteurs — maladie de Stargardt
ABC A A5 NMO018672 Efflux cholestérol sur les HDL
A6 NMO080284 MDR, homéostasie lipidique dans les macrophages
A7 NMO019112 Transport de lipides
A8 NMO007168 Transport de lipides et d’anions organiques, MDR
A9 NMO080283 Homeéostasie lipidique dans les macrophages
A10 NMO080282 Homéostasie lipidique dans les macrophages
AL2 NM173076 Transport de gIL.lcosyIceramldes, homéostasie cutanée —
ichtyose arlequin
Al13 NM152701 Transport de cholestérol et de gangliosides
Flop de phospholipides membranaires, MDR
B1 (P-gp) NMO000927 (anthracyclines, étoposide, imatinib, taxanes, vinca-
alcaloides)
B2 (TAP1) NMO000593 Transport de peptide, lien avec le CMH |
B3 (TAP2) NMO000544 Transport de peptide, lien avec le CMH |
Flop de phosphatidylcholine, production des sels
B4 NM000443 biliaires, MDR (paclitaxel, vinblastine)
BS NM178559 MDRI(doxorublcme), marqueur de cellules souches
ABCB cancereuses
B6 NMO005689 Transport de porphyrines, mélanogénése
87 NM004299 T.ratwsport d.e cluster Fer-S?ufre-GIutathlon — Anémie
sidéroblastique avec ataxie
B8 (MITOS) NMO007188 Canal K+ de la membrane mitochondriale interne
B9 NM019625 Transport de peptides, MDR
B10 NM012089 Transport de porphyrines, métabolisme du Fer
B11 NMO003742 !VIDR (pf:\cht'axel), trar1'sport de sels biliaires — cholestase
intra-hépatique familiale
C1 (MRP1) NMO004996 MDR (anthracyclines, étoposide, méthotrexate)
MDR (cisplatine, doxorubicine, mitoxantrone,
C2 (MRP2) NMO000392 étoposide, méthotrexate, vinca-alcaloides) — syndrome
de Dubin-Johnson
DR (ci - — - -
C3 (MRP3) NMO003786 M, R (C|sp|at|ne,.doxorublc.!ne, eto'p05|d.e,
méthotrexate, vinca-alcaloides, thiopurines)
ABC C C4 (MRP4) NMO005845 Trtamspo.rt de nucléosides, MDR (méthotrexate,
thiopurines)
C5 (MRP5) NMO005688 Transport de nucléosides et d’héme, MDR (thiopurines)
C6 (MRP6) NMO01171 MDR'(anthracyclines, étoposide) — pseudoxanthoma
elasticum
C7 (CFTR) NMO000492 Transport d’ions chlorure — mucoviscidose
Cc8 NMO000352 Sous-unité du canal K+ des cellules B du pancréas
9 NMO005691 Sous-unité SUR2A du canal K+ cardiaque
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C10 (MRP7) NMO033450 MDR (docétaxel, paclitaxel, vinca-alcaloides)
i i dthot te), t "ani
C11 (MRPS) NMO033151 MDR (fchlopLAeres, métho rexa.e), rantsport d’anions
lipophiles, role dans la production de bile
C12 (MRP9) NMO033226 inconnu
Transfert d’acides gras a trés longe chaine ou d’acyls-
D1 NMO000033 CoA vers le peroxysome — adrénoleucodystrophie liée a
I’X
ABC D D2 NMO005164 Inconnu — adrénoleucodystrophie liée a I’X
Transfert d’acides gras ou d’acyls-CoA vers le
D3 NMO002858 péroxysome —certaines formes du syndrome de
Zellweger
D4 NMO005050 Transport de la vitamine B12
ABCE E1l NM002940 Fonction ribosomale, réle dans la réponse interféron
F1 NM001025091 Initiation de la traduction, réle dans l‘inflammation
ABCF F2 NMO005692 inconnu
F3 NM018358 inconnu
G1 NMO004915 Transport de lipides
G2 (BCRP) NM004827 MDR (lmito>.<a.ntrolne, méthotrexaFe,
ABC G topotécan/irinotécan, anthracyclines)
G4 NM022169 Homéostasie lipidique dans les macrophages
G5 NM022436 Transport des stérols - sitostérolémie
G8 NM022437 Transport des stérols - sitostérolémie

Tableau 8. Les membres de la famille des protéines ABC chez ’THomme, nomenclature, roles
et numéro de séquence génique. (d’aprés (Vasiliou, Vasiliou, and Nebert 2009; Quazi and
Molday 2011; Raaijmakers 2007)). En gras dans la partie fonction sont indiquées les maladies
pour lesquelles des mutations constitutionnelles du géne sont rapportées. HDL (high density
lipoparticle), MDR (multidrug resistance), TAP (transporter associated with antigen
presentation).
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4.2. ABCA3 : structure, fonction et pathogénie.

ABCA3 fait partie de la sous-famille A des transporteurs ABC, dont les génes des membres sont
dispersés sur le génome, a I’exception du cluster ABCA5-6-8-9-10 en 17q (Figure 12A).1lya 12
protéines ABCA (ABCA11 a été attribué a tort a un pseudogene). La structure protéique des
ABCA transporteurs est conservée et comprend 2 domaines transmembranaires et 2 NBDs,
associés 2 par 2 et séparés par une boucle hydrophobe (HH1) caractéristique de cette sous-

famille (Figure 12B).

ABCA 10 ~ B HHI

ATP- ATP-
THMDL binding cassette | l T™MD2 binding cassette 2
ABCA 9 ] —— = — R
ABCA 8 .
TMDI HHI T™MD2
ABCA 6 J> (TN 1702423
ABCAS c
v N
ABCA 3 IEID 18p13.3
ATP- ATP-
v binding cassette 1 binding cassette 2
ABCA 12 TN ey
ABCA 13 (URNUELINLL) 70123
v
ABCA7 INI0 19p13.3
ABCA 1 OO o3t

ABCA 4 rI""ITIl]'lIﬂ_HlTITl]TIII 1p22.1

ABCA 2 INTENIEL, 90343

Figure 12. Phylogénie de séquence d’acides aminés (A) et structure protéique (B) de la sous-
famille A des ABC transporteurs. Figure A extraite de (Kaminski, Piehler, and Wenzel 2006) et
B extraite de (Albrecht and Viturro 2007).
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Le gene ABCA3 (NM_001089) est situé en 16p13, a une taille approximative de 65 000 bases
nucléotidiques, et comprend 33 exons. Dans la base FasterdB (Figure 13A), 12 transcrits sont
rapportés, certains en lien avec un promoteur alternatif situé en amont de I'exon 4 et des
séquences de polyadénylations alternatives sur les exons 7 et 20. L’expression d’ABCA3 est
finement régulée lors du développement feetal et est inductible par les glucocorticoides (I.
Yoshida, Ban, and Inagaki 2004) et par STAT3 en réponse a une inflammation médiée par I'lL6
(Matsuzaki et al. 2008). Le promoteur d’ABCA3 chez la souris est également soumis a une
transactivation par les facteurs de transcription FOXA2, CEBPA, GATA-6, TTF-1, NFATc3 et les
SREBPs (sterol-response element binding proteins) (Besnard, Xu, and Whitsett 2007).
L’expression physiologique d’ABCA3 est élevée dans le poumon mais également présente
dans le pancréas, le foie, les reins, le cerveau et le cceur.

La protéine native ABCA3 (UniProtkKB - Q99758) comporte 1704 acides aminés pour un poids
moléculaire élevé (191 kDa). Sa structure tertiaire et sa modélisation tridimensionnelle sont
présentées en Figures 13B et C. Au niveau cellulaire, ABCA3 se localise sur les lysosomes et les
endosomes ; dans les pneumocytes de type Il, son expression est restreinte aux corps multi-
lamellaires, lieux de production du surfactant pulmonaire. ABCA3 subit de nombreuses
glycosylations, notamment sur sa partie N-terminale, avec un impact significatif sur sa
structure définitive (M. F. Beers et al. 2013) et dont |'absence entraine une dégradation de la
protéine via le protéasome. Bien que théoriguement fonctionnelle en monomére, une étude
récente a démontré que les monomeres d’ABCA3 ne représentent que 45% des formes
exprimées sur les membranes lysosomales, avec 30% de tétrameéres, 20% de dimeéres et 5%
de triméres (Frixel et al. 2016). La dégradation d’ABCA3 est lysosomale par effet de la
Cathepsine L sur la Lysine 174, située sur la premiere boucle intraluminale (Hofmann et al.

2016).
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Figure 13. Geéne et protéine ABCA3. Séquence génétique d’ABCA3 avec représentations des
exons en rectangles de taille proportionnelles a leur longueur de nucléotides (A, extraite de
FasterdB), structure protéique tertiaire (B) et modélisation 3D (C). Figures B et C extraites de
(Paolini et al. 2015). pA (site de polyadénylation), TMD (trans-membrane domain), NBD
(nucleotide-binding domain).

ABCA3 est un transporteur de molécules hydrophobes, physiologiquement de lipides
(cholestérol, phosphatidylcholine, phosphatidylglycérol, sphingomyéline,
phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine). Son expression préférentielle dans les
corps multi-lamellaires des pneumocytes en font un élément incontournable dans la
maturation du surfactant pulmonaire (Michael F. Beers and Mulugeta 2017). Son cycle de
fonctionnement et d’auto-renouvellement est bien décrit dans ces cellules (Figure 14A). Dans
un modele murin avec inactivation compléte d’ABCA3, les jeunes souris meurent en quelques
heures d’insuffisance respiratoire. Des mutations constitutionnelles avec perte de fonction
d’ABCA3 sont désormais bien décrites comme pouvant induire des pathologies pulmonaires,
allant de la détresse néonatale aigué par déficit en surfactant aux pneumopathies

interstitielles diffuses de révélation tardive (Michael F. Beers and Mulugeta 2017).
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Figure 14. ABCAS3 et surfactant. Cycle de fonctionnement d’ABCA3 dans les pneumocytes de
type Il (A). Cartographie des mutations constitutionnelles répertoriées (B). Figures extraites et
adaptées de (Michael F. Beers and Mulugeta 2017). CB (composite body), ER (endoplasmic
reticulum), LB (lamellar body), MVB (multivesicular body), SV (post-Golgi sorting vesicle).

4.3. ABCAS3 et résistance aux traitements du cancer, mécanismes et impacts
pronostiques.

L'équipe de Yasui et collégues a été la premiére a rapporter un possible réle d’ABCA3 dans le
résistance multidrogue (Yasui et al. 2004) : en comparant par CGHarray 27 lignées primaires
cancéreuses chimiorésistantes avec leurs lignées parentales, ils ont pu démontrer des
amplifications génomiques liées a la chimiorésistance, parmi lesquelles de nombreux genes
de transporteurs ABC étaient contenus. La lignée de LAM K562 était spécifiquement enrichie
pour ABCA3, ABCC1 et ABCD4 en cas de résistance a I'Etoposide. Dans la lignée HT-29 (cancer
du célon) résistante a I'Etoposide, le locus 16p12-13 était également amplifié et associé a une
expression élevée d’ABCA3. La méme année, I'équipe d’Hirschmann-Jax et collegues a mis en
évidence, dans des cellules de neuroblastomes, I'existence de cellules souches tumorales avec
surexpression d’ABCA3 et ABCG2 (Hirschmann-Jax et al. 2004). Ces cellules ont un avantage
de survie, avec capacité d’expulsion de la mitoxantrone. L'équipe de Norwood a également
mis en évidence une expression élevée d’ABCA3 dans des cellules souches de LAM propagées

en xénogreffe, avec ABCB1, ABCC1 et ABCG2 (Norwood et al. 2004).
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Cette expression élevée d’ABCA3 a également été documentée dans des échantillons de
patients adultes et pédiatriques, avec une tendance vers |’association d’'une expression élevée
avec un mauvais pronostic, sans corrélation avec la classification FAB de la leucémie (Wulf et
al. 2004). Dans toutes ces études, I'expression d’ABCA3 était relativement faible dans les
cellules hématopoiétiques normales.

En dehors des hémopathies myéloides, I'expression d’ABCA3 a pu étre documentée dans de
nombreux cancers, notamment dans des lymphomes non-hodgkiniens (B Chapuy et al. 2008)
et dans les LAL (Efferth et al. 2006). Dans les cancers du poumon, ABCA3 est fortement
exprimé dans les adénocarcinomes (Overbeck et al. 2013) et faiblement exprimé dans les
cellules de cancer non a petites cellules (D. Zhao et al. 2020), avec un impact pronostique
défavorable en cas de forte expression (Overbeck et al. 2017). L'inhibition d’ABCA3 dans des
lignées cellulaires restore une sensibilité aux chimiothérapies conventionnelles de ce type de
cancer (cisplatine et paclitaxel) (Overbeck et al. 2013). Dans les cancers de |'ovaire
(Januchowski et al. 2014) et du célon (Long et al. 2016), ABCA3 apparait cependant sous-
exprimé dans les formes chimiorésistantes, possiblement car d’autres ABC transporteurs sont
sur-exprimés (Januchowski et al. 2014). Un impact pronostique défavorable d’une forte
expression d’ABCA3 est suggérée dans les cancers du poumon, du testicule et de la thyroide
(Lin et al. 2004). ABCA3 est également exprimé dans les cancers du sein, en réponse aux
oestrogénes, sans impact pronostic documenté a I’heure actuelle (Lin et al. 2004). Par ailleurs,

tres peu de mutations d’ABCA3 sont rapportées dans les cancers (données cBioPortal).

D’un point de vue mécanistique (Wulf et al. 2004; B Chapuy et al. 2008), ABCA3 induit un
avantage de survie des cellules exposées a diverses chimiothérapies (étoposide, cytarabine,
vincristine, daunorubicine et mitoxantrone) par séquestration lysosomale de ces molécules.
Dans des cellules HEK293T transfectées avec un plasmide ABCA3, les auteurs ont bien
démontré une augmentation de I'accumulation cellulaire mais une réduction de
I’accumulation nucléaire de la drogue (B Chapuy et al. 2008). Un mécanisme similaire a été
démontré par la méme équipe concernant la résistance a I'imatinib dans des cellules de LMC
(Bjoern Chapuy et al. 2009). Ces drogues ainsi captées sont ensuite éliminées de la cellule via
des exosomes (Koch et al. 2016) ce qui éviterait leur rediffusion vers la cellule. ABCA3 ayant

un role dans la constitution des corps multivésiculaires d’ou sont originaires les exosomes, la
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méme équipe a démontré que l'inhibition d’ABCA3 (pharmacologique ou génétique) limite la
production d’exosomes (Aung et al. 2011). Dans cette méme étude, ABCA3 était sur-exprimé
dans des lignées de lymphomes B résistants au Rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20),
et cette résistance était médiée par la production d’exosomes riches en CD20, qui captent le

médicament en extra-cellulaire, avec re-sensibilisation au Rituximab via inhibition d’ABCA3.

Dans les LAM, ABCA3 est exprimé dans le compartiment souche sous la dépendance de SALL4
(Drosophila spalt-like protein 4), un facteur de transcription en doigt-de-zinc. Ma et collégues
ont rapporté une expression constitutionnelle de SALL4 dans des lignées primaires de LAM et
un effet leucémogene de la surexpression de ce géne dans un modele murin via interaction
directe avec la B-caténine (Y. Ma et al. 2006). La méme équipe a démontré ultérieurement
que SALL4 est indispensable au maintien de la pluripotence des cellules souches
embryonnaires et a leurs destins cellulaires et, de maniere analogue, a I'expansion des CSH
(Aguila et al. 2011). L'inactivation de SALL4 dans des cellules leucémiques induit leur apoptose
(J. Yang et al. 2008), des genes comme Bmi-1 et Bcl2/2 étant sous la dépendance de ce facteur
de transcription (F. Wang et al. 2016). SALL4 est également plus fortement exprimé dans les
CSLs et sa perte neutralise leur chimiorésistance, en lien avec une baisse d’expression d’ABCA3
et ABCG2 (Jeong et al. 2011). SALL4 se lie directement au promoteur d’ABCA3 et induit sa
transcription (Jeong et al. 2011). De maniére analogue, SALL4 est également exprimé dans les
cellules de LMC (Shen et al. 2012) et est connu pour médier la résistance aux inhibiteurs de
tyrosine kinase imatinib, dasatinib et nilotinib (Hupfeld et al. 2013). De plus, une surexpression
de SALL4 induit un certain degré d’instabilité génomique, par répression de FancL (F. Wang et
al. 2016), et favorise le développement de LAM avec caryotype défavorable (J. C. Ma et al.
2013). D’un point de vue mécanistique, SALL4 interagit avec des modulateurs épigénétiques,
tels que DNMT3A, KMT2A, DOT1L et LSD1 (L. Liu et al. 2013), et sa participation est cruciale a
la leucémogénese médiée par les transcrits de fusions de KMT2A via activation d’HOXA9 et de

Meis1 (A. Li et al. 2013; Lina Yang et al. 2017).
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Un lien entre la voie de signalisation Hedgehog et ABCA3 a également été rapporté dans la
LAL (Sheybani, Rahgozar, and Ghodousi 2019; Ghodousi and Rahgozar 2018).
Schématiquement, une surexpression de Smo est corrélée a des taux élevés d’ABCA3,
probablement car le programme transcriptionnel de Gli1 inclut le facteur de transcription
Nanog qui est ensuite capable d’induire I'expression de SALL4 ou de réprimer les miRs connus
pour réprimer ABCA3 : miR-326, miR-324-3p et miR-508-5p (Ghodousi and Rahgozar 2018;
Zamani et al. 2021).

Bien que prédite délétere in vitro, I'expression élevée d’ABCA3 n’est pas aujourd’hui
consensuellement reconnue comme un facteur de mauvais pronostic dans les LAM (Tableau
9). Steinbach et collegues (Daniel Steinbach et al. 2006) ont été les premiers a identifier un
impact pronostique d’ABCA3 dans les LAM : la quantification simultanée de I'expression de 38
génes ABC a permis d’identifier ABCA2, ABCA3, ABCB2 et ABCC10 comme fortement exprimés
dans les échantillons de LAM pédiatriques, avec une expression significativement plus élevée
chez les patients réfractaires a I'induction. Dans I'étude de Chapuy et collégues (B Chapuy et
al. 2008), un impact péjoratif de I'expression d’ABCA3 sur la SG et la survie sans leucémie (SSL)
a été observé. Varatharajan et collégues ont également retrouvé cet impact négatif d’ABCA3
sur la SG bien que moins significatif que pour ABCB6 et ABCC3 (Varatharajan et al. 2017). Dans
cette étude, il a été noté une expression plus faible d’ABCA3 dans le sous-groupe des patients
avec LAM de type CBF. De plus, deux études ont retrouvé une association entre expression
élevée de SALL4 et mauvais pronostic : échec d’induction (Swelem, Elneely, and Shehata 2021)
et rechute (Swelem, Elneely, and Shehata 2021; Farawela et al. 2019).

Cependant, trois autres études n’ont pas retrouvé d’'impact pronostique d’ABCA3 dans les
LAM (Marzac et al. 2011; Bartholomae et al. 2016; (Mohamed et al. 2015). Des différences
dans la population étudiée ou dans les techniques peuvent étre a I'origine de cette disparité,
notamment beaucoup d’étude ont utilisé des sondes TagMan commerciales ciblant la jonction
entre les exons 19 et 20, connue désormais pour étre I’objet d’un épissage alternatif dans les

LAM (Mohamed et al. 2015).
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Etude

Age (nombre de
patients)

Résultats

Techniques

(Daniel Steinbach et al. 2006)

Pédiatrie (n=42)

21 patients chimiosensibles et 21 chimiorésistants
Expression élevée d’ABCA3 chez les patients réfractaires

inconnu

(B Chapuy et al. 2008)

Pédiatrie + adulte (n=119)

Expression élevée d’ABCA3 associée a une SG et une SSL

réduite

SYBRgreen —amplicon a la jonction
exon 11-12

(Marzac et al. 2011)

Adulte (n=51)

31 patients chimiosensibles et 20 chimiorésistants
Aucun impact sur le taux d’obtention de RC

TagMan™ Array Human ABC
Transporters — sonde ciblant la
jonction exon 19-20

(Bartholomae et al. 2016)

Pédiatrie (n=112)

Aucun impact sur le taux d’obtention de RC ou la SG

TagMan™ RTgPCR — sonde ciblant
la jonction exon 19-20

(Varatharajan et al. 2017)

Adulte + pédiatrie > 16 ans
(n=233)

Expression élevée d’ABCA3 associée a une SG réduite

TagMan™ RTgPCR — sonde ciblant
la jonction exon 19-20

(Mohamed et al. 2015)

Adulte > 50 ans (n=17)

Pas de différence significative de niveaux d’expression
d’ABCA3 entre rechute et RC prolongée

Affymetrix-GeneChip Human Exon
HTA2

Tableau 9. Impact pronostique de I’expression d’ABCA3 dans les LAM. RC (rémission compléte), RTqPCR (PCR quantitative aprés reverse
transcription), SG (survie globale), SSL (survie sans leucémie).
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Dans les LAL, les résultats concordent plus pour confirmer I'impact négatif d’'une expression
élevée d’ABCA3, soit directement (Rahgozar et al. 2014; Aberuyi et al. 2017), soit via une
expression élevée de SALL4 (Ohadi, Rahgozar, and Ghodousi 2020).

L’épissage alternatif d’ABCA3 n’a cependant été que trés peu étudié. Notre équipe a mis en
évidence I'exclusion de I'exon 19 comme un événement d’épissage spécifique aux LAM
(Mohamed et al. 2015). Cet événement a été identifié en comparant des lignées cellulaires ou
I’expression de WT1 était modulée par ARN-interférence : la répression de WT1 induisant une
augmentation du taux d’exclusion de I’exon 19 (Figure 15A). Une tendance identique entre
exclusion de I'exon 19 d’ABCA3 et expression de WT1 a également été mise en évidence dans
des échantillons de patients atteints de LAM (Figure 15B). Cette inactivation de WT1 ne
semble pas avoir d’incidence sur I'expression d’ABCA3 ni sur la quantité de protéine produite,
et n’interfére pas non plus avec les quantités des autres principaux ABC transporteurs (Figure
15C). Exposées a la doxorubicine ou a I'étoposide (Figure 15D), les cellules de la lignée KG1
avec expression de WT1 diminuée (shWT1), donc avec exclusion plus forte de I'exon 19,
présentent un avantage de survie par rapport aux cellules transfectées avec le vecteur vide
(PLKO). In vitro, des résultats préliminaires nous orientent vers une augmentation des
capacités d’efflux d’ABCA3 en cas de perte de I'exon 19 (Figure 16A et B), possiblement en lien

avec une altération de la localisation cellulaire de la protéine (Figure 16C).
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Figure 15. L’exclusion de I’exon 19 est modulable par I'expression de WT1 et induit une
résistance a la Doxorubicine. (A) gPCR spécifique de I'exon 19, ratios d’expression des ARN
messagers natifs (exon 19 inclus, 19-20) et dépourvus d’exon 19 (18-20) dans 3 lignées
cellulaires de LAM (KG1, Kasumi et MOLM13) transfectées par un lentivirus contenant un
plasmide avec un shRNA de WT1 (shWT1) ou vide (PLKO). (B) qPCR spécifique de I'exon 19 et
de WT1 dans des échantillons de patients atteints de LAM et des donneurs sains. Figures A et
B extraites de (Mohamed et al. 2015). Les caractéristiques techniques de la gPCR E19S sont
présentées en Annexe 3. (C) Western-blots de lysats cellules KG1 (50 pg de protéines)
transfectées avec le plasmide vide (pLKO) ou avec shWT1, avec marquage des protéines
ABCA3 (référence ab24751, Abcam, souris), ABCB1, ABCC1 et ABCG2, et B-actine (référence
8H10D10, Cell Signaling, souris) comme référence. Révélation avec anticorps secondaires anti-
souris couplé HRP. (D) Tests de survie cellulaires MTT des cellules transfectées en présence de
concentrations croissantes de Doxorubicine (DXR), moyenne +/- SEM. Figures C et D extraites
de (Mohamed 2015).
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Figure 16. L’exclusion de I’exon 19 augmente les capacités d’efflux de la protéine ABCA3. (A)
Survie cellulaire (test MTT) de cellules HEK293T transfectées (cf Article 1) apres exposition
continue de 72 heures a la doxorubicine (DXR). (B) Exposition breve a la DXR et analyse en
cytométrie de flux de la présence intra-cellulaire de DXR. Figures A et B extraites de (Mohamed
2015). (C) Microscopie confocale laser de cellules HEK transfectées, révélation de I'eGFP
(Mohamed, non publiée).

Suite a lidentification de I’exclusion de I'exon 19 comme événement associé a la
chimiorésistance dans les LAM, notre équipe a étudié I'impact pronostique de cet événement
dans deux séries de patients adultes. La premiéere cohorte (discovery) comportait 106 patients
avec tout type de LAM non-promyélocytaire et traités par chimiothérapie intensive. Un ratio
élevé de transcrit ABCA3 dépourvu de I'exon 19 était associé a un pronostic défavorable, avec
plus de patients réfractaires (70% contre 87%, p = 0,03), une tendance a plus de rechutes (73%
contre 59%, p = 0,13) et des SG et SSE plus faibles (Figure 17A et B). Des résultats similaires
ont été obtenus dans le seconde cohorte (validation), comportant 86 patients atteints de LAM
a caryotype normal (Figures 17C-D). Les analyses multivariées ont montré que I'exclusion de
I'exon 19 d’ABCA3 était un facteur pronostique indépendant de I’dge, du caryotype et de la

présence de mutations de NPM1 ou FLT3-ITD.
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Figure 17. L’exclusion de I’exon 19 est associé a un pronostic défavorable dans les LAM de
I’adulte. (A) Survie globale (OS) et (B) survie sans événement (EFS) des patients de la cohorte
discovery (n=106) répartis en 3 groupes selon le niveau du ratio de saut de I'exon 19. (C) Survie
globale (OS) et (D) survie sans événement (EFS) des patients de la cohorte validation (n=86)
répartis en 3 groupes selon le niveau du ratio de saut de I'’exon 19. Analyses multivariées
réalisées dans la cohorte d’exploration (E) et de validation (F). Figures extraites de (Mohamed

2015).
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ABCA3 apparait également comme une cible thérapeutique, dans I'optique de lever la
chimiorésistance des CSLs. L'indométhacine est un anti-inflammatoire non-stéroidien capable
d’inhibition allostérique d’ABCA3 (J. H. Song et al. 2008). Une majoration de la cytotoxicité de
la cytarabine et des anthracyclines a ainsi pu étre démontré in vitro dans des lignées de
lymphomes B (Koch et al. 2016), de LMC (Hupfeld et al. 2013) et de LAM (J. H. Song et al.
2008). De plus, par son effet pharmacodynamique principal (inhibition des cyclo-oxygénases),
I'indométhacine aurait également un intérét pour limiter |'effet protecteur du micro-
environnement médullaire (J. H. Song et al. 2008).

Une autre possibilité serait de limiter les effets de SALL4. Cela est possible en interférant avec
des complexes épigénétiques recrutés par SALL4 : I'inhibition de LSD1 dans des cellules de LA
promyélocytaires rétablis la sensibilité a I’ATRA en cas de surexpression de SALL4 (L. Liu et al.
2015) ; un peptide compétitif de I'interaction SALL4-HDAC est capable de lever la répression
de PTEN et ainsi de réprimer la voie Akt nécessaire a la survie dans un modéle de LAM (C. Gao
et al. 2013). Hormis les inhibiteurs de LSD1, aucun des traitements cités ci-dessus ne fait I'objet

actuellement de développement clinique dans les LAM.
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OBIJECTIFS

Au vu de I'analyse de la littérature, il apparait que la stratification pronostique dans les LAM,
pédiatriqgues comme adultes, reste a améliorer. Il convient également d’identifier des
biomarqueurs prédictifs de réponse aux nouvelles thérapies dans cette pathologie. L'une des
pistes de travail est celle des transporteurs ABC parmi lesquels ABCA3 semble étre une piste
prometteuse car impliqguée dans le phénotype de chimiorésistance des cellules souches
leucémiques. Cependant, I'impact pronostique de I'expression d’ABCA3 dans les LAM est
débattu. Par ailleurs, notre équipe a mis en évidence dans ce géne un événement d’épissage

(exclusion de I’exon 19) associé a une résistance de la cellule leucémique aux chimiothérapies.

Les objectifs de ce travail sont donc:

- D’étudier de maniére homogene I'impact pronostique de I’expression d’ABCA3 dans
les LAM adultes et pédiatriques.

- D’étudier I'impact pronostique de I’exclusion de I'exon 19 d’ABCA3 dans les LAM
pédiatriques et de décrypter les mécanismes cellulaires qui sous-tendent I'impact
défavorable conféré par le saut de I'exon 19 d’ABCA3.

- D’intégrer les données transcriptomiques d’ABCA3 afin de raffiner la stratification

pronostique des LAM.
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RESULTATS
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PREAMBULE :

Pour répondre a nos objectifs, nous présenterons les résultats de nos travaux en 3 parties :

- Partie 1 : Impact pronostique de I'expression d’ABCA3 dans les LAM de I'adulte et de
I’enfant. Cette partie est présentée sous la forme d’un article scientifique en cours de

soumission a Blood Advances.

- Partie 2 : L'exclusion de I'’exon 19 d’ABCA3 module son impact pronostique dans les
LAM. Cette partie rapporte les résultats que nous avons obtenu en travaillant sur
I’exon 19 d’ABCA3. Une fois le premier article publié, elle fera I'objet d’'une soumission
d’un article scientifique, combinée aux données obtenues précédemment par notre

équipe.

- Partie 3: Proposition d’un nouveau score transcriptionnel et post-transcriptionnel
dans les LAM pédiatriques. Cette partie est présentée sous la forme d’un article
scientifique prét a soumission a Pediatric Blood and Cancer et qui sera soumis dés que

les 2 précédents articles auront été publiés.
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PARTIE 1 : IMPACT PRONOSTIQUE DE
L"EXPRESSION D’ABCA3 DANS LES LAM
DE L’ADULTE ET DE L'ENFANT.

(ARTICLE 1)
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Dans cet article, accepté pour publication a Blood Advances (ADV-2021-006040R1, doi:
10.1182/bloodadvances.2021006040), nous présentons nos résultats de I'étude de
I’expression d’ABCA3 dans 2 cohortes de LAM adultes (213 patients issus de I'essai clinique
ALFAQ701) et pédiatriques (270 patients issus de |'essai clinique ELAMO02). La spécificité de
notre approche est d’avoir utilisé un design d’amorces de qPCR prenant en compte les variants
d’épissages d’ABCA3 ainsi qu’une méthode automatisée de choix de valeur-seuil d’expression.
Nous avons pu démontrer chez I'enfant un fort impact pronostique défavorable indépendant
conféré par une expression élevée d’ABCA3 au diagnostic de la leucémie. Cet impact semble
plus net chez les patients agés de plus de 2 ans ou de risque pronostique standard. In vitro,
nous avons montré qu’une expression élevée d’ABCA3 était corrélée a une moindre sensibilité
a la doxorubicine. Chez 'adulte, dans I'ensemble de la cohorte, nous avons observé une
tendance a des résultats similaires mais I'analyse stratifiée sur le groupe de traitement
randomisé a révélé que cet impact pronostique défavorable conféré par I'expression élevée

était limité aux patients ayant recu le gemtuzumab-ozogamicin.
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) outcomes are poor in both adult and pediatric patients mainly
due to high relapse rates. ATP-binding cassette transporter A3 (ABCA3) is a multidrug
resistance protein expressed in myeloid progenitors that potentially acts on AML relapse.
However, the prognostic impact of ABCA3 gene expression in adult and pediatric AML is still
debated. Here, ABCA3 expression levels were uniformly investigated in 270 pediatric and 213
adult AML patients at diagnosis using a quantitative real-time-polymerase chain reaction
approach that considers all ABCA3 splice isoforms. Automated gene expression cutoff was used
to distinguish high from low ABCA3 expressers. Pediatric AML patients highly expressing
ABCA3 exhibited reduced complete remission rates (87% versus 98%, Fisher's exact test P =
0.001) and worsened outcomes: 5-year overall survival, 65% + 5% versus 81% =+ 3%, and 5-
year leukemia-free survival, 50% + 6% versus 67% + 4% (log-rank test, P = 0.003 and 0.006,
respectively). In contrast, high ABCA3 expression had no significant impact on adult AML
patients treated with intensive chemotherapy but was associated with adverse prognosis in
patients receiving gemtuzumab-ozogamycin: 4-year overall survival, 31% + 5% versus 70% =+
9%, and 4-year leukemia-free survival, 28% * 6% versus 68% * 9% (log-rank test, P = 0.004
and 0.005, respectively). These data coincided with a negative correlation between ABCA3
expression and the frequency of CD33+ AML cells. Furthermore, in vitro analyses showed that
ABCA3 expression negatively correlates with DNA damage and cell death upon doxorubicin
exposure. Overall, these data define ABCA3 expression as an additional prognostic biomarker
to consider for refining risk stratification in pediatric AML and predicting gemtuzumab-

ozogamycin sensitivity in adult AML.
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INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is a rare but severe hematological malignancy. Despite
improvements in the last decades, the prognosis of AML remains poor, with only 65% of adult
AML patients responding to intensive chemotherapy and a 5-year overall survival (OS) rate
barely exceeding 35-45%'. In contrast, over 90% of children with AML achieve complete
remission (CR)'~® and have 5-year OS rates at 70-75% with 50-55% leukemia-free survival
(LFS) rates®. Relapse of AML frequently arises from residual leukemic cells with stem cell
features®, including self-renewal capacity and increased resistance to treatment. Cellular drug
resistance partly relies on active transport across cellular membranes undertaken by ATP-
binding cassette (ABC) transport proteins. Of those, the ABCA3 transporter has been found
particularly overexpressed in AML cells®, especially leukemic progenitors®. ABCA3 expression
has been previously shown to counteract the cytotoxicity of anthracyclines, mitoxantrone,
etoposide, cytarabine, vincristine, and rituximab’’ by strengthening drug efflux from leukemic
cells or sequestrating cytostatic drugs to endosomal organelles!®. However, studies having
investigated the prognostic impact of ABCA3 expression in AML have yielded conflicting
results. ABCA3 mRNA levels have been reported to exert unfavorable or neutral effects on
outcomes in either adult or pediatric patients”!!"!3, The discrepancy in these data may result
from methodological differences between studies. Indeed, some real time-quantitative
polymerase chain reaction (RTqPCR)-based studies of ABCA3 transcripts have used
oligonucleotides that recognize constitutively expressed exons while others used TagMan

probes spanning exon junction 19-20'%13

, which was recently demonstrated as a target for
aberrant alternative splicing in AML!*. Furthermore, the gene expression cutoff value used to
discriminate high to low ABCA3 expressing patients has more often been empirically estimated,
and the sample size of patient groups is frequently small, thereby precluding the use of
multivariate analyses. Altogether, these results prompted us to design a new RT-qPCR approach

to uniformly investigate the prognostic impact of ABCA3 expression at diagnosis in large

cohorts of adult and pediatric AML patients.
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PATIENTS & METHODS
Patients

The ELAMO2 trial'> (NCT00149162) included 438 patients under 18 years with de novo non-
promyelocytic AML and without Down syndrome; 270 diagnostic samples were obtained. RT-
gPCR experiments were initially performed on a randomly selected group of 120 samples
(exploratory set), and the 150 additional samples were used as an internal confirmatory set.
Regarding adult AML, 213 diagnostic samples were obtained from patients enrolled in the
French clinical trial ALFA0701'¢ (NCT00927498) which included 280 patients with de novo
AML between the ages of 50 and 70 treated with intensive chemotherapy (3+7 backbone) and
randomized (1:1) for receiving gemtuzumab-ozogamycin (GO) during induction and two
consolidation courses. For each sample, total RNA was extracted using TRIZol® LS Reagent
(Ambion® by Life Technologies™) and underwent reverse transcription using the iScript™
cDNA Synthesis kit (Bio-Rad®) according to the manufacturer’s instructions. Diagnostic and
survival data were extracted from trial databases. All parents and patients included in the study
gave signed informed consent for ancillary studies, according to the declaration of Helsinki.
This research was approved by an independent ethics committee. All authors had access to the

primary clinical and biological data.
RT-qPCR

Gene sequences were extracted from the FasterDB®© database

(https://fasterdb.lyon.unicancer.fr/faster/home.pl). Known splice variants were considered for

primer design (Supplementary Figure 1) using Primer3web 4.0.0 software

(www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Primers were manufactured by Eurogentec® and delivered

as 100-uM water solutions. iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) was used for real-time
quantification of amplicons according to the manufacturer’s instructions. Cycling reactions
were performed with a C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad) and fluorescence signals
measured with a CFX96® Real-Time System (Bio-Rad). Data were processed with CFX
Manager™ software v3.1 (Bio-Rad). Relative quantification of each target was performed
according to the method described by Pfaffl!’, using GUS and ABLI as references'®. RT-gPCR

data were expressed in arbitrary units (a.u.) and compared to that derived from the cell line
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KG1". Data were then processed for statistical analyses. Primers sequences and PCR cycling

conditions are available in Supplemental Table 1.
Cell lines

Both HEK293T and near-haploid leukemic HAP1 cells were used for assessing the relationship
between ABCA3 expression and the cellular response to drug exposure. Knockout of ABCA3
expression was carried out by CRISPR-Cas9-induced indels in HAP1 cells (product ID
HZGHC006065c005, validated with PCR and Sanger sequencing by Horizon Discovery™;
Supplementary Figure 2). HAP1 wild-type (HAPIwt) and HAP1 with knockout of ABCA3
(HAP1ko) cells were cultured in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Gibco® by Life
Technologies™) containing 10% heat-inactivated bovine fetal serum (Sigma-Aldrich).
HEK293T cells used in transient transfection assays were cultured in 1X Dulbecco’s Modified
Eagle’s high glucose Medium (Gibco® by Life Technologies™) containing 10% bovine fetal
serum. Both HAP1 and HEK293T cell cultures were supplemented with 100 UI/mL penicillin,
100 UI/mL streptomycin, 0.125 pg/mL amphotericin B, and 2 mM L-glutamine (Gibco® by
Life Technologies™). Cell dissociation was performed using 0.05% trypsin in EDTA (Gibco®
by Life Technologies™).

Transient transfection

HEK?293T cells were transfected with the plasmids pEGFP-N3 (pEGFP, green fluorescent
protein) and pEGFP-N3-ABCA3 full length (pABCA3-EGFP). Briefly, the coding sequence of
human ABCA3 (NM_001089.2) was synthesized by Genewiz® and inserted into the pEGFP-N3
vector digested by the restriction enzymes EcoRI and Xhol (Supplementary Figure 3). Both
plasmids were amplified in Escherichia coli and extracted using the Plasmid Maxi prep kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. The JetPrime™ kit (Polypus-
Transfection®) was used as a transfecting agent according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 3 x 10° cells/well were plated in a 6-well plate with 2 mL of culture medium. The
transfection was performed 24-hafter plating, with 1 pg of plasmid per mL of medium, twice
that volume of JetPrime™ reagent, and 200 pL of JetPrime™ buffer per well. Transfection

efficiency was estimated at 70-80% using GFP as a reporter gene.
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Cell viability

The viability of HAP1 and HEK293T cells was assessed using the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) based Cell Growth Determination kit (Sigma-
Aldrich) according to the manufacturer’s instructions. Cells were harvested after 48-h exposure
to various concentrations of doxorubicin (DXR; Sigma-Aldrich) or phosphate-buffered saline
as a negative control. Optical densities at 570 nm (formazan) and 690 nm (background) were
measured on a Multiskan Spectrum™ (Thermo Scientific, Electron Corporation). Data were
processed with SkanIT MSS v2.2 software (Thermo Scientific). Background absorbance was
subtracted from the 570 nm absorbance, and the resulting value for each sample was divided
by the respective value of the untreated sample, yielding an estimated percentage of living cells.

All experiments were performed twice in triplicate.

Cellular uptake of DXR and DNA damage

HAP1wt and HAP1ko cells were incubated for 6-h with DXR for cell uptake and DNA damage
assessment using fluorescence activated cell sorting. Cells were harvested, fixed, and
permeabilized (BD Cytofix/Cytoperm™ kit, BD Biosciences) after 48-h exposure to DXR or
phosphate-buffered saline and incubated overnight with primary anti-phospho-gammaH2AX
antibody (Ser139; Cell Signaling Technology). Cells were next incubated with a secondary anti-
rabbit APC-linked antibody (Cell Signaling Technology) and finally with DAPI
(ThermoFisher). Fluorescence was acquired on a LSRII cytometer (BD Biosciences) piloted
with FACSDiva v.6.1.2 (BD Biosciences). Data were analyzed using FlowJo vX.0.7 (BD

Biosciences).

Statistics

OS was defined as the time period from diagnosis to death from any cause. Event-free survival
(EFS) was defined as the time period from diagnosis to treatment failure, relapse, or death. LFS
was defined as the time period from achievement of CR to the date of relapse or death. Patients
who remained alive were censored at the last follow-up visit. Patients receiving hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT) were not censored at the time of transplantation. Associations
between categorical variables were analyzed using Fisher’s exact test. Central tendency
differences between groups were compared using a two-sample Student’s #-test or Mann—

Whitney test if the distribution of values was not normal. For categorical and survival analyses,
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RT-gPCR values were dichotomized using the best cutoff value determined using the free

software Cutoff Finder (http://molpath.charite.de/cutoff/)?°. Survival rates were calculated

using the Kaplan—Meier method. Log-rank tests were used to compare survival rates between
groups. To identify independent prognostic factors, multivariate analyses were performed using
a Cox proportional hazards model. A stepwise backward procedure was used with a threshold
significance level of P <0.10 to select factors in the model. All tests were two-sided. The final
type I error rate was fixed at 0.05 to identify factors associated with “time-to-event” outcomes.
All statistical analyses were performed using SPSS for Windows version 27.0 (IBM Corp.) and
GraphPad Prism for Windows version 6.00 (GraphPad Software).
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RESULTS

Prognostic impact of ABCA3 expression at diagnosis in pediatric AML

Diagnostic RNA samples from 270 patients were referenced here as the entire pediatric dataset,
which was representative of the entire trial cohort (Supplemental Table 2). A total of 120
patients were randomly selected to create an exploratory set, and the remaining 150 were used
for internal validation. The two cohorts were similar in criteria except for an excess of core
binding factor-AML in the validation set (Supplemental Table 3). Quantification of ABCA3
expression was carried out by RT-qPCR targeting constitutive exons 6 and 7, which are shared
by all ABCA3 alternative splice isoforms (Supplementary Figure 1). Cutoff Finder software was
used to distinguish high and low ABCA3 expressers. In the exploratory set, a cutoff value of
1.20 a.u. defined a group of patients (n = 44/120) with high ABCA3 expression that displayed
worse outcomes in terms of OS, LFS (Figures 1A and B), and EFS (Supplemental Figure 4).
Similar results were obtained with the validation cohort (Figures 1C and D) but with no
statistical significance. This may derive from a lower number of standard-risk patients
(Supplemental Table 3) in the exploratory set (29 [24%]) than in the validation set (64 [44%]).
Nevertheless, patients with high ABCA3 expression (n =98/270, 36%, mean = 3.21 a.u., median
= 2.19 a.u., standard deviation = 2.62 a.u.) displayed significantly reduced OS (Figure 1E) and
LFS (Figure 1F). Multivariate analyses of pediatric samples (Table 1) revealed a prognostic
impact of ABCA3 expression, along with risk stratification, age, and white blood cells at

diagnosis.
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Figure 1. Survival impact of ABCA3 expression in pediatric AML. Kaplan-Meier curves of

overall survival [OS] (a, c, ) and leukemia-free survival [LFS] (b, d, f) in exploratory (a—b),

validation (c—d), and overall sets of patients (e—f). Patients with high (red curves) and low (blue

curves) ABCA3 expression were separated with the best determined cutoff value of 1.20 a.u.

Hazard ratios (HR) were computed with 95% confidence intervals (95CI).
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Overall Survival Event-Free Survival Leukemia-Free Survival

HR 95CI p HR 95C p HR 95C] p
ABCA3 gene expression (>1.20 au) 1.93 1.18-3.14 0.009 1.92 1.31-2.82 <0.001 1.81 1.21-2.71 0.004
Riskgroup 1.62 1.12-2.36 0.011 1.32 0.98-1.76 0.06 - - NS

Age (>6Yyo0) 2.27 1.25-4.13 0.007 2.04 1.30-3.22 0.002 1.99 1.24-3.22 0.005
Leukocytes (>30G/L) 2.02 1.24-3.29 0.005 1.78 1.22-2.60 0.003 1.53 1.02-2.29 0.041

Table 1. Multivariate analyses in the pediatric dataset. Cox proportional hazard models
factoring variables with a P < 0.10 in univariate analyses. a.u. (arbitrary units), HR (hazard
ratio), CI95 (95% confidence interval).

No differences were noticed between high and low ABCA3 expressers in main clinical and
biological characteristics. In contrast, significantly worsened outcomes (lower CR rates, higher
relapse rates, and lower survival) were evidenced in the high expresser group (Table 2) that
could not be attributed to differences in HSCT rates, a potentially confounding factor. Subgroup
analysis based on age at diagnosis uncovered that ABCA3 expression had a negative impact on
OS rate in patients older than 2 years-old. This was not the case for the youngest patients (<2
years) who globally displayed better outcomes (Supplementary Figure 5). According to the risk
stratification used in the ELAMO?2 trial, ABCA3 expression had a negative impact in standard-,
intermediate-, and high-risk patients, reaching statistical significance in standard-risk patients
(Supplementary Figure 6). Similar results were noticed when censoring patients receiving

HSCT at the date of transplantation (Supplementary Figure 7).
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ELAMO2

High ABCA3 expression (N=98) Low ABCA3 expression (N=172)  p-value
Clinical features
Median age (years), range 10[0.16- 17.2] 9.65[0.24- 17.9] 0.56
M/F ratio 1.33 1.23 0.80
Median WBC (G/L), range 15[1.8-514] 17[1.2-575] 0.90
Median medullar blast percentage 74% [1-99] 65% [9 - 98] 0.20
CNS involvement 15 (15%) 29 (17%) 0.86
Cytogenetics
Normal karyotype 28 (29%) 48 (28%) 1.00
CBF-AML 21(21%) 53 (31%) 0.12
KMT2A rearranged-AML 23 (23%) 30 (17%) 0.27
Anomalies moléculaires
FLT3-ITD 11 (11%) 19 (11%) 1.00
NPM1 muté 6 (6%) 16 (9%) 0.49
CEBPA double-mutation 1(1%) 5(3%) 0.42
Risk stratification 0.10
Standard risk 23 (24%) 55 (32%) 0.05
Intermediate risk 55 (56%) 88 (51%) 0.45
High risk 20 (20%) 29 (17%) 0.20
Results
CR 85 (87%) 168 (98%) 0.001
Relapse 42/85 (49%) 50/168 (30%) 0.004
HSCT 27 (28%) 52 (30%) 0.68
5-years OS +SE 65.2% +4.9% 84.3% + 3% 0.003
5-years LFS £ SE 50.3% +5.6% 67.4% +3.8% 0.005

Table 2. Main clinical and biological features between patients with high (n = 98) and low
(n = 172) ABCA3 expression in the entire patient set. Fisher’s exact tests were used for
comparing categorical variables, Mann-Whitney tests for numerical variables, and log-rank
tests for survival variables. M (male), F (female), WBC (white blood cells), Min (minimum),
Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute myeloid leukemia), CBF (core
binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete remission rate), HSCT
(hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free survival), SE

(standard error).
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Prognostic impact of ABCA3 expression at diagnosis in adult AML

ABCA3 expression was assessed as described above with total RNA derived from 213 samples
of adult AML patients at diagnosis. The cutoff value of ABCA3 expression was similar to that
of pediatric AML (1.20 a.u.). However, the frequency of AML with high ABCA3 expression
was higher (n = 173, 81%) in adult than in pediatric cohorts (n = 98, 36%) and had an adverse
prognostic impact on OS and LFS of all tested adult patients (Figures 2A and B). Such
prognostic impact did not pertain to the chemotherapy group (Figures 2C and D) but was
exclusive to patients receiving GO (Figures 2E and F). Results were similar for EFS
(Supplementary Figure 8). CR rates were not affected by the ABCA3 expression level. In
multivariate analyses of all samples, high ABCA3 expression retained its prognostic impact on
EFS and LFS but not for OS (Table 3). Subgroup analyses based on risk stratification revealed
that high ABCA3 expression had a negative impact on LFS in standard-risk and GO-treated
patients. However, in the latter case, this correlation did not reach statistical significance likely
due to the limited number of patients (Supplemental Figure 9). Similar results were obtained
when censoring patients receiving HSCT at the date of transplantation (Supplementary Figure

10).
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Figure 2. Survival impact of ABCA3 expression in adult AML. Kaplan-Meier curves of
overall survival [OS] (a, ¢, e) and leukemia-free survival [LFS] (b, d, ) in the entire ALFA0701
cohort (a-b), chemotherapy only group (c—d), and gemtuzumab-ozogamycin (GO) group (e—f).
Patients with high (red curves) and low (blue curves) ABCA3 expression were separated with
the best determined cutoff value of 1.20 a.u. Hazard ratios (HR) were computed with 95%

confidence intervals (95CI).
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Overall Survival Event-Free Survival Leukemia-Free Survival

HR 95CI p HR 95(| p HR 95CI p
ABCA3 gene expression (>1.20 au) 1.7 0.7-4.0 0.20 2.6 1.3-6.5 0.01 2.6 1.1-5.9 0.03
CD33 expression (>90% blasts +) 0.5 0.3-1.0 0.04 0.6 0.3-0.9 0.03 0.5 0.3-1.0 0.05
Normal karyotype - - NS 0.6 0.4-1.0 0.06 - - NS
ELN risk stratification 2.2 1.3-35 0.002 - - NS - - NS

Table 3. Multivariate analyses in the adult dataset. Cox proportional hazard models
factoring variables with a P < 0.10 in univariate analyses. a.u. (arbitrary units), HR (hazard
ratio), CC95 (95% confidence interval).

ABCAZ3 leads to resistance to anthracyclines and GO

To assess the impact of ABCA3 expression on cell viability upon anthracycline exposure, MTT
assays with HEK293T cells overexpressing or not an ectopic ABCA3 and exposed to increasing
concentrations of DXR were carried out. Figure 3A shows that ABCA3 overexpressing cells
were less sensitive to DXR-induced cell death than control cells receiving an empty vector or a
vector expressing eGFP. To eliminate nonspecific effects that could arise from the protein
overexpression system and HEK293 phenotype, MTT experiments were repeated with HAPTwt
and HAPlko cells, which were knocked out for ABCA3 by a CRISPR-Cas9 approach. No
change in cell viability was noticed between parental and HAP1ko cells under normal growth
conditions (data not shown). In contrast, DXR-exposed parental cells displayed a survival
advantage compared to their counterpart HAP1ko cells (Figure 3B). This coincided with a lower
cellular uptake of DXR (Figure 3C) as well as a lower number of phospho-H2AX positive cells
than that exhibited by HAP1ko cells (Figure 3D). Due to the lack of CD33 expression in both
HAP1 and HEK293T cells, the impact of GO exposure was not investigated in vitro. However,
while no correlation was found between the expression levels of ABCA3 and CD33 in
ALFAOQ701 samples (Figure 3E), the frequency of AML cells expressing CD33 at the cell
membrane level was negatively correlated with ABCA3 expression, suggesting that ABCA3
might affect cell response to GO (Figure 3F).
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Figure 3. ABCA3 leads to resistance to doxorubicin (DXR) and gemtuzumab-ozogamycin
(GO) in myeloid cells. MTT assays determining survival proportions of HAP1 (a) and
HEK293T (b) cells after a 48-h incubation with increasing DXR concentrations. Flow
cytometry analyses (MFI, mean fluorescence intensity) measured 6 h after incubation with
increasing DXR concentrations and evaluating DXR uptake (c¢) and DNA double-strand break
amounts with gammaH2AX staining (d). In ALFAOQ701 patients treated with GO, comparisons
between ABCA3 mRNA expression with CD33 expression on blasts surface (e) and CD33
mRNA expression (f).
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DISCUSSION

The present study examined the prognostic impact of ABCA3 expression in two large cohorts
of adult (n = 213) and pediatric (n = 270) AML patients at diagnosis using a unique RT-qPCR
approach that targets constitutive exons 6 and 7, which are shared by all ABCA3 transcripts,
coupled with an automated gene expression cutoff that distinguished high from low ABCA3
expressers. The results show that pediatric but not adult AML with high ABCA3 expression
levels correlate with worsened outcomes upon intensive chemotherapy, impacting mainly
standard-risk patients. However, adult AML with high ABCA3 expression levels showed a
worsened response to GO. These results are consistent with in vitro experiments showing that
ABCA3 expression confers reduced rates of drug uptake, genomic instability, and cell death of

myeloid cells exposed to anthracyclines.

In pediatric AML, the current results show that ABCA3 expression may improve risk
stratification at diagnosis. We identified that patients highly expressing ABCA3 had reduced
CR rates, which is consistent with previous studies in smaller patient cohorts!"*!, High ABCA3
expressers also displayed reduced survival rates and more relapses, which is consistent with
published data by Chapuy et al.” in a cohort of 119 patients comprised of 81 children. In
contrast, ABCC3 and ABCG?2 but not ABCA3 expression was linked to prognosis of AML in a
study by Bartholomae and colleagues in a 112 pediatric AML cohort 2. This discrepancy may
stem from different designs of primers used in RT-qPCR assays, some targeting alternative

exons, such as E12 and E19, that could be alternatively spliced in AML samples’-!%!4

and may
underestimate the whole gene expression level of ABCA3. The prognostic impact of ABCA3
expression in pediatric AML did not reach statistical significance in the validation set.
However, this is likely due to the higher number of standard-risk patients (with a better survival
rate) in the validation set than in the exploration cohort. Additional patients are needed to
confirm these results. Furthermore, subgroup analyses indicate that prognostic use of ABCA3
is particularly relevant in older and standard-risk patients. Taken together, the current data

suggest that ABCA3 expression at diagnosis could be added to current pediatric risk

stratification strategies to better assign treatment.

In contrast, no prognostic impact of ABCA3 expression was evidenced in adult AML treated
with intensive chemotherapy. These results are in line with previous studies published by our

team'* and others'3. However, ABCA3 expression appears to be predictive of GO response. To
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our knowledge, this is the first data reporting a role of ABCA3 in GO resistance. These results

deserve confirmation in larger cohorts of adult and pediatric patients treated with GO.

At the molecular level, the transport protein ABCA3 has been involved in resistance to
anthracyclines through lysosomal sequestration and enhanced cellular efflux of drugs’. In line
with this, the present data shows that Cas9-mediated knockout of ABCA3 expression leads to
decreased DXR output, increased DNA damage, and reduced survival, thereby explaining why
low ABCA3 expressers display improved responses to treatment. In addition, we evidenced a
negative correlation between ABCA3 expression and the frequency of blast expressing CD33,
the target of the immunotoxin GO. As already described for rituximab resistance in B-cell
lymphoma'?, the role of ABCA3 in the humoral evasion of AML cells through extravesicular

sequestration of the CD33 antibody remains to be investigated.

In summary, the current data show that ABCA3 expression has a prognostic impact on pediatric
AML and helps to predict response to GO in adult AML. This prognostic impact may improve
current risk stratification of AML patients and help predict which patients could benefit from
GO therapy. Moreover, if ABCA3 is indeed overexpressed in leukemic stem cells®, correlation
of its expression with “stemness signatures,” such as LSC1 772, would be critical in determining
if it only recaps the negative prognostic impact of a high “stemness burden” at diagnosis or if
ABCA3 could be an independent stemness prognostic factor and that targeting ABCA3 might

be a strategy to sensitize leukemic stem cells to treatment.

Acknowledgments: The authors gratefully thank patient and family associations (APPEL,
ARCHE) for funding PCR supplies; the patients and their families who participated in the
ELAMO2 and the ALFAQ701 trials. We also thank Pr. Raphael Itzykson, MD, PhD, for
reviewing the manuscript. A.C was supported by ARC (Association de Lutte pour la Recherche
Contre le Cancer); F.M. was supported by INSERM. E.W. was supported by Hospices Civils
de Lyon and Lyon I University (France).

Conflict of interest: Authors declare there are no conflicts of interest.

Authorship statement: Conceptualization, A.C., F.M., and E.W.; Resources, H.L.., C.P., C.T.,
G.L.,H.D., Y.B., and E.W.; Experiments, A.C. and H.L.; Supervision, F.M. and E.W.; Writing
— Original Draft, A.C and F.M; Writing — Review and Editing, A.C., H.L., C.P., H.D, C.T, J.L.,
G.L.,Y.B,FM., and EW.

-98 -



REFERENCES:

1. Dohner H, Weisdorf DJ, Bloomfield CD. Acute Myeloid Leukemia. N Engl J Med
2015;373(12):1136-52.

2. Estey EH. Acute myeloid leukemia: 2021 update on risk-stratification and management. Am J
Hematol 2020;95(11):1368—1398.

3. Creutzig U, Kutny MA, Barr R, Schlenk RF, Ribeiro RC. Acute myelogenous leukemia in
adolescents and young adults. Pediatr Blood Cancer;65(9).

4. Shlush LI, Mitchell A, Heisler L, et al. Tracing the origins of relapse in acute myeloid leukaemia
to stem cells. Nature 2017;547(7661):104—108.

5. Wulf GG, Modlich S, Inagaki N, et al. ABC transporter ABCA3 is expressed in acute myeloid
leukemia blast cells and participates in vesicular transport. Haematologica 2004;89(11):1395-1397.

6. Norwood K, Wang RY, Hirschmann-Jax C, et al. An in vivo propagated human acute myeloid
leukemia expressing ABCA3. Leuk Res 2004;28(3):295-299.

7. Chapuy B, Koch R, Radunski U, et al. Intracellular ABC transporter A3 confers multidrug
resistance in leukemia cells by lysosomal drug sequestration. Leukemia, UK 2008;22(May):1576—1586.
8. Chapuy B, Panse M, Radunski U, et al. ABC transporter A3 facilitates lysosomal sequestration
of imatinib and modulates susceptibility of chronic myeloid leukemia cell lines to this drug.
Haematologica 2009;94(11):1528-1536.

9. Hupfeld T, Chapuy B, Schrader V, et al. Tyrosinekinase inhibition facilitates cooperation of
transcription factor SALL4 and ABC transporter A3 towards intrinsic CML cell drug resistance. Br J
Haematol 2013;161(2):204-213.

10. Aung T, Chapuy B, Vogel D, et al. Exosomal evasion of humoral immunotherapy in aggressive
B-cell lymphoma modulated by ATP-binding cassette transporter A3. Proc Natl Acad Sci U S A
2011;108(37):15336-15341.

11. Steinbach D, Gillet J, Sauerbrey A, et al. Cancer Therapy: Preclinical ABCA3 as a Possible
Cause of Drug Resistance in Childhood Acute Myeloid Leukemia. Clin Cancer Res 2006;12(14):4357—
4364.

12. Bartholomae S, Gruhn B, Debatin K-M, et al. Coexpression of Multiple ABC-Transporters is
Strongly Associated with Treatment Response in Childhood Acute Myeloid Leukemia. Pediatr Blood
Cancer 2016;63242-247.

13. Marzac C, Garrido E, Tang R, et al. ATP Binding Cassette transporters associated with
chemoresistance: Transcriptional profiling in extreme cohorts and their prognostic impact in a cohort of
281 acute myeloid leukemia patients. Haematologica 2011;96(9):1293—-1301.

14. Mohamed AM, Balsat M, Thenoz M, et al. Oncogene- and drug resistance-associated alternative

exon usage in acute myeloid leukemia (AML). Oncotarget 2015;7(3):2889-2909.

-99.-



15. A.P,S. D, T. L, et al. Relevance of a one-year maintenance therapy with interleukin-2 in the
treatment of childhood acute myeloid leukemia: Results from the French multicenter, phase III,
randomized controlled SFCE trial, ELAMO2. Blood 2014;124(21):1-6.

16. Lambert J, Pautas C, Terré C, et al. Gemtuzumab ozogamicin for de novo acute myeloid
leukemia: Final efficacy and safety updates from the open-label, phase III ALFA-0701 trial.
Haematologica 2019;104(1):113-119.

17. Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR. Nucleic
Acids Res 2001;29(9):16-21.

18. Bustin SA, Benes V, Garson JA, et al. The MIQE Guidelines: Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments. Clin Chem 2009;55(4):611-622.

19. Koeffler HP, Golde DW. Acute myelogenous leukemia: A human cell line responsive to colony-
stimulating activity. Science (80- ) 1978;200(4346):1153—-1154.

20. Budczies J, Klauschen F, Sinn B V., et al. Cutoff Finder: A Comprehensive and Straightforward
Web Application Enabling Rapid Biomarker Cutoff Optimization. PLoS One 2012;7(12):1-7.

21. Shen Q, Liu S, Hu J, et al. The differential expression pattern of the BMI-1, SALL4 and ABCA3
genes in myeloid leukemia. Cancer Cell Int 2012;121-9.

22. Ng SWK, Mitchell A, Kennedy JA, et al. A 17-gene stemness score for rapid determination of
risk in acute leukaemia. Nature 2016;540(7633):433-437.

-100 -



SUPPLEMENTARY DATA:

Forward

Reverse

Gene (Ensembl Forward primer sequence . Reverse primer sequence . Amplicon Elongation Regression curve R2 .
y y primer y 5 primer : . Efficiency
reference) (5°t0o 3) Tm (5°t03) Tm (length, Tm) temperature equation coefficient
GUSbh GCCTGGGTTTTGTGGTCATCT o CAGTAGCCACTTTCATGCCA o o ° y =-3.609x +
ENSG00000169919 ATTC 52.6°C ACTC 52.3°C 101 bp, 77°C 52°C 23.007 0.991 89.3%
ABLI o o 194 bp, ° y =-3.288x +
ENSG00000097007 TGGTAGGGGAGAACCACTTG 62°C GGTAGCAATTTCCCAAAGCA 58°C 35 5°C 61°C 22,567 0.985 101.4%
ABCA3 o TTGGGAAAAGCGGGAAAAG o 156 bp, ° y=-3.322x +
ENSG00000167972 CCTTCAACCACAGCAAGGAG 58.8°C G 59°C 33.5°C 62°C 27.924 0.992 103.2%

Supplementary Table 1. qPCR experiments characteristics. 7m, melting temperature
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ELAMO2 cohort (N=438)

Overall study cohort (N=270) p-value

Clinical features

Median age in years [Min-Max]
M/F ratio
Median WBC [Min-Max] (G/L)

Median medullar blast
percentages [Min-Max]

CNS involvement
Cytogenetics

Normal karyotype
CBF-AML
KMTZ2A rearranged-AML

Mutations

FLT3-ITD
NPM1
CEBPA double-mutation

Risk stratification

Standard risk
Intermediate risk
High risk

Results

CR rate

Relapse rate
HSCT

5-years OS + SE
5-years LFS + SE

8.2[0 - 18.6]
1.19
15.4 [0.40 - 575]

66% [0 - 99]
70 (16%)

112 (26.6%)
95 (21.7%)
94 (21.5%)

41 (9.4%)
32 (7.3%)
9 (2.1%)

97 (22.2%)
235 (53.7%)
106 (24.2%)

405 (92.5%)
160 (36.5%)
119 (27.2%)
70.2% + 2.6%
54.1% +3.1%

9.8[0.16 — 17.9]

1.27

16.1[1.2 - 575]

67.5% [1 - 9]
44 (16.3%)

76 (25.1%)
74 (21.5%)
53 (19.6%)

30 (11.1%)
22 (8.1%)
6 (2.2%)

75 (27.8%)
144 (53.3%)
51 (18.9%)

253 (93.7%)
92 (34.1%)
79 (29.3%)

74.4% + 3.2%

58.8% + 3.9%

0.09
0.70
0.74

0.46
0.92

0.48
1.00
0.63

0.40
0.67
1.00

0.10

0.10
0.94
0.10

0.65
0.52
0.55
0.31
0.24

Supplementary Table 2. Main clinical and biological features of the ELAMO2 trial (N=438) and
the entire patient set (N=270). Fisher’s exact tests were used for comparing categorical variables,
Mann-Whitney’s tests for numerical variables and log-rank tests for survival variables. M (male), F
(female), WBC (white blood cells), Min (minimum), Max (maximum), CNS (central nervous system),
AML (acute myeloid leukemia), CBF (core-binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR
(complete remission), HSCT (hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-
free survival), SE (standard-error).
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Exploratory set (N=120) Validation set (N=150)

Clinical features

Median age (years), range 9.4[0.2-17.2] 10[0.4-17.9]
M/F ratio 1.26 1.27
Median WBC (G/L), range 19.3[1.2 - 575] 13.6 [1.3-514]
Median medullar blast percentage 73.5% [1 - 98] 65% [1 - 99]
CNS involvement 22 (18%) 22 (15%)
Cytogenetics

Normal karyotype 39 (32%) 37 (25%)
CBF-AML 20 (16.7%) 54 (36%)
KMT2A rearranged-AML 20 (16.7%) 33 (22%)

Anomalies moléculaires

FLT3-ITD 12 (10%) 18 (12%)
NPM1 muté 14 (12%) 8 (5%)
CEBPA double-mutation 2 (2%) 4 (3%)

Risk stratification

Standard risk 20 (17%) 55 (36%)
Intermediate risk 77 (64%) 67 (45%)
High risk 23 (19%) 28 (19%)
Results

CR 108 (90%) 145 (97%)
Relapse 33/108 (31%) 54/145 (37%)
HSCT 38 (32%) 41 (27%)
5-years OS + SE 70.8% £ 5.1% 77.2% +4.1%
5-years LFS + SE 62.0% + 5.9% 56.7% + 5.1%

Supplementary Table 3. Main clinical and biological features of the exploratory (N=120) and the
validation (N=150) sets. Fisher’s exact tests were used for comparing categorical variables, Mann-
Whitney’s tests for numerical variables and log-rank tests for survival variables. M (male), F (female),
WBC (white blood cells), Min (minimum), Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute
myeloid leukemia), CBF (core-binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete
remission rate), HSCT (hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free
survival), SE (standard-error).
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ELAMO2 protocol

ELN risk stratification for adult AML

Standard risk

. 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1 or
inv(16)(p13.1922) or

t(16;16)(p13.1;g22);CBFB-MYH11 WITH
MRD log reduction > 3-fold after course 2

.1(1;11)(921;923),MLL-MLLT11(AF1Q)
. Normal karyotype and NPM1 mutation

with no FLT3-ITD mutation

. Normal karyotype and CEBPA bi-allelic
mutation with no FLT3-/TD mutation

. 1(9;11)(p21-22;923) isolated AND WBC <
50 G/L AND CNS1

t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or
t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
- CEBPA bi-allelic mutation

- NPM1 mutation with no FLT3-ITD
mutation or FLT3-/TD'*%(<0.5)

Intermediate

. every anomaly not categorized as SR or

isolated normal karyotype

NPM1 mutation with FLT3-/TDhigh
(20.5)

NPM1 wild-type with no FLT3-ITD or

- Complex karyoype
- treatment-related leukemia

- secondary leukemia

- no CR after course 2

- FLT3-ITD mutation AND mutated/wild-
type ratio > 0.40

risk HR FLT3-ITD"¥(<0.5)
t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3-KMT2A
. every anomaly not categorized as SR or
HR
.-7, -5, abn(5q) - 1(6;9)(p23;34);,DEK-NUP214
- inv(3)(g21926.2) or . .
£(3:3)(q21:q26.2) ;GATA2-MECOM t(v;11923.3);KMT2A rearranged
-1(10;11)(p12;923);MLL-MLLT10(AF10) - 1(9;22)(934;911.2);BCR-ABL1
. . . . ) - inv(3)(g21926.2) or
t(10;11)(p11.2;923);ABI1-KMT2A 1(3:3)(q21:q26.2) -GATA2-MECOM
- 1(6;11)(927;023); MLL-MLLT4(AF6) - -5 ou del(5q)
. . - 1(6;9)(p23;034),DEK-NUP214 - -7;-17/abn(17p)
High risk

- Complex karyoype
- Monosomal karyoype

. Wild-type NPM1 with FLT3-ITDrioh
(20.5)

- RUNX1 mutation
- ASXL1 mutation
- TP53 mutation

Supplementary Table 4. Risk group stratification strategies applied to AML patients. SR (standard
risk), IR (intermediate risk), HR (high risk), CR (complete remission), WBC (white blood cells), CNS
(central nervous system).
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Supplementary Figure 1. qPCR primers design. FasterDB capture of all ABCA3 reported transcripts,
with the conserved region of exons 4 to 7 in the red rectangle. Primers positions (red arrows) on the
ABCA3 sequence (scale: 1 bp =30 mm)
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CELL LINE CHARACTERIZATION (DNA)

Target Gene ABCAI Mutation 160bp meerton i exon 6
Guice RNA Sequenca GOGGGTGCTCGAAGACCACGG Genamic location chr162324437

Target Transcrigt NM_001089

Synoayms ABC.C, ABC3, EST119653, LAM120, SMOP3

Forward Prismer Reverse Primer Sequencing Primer
ATTATCAGACCCAAGGAGTGACTG CTAGAGGATTTGCCGTCTTTCATCY CYAGAGGATTTGCCGTCTTTCATCY
Sequancing result

CTAGAGGAATTTGCCGTCTTTCATCTGCCAGTGACCTGAACCACGCAGATTTTTCAAGCAGGAGGGOCGATTGGGCAACCACAG
CTCCCOTGCTCTCTCTTTIGCAGTGCGLGGCTTTCCCTCCOAGAAGGACTTTGAGGACTACATTAGGTACGACAACTGCTCGTCCA
GCGTGCTGGCOGCCGCCGAGCCTCCCCCGTCATCGCGACTTGAGGGCCTTCGTCTCCTGTATGGCCTAGAGACCAGTCTCTCG
ACCTCTCTCCAAMCGCCTCAGGAGGCTTGACTCCCTTTAGTCCACCCAGTGAGCTOCCAAGAGATACCCGTCOCGACCCGAGAGC
AGAGCGGGTGGTCTTCGAGCACCCCTTCAACCACAGCAAGGAGCCCCTGCCOCTGGCGGTGAGACGTGCOGGLOGGGCCGAGT
AGTCACAGCCCATCAGCAAGGCCTCCGCTTCCTCOCGCGTCACTAGTTCAACCTGTAAAAGGCACTGCTTOCONTAAACCTCTGC

c
Transcript Plot

: B N I R S [T A S T TS TN B I¢

NM CO1089 - ABCAS

Sequecce aligmment

T A A AR T T IO Ca T O T T T AT TGO CAG TEAC C TG AR AL GEAGAT T T T TC ARG CAGGAGGGOCGAT TOCCCAAC CAL AL
| | | | |
CTAGAGGA-TTTGCCOTC T T ICATC TCCCAGTGACC TOAACCAC GCAGAT T TT TCAAGCACGAGCGOCGAT TGGCCANCCACAGE
T IGCTCICT SCAGTGOG 171 GAGAAGGACTTTGAGGACTACATTAGGTACGACANC TG TCGTCCAG
| |
T IGCTICTCTETTIGOAGT 1T I CC T O GAGARG AL T T T e AGGACTACAT TAGGT ACGACAAC TEC TCGTUTAL
TGCTC GAGCCT AT GOGAC T T CAGG O TTCCTCTCCTO TATGECCTAGAGACCALTC TCTCGAL
TCTCTCCAAACGOCTCACCAGICTTGAL TTTACTCCACCCACTCAGE TCCARCAGATACCCOTCCUCACCOCAGAGCAGA
GGTGGTCTTCGAGCACCCCTICAACCACAGCAAGGAGTCCCTG TGGCGGTGAGACGTG DGGGCCGAGCAGTCACA
| | |
TCGTCTTORAGEA TTCAACACAGEAAGGA ? ? TGAGACGT AAGEAGTCACA
A TCAGCAAGGCCT oG T IO IO OG0 G TCACTAG T TCAACC T GTAAAAGGCAC TGCTT -COCNTAAACCTCT (X
| | Y
GOGCATCAGCARGSOCTOCRETICE 1O ACTAGTTCAACC TG TAAAAGGCAC TGCTTTCCCTTAAACCTCT G

Supplementary Figure 2. CRISPR-Cas9 induces knockout of ABCA3. Characteristics of the

CRISPR-engineered

HAPI

cell

line

(data

proprietary  of

Horizon

Discovery™,

https://horizondiscovery.com//media/Files/Horizon/resources/Data%20Sheets/78/HZGHC006065c005

DataSheet.pdf)
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Supplementary Figure 3. Plasmid structure. Structure of the eGFP-N3 plasmid used for transfection
experiments on HEK 293T cells, the red arrow pointing at insertion site of the ABCA3 coding
sequence.

ALFADTH

A Mean 1521 B Mean 5.781

5D 2046 5D 6.247

o Median | 0386 Median | 3.470

E Min 0.043 & Min 0.0496
™ Max 18.048 E Max 40.985
a1 0.401 " a1 1.456

a3 1.799 a3 7.355

) - [

ABCAY gene scpresscn

ABCAI gene eapression

Correlotion with absence of CR yes median 1.81vs. .85 | p=0.02 (Mann-Whitney)
Correlation with relopss yes | median 1.002 vs. 0.B4 | p = 0.045 [Mann-Whitney]
Correiation with age no - p=0.5 [Spearmann)
correlotion with WBC no - p=0.4 [Spearmann)
Correlation with gender no - p = 0.9 {Mann-Whitney)
correlgtion with cus no - p = 0.4 {Mann-Whitney)
Correlation with normal karyotyse | no - p = 0.6 {Mann-Whitney)
Correlation with Cytogenetic risk no - p = 1.0 Kruskal-wallis)
correlotion with risk strotificotion no - P =0.07 (Kruskal-wallis}
Comrelation with HSCT no - p = 0.9 {Mann-Whitney)

Supplementary Figure 4. ABCA3 variable. Distribution of the ABCA3 gene expression variable
across the pediatric set (A) and the adult set (B) with main position and dispersion indicators. Correlation
with the main clinical and biological characteristics of the AML are reported in the table for pediatric
patients.

-107 -



Percent survival

Exploratory set (n=120)

Gy EFS: 68,2 4)-56%

SyEFS: 443 +1.77%
ABCA3 gene expression

w

EFS (months)

Validation set (n=150)

SYEFS:848 41 6.1%

SyEFS: 46241 7.9%

ABCAS3 gene expression

)
high [n=54)

HR = 1.8, 98CI[1.1-3.0), p= 0.02
o4
T T T T T T T T T T T
¢ n » “ © " - 108 0
Entire set (n=270) EFS (months)
a SyEFS: 663 +-38%
SyEFS:45241-82%
ABCA3 gene expression

ow {=172)
Pagh (=36

EFS (months)

Supplementary Figure 5. Event-Free Survival (EFS) according to ABCA3 expression in pediatric
AML patients. Kaplan-Meier curves in the exploratory (a), validation (b) and overall dataset (c).

0S according to age and ABCAZJ expression B LFS according to age and ABCAZ3 expression
100 100+
-
| ]
. 1_‘_‘-‘-.-" ETWT T el - Tt A i bl L J
80 q L . 80 ] ETgaERN  (eR gy % @ :
1
60 % 604 %
=
] L
E
") o
40 § 40
—— =2 ABCA3 high o —— =2 ABCAZ high
—— =2 ABCA3 low H w <2 ABCA3 low
- — 2-14 ABCA3 high —— 2-14 ABCA3 high
—— 2-14 ABCA3 low 2-14 ABCA3 low
_ =15 ABCAZ high —— =15 ABCAZ high
p=0.008 — =15 ABCA3 low p=0.004 > 15 ABCAS low
0 . . 0 . . .
0 12 24 5 48 50 72 84 % 108 120 0 12 24 3 48 80 72 84 96 08 120
08§ (months) LFS (months)

Supplementary Figure 6. Prognostic impact of ABCA3 expression according to age in pediatric
AML patients. OS (a) and LFS (b) Kaplan-Meier curves and log-rank test values among three age
groups: less or equal to 2 yo, 3 to 14 yo and equal or more than 15 yo.
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Supplementary Figure 7. Prognostic impact of ABCA3 expression according to risk stratification
in the ELAMO2 trial. OS (a-b-c) and LFS (d-e-f) Kaplan-Meier curves and log-rank test values among
patients with standard (SR), intermediate (IR) and high-risk (HR) patients.
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Supplementary Figure 8. Prognostic impact of ABCA3 expression in the entire pediatric dataset,
with censoring at the time of HSCT. Kaplan-Meier curves for OS (a), EFS (b), LFS (c).
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Supplementary Figure 9. Event-Free Survival (EFS) according to ABCA3 expression in adult
AML patients. Kaplan-Meier curves in the entire set (a), in patients receiving gemtuzumab-ozogamycin
(b) and in chemotherapy-treated patients (c).
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Supplementary Figure 10. Prognostic impact of ABCA3 expression according to risk stratification
in the ALFA0701 trial. LFS Kaplan-Meier curves and log-rank test values among patients with
standard (SR), intermediate (IR) and high-risk (HR) patients in the entire ALFAQ701 trial (SR patients,
a), in the GO-treated group (b-c-d) and in the chemo-group (e-f).
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Supplementary Figure 11. Prognostic impact of ABCA3 expression in the adult dataset, with
censoring to HSCT. Kaplan-Meier curves for OS (a), EFS (b), LFS (c)
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PARTIE 2 : L'EXCLUSION DE L’EXON 19
D’ABCA3 MODULE SON IMPACT
PRONOSTIQUE DANS LES LAM.

(article en cours de rédaction)
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1. Impact structurel de I’exclusion de I’exon 19 d’ABCA3.

L’exon 19 d’ABCA3 comprend 99 paires de bases et encode une partie du linker situé entre le
domaine NBD1 et le domaine TMD2 (Figure 1A). Il code pour la séquence d’acides aminés 804
a 837 : FEGLFAKLEKKQKELGIASFGASITTMEEVFLR. L'analyse des bases de données COSMIC,
cBioPortal et VarSome a révélé que de rares mutations sont connues dans le cancer, mais
aucune avec effet pathogene certain ou suspect. Dans ClinVar, 3 variants de signification
indéterminée ont été identifiés sur cette séquence chez des patients avec des anomalies du
surfactant. De plus, les comparaisons de séquences via pBlast ont montré une forte homologie
avec les protéines humaines ABCA1, A4, A5, et A9. Enfin, la séquence nucléotidique humaine
de cet exon comporte une forte homologie avec de nombreux homologues chez les
Mammiféres, avec plus de 94% d’homologie de séquence chez de nombreux Mammiféres
Cette séquence apparait donc essentielle a la fonction de cette protéine. On note que cette
séguence contient un signal de localisation nucléaire (EKKQKE), théoriquement prédite pour
diriger une importation de la protéine vers le noyau, ce qui est assez étonnant car la protéine
mature n’est pas a localisation nucléaire.

La délétion de I'exon 19 n’induit pas de décalage du cadre de lecture et donc I’ARN messager
ne doit pas étre soumis aux mécanismes de dégradation NMD. La production d’une isoforme
protéique dépourvue de la séquence de I'exon est donc possible. La modélisation bio-
informatique de la perte de I'exon 19 d’ABCA3 prédit un changement conformationnel par
rapport a la protéine native (Figure 1B) vers une isoforme avec flexibilité accrue et activité

d’efflux augmentée (ABCA3 -19, Figure 1C).
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Figure 1. Impact structurel de I'exclusion de I'exon 19 d’ABCA3. Structure exon-intron
d’ABCA3 (A), fichier de sortie de l'interrogation de la base FasterDB), avec figurations des
feuillets B des domaines NBDs (vert) et des hélices a des domaines TMDs (jaunes);
modélisations tridimensionnelles de la protéine ABCA3 native (B) et de I'isoforme dépourvu
d’exon 19 (C). Modélisations courtoisies du Dr Lé Payen-Gay. TMDs (trans-membrane
domains), NBDs (nucleotide-binding domains).
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2. L’exclusion de I'exon 19 d’ABCA3 confére un pronostic défavorable dans les LAM

pédiatriques.

Concernant les LAM adultes, dans notre cohorte ALFA0701, nous n’avons pas retrouvé
d’impact pronostique de taux d’exclusion de I'exon 19 d’ABCA3 chez les patients traités par
GO.

Dans les LAM pédiatriques, aux seuils précédemment décrits chez I'adulte, nous n’avons pas
retrouvé d’'impact pronostique de I'exclusion de I'exon 19. En appliquant la méthodologie
décrite pour I'expression d’ABCA3 (Article 1), nous suggérons un possible effet pronostique
défavorable sur I'ensemble des patients, (Figure 1A). Les analyses en sous-groupes ont
cependant révélé un impact significatif chez les patients de risque standard (Figure 1B). Etant
donné le fort impact pronostique de I'expression du géne ABCA3 et I'absence de corrélation
statistique entre les deux variables (R? de Pearson=0,005, p=0,23), nous avons analysé I'impact
pronostique de I'exclusion de I'exon 19 selon I'expression d’ABCA3 et avons mis en évidence
une modulation de cet impact selon le ratio d’inclusion de I'exon, a des niveaux différents de
ceux identifiés chez I'adulte. Cette analyse a montré une dégressivité du pronostic lié a
I’expression élevée d’ABCA3 selon le niveau d’exclusion de I'exon 19. En combinant les
groupes de pronostics similaires (Figure 1C), les patients avec expression faible d’ABCA3 et
faible taux d’exclusion de I’'exon 19 s’averent avoir un excellent pronostic (groupe 1) tandis
gue ceux avec expression élevée d’ABCA3 et taux d’exclusion de I'exon 19 élevé présentaient
un mauvais pronostic (groupe 3). Dans le groupe de patients de pronostic intermédiaire
(groupe 2), un taux d’exclusion élevé d’ABCA3 effacait I'impact pronostic favorable conféré
par une faible expression du géne, et inversement les patients avec expression élevée
d’ABCA3 avaient un meilleur pronostic en cas de ratio d’exclusion de I'exon 19 faible. Les
seules différences notables entre les 3 groupes issus de ce score de risque ABCA3 était un
exces significatif de patients avec caryotype normal et une tendance a plus d’envahissement
neuroméningé dans le groupe 1 (Table 1). Il y avait également une tendance a taux de RC
dégressifs entre les groupes et des taux de rechute croissants entre les groupes. Enfin, bien
gu’indépendant de la stratification pronostique du protocole ELAMO2, cet impact pronostique
du score de risque ABCA3 était tres parlant dans le sous-groupe des patients de risque

standard (Figure 1D), et non significatif dans les autres groupes.
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Figure 1. L’exclusion de I’exon 19 est associé a un pronostic défavorable dans les LAM de
I’enfant, principalement de risque pronostique standard. (A) Survie sans leucémie (LFS) avec
censure a la greffe dans la cohorte ELAMO02 (n=249). (B) LFS des patients de risque standard
(low-risk) de la cohorte ELAMO2 selon le niveau d’exclusion de I’'exon 19 de ABCA3. (C) LFS des
patients pédiatriques de la cohorte ELAMO2 selon le score de risque combiné expression
d’ABCA3-taux d’inclusion de I'exon 19. (D) LFS des patients de risque standard de la cohorte
ELAMO2 selon le score de risque combiné. Groupe 1 : patients avec expression faible d’ABCA3
et faible taux d’exclusion de I’exon 19 ; groupe 3 : patients avec expression élevée d’ABCA3
et taux d’exclusion de I'exon 19 élevé ; groupe 2 : autres patients.
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Group 1 (n=35) Group 2 (n=156) Group 3 (n=72) p-value
Clinical features
Median age in years [Min-Max] 7.2[0.25-17.2] 9.8 [0.2-16.7] 10.2[0.7-15.1] 0.50
M/F ratio 63% 52% 61% 0.29
Median WBC [Min-Max] (G/L) 18.3 [2.8-575] 17.9 [1.2-445] 14.0 [1.8-514] 0.90
Median medullar blast percentages 77 o, 00.97] 6% [9-98]  73.5%[1-99]  0.71
[Min-Max]
CNS involvement 28.6% 16.7% 11.1% 0.08
Cytogenetics
Normal karyotype 48.6% 27.1% 19.1% 0.004
CBF-AML 14.3% 30.1% 26.4% 0.16
KMTZ2A rearranged-AML 11.4% 18.6% 26.4% 0.16
Mutations
FLT3-ITD 8.6% 10.9% 13.9% 0.68
NPM1 11.4% 9.0% 5.6% 0.54
CEBPA double-mutation 2.9% 2.5% 1.4% 0.84
Risk stratification
Standard risk 14.3% 30.1% 26.4% 0.13
Intermediate risk 68.6% 51.6% 48.6% 0.13
High risk 17.1% 17.4% 25% 0.38
Results
CRrate 97.1% 94.9% 88.9% 0.15
Relapse rate 23.5% (8/34) 33.1% (49/148)  45.3% (29/64) 0.07
HSCT 34.3% 30.8% 25% 0.55
5-years OS + SE 91.6 +3.9% 73.8 +4.3% 65.3 £6.7% 0.06
5-years LFS + SE 76.2 £7.4% 62 +4.2% 50 +6.5% 0.04

Table 1. Principales caractéristiques cliniques et biologiques dans la cohorte ELAMO02 selon
le score de risque combiné ABCA3 expression-inclusion de I'exon 19. Comparaisons des
variables quantitatives par tests de Kruskal-Wallis, des variables catégorielles par tests de Chi2
et des survies par tests de logrank. M (male), F (female), WBC (white blood cells), Min
(minimum), Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute myeloid leukemia),
CBF (core-binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete remission rate),
HSCT (hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free survival),

SE (standard-error).
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PARTIE 3 : PROPOSITION D’UN
NOUVEAU SCORE TRANSCRIPTIONNEL
ET POST-TRANSCRIPTIONNEL DANS
LES LAM PEDIATRIQUES (ARTICLE 2)

(article en cours de rédaction)
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Nos travaux sur ABCA3 dans les LAM pédiatriques ont montré que la prise en compte de
I’épissage alternatif d’'un géne est capitale pour établir son impact pronostique. Avec un seul
geéne, nous avons pu stratifier les patients pédiatriques avec de bonnes prédictions des
résultats. Cela conforte I'importance progressive que les signatures d’expression génique vont
prendre en clinique, avec d’ores-et-déja des propositions diverses dans les LAM (Fu et al. 2021;
Liu Yang et al. 2021; Ran Li et al. 2021; Docking et al. 2021; Mosquera Orgueira et al. 2021;
Walker et al. 2021), mais aucune a I’heure actuelle dans les LAM pédiatriques ni aucune ne
prenant en compte les événements d’épissage. Notre équipe ayant travaillée sur un autre
géne d’intérét (TET2) dans les liens entre expression, épissage et chimiorésistance, nous avons
décidé d’étudier I'impact pronostique de I'expression et de I'épissage de TET2 dans les LAM

pédiatriques et de combiner cet impact avec celui de la signature ABCA3.

TET2 est le deuxieme membre de la famille des enzymes a activité dioxygénase TET (ten-
eleven translocation), impliquées dans la déméthylation de I’ADN. Le géne TET2 est situé sur
le bras long du chromosome 4 (position 4q24). Il comprend 12 exons répartis sur 13.3 kbp. Il
dispose de deux promoteurs, permettant un début de transcription a partir de I'exon 1 ou de
I’exon 2 (nomenclature selon la base de données FasterDB, qui prend en compte ces deux
promoteurs). Il est a noter que la traduction débute sur I'exon 4. TET2 est un gene assez
ubiquitaire mais particulierement exprimé dans les tissus hématopoiétiques (moelle osseuse,
sang, foie et rate), le systéme nerveux ainsi que de nombreuses glandes endocrines
(hypophyse, testicules, ovaires, surrénales, thyroide) (Lorsback et al. 2003). La protéine TET2
est constituée de 2002 acides aminés pour une masse de 223.8 kDa (référence UniProt KB
Q6N021-1). Elle s’organise en un domaine d’interaction et un domaine catalytique C-terminal
ou va se dérouler la réaction de dioxygénation (Hu et al. 2013). Contrairement aux protéines
TET1 et TET3, TET2 ne possede pas de motif de liaison a I’ADN en doigt de zinc. Elle peut
interagir seule avec 'ADN et la chromatine via son domaine catalytique (Yamagata and
Kobayashi 2017), mais son recrutement sur des genes spécifiques est également permis par

diverses protéines telles que WT1 (Y. Wang et al. 2015).

La fonction principale des protéines TETs est la catalyse des réactions de déméthylation

progressive de I'ADN. La méthylation de I’ADN joue un role majeur dans la régulation de
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I'expression génique : un profil trés méthylé est souvent associé a une répression génique
(Sharma, Kelly, and Jones 2009). Les enzymes TETs catalysent la transformation de la 5-
méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine (Ito et al. 2011) aboutissant a la création d’un site
abasique ou une cytosine sera régénérée via le systeme de réparation des bases
nucléotidiques (Cortellino et al. 2011). L’activité catalytique des enzymes TETs est augmentée
par I'acide ascorbique (Yin et al. 2013) et il a été démontré que cette vitamine est capitale
pour la régulation de ’hématopoiése (Agathocleous et al. 2017). TET2 a également un réle de
modulateur épigénétique, notamment via son interaction avec la protéine OGT (O-linked B-D-
N-acétylglucosamine (O-GIcNAc)-transférase), qu’elle recrute sur la chromatine (Hanover,
Krause, and Love 2012). Les activités ADN-déméthylase, O-GIcNAcylation des histones et la
triméthylation H3K4 conferent aux protéines TETs un r6le majeur dans la régulation
épigénétique (Chen et al. 2013), avec une fonction essentiellement trans-activatrice.

TET2 est exprimé dans tous les lignages hématopoiétiques, dans les formes différenciées
comme dans les précurseurs et progéniteurs, avec une baisse progressive d’expression au fil
de la différenciation cellulaire. L’inhibition de son expression dans un modeéle murin
transgénique a pour conséquence d’augmenter les capacités de renouvellement des CSH et
des progéniteurs (Moran-Crusio et al. 2011). La restauration de TET2 dans ce type de modéle
induit une déméthylation de I’ADN, la différenciation et la mort cellulaire (Cimmino et al.
2017), effet qui est également obtenu avec un traitement par acide ascorbique.

Ses fonctions biologiques font de TET2 un géne suppresseur de tumeur dans les hémopathies
myéloides et lymphoides. Il s’agit en effet d’'un des genes les plus fréquemment mutés dans
les syndromes myélodysplasiques et myéloprolifératifs (Francois Delhommeau et al. 2009).
Tous les modéles murins d’inactivation de TET2 ont conduit au développement d’hémopathies
chez les souris mais avec des types et des délais d’apparition différents (Moran-Crusio et al.
2011; S. J. Song et al. 2013), ce qui est en faveur de I'hypothése que TET2 n’est pas un driver
de leucémogénése mais induit un terreau favorable a la transformation cellulaire au décours
d’événements génétiques secondaires (Solary et al. 2014). Confortant cette hypothese, dans
la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC), les mutations de TET2 ont été identifiées
comme étant des événements précoces dans le processus de leucémogénese (ltzykson et al.

2013).
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De plus, il a récemment été démontré que les mutations de TET2 favorisent une
hypermutagénicité dans ’ADN des CSH (F. Pan et al. 2017). Il semble par ailleurs que la perte
d’expression de TET2 dans les cellules stromales mésenchymateuses médullaires conduise a
une dérégulation de leurs fonctions et favorise le développement d’hémopathies myéloides

associées a une perte de TET2 (Rong Li et al. 2018).

Les mutations perte de fonction de TET2 sont des événements récurrents dans les
hémopathies myéloides (Frangois Delhommeau, Dupont, Della Valle, et al. 2009), le plus
souvent a I'état hétérozygote. La prévalence des mutations de TET2 dans les LAM est variable
et augmente avec I’dge. Dans les LAM de novo, la fréquence de patients avec mutation de
TET2 est de 1 a 4% chez I'’enfant (Marceau-Renaut et al. 2018) et de 6 a 28% chez I'adulte
(Ceraulo 2018). Dans les LAM secondaires, la prévalence de ces mutations est plus élevée, de
I'ordre de 20 a 45%. L'impact pronostique des mutations de TET2 dans les LAM a fait I'objet
de nombreuses études, avec des résultats parfois contradictoires. Une méta-analyse récente
(W.-J. Liu et al. 2014) a démontré un impact pronostique défavorable des mutations de TET2,
plus marqué chez les patients avec caryotype normal ou de risque favorable ou intermédiaire-

| selon la classification ELN 2010.

Les études transcriptomiques concernant TET2 ont montré une réduction significative de son
expression chez les patients atteints de SMD et de LAM (Scopim-Ribeiro et al. 2015). Cette
baisse de I'expression est corrélée a une réduction du niveau de 5-hydroxyméthylcytosine
cellulaire (Kroeze et al. 2014) et a une hyperméthylation de I’ADN. L'impact pronostique de
I’expression de TET2 n’a a ce jour été étudié que dans quelques cohortes de patients atteints
de LAM. Scopim-Ribeiro et collégues n’ont pas retrouvé d’impact pronostic de I'expression de
TET2 (Scopim-Ribeiro et al. 2016). Dans une étude transcriptomique a grande échelle, notre
équipe n’a pas non plus mis en évidence d’impact pronostic de I'expression de TET2 dans les
LAM de I'adulte (Mohamed et al. 2017). Cependant, dans une cohorte de patients agés de
moins de 60 ans, Aslanyan et collegues (Aslanyan et al. 2014) ont observé une tendance a une

SG diminuée chez les patients présentant une faible expression de TET2.
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En ce qui concerne I'épissage de TET2, celui-ci n’a que peu été étudié. Si I'expression des
principales isoformes traduites d’ARNm de TET2 a été rapportée en 2009 (Langemeijer et al.
2009), une seule étude a notre connaissance a étudié I'impact de I'expression relative des 3
principaux isoformes, et retrouvé un impact pronostic défavorable associé a une faible
expression de lI'isoforme 1 mais pas de I'isoforme 2 (Aslanyan et al. 2014). Notre équipe a
récemment rapporté que les profils d’épissages sont trés altérés au sein des LAM (Mohamed
et al. 2015) et identifié I'exclusion de I'exon 2 de TET2 comme un facteur pronostique
indépendant dans les LAM de I'adulte (Mohamed et al. 2017), un haut niveau d’exclusion étant
associé a de meilleures survies.

Pour plus de détails concernant TET2 dans les hémopathies myéloides, nous renvoyons a une

revue de la littérature que nous avons récemment effectuée (Ceraulo 2018).

L'importance de TET2 dans ’lhématopoiése normale et la précocité de son altération dans les
processus de leucémogénese, essentiellement myéloide, en font une cible d’intérét majeur
pour la théranostique actuelle. Dans ce domaine, les données pédiatriques sont rares et,
quand bien méme les mutations de TET2 sont peu fréquentes dans les hémopathies myéloides
de l'enfant, les études de son expression génique et de son épissage alternatif sont
inexistantes. C'est devant ce constat que nous avons décidé d’entreprendre le travail présenté

dans I’Article 2, en attente de soumission.
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Short Title: TET2 and ABCA3 in pediatric AML.
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Abbreviation key:

ABCA3 ATP Binding Cassette transporter A3
AML Acute Myeloid Leukemia

CBF Core-Binding Factor

EFS Event-Free Survival

LFS Leukemia-Free Survival

oS Overall Survival

PCR Polymerase Chain Reaction

RT Reverse Transcription

TET2 Ten-Eleven Translocation 2

TPS Transcriptional and Post-transcriptional

Score
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This article was presented as an abstract (FPO68 SIOP19-0564, Independent prognostic impact
of TET2 and ABCA3 transcriptional and post-transcriptional profiles in pediatric acute

myeloid leukemia) at the 2019 SIOP congress (Lyon, October 25™); doi.org/10.1002/pbc.27989
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ABSTRACT

Background: The relapse rate of pediatric non-promyelocytic acute myeloid leukemia (AML)
is consistently high at around 50%. Transcriptional and post-transcriptional anomalies in cancer
cells seem a promising source for new biomarkers. TET2 and ABCA3 are two genes with
prognostic impact in adult AML, in which they are involved in hematopoietic stemness and
resistance to chemotherapy, respectively. Here we assessed their transcriptional profiles and
prognostic impact in pediatric AML.

Procedure: Through exon-specific quantitative RT-PCR, we explored two sets of pediatric
AML patients from the ELAMO?2 trial (exploratory set, 120 patients, and validation set, 150
patients) for TET2 and ABCA3 gene expressions, TET2 exon 2 skipping and ABCA3 exon 19
skipping. Cutoff values were determined using CutOff Finder in the exploratory set. A
transcriptional and post-transcriptional prognostic score (TPS) was defined as the weighed sum
of the prognostic impact of each variable significantly associated with event-free survival
(EFS).

Results: We identified in the entire cohort: high TET2 gene expression (HR=0.34, 95CI[0.17 to
0.68], p<0.0001), high levels of exon 2 skipping of TET2 (HR=2.63 [1.30 to 5.32], p=0.007)
and high ABCA3 gene expression (HR=2.15 [1.13 to 4.47], p=0.04) as independent prognostic
factors for EFS. The TPS identified 4 groups of patients with significantly different outcomes
and allowed a better prediction of survival than the current risk stratification (concordance
index, ¢=0.71 versus 0.56).

Conclusions: The transcriptional profiles of ABCA3 and TET2 seem to better predict outcomes

in pediatric AML.
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INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is a rare hematological malignancy in children. Despite
improvements in the last decades, its prognosis remains poor. Relapse is the main
issue, with over 90% of children achieving complete remission (CR) but 50 to 55% 5-
years leukemia-free survival (LFS) rates'?. Relapse of AML frequently arises from
residual leukemic cells with stem cell features?, including self-renewal capacity and
increased resistance to treatment. Current treatment strategies in pediatric AML rely
on stratification of patients according to their relapse risk. Such strategies are effective
but some patient escape accurate risk prediction, hence the need for new prognostic
biomarkers.

Alternative splicing is a hallmark of cancer cell* that has been poorly assessed in
pediatric cancer. However, it can yield some interesting prognostic and predictive
factors, such as CD33 splice variants in resistance to gemtuzumab-ozogamicin®.
Comparing alternative exon usages between remitted and non-remitted patients, we
previously identified TET2 exon 2 skipping and ABCA3 exon 19 skipping® as prognostic
events in adult AML, while both TETZ2 and ABCAS3 gene expression levels had no
impacts, and confirmed an independent prognostic impact of TET2 exon 2 skipping’.
TET2 is a DNA demethylase® with associated epigenetic modulation roles®. TET2 is
particularly expressed during hematopoiesis, with a progressive silencing along the
differentiation process'®. TET2 mutations are frequent events in adult myeloid
malignancies'", but far less frequent in children'?2. ABCA3 is a multidrug resistance
protein overexpressed in AML cells'®, especially in leukemic progenitors'. ABCA3
expression has been previously shown to counteract the cytotoxicity of anthracyclines,

mitoxantrone, etoposide, cytarabine, vincristine, and rituximab'®>-'7 by strengthening
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drug efflux from leukemic cells or sequestrating cytostatic drugs to endosomal
organelles'®. In pediatric AML, we previously identified a negative prognostic impact
conferred by a high ABCA3 gene expression level (Ceraulo et al. submitted to Blood
Advances) and a high exon 19 skipping rate (Ceraulo et al., in redaction). Altogether,
these data prompt us to evaluate the prognostic impact of the transcriptomic and post-

transcriptomic profiles of TET2 and ABCAS3 in pediatric AML.

METHODS

Patients

The ELAMO2 trial’™ (NCT00149162) included 438 patients under 18 years with de novo
non-promyelocytic AML and without Down syndrome and treated with intensive
chemotherapy without gemtuzumab-ozogamicin (GO). 270 diagnostic samples were
obtained, based on the availability of RNA at diagnosis. RT-gPCR experiments were
initially performed on a randomly selected group of 120 samples (exploratory set), and
the 150 additional samples were used as an internal confirmatory set. For each
sample, total RNA was extracted using miRNeasy MiniKit (Qiagen®) and underwent
reverse transcription using the high-capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystem®)
according to the manufacturer’s instructions. Diagnostic and survival data were
extracted from the trial database. All parents and patients included in the study gave
signed informed consent for ancillary studies, according to the declaration of Helsinki.
This research was approved by an independent ethics committee. All authors had
access to the primary clinical and biological data.

RT-qPCR

Gene sequences were extracted from the FasterDB® database

(https://fasterdb.lyon.unicancer.fr/faster/home.pl). Known splice variants were
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considered for primer design (Supplementary Figure 1) using Primer3web 4.0.0

software (www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Primers were manufactured by

Eurogentec® and delivered as 100-uM water solutions. iQ™ SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad) was used for real-time quantification of amplicons according to the
manufacturer’s instructions. Cycling reactions were performed with a C1000 Touch™
Thermal Cycler (Bio-Rad) and fluorescence signals measured with a CFX96® Real-
Time System (Bio-Rad). Data were processed with CFX Manager™ software v3.1
(Bio-Rad). Relative quantification of each target was performed according to the
method described by Pfaffl??, using GUS and ABL1 as references?'. RT-qPCR data
were expressed in arbitrary units (a.u.) and compared to that derived from the cell line
KG122. Data were then processed for statistical analyses. Primers sequences and PCR
cycling conditions are available in Supplemental Table 1.

Statistics

OS was defined as the time period from diagnosis to death from any cause. Event-free
survival (EFS) was defined as the time period from diagnosis to treatment failure,
relapse, or death. LFS was defined as the time period from achievement of CR to the
date of relapse or death. Patients who remained alive were censored at the last follow-
up visit. Patients receiving hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) were not
censored at the time of transplantation. Associations between categorical variables
were analyzed using Fisher’s exact test. Central tendency differences between groups
were compared using a two-sample Student’s ttest or Mann—Whitney test if the
distribution of values was not normal. For categorical and survival analyses, RT-qPCR
values were dichotomized using the best cutoff value determined using the free

software Cutoff Finder (http:/molpath.charite.de/cutoff/)?, which optimizes the

correlation of the dichotomization with respect to an outcome or survival variable.
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Survival rates were calculated using the Kaplan—Meier method. Log-rank tests were
used to compare survival rates between groups. To identify independent prognostic
factors, multivariate analyses were performed using a Cox proportional hazards model.
A stepwise backward procedure was used with a threshold significance level of P <
0.10 to select factors in the model. All tests were two-sided. The final type | error rate
was fixed at 0.05 to identify factors associated with “time-to-event” outcomes. Our
transcriptional and post-transcriptional prognostic score (TPS) value was the weighed
sum of the prognostic impact (1 for adverse and 0 for good prognosis) of each variable
significantly associated with LFS in the combined multivariate analysis. TPS prediction
performances were finally compared to that of the current risk stratification with the
concordance index (Harrell c). All statistical analyses were performed using SPSS for
Windows version 27.0 (IBM Corp.) and GraphPad Prism for Windows version 6.00
(GraphPad Software). The Sankey diagram was build using the Sankey Diagram

Generator (www.sankey-diagram-generator.acquireprocure.com).
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RESULTS

Prognostic impact of TET2 expression at diagnosis.

Diagnostic RNA samples from 270 patients were referenced as the entire pediatric
dataset, which was representative of the entire trial cohort (Supplemental Table 2). A
total of 120 patients were randomly selected to create an exploratory set, and the
remaining 150 were used for internal validation. The two cohorts were similar in criteria
except for an excess of core binding factor (CBF)-AML in the validation set
(Supplemental Table 3). Quantification of TET2 expression was carried out by RT-
gPCR targeting constitutive exon 4, shared by all TETZ2 alternative splice isoforms. In
the exploratory set, a cutoff value of 6.70 a.u. defined a group of patients (n = 18/120,
15%) with low TETZ2 expression that displayed worse outcomes in terms of LFS (Figure
1A), and OS (Supplemental Figure 1A). Similar results were obtained with the
validation cohort (Figures 1B and Supplemental Figure 1B) with fewer patients
(n=17/148, 11.5%) with low TETZ2 expression and 2 additional patient samples
displayed PCR failure. This may stem from a lower number of standard-risk patients
(Supplemental Table 3) in the exploratory set (29 [24%)]) than in the validation set (64
[44%]). Overall, patients with low TET2 expression (n = 35/268, 13%) displayed
significantly worsened OS (Figure 1C), LFS (Figure 1D) and EFS (Supplementary
Figure 1C). Multivariate analyses (Table 1) revealed an independent prognostic impact
of TET2 expression, along with risk stratification and age.

The comparisons of clinical and biological characteristics between high and low TET2
expressers revealed significantly less standard-risk group patients with low TET2
expression, mainly CBF-AML and less CEBPA double-mutation, and significantly more

high-risk patients (Table 2). According to the risk stratification used in the ELAMO2 trial
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(described in Supplemental Table 4), TET2 expression had a negative impact in
standard-, intermediate-, and high-risk patients, reaching statistical significance in

intermediate patients (Supplementary Figures 1D-E-F).

B
Exploratory set L
P Y Validation set
100+
804
>
= 604
5
©
2
2 40
o
204 —  |ow 204 — |ow
p =0.001 —— high p = 0.0005 —— high
0 T T L] L] L] T T T L] 1 D T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
LFS (months) LFS (months)
D
Overall Survival Leukemia-Free Survival
-~ 10 T \
N . 4-years 0S: 82.2 +- 2.6% \\
08 b
ettt oy
Mmmyears LFS: 66.8 +-3.2%
g 06 B = TS
|
€
4-years 0S: 33.6 +-8.1% e o4 4-years LFS: 33.7 +/- 8.9%
TET2 gene expression TET2 gene expression
low (n=35) ! »Io_w (n=29)
HR = 0.18, 95CI[0.11 - 0.29], p< 0.0001 ~Thigh (n=233) HR = 0.3, 95CI[0.20 - 0.55], p<0.0001 high (n=226)
00
0 12 24 36 48 60 72 84 9% 108 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Months Months

Figure 1. Survival impact of TET2 expression in pediatric AML. Kaplan-Meier curves of
leukemia-free survival (LFS) in the exploratory (A) and validation (B) sets. Overall survival
(OS) and LFS in the entire set (C and D). Patients with high (red curves) and low (blue curves)
TET?2 expression were separated with the best determined cutoff value of 6.70 a.u. Hazard

ratios (HR) were computed with 95% confidence intervals (95CI).
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Overall Survival

Leukemia-Free Survival

HR 95CI p HR 95CI p
TET2 gene expression (> 6.7au) 0.17  0.10-0.29 <0.0001 | 0.28 0.17-0.46 <0.0001
Riskgroup 1.58  1.07-2.33 0.022 - - NS
Age (> 6 yo) 232 1.28-4.21 0.006 218 1.34-253 0.002
Leukocytes (> 30 G/L) 1.96 1.20-3.22 0.007 1.54 1.02-233 0.038

Overall Survival Leukemia-Free Survival

HR 95CI p HR 95CI p
TET2ES ratio (> 1.12 au) 1.77  1.00-3.13 0.05 1.89  1.19-3.00 0.007
Riskgroup 1.63  1.14-2.34 0.008 - - NS
Age (> 6 yo) 229  1.26-4.14 0.006 221  1.35-3.61 0.002
Leukocytes (> 30 G/L) 202 1.24-3.14 0.005 1.61 1.07-242 0.023

Table 1. Multivariate analyses for TET2 gene expression and exon 2 skipping. Cox

proportional hazard models factoring variables with a P < 0.10 in univariate analyses. a.u.

(arbitrary units), HR (hazard ratio), CI95 (95% confidence interval).
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High TET2 expressers Low TET2 expressers P-value
(n=233) (n=35)

Clinical features
Median age in years [Min-Max] 9.2 [0.16-17.33] 12.4[0.25-17.9] 0.38
M/F ratio 1.2 1.8 0,31
Median WBC [Min-Max] (G/L) 16.4 [1.3-575] 14.1 [1.2-250] 0.96
Median medullar blast percentages
[Min-Max] 65% [1-99] 83% [21-97] 0.02
CNS involvement 40 (17.6%) 4 (9.5%) 0.26
Cytogenetics
Normal karyotype 66 (29.2%) 10 (23.8%) 0.58
CBF-AML 71 (31.4%) 3(7.1%) 0.0006
KMT?2A rearranged-AML 41 (18.1%) 12 (28.6%) 0.14
Mutations
FLT3-ITD 24 (10.6%) 6 (14.3%) 0.43
NPM1 20 (8.8%) 2 (4.8%) 0.55
CEBPA double-mutation 5 (18.5%) 1 (2.4%) 0.03
Risk stratification
Standard risk 89 (39.4%) 4 (9.5%) 0.0001
Intermediate risk 75 (33.2%) 19 (45.25%) 0.160
High risk 62 (27.4%) 19 (45.25%) 0.03
Results
CR rate 217 (95.6%) 35 (83.3%) 0.008
Relapse rate 69 (31.8%) 17 (48.6%) 0.06
HSCT 64 (28.2%) 15 (35.7%) 0.36
S-year OS £ SE 82.2+2.6% 33.6 £8.1% <0.001
5-year LFS + SE 65.2 £3.4% 33.7+£8.9% <0.001

Table 2. Main clinical and biological features between patients with high (n = 233) and

low (n = 35) TET2 expression in the entire patient set. Fisher’s exact tests were used for

comparing categorical variables, Mann-Whitney tests for numerical variables, and log-rank

tests for survival variables. M (male), F (female), WBC (white blood cells), Min (minimum),

Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute myeloid leukemia), CBF (core

binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete remission rate), HSCT

(hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free survival), SE

(standard error).
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Prognostic impact of TET2 exon 2 skipping at diagnosis.

The quantification of TETZ2 exon 2 inclusion rate was assessed as previously
described’. In the exploratory set, a cutoff value of 1.12 defined a group of patients
(n=61/120) with high TET2 exon 2 skipping, which while not reaching statistical
significance, showed a trend toward worse outcomes in terms of LFS (Figure 2A) and
OS (Supplementary Figure 2A). Accordingly, this prognostic effect on LFS was
statistically significant in the validation cohort (Figure 2B and Supplementary Figure
2B). Overall, patients with low TETZ2 exon 2 skipping (n = 175/270, 65%) displayed
significantly worsened OS (Figure 2C) and LFS (Figure 2D). Multivariate analyses
(Table 1) revealed an independent prognostic impact of TET2 exon 2 skipping, along
with risk stratification, white blood cell counts at diagnosis, and age.

The comparisons of clinical and biological characteristics between patients with high
and low TET2 exon 2 skipping ratio revealed significantly more high-risk group patients
with high TET2 exon 2 skipping. However, our subgroup analyses revealed a limited
prognostic impact of TET2 exon 2 skipping according to the risk stratification used in
the ELAMOZ2 trial (Supplemental Table 4), intermediate-risk patients faring less
favorably in case of a high TET2 exon 2 skipping ratio. There was no correlation
between TETZ2 gene expression and its exon 2 skipping ratio (Spearman p=-0.023, p
=0.71). Hence, we analyzed the prognostic impact of TET2 exon 2 skipping according
to gene expression and revealed that the negative prognostic impact conferred by a
high TET2 exon 2 skipping ratio, was limited to patients exhibiting high TET2 gene

expression levels (Figure 2E-F).
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Figure 2. Survival impact of TET?2 exon 2 skipping in pediatric AML. Kaplan-Meier curves

of leukemia-free survival (LFS) in the exploratory (A) and validation (B) sets. Overall survival

(OS) and LFS in the entire set (C and D). Patients with high (red curves) and low (blue curves)

TET2 exon 2 skipping ratio were separated with the best determined cutoff value of 1.12 a.u.

TET2EZ2S ratio kept a prognostic value only in patients with high TET2 gene expression, for

OS (E) and LFES (F). Hazard ratios (HR) were computed with 95% confidence intervals (95CI).
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Low TET2E2S (n=175) High TET2E2S (n=175) P-value
Clinical features
Median age in years [Min-Max] 9.20.16-16.39] 10.3 [0.25-10.91] 0.81
M/F ratio 1.38 1.22 0.70
Median WBC [Min-Max] (G/L) 21.9[1.3 - 445] 13 [1.2 - 575] 0.22
Median medullar blast percentages
[Min-Max] 70.5% [15 - 97] 68.5% [1 - 99] 0.65
CNS involvement 21 (22.1%) 23 (13.1%) 0.06
Cytogenetics
Normal karyotype 33 (34.7%) 43 (24.7%) 0.09
CBF-AML 30 (31.6%) 44 (25.1%) 0.26
KMT?2A rearranged-AML 18 (18.9%) 35 (20%) 0.87
Mutations
FLT3-1TD 9 (9.5%) 21 (12%) 0.69
NPM1 13 (13.7%) 9(5.1%) 0.02
CEBPA double-mutation 2 (2.1%) 4 (2.3%) 1.00
Risk stratification
Standard risk 39 (41%) 54 (31%) 0.15
Intermediate risk 39 (41%) 55 (31.6%) 0.18
High risk 17 (18%) 65 (37.4%) 0.0009
Results
CR rate 92 (96.8%) 161 (92%) 0.19
Relapse rate 20/92 (21.7%) 67/161 (41.6%) 0.0015
HSCT 28.4% 29.7% 0.89
5-year OS £ SE 83.9+3.8% 71.1+£3.5% 0.037
5-year LFS + SE 72.7 +4.9% 55.1+4.1% 0.008

Table 3. Main clinical and biological features between patients with high (n = 175) and

low (n = 95) TET2 exon 2 skipping in the entire patient set. Fisher’s exact tests were used

for comparing categorical variables, Mann-Whitney tests for numerical variables, and log-rank

tests for survival variables. M (male), F (female), WBC (white blood cells), Min (minimum),

Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute myeloid leukemia), CBF (core

binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete remission rate), HSCT

(hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free survival), SE

(standard error).
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A transcriptional and post-transcriptional prognostic score (TPS) based on ABCA3 and

TET?2 transcriptomic profiles.

Using a Cox proportional hazard ratio that included all variables associated with LFS
with a p-value < 0.10, we identified TET2 gene expression, TET2 exon 2 skipping,
ABCAQ3 expression and age (cutoff at 6 years-old) as significant variables. The TPS
formula was built as the sum of the weighed prognostic values (1 for good, O for
adverse) of the B coefficient of the Cox model: -1.207*(TET2 gene expression) +
0.5*(TET2E2S) + 0.768*(ABCA3gene expression) + 0.555*(Age). The TPS identified
3 groups of patients with distinct significant prognosis and improved the prediction of
OS (Figure 3A) and LFS (Figure 3B). The prediction inferred by the TPS was superior
to the current risk stratification: concordance index for OS, c¢=0.70+0.03 versus
0.60+0.03, and for LFS ¢=0.66+0.03 versus 0.54+0.03. The Sankey diagram (Figure
3C) shows widespread risk requalification between the ELAMO2 risk stratification and
the TPS. We manually combined the risk stratification and the TPS and defined new
risk categories of patients (Figure 3D): standard-risk (SR+) being patients with low TPS
and SR or IR characteristics, intermediate-risk 1 (IR1+) being patients with TPS low
and HR features or TPS intermediate with SR features, intermediate-risk 2 (IR2+)
being patients with intermediate TPS and IR or HR features and TPS high with IR

features, and high-risk (HR+) being patients with high TPS and SR or HR features.
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Figure 3. Risk stratification according to the TET2/ABCA3 TPS in pediatric AML.

Kaplan-Meier curves overall survival (OS, A) and leukemia-free survival (LFS, B) in the entire

set, stratified according to TPS values: low-risk (<-0.4, green curves), intermediate risk (-04 to

0.1, blue curves) and high risk (> 0.1, red curves). (C) Sankey diagram representing patients’

distribution according to the ELAMO? risk stratification (left panel) and the TPS (right panel).

(D) Kaplan-Meier LES curves according to the new risk score in the ELAMO2 cohort: SR+
(green), IR1+ (blue), IR2+ (violet), HR+ (red).
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DISCUSSION

The present study examined the combined prognostic impact of ABCA3 expression
and skipping of its exon 19, and TETZ2 expression and skipping of its exon 2, in a large
cohort of pediatric AML patients at diagnosis. To this end, we used a unique RT-qPCR
approach coupled with an automated cutoff selection method. Our results show that
pediatric AML with high TETZ2 expression or low exon 2 skipping ratio levels correlate
with worsened outcomes upon intensive chemotherapy. As ABCA3 expression and
splicing were previously described as adverse prognostic factors (Ceraulo et al. in
redaction), we combined the transcriptomic analysis of both TET2 and ABCA3 in
pediatric AML. The results showed that TETZ2 expression, TET2 exon 2 skipping and
ABCAS3 expression but not exon 19 skipping were independently associated with
prognosis, along with age at diagnosis. Based on these results, we were able to build
a dedicated prognostic score (TPS) which outperformed the current risk stratification
based on cytogenetic and molecular features of the disease. With a widespread
repartition of patients among risk groups between the two classifiers, we were able to
combine them to further improve risk stratification in pediatric AML. Further studies
would be needed to confirm the prognostic impact of these biomarkers in pediatric AML
and to compare them to refined molecular stratifications'® or to other prognostic
integrated risk scores?®*2%. The functional impact of TET2 expression and exon 2
skipping remains to be elucidated, particularly their effects on the DNA methylome and
overall epigenetics features of AML cells. Since leukemic stem cells frequently express
both ABCA3 and TETZ2, the TPS might reflect the resistant phenotype of these cells.
Future studies considering “stemness signatures,” such as LSC172%, should determine
if the TPS only recaps the negative prognostic impact of a high “stemness burden” at

diagnosis or if it could be an independent stemness prognostic factor in pediatric AML.
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SUPPLEMENTARY DATA :

. , , . , , Amplicon Elongation Standard- PCR
Gene (Ensembl) Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) (lenght, Tm) T°C curve R2 efficiency
GUS 101 bp
TGGTAGGGGAGAACCACTTG | GGTAGCAATTTCCCAAAGCA 52°C 0.997 90.7%
ENSG00000169919 77°C
ABL1 194 bp
TGGTAGGGGAGAACCACTTG | GGTAGCAATTTCCCAAAGCA 61°C 0.993 100.2%
ENSG00000097007 85,5°C
197 b
Gene ACCTCAAGCATAACCCACCA | TTCCGCTTGGTGAAAACGAG 83 508 59°C 0.998 100%
TET2
Exon 2 - 126 bp .
ENSG000 CGACTGCAACTGCTGGATT TGCTTCCAAGCGTTGTAACT 60°C 0.997 100%
Exon 3 84°C
00168769
Exon 1- 121 bp
TCTGAGGGCTGGCAAACATT | TCATGTCCTATTGGCTGCTG 60°C 0.998 97.5%
Exon 3 83°C
156 bp
Gene CCTTCAACCACAGCAAGGAG | TTGGGAAAAGCGGGAAAAGG 83.5°C 62°C 0.992 103%
ABCA3
Exon 19 - 181 bp o
ENSG000 CACCACCATGGAGGAAGTCT CTCGATGAGGGCTCCAATG 61°C 0.997 100%
20 88.8°C
00167972
- 152 b
Exogo18 ATCACATGACGCTGGTGAAG | CTTCCCGACCCTGTGCGTGC 58°Cp 61°C 0.995 101%

Supplementary Table 1. qPCR experiments characteristics. bp (base pair), Tm (melting temperature)
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ELAMO2 cohort

Overall study cohort

(N=438) (N=270) p-value
Clinical features
Median age in years [Min-Max] 8.2[0—18.6] 9.8[0.16 — 17.9] 0.09
M/F ratio 1.19 1.27 0.70
Median WBC [Min-Max] (G/L) 15.4 [0.40 - 575] 16.1[1.2 - 575] 0.74
Median medullar blast percentages 66% [0 - 99] 67.5% [1 - 99] 0.46
[Min-Max]
CNS involvement 70 (16%) 44 (16.3%) 0.92
Cytogenetics
Normal karyotype 112 (26.6%) 76 (25.1%) 0.48
CBF-AML 95 (21.7%) 74 (21.5%) 1.00
KMTZ2A rearranged-AML 94 (21.5%) 53 (19.6%) 0.63
Mutations
FLT3-ITD 41 (9.4%) 30 (11.1%) 0.40
NPM1 32 (7.3%) 22 (8.1%) 0.67
CEBPA double-mutation 9 (2.1%) 6 (2.2%) 1.00
Risk stratification 0.10
Standard risk 97 (22.2%) 75 (27.8%) 0.10
Intermediate risk 235 (53.7%) 144 (53.3%) 0.94
High risk 108 (24.7%) 51 (18.9%) 0.08
Results
CR rate 405 (92.5%) 253 (93.7%) 0.65
Relapse rate 160 (36.5%) 92 (34.1%) 0.52
HSCT 119 (27.2%) 79 (29.3%) 0.55
5-years OS + SE 70.2% £ 2.6% 74.4% £ 3.2% 0.31
5-years LFS + SE 54.1% £ 3.1% 58.8% + 3.9% 0.24

Supplementary Table 2. Main clinical and biological features of the ELAMO02 trial (N=438) and

the entire patient set (N=270). Fisher’s exact tests were used for comparing categorical variables,

Mann-Whitney’s tests for numerical variables and log-rank tests for survival variables. M (male), F

(female), WBC (white blood cells), Min (minimum), Max (maximum), CNS (central nervous system),

AML (acute myeloid leukemia), CBF (core-binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR

(complete remission), HSCT (hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-

free survival), SE (standard-error).
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Exploratory set (N=120) Validation set (N=150) p-value
Clinical features
Median age (years), range 9.4[0.2-17.2] 10[0.4-17.9] 0.97
M/F ratio 1.26 1.27 1.00
Median WBC (G/L), range 19.3[1.2-575] 13.6 [1.3-514] 0.10
Median medullar blast percentage 73.5% [1 - 98] 65% [1-99] 0.23
CNS involvement 22 (18%) 22 (15%) 0.51
Cytogenetics
Normal karyotype 39 (32%) 37 (25%) 0.18
CBF-AML 20 (16.7%) 54 (36%) 0.001
KMT2A rearranged-AML 20 (16.7%) 33 (22%) 0.29
Anomalies moléculaires
FLT3-ITD 12 (10%) 18 (12%) 0.70
NPM1 muté 14 (12%) 8 (5%) 0.07
CEBPA double-mutation 2 (2%) 4 (3%) 0.70
Risk stratification 0.003
Standard risk 29 (24%) 64 (44%) 0.002
Intermediate risk 53 (44%) 42 (28%) 0.007
High risk 38 (32%) 44 (29%) 0.70
Results
CR 108 (90%) 145 (97%) 0.04
Relapse 33/108 (31%) 54/145 (37%) 0.29
HSCT 38 (32%) 41 (27%) 0.50
5-years OS + SE 70.8% +5.1% 77.2% +4.1% 0.33
5-years LFS £ SE 62.0% + 5.9% 56.7% + 5.1% 0.44

Supplementary Table 3. Main clinical and biological features of the exploratory (N=120) and the

validation (N=150) sets. Fisher’s exact tests were used for comparing categorical variables, Mann-

Whitney’s tests for numerical variables and log-rank tests for survival variables. M (male), F (female),

WBC (white blood cells), Min (minimum), Max (maximum), CNS (central nervous system), AML (acute

myeloid leukemia), CBF (core-binding factor), ITD (internal-tandem duplication), CR (complete

remission rate), HSCT (hematopoietic stem cell transplant), OS (overall survival), LFS (leukemia-free

survival), SE (standard-error).
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ELAMO2 protocol

Standard risk

-1(8;21)(922;922.1); RUNXT-RUNX1T1 or inv(16)(p13.1922) or
t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11 WITH MRD log reduction > 3-fold after
course 2

.1(1;11)(921;923),MLL-MLLT11(AF1Q)

. Normal karyotype and NPM1 mutation with no FLT3-/TD mutation

. Normal karyotype and CEBPA bi-allelic mutation with no FLT3-/TD
mutation

. 1(9;11)(p21-22;923) isolated AND WBC < 50 G/L AND CNS1

Intermediate risk

Every anomaly not categorized as SR or HR

High risk

.-7,-5, abn(5q)

- inv(8)(921g26.2) or 1(3;3)(921;926.2),GATA2-MECOM
- 1(10;11)(p12;923); MLL-MLLT10(AF10)
-t1(10;11)(p11.2;923) ;,ABI1-KMT2A
(

- 1(6;11)(927;923);MLL-MLLT4(AF6)
- 1(6;9)(p23;934),DEK-NUP214

- Complex karyoype

- treatment-related leukemia

- secondary leukemia
- no CR after course 2

- FLT3-ITD mutation AND mutated/wild-type ratio > 0.40

Supplementary Table 4. Risk group stratification strategies applied to AML patients. SR (standard

risk), IR (intermediate risk), HR (high risk), CR (complete remission), WBC (white blood cells), CNS

(central nervous system).
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Supplementary Figure 1. Survival impact of TET2 expression in pediatric AML. Kaplan-Meier

curves of overall survival (OS) in the exploratory (A) and validation (B) sets. Event-free survival (EFS)

in the entire set (C). Subgroup analyses of leukemia-free survival (LFS) in the entire set in patients

stratified as low (D), intermediate (E) and high-risk (F). Patients with high (red curves) and low (blue

curves) TET?2 expression were separated with the best determined cutoff value of 6.70 a.u.
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Supplementary Figure 2. Survival impact of TET2 exon 2 skipping in pediatric AML. Kaplan-

Meier curves of overall survival (OS) in the exploratory (A) and validation (B) sets. Event-free survival

(EFS) in the entire set (C). Subgroup analyses of leukemia-free survival (LFS) in the entire set in patients

stratified as low (D), intermediate (E) and high-risk (F). Patients with high (red curves) and low (blue

curves) TET2E2Swere separated with the best determined cutoff value of 1.12 a.u
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CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES



L'analyse de la littérature actuelle a montré que, bien que de nets progrés aient été obtenus
dans le traitement des LAM, leur pronostic reste sombre, tant chez I’enfant que chez I'adulte.
Les traitements les plus intensifs, notamment la TCSH, étant grevé de lourdes toxicités, la
rationalisation du traitement selon des facteurs pronostiques de réponses identifiés au
diagnostic a toute sa place dans la prise en charge des LAM. Actuellement, les axes
d’amélioration du pronostic reposent sur : les thérapies innovantes, le suivi de la réponse de
la maladie au traitement et I'optimisation de la stratification pronostique au diagnostic. Par
ailleurs, des modifications des profils d’épissage alternatif accompagnent le développement
des LAM. L'étude des patrons d’épissage peut étre la source de nouveaux facteurs
pronostiques ou de nouvelles vulnérabilités des cellules cancéreuses.

Dans cette optique, notre équipe a travaillé sur les LAM et, dans la comparaison des
évenements d’épissage associés a la résistance au traitement, nous avons identifié ABCA3,
une protéine de la famille des ABC transporteurs. ABCA3 est physiologiquement impliquée
dans la production du surfactant pulmonaire mais de nombreuses études ont identifié un role
pour cette protéine dans les hémopathies malignes. Elle est notamment exprimée dans les
CSLs, contingent de cellules quiescentes dont sont issues la plus grande partie des rechutes de
LAM. Si I'impact pronostique de son expression est bien établi dans les LMC et les LAL, il reste
débattu dans les LAM, certaines études identifiant un impact pronostique négatif conféré par

une forte expression d’ABCA3, d’autres ne trouvant aucun impact.

Par analyse PCR quantitative avec sélection automatisée de valeur-seuil sur deux grandes
séries de patients adultes et pédiatriques, nous avons pu étudier I'impact pronostique de
I’expression d’ABCA3 dans les LAM. Chez I'adulte, nous avons identifié une tendance a des
survies inférieures chez les patients avec forte expression d’ABCA3. Néanmoins, aucun impact
pronostique n’a été identifié chez les patients traités par chimiothérapie intensive, ce qui
conforte les données précédemment publiées (Mohamed et al. 2015). Cependant, les patients
traités par GO dans cet essai avaient des survies significativement diminuées en cas de forte
expression d’ABCA3. |l s’agit de la premiere identification d’ABCA3 comme un facteur prédictif
de laréponse au GO. De plus, les analyses en sous-groupes suggerent un impact plus prononcé
chez les patients de risque standard, qui par ailleurs sont ceux qui bénéficient le plus du

traitement par GO.
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Chez I'enfant, nous avons également identifié un fort impact pronostique défavorable
indépendant conféré par une expression élevée d’ABCA3, avec des taux plus faibles de
rémission compléte, plus de rechute, et des survies globales et sans leucémie diminuées. Cet
impact pronostique semble restreint aux patients agés de plus de 2 ans et aux patients de
risque standard. La proportion de patients avec expression élevée d’ABCA3 était plus
importante chez I'adulte que chez I'enfant.

In vitro, dans des lignées cellulaires HAP1 invalidées pour I'expression d’ABCA3 et HEK293T
surexprimant transitoirement ABCA3, nous avons mise en évidence une corrélation positive
entre I'expression d’ABCA3 et la résistance a la doxorubicine. Contrairement aux études de
I’équipe de Chapuy (B Chapuy et al. 2008; Koch et al. 2016), nous avons plut6t identifié une
diminution de la doxorubicine intra-cellulaire en cas d’expression d’ABCA3. Cette différence
peut s’expliquer par les temps d’incubation et types d’incubation (continue ou pulsée)
différents et le modeéle cellulaire plus sensible que nous avons utilisé. In fine, la doxorubicine
apparait bien captée dans le compartiment lysosomal puis expulsée de la cellule par
exocytose. Nos modeéles cellulaires n’exprimant pas le CD33, il n’a pas été possible d’étudier
les mécanismes qui sous-tendent la résistance au GO. Cependant, nous avons mis en évidence
une corrélation inverse entre expression d’ABCA3 et |'expression de CD33 sur la membrane
plasmique des myéloblastes, cela sans affecter les niveaux d’expression du gene CD33. De
maniére analogue a ce qui a été publié pour le rituximab (Aung et al. 2011), on peut donc
émettre I'hypothése d’une augmentation des capacités de production d’exosomes en cas
d’expression élevée d’ABCA3, avec piégeage extra-cellulaire du GO. Pour explorer cette
hypothése, il conviendrait de réprimer ABCA3 dans des lignées myéloides exprimant le CD33
et d’explorer leur résistance a cet agent thérapeutique : tests de survie cellulaire, microscopie

confocale pour localiser le GO, production d’exosomes et dosage de GO dans les exosomes.

Concernant |'épissage alternatif d’ABCA3, notre équipe avait identifié I’exclusion de I'exon 19
comme associée a la chimiorésistance. In silico, la séquence de cet exon est trés conservée
avec peu de mutations rapportées et I'exclusion de I'exon 19 augmenterait I'activité de la
protéine. In vitro, la perte de I'exon 19 majore le potentiel de résistance aux anthracyclines
conféré par ABCA3. Chez les patients adultes avec traitement intensif de LAM, un taux

d’exclusion élevé de I'exon 19 était associé a un pronostic défavorable.
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Chez I'’enfant, nous avons également retrouvé un impact pronostique défavorable conféré par
un taux d’exclusion élevé de I'exon 19. Cependant, cet effet semble plus modeste que chez
I'adulte. L'une des explications de cette différence réside sans doute dans les niveaux
d’expression d’ABCA3, plus élevés dans les LAM adultes que pédiatriques, ce qui réduit le
nombre de patients nécessaires pour obtenir un résultat significatif. De plus, nous avons pu
montrer que I’exclusion de I’exon 19 module I'impact pronostique conféré par I’expression du
geéne, principalement en cas de forte expression. Cet impact est une fois encore plus net pour
les patients de risque standard et nous avons pu mettre au point un score pronostique dans
les LAM pédiatriques basé sur I'expression et I'exclusion de I'exon 19, indépendant de la
stratification actuelle. Du fait des mémes limites dans les modéles cellulaires, nous n’avons
pas pu étudier I'impact de I'exclusion de I’exon 19 sur la résistance au GO et le nombre de
patients traités était trop faible pour en tirer des conclusions. Il conviendrait d’étudier le profil
transcriptomique d’ABCA3 dans de plus grandes cohortes de patients adultes et pédiatriques

traités par GO.

Nos travaux suggérent enfin que l'intégration de la signature transcriptomique d’ABCA3
pourrait aider a la stratification des patients au diagnostic de LAM, principalement pour les
formes dites de risque standard. Cependant, il serait intéressant d’étudier I'expression
d’ABCA3 dans la tranche d’age des 18-50 ans qui n’était pas couverte par nos séries de
patients. D’aprés les données de la littérature, ABCB1 et ABCG2 seraient plus impactantes
dans le phénotype de résistance multidrogue des LAM adultes. Nous posons I’hypotheése qu’il
existe une augmentation progressive de I'expression moyenne d’ABCA3 avec |'age et une
réduction progressive de son impact pronostique. Nous suggérons également que I'expression
d’ABCA3 pourrait servir a guider le choix d’un traitement par GO. Une étude chez I’enfant et
chez les adultes jeunes serait intéressante pour confirmer I'impact prédictif de I'expression
d’ABCA3 sur la résistance au GO, intégrée avec les autres facteurs prédictifs connus de
réponse a ce traitement : expression de CD33 en surface cellulaire (Pollard et al. 2016; Khan
et al. 2017), potentiellement en lien avec I'expression d’ABCA3 ; forte expression de CD33
dans le sang périphérique (van der Velden et al. 2004), variants d’épissage de CD33 (Lamba et
al. 2017), expression d’ABCB1 (Walter et al. 2007) et défaut dans la signalisation des
dommages a I’ADN (van der Velden et al. 2004).
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I reste néanmoins a décrire complétement les mécanismes qui sous-tendent la
chimiorésistance supplémentaire conférée par I'exclusion de I'exon 19, notamment son
impact sur la localisation cellulaire de la protéine et sur la production d’exosomes. Nous
proposons que notre systéme de transfection de protéine ABCA3-eGFP soit utilisé et les
cellules analysées en microscopie confocale laser afin de repérer précisément un changement

de localisation intra-cellulaire de la protéine, et que les exosomes produits soient quantifiés.

Enfin, si I'expression d’ABCA3 est un reflet de la capacité souche des myéloblastes, une
réversion de la résistance des cellules est théoriquement possible en ciblant ce gene, soit de
maniére pharmacologique, par exemple avec I'indométacine (Song et al. 2008), soit par ARN
interférence, comme dans I'exemple du nusinersen (Finkel et al. 2016). Il reste a démontrer
les effets de I’exclusion de I’'exon 19 d’ABCA3 dans le compartiment souche des myéloblastes
et, si tel est le cas, une thérapie ciblée des cellules souches leucémiques par oligonucléotides
antisens révertants de I'épissage serait une méthode pour sensibiliser ces cellules aux

chimiothérapies conventionnelles et au GO.
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Annexe 1
Principales mutations identifiées dans les LAM de I'adulte et impact
pronostique.

Légende :

- ADN : acide désoxyribonucléique

- ATP : adénosine triphosphate

- CHIP : clonal hematopoiesis of indeterminate prognosis
- dm : double-mutation

- ELN : European LeukemiaNet

- G-CSF : granulocyte-colony stimulating factor
- ITD : internal-tandem duplication

- RC : rémission complete

- LAL : leucémie aigué lymphoblastique

- LAM : leucémie aigué myéloblastique

- LAM-CBF : LAM avec altération du core-binding factor
- LAM-CN : LAM a caryotype normal

- LCN : leucémie chronique a neutrophile

- LMMJ : leucémie myélomonocytaire juvénile
- PTD : partial-tandem duplication

- RC : rémission compléte

- SG : survie globale

- SMD : syndrome myélodysplasique

- SMP : syndrome myéloprolifératif

- SSE : survie sans événement

- SSL : survie sans leucémie

- TKD : tyrosine-kinase domain
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Géne Fonctions Mutations Impact pronostique

Défavorable (Patel et al. 2012) surtout si association avec

ASXL1 (20q11.21 Membre du complexe polycomb PRC2 5 - 18%, fréquence augmente avec I'age
(209 ) P poly o 1req & & mutation de RUNX1 (Paschka et al. 2015)

Répresseur transcriptionnel direct ou
BCORL1 (Xq26.1) ) p o P o 1-4% Inconnu (mais probablement défavorable)
indirect (activité histone désacétylase)

E3-ubiquitine ligase, régulateur négatif de
CBL (11qg23.3) nombreuses voies de signalisation issues de 1 - 5%, mutations décrites dans les SMP Neutre
récepteur membranaires
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Neutre, utilité du ruxolitinib ou du dasatinib en analogie
avec la LCN (Maxson et al. 2013)

CSF3R (1p34.3) Récepteur au G-CSF 1-3%

15 - 30% (30 - 35% des LAM-CN), hot-spot

R882 Défavorable en 'absence de traitement intensif (Sehgal

DNMT3A (2p23.3) Méthylation de I’ADN et al. 2015; Patel et al, 2012)

Fréguence augmente avec I'dge (1°" géne
retrouvé muté en cas de CHIP)

Histone-méthyl-transférase, sous-unité 1-5% Défavorable, notamment dans les LAM secondaires
= 0

EZH2 (7q36.1
(7436.1) catalytique du complexe PRC2 (Nazha et al. 2016)
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< 1% (20 - 25% si CEBPAdm), domaine N- Favorable si associée a CEBPAdm (Greif, Dufour, et al.
terminal 2012; Grossmann et al. 2013)

GATA2 (3q21.3) Facteur de transcription

5-10% (10 - 20% des LAM-CN
o 0 ) Favorable si NPM1 muté isolé (Patel et al. 2012)

hot-spots R140 et R172, production de R-2-
hydroxyglutarate, inhibiteur des enzymes

IDH2 (15926.1) Profil transcriptomique spécifique de la R172, avec peu

i i de mutations associées (Marcucci et al. 2010)
a-cétoglutarate-dépendantes

Récepteur du SCF, r6le dans survie et
différenciation cellulaires, hématopoiése 1-5% (25 - 30% dans les LAM-CBF), hot- Défavorable dans LAM-CBF, surtout t(8;21) (Paschka et

spot D816 al. 2006)

KIT (4912)
Voies PI3K-Akt, MAPK ; JAK/Stat

KRAS (12p12.1) GTPase, voie des MAPK 15% des LAM-CN Neutre (Krauth et al. 2014)
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Neurofibromine, régulateur de la voie RAS-

NF1 (17q11.2) 2-5% Neutre

MAPK

NRAS (1p13.2) GTPase, voie des MAPK 15% (25% CN-AML) Neutre (Krauth et al. 2014)

Tyrosine-phosphatase,  régulation oie }
PTPN11 (12924.13) yrosine-phosp gulat VoI 3 5y Inconnu en dehors de la LMMJ acutisée
MPAK et PI3K

Constitutionnel (Michaud et al. 2002):
Familial platelet disorder with propensity

to myeloid malignancy (FPD)

Défavorable (V. I. Gaidzik et al. 2016), résistance a
Somatique : mutations (3 - 33%, fréquence [induction

plus élevée dans FAB-MO LAM-CN, >60 ans
et LAM secondaires), nombreux
réarrangements chromosomiques

RUNX1 (21q22.12) Facteur de transcription, sous-unité du CBF
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Interaction avec SET1 (complexe histone-
SETBP1 (18¢12.3) , / (comp 1-3% Neutre
méthyl-transférase)

Neutre ((Thota et al. 2014), (Thol, Bollin, and Gehlhaar
STAG2 (Xq25) Membre du complexe des cohésines 1-5% 2014)) pour la présence d’une mutation du complexe des
cohésines, défavorable dans les SMD (Thota et al. 2014)

Défavorable, compris en cas d’anomalies
TP53 (17p13.1) Régulation apoptose et cycle cellulaire 5-20% des LAM-CN Lo y p Lo
cytogénétiques de mauvais pronostic (Ricker et al. 2012)

Facteur de transcription et régulateur de

e 2-5% Neutre
I'épissage

WT1 (11p13)
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Annexe 2

Thérapies innovantes en phase de développement clinique dans les
LAM.
Adapté de (Isidori et al. 2021), (Yu et al. 2020) et (Thol and Heuser
2021) et données personnelles

Légende :

- ATRA : acide all-trans rétinoique

- BITE : bispecific T-cell engager

- COG : Children’s Oncology Group

- DART :dual-affinity retargeting antibody
- El: effet indésirable

- EMA : European Medicine Agency

- FDA : Fodd and Drug Administration

- FLA : fludarabine-cytarabine

- FLT3 : Fms-like Tyrosine kinase 3

- FLTS3-ITD : mutation FLT3 type Internal Tandem Duplication
- LAM : leucémie aigué myéloblastique

- R/R : réchute/réfractaire

- TandAb : tandem antibody
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Molécule Développement adulte Développement pédiatrique




Recommandé pour les patients unfit en combinaison avec Phase Il pédiatrique terminée (étude M13-833), résultats de
les agents hypométhylants la combinaison avec cytarabine doses intermédiaires >

. Vénétoclax En cours d’investigation en combinaison avec les régimes agents hypométhylants dans les LAM R/R
Pro-apoptotiques
de chimiothérapie intensive ou d’autre thérapies ciblées Phase I/Il en cours pour une maintenance post-allogreffe

dans les LAM R/R et lere ligne, ou en maintenance aprés combinée avec I'azacitidine

traitement de 1% ligne

APR-246 (PRIMA- Résultats encourageants en phase Il R/R en combinaison

Réactivateur de TP53 ) S
1Met) avec les agents hypométhylants (orphan drug designation) -

Volasertib Phase IIl 1™ ligne unfit concluante en combination avec Phase | terminée

Inhibiteur de PLK1
cytarabine a faible dose

Glasdegib Approuvé lere ligne unfit en combinaison avec cytarabine
Inhibiteurs de SMO faible dose -
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Pas de supériorité en lere ligne combiné a I'azacitidine ou

un régime 3+7

Vismodegib Phase Il terminée, non concluante en monothérapie -
Sonidegib Phase Il terminée, non concluante en monothérapie -
Pinometostat En cours de phase Il lere ligne en combinaison a la Phase | terminée

Inhibiteurs de DOTI1L

chimiothérapie intensive

0TX015 Phase | terminée -

Inhibiteurs de BET ABBV-744 Phase | terminée -

Panobinostat Résultats décevant des phases Il R/R en monothérapie ou Phase | terminée monothérapie, en cours en association

.- , en combinaison avec la chimiothérapie avec une régime FLA
Inhibiteurs d’HDAC
Possible place en maintenance post-allogreffe (essai

PANOBEST)
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Vorinostat Résultats décevants en monothérapie R/R et en Phaselterminée monothérapie
combinaison avec la chimiothérapie intensive en lere
ligne ; résultats encourageants en combinaison avec les
agents hypométhylants
Entinostat Résultats décevants en monothérapie et en combinaison -
avec I'azacitidine
Belinostat Résultats décevants en monothérapie, encourageants en -
combinaison avec le bortezomib

Romidepsin Phase | terminée Phase | terminée

Anti-CD33 : Résultats encourageants en combinaison avec la -

Anticorps couplé a un
- Lintuzumab chimiothérapie intensive, en cours d’investigation avec le

radionucléide L
Ac225 vénétoclax
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CD33-CD3 :

- AMG330 (BiTE) Résultats décevants en phase | monothérapie -
- AMG673 (BITE) Phase | en cours -
- GEM333 (BiTE) Phase | en cours -
- AMV564 -

Anticorps bispécifiques
(TandAb)

CD123-CD3:

Phase | en cours
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Anticorps trispécifiques

Inhibiteurs du

checkpoint immunitaire

CAR T cells

- Flotetuzumab
(DART)

- Vibecotamab
(BiTe)

SPM-2 (CD33-
123-16)

Ipilimumab

Pembrolizumab

Nivolumab

Sabatolimab
(TImM3)
Anti-CD47
Magrolumab

CD33

CD123

Résultats encourageants en phase I, notamment chez les
patients en échec d’induction ou en rechute précoce

Phase | en cours

Pré-clinique

Résultats encourageants dans les rechutes post-allogreffe,
essais en cours avec les agents hypométhylants et le
nivolumab

Phases Il randomisées en cours en lere ligne combinée a la
chimiothérapie intensive ou a une association azacitidine-
vénétoclax

Phase Il en cours en maintenance post-consolidation chez
les patients unfit pour I'allogreffe, phases I/Il en cours en
combinaison avec les agents hypométhylants, l'ipilimumab
et le relatlimab

Phases Il en cours en combinaison a azacitidine-vénétoclax
ou en maintenance post-allogreffe

Résultats encourageants en phase I/l R/R en combinaison
avec 'azacitidine (orphan drug designation)

Phase | a venir CD33 CAR T suivi d’une allogreffe avec CSH
CD33KO via CRISR-Cas9 editing

Plusieurs construits en cours de phases |

Phase I/1l en cours en combinaison avec I'azacitidine

Phase | en cours
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NK cells therapy

NK

haploidentiques

FT538 (iPSC-
CRISPR edited)

Phase | en cours en consolidation en lere ligne

Plusieurs protocoles d’infusion et de priming en cours de
phase |

En cours de phase | en combinaison avec le daratumumab
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Annexe 3

'-CCGGGCAGCTAACAATGTCTGGTTACTCGAGTAACCAGACATTGTTAGCTGCTTTTTG-3'

A shRNA
Construct

ue | cPPT

5'-CCGGGCATCTGAGACCAGTGAGAAACTCGAGTTTCTCACTGGTCTCAGATGCTTTTTG-3'
hPGK

5'-CCGGATGAACTTAGGAGCCACCTTCTCGAGAAGGTGGCTCCTAAGTTCATCTTTTTG-3'

PuroR
5'-CCGGTATAAGTACTAGATGCATCACCTCGAGGTGATGCATCTAGTACTTATATTTTTG-3'

pLKO.1 puro
with shRNA construct
7,091 bp

GUS ABL ABCA3  ABCA3
18-20 1920

AmpR GUSb 6CCTGGGTTTTGIGGICATCTATIC | CAGTAGCCACTTTCATGCCAACTC | 101 pdb
ENSG00000169919 (52,6°C) i 77°C
B ABL1 TGGTAGGGGAGAACCACTTG |  GGTAGCAATTTCCCAAAGCA | 194 pdp
ABCA3 pre-mRNA ENSG00000097007 (62°C) (58°C) ss5°Cc | bP
ABCA319-20 | CACCACCATGGAGGAAGTCT CTCGATGAGGGCTCCANTG | 181 pdb L
ENSG00000167972 (62°C) (60°C) 88,8°C Cail
ABCA318-20 | ATCACATGACGCTGGTGAAG | CTTCCCGACCCTGTGEGTGC | 152 pdb ——
ENSGO0000167972 (60°C) X 58°C
—
20
: . . 200 I
Epissage alternatif "
GUSb 52°C 0,997 80 90,7%
_ _ = = = = e . e
ABCA3 19-20 61°C 0,997 100 100% 50
- <= - ¢ ABCA3 18-20 61°C 0,995 134 101%

Figure supplémentaire 1. (A) Interférence ARN de WT1 par méthode shRNA, 4 séquences
validées de shARN ciblant la région 3’-UTR de WT1 ont été insérées (MISSION® TRC shRNA library,
Sigma-Aldrich®) dans un vecteur lentiviral pLKO.1-puro (cellules HEK 293T transfectées par
Lipofectamine 2000, culture en présence de puromycine, surnageant récupéré a 48-72 heures de
la transfection). Le vecteur vide pLKO.1 a été utilisé comme contréle négatif. Les cellules KG1 ont
été incubées en présence des lentivirus, 2x10° cellules KG1 par puit sur une plaque 6 puits, MOI
1.0, concentrations virales de 5.87 x 10*> (pLKO) et 2.5 x 10® (shwT1) Ul/mL, 48 heures
d’incubation avec les lentivirus en milieu classique puis 48-72 heures en présence de puromycine
(B) qPCR SYBRgreen spécifique de I'exon 19 d’ABCA3, position des amorces et conditions
d’amplification.
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