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Cas du Syndrome 5Q-
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Anomalie clonale acquise
d’un progéniteur hématopoietique

1 1

Niveau d’atteinte ?
- cellule souche hématopoiétique
- progéniteur myéloide multipotent



Atteinte d'un progéniteur myéloide multipotent ?

Cas des myélodysplasies avec trisomie 8 :

- Compartiment CD34+Thyl+ non atteint
- Atteinte uniguement myéloide

Précurseurs CD34+CD33+ atteints

CFU GEMM, CFU GM, érythroblastes PNN atteints
- CD34+CD19+ non atteints

CD34+CD7+ non atteints

Lymphocytes B, T, NK périphériques non atteints

CD34+ Thyl+

CD34+CD33+
Cas des myélodysplasies avec trisomie 8 et 5Q-

FISH results, % of total cells

Cell population Normal +8 alone 5qg- alone 5g- and trisomy 8

CD34+CD38- 0 < D < |34 66
(HPCs)

‘ |Del 5q = événement précoce / Trisomie 8 = acquise secondairement
Nilsson et al. Blood 2002 Saitoh et al. Blood 1998




Atteinte d’'une cellule souche hématopoiétique ?

Cas de Syndromes 5q- et autres myélodysplasies avec del(5q) :

— Compartiment CD34+CD38- quasi entierement 5q-
- faible activité LTCIC
- absence de reconstitution de I'hnématopoiese apres
greffe chez une souris NOD/SCID irradiee

— Compartiment CD34+ CD19+ pro B : large fraction 5¢0-
— Pas de lymphocytes matures 5g- (ou fraction minime).
Pas de lymphopénie. CD34 + CD38 —

Thanopoulou Blood 2004 - Nilsson et al. Blood 2000



Moelle riche

Troubles de maturation
Dysplasies multilignées
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Un modele d’hématopoiese inefficace

S
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¥ I

TNFa Wl ILe  Interaction avec le
microenvironnement

normale

§y.
. . . Cyt_opén?es

périphériques

0 Exces d’'apoptose

Avantage en croissance du clone MDS
Troubles de maturation

Persistance d’'une
hématopoiese

Anomalie clonale



Avantage de croissance pour le clone MDS

Culture de moelle totale myélodysplasique :

- Pousse preférentielle des cellules appartenant au clone
par rapport aux cellules appartenant a ’lhématopoiese normale

- Persistance d’'une hématopoiese normale

J7 : 20%

RAEB 45 X, -Y

J17 : 74%

Claessens et al. Blood 2002



TETZ2, géne candidat de I'avantage de croissance

492.4 : Région comportant 1 seul gene : TET2
» Potentiellement suppresseur de tumeur
« Impliqué dans plusieurs néoplasies myeloides

* ROle inconnu potentiellement régulateur de la balance survie /
croissance / differenciation au cours de I’'hématopoiese

Délétions ou mutations 4q2.4 acquises

Présentes dans 20% des MDS de différents
types (bas et haut risque)

Delhommeau et al. NEJM 2009



Anomalies deTET?2
et syndromes myélodysplasiques

Concernent 1 ou 2 alleles :

- Mutations bi-alleliques
homozygotes ou hétérozygotes composites avec charges
alléligues différentes (mutations acquises a des moments
différents)

- Pertes d’héterozygoties associees a des mutations de l'autre allele
delétion ou dysomie uniparentale

- Mutations héterozygotes

Au cours de la différenciation (CD34+CD38- a CD34+CD38+) :

MD505
[ Wild type TET2
B Mutsted TETZ

—

Evénement précoce et

Fraction of Clone

amplification du clone

CD34+ CD34+
CD35~  CD354

Delhommeau et al NEJM 2009 Jankowska Blood 2009 Langemeijer Nature Genetics 2009



Exces d'apoptose médiée par Fas

-Décrit initialement sur moelle totale puis dans les
cellules CD34+ et dans les précurseurs des lignées
érythroides et granuleuses

-Fas est fonctionnel
-Fas est surexprimé

- Prédomine dans les MDS de bas risque

1 2 3 4

by —

TUNEL : 39% (MDS) v 12,6% (contrdle)* N :
Présence d’ADN en échelles

*Bouscary et al Leukemia 1997, Raza A et al Blood 1995, Clarck Leukemia lymphoma 1990
Rajapaska et al Blood 1996, Parker et al Blood 1997, Mundle S et al Int J Hematol 1999



Erythropoiese normale

Régulation basée sur ’APOPTOSE induite par Fas
Cellules matures exprimant Fas L
sont capables d’induire I'apoptose

des cellules immatures gui expriment Fas

" BFUE, CFUE

* Pro-érythroblaste

|
Erythroblaste
basophile

Apoptose

Erythroblaste
polychromatophile

Erythroblaste
acidophile

De Maria R Nature 1999, Blood 1999




Erythropoiese myélodysplasique
« Inefficace »

Surexpression de Fas notamment dans les précurseurs immatures
(CD34+, CD33+ et glycophorine A +)

+

Augmentation rapide au fur et a mesure de la differenciation des
préecurseurs erythroides de I'expression de FasL

Exces d'apoptose

des précurseurs érythroides immatures

Diminution de la pousse des CFU et BFU dans les MDS
corrélé a I'expression de Fas dans les cellules CD34+ et GPA+

Dai et al Blood 1998, Maciejewski et al Blood 1995, Fontenay-Roupie M 1999, Claessens YE et al Blood 2002



Role pléiomorphe de la Caspase 3

. V4 . V4
Voie létale Voie non |étale
Apoptose : voie finale commune A minima lors de I'érythropoiése normale
I Intégrité nucléaire

Lamine B

¥
Caspase 3

Ex : Précurseurs érythroides
immatures en I'absence d’'EPO

1

| Apoptose |

|Différ'encia‘rion | |Survie |\

Ribeil JA Nature. 2007 Jan 4;445(7123):102-5 Negoro S Circulation 2001 Mandal D J Biol Chem 2003; 278: 52551-52558



Une derégulation de mécanismes
normaux et complexes de controle de
I’érythropoiese

. 3

Exces d’apoptose
Troubles de la maturation érythroide



Le syndrome 5q-

o Défini par la corrélation :
— un terrain : femmes ageées

— un tableau cytologique particulier :
 Anémie macrocytaire réfractaire
 Megacaryocytes hypolobulés
e Taux de plaquettes normal ou augmente
* Neutropénie modéree

— une délétion interstitielle d’'un bras 5q

— et d'un faible risque de transformation en LA,
pronostic favorable

Van den Berghe et al, Nature. 1974;251:437-438.



Q5h Région commune
q13 de délétion interstitielle

ql 5 Zhao N, Proc. Natl. Acad. Sci USA. 1997;94:6948-53
E 1 Horrigan Lehmann et al Leukemia 2007

Zone de délétion minimale q31
q23 « Anomalies 5g des LAM / MDS avec
q31 anomalies caryotypigues associées »
q32

q33.1

Boultwood J, et al. Genomics 1994
Jaju RJ, et al. Genes Chromosome Cancer 1998
Boultwood J, et al. Blood 2002; 99 :4638-41.



Parmi les 40 genes...

33/40 genes normalement exprimes par les cellules souches
hématopoietiques

— SPARC : gene potentiellement suppresseur de tumeur

« Cancers poumon, ovaire

* Reégulation les interactions avec la matrice extra cellulaire : anti
adhésion

« Anti prolifération

e Souris SPARC -/- : thrombopénie et diminution des BFU E

— RPS14 : composant de la sous unité 40S du ribosome

Lehmann et al Leukemia 2007

Boultwood et al. Blood 2002



Etude génétique fonctionnelle

* |nactivation des 40 genes dans les cellules
CD34+ normales a I'aide de Sh RNA

Mégacaryocytes / Erythrocytes

Sh RNA RPS14

Phénotype erythrocytaire:

- caractéristiques cytologiques :
troubles de maturation

- apoptose

Ebert et al, Nature, 2008



Etude fonctionnelle de RPS14
Réintroduction du gene RPS14

"4
dans une cellule CD34+ 5Q- 1: ' .

0
Empty RPS14 Empty RPS14
Patient 1 Patient 2
Restauration I'expression des I

transcrits erythroides et de la
differenciation (Glycophorine A)
B
Empty RPS14 Empty RPS14
Patient 1 Patient 2

Ebert BL, et al, Nature 2008

GPA/CDA41

el
i

GPA/CD11b

Phénotype érythrocytaire




RPS14 et haplo-insuffisance

e Aucune delétion ou mutation bi allélique décrite
 Pas de perte totale d’expression du transcrit

. 3

Une délétion mono allélique suffit pour faire
apparaitre le phénotype

RPS19 et Maladie de Blackfan Diamond

* Mutation hétérozygote de RPS19

Phénotype de dysérythropoiese



Phénotype plaquettaire

Dysplasie mégacaryocytaire + thrombocytose




MiR-145 et miR-146a sous-exprimes

présents dans les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques

miRNA 145 | TIRAP W
@ ' " ’
\miR/NA 146 —— TRAE6 > / Production d’IL6
2 génes impliqués Facteur de croissance
dans I'immunité des mégacaryocytes

innée

K-o0 des 2 miRNA ou expression forcée de TRAF6

. 3

Reproduit le phénotype plaguettaire du syndrome 5q-

thrombocytose / dysplasie mégacaryocytaire / neutropénie modérée

Starczynowski Nat Med 2010



Modele murin de syndrome 5¢-

Chromosome engineering utilisant la technique de recombinaison CreLoxP
Création d’'une délétion a l'intérieur I'equivalent murin de la
Region Commune de Delétion interstitielle (intervalle CD74 Nid67 Chrl8)
dans les cellules embryonnaires + Génération de souris.

Région contenant 8 genes dont RPS14

Reproduit un phénotype 59-
(méme plaquettaire !)

TI
L

Exces de p53 et d’apoptose

L’inhibition de p53 restaure un phénotype normal

Stress ribosomal = check point pour p53 ?

Barlow et al Nature Medicine 2010



Efficacité du lénalidomide

100-- Phase 2 - 168 patients
(81% risque bas ou intermédiaire)
6 cures de lenalidomide 10 mg/J 21J/28 v 28J/28

“0f

50 — Suivi médian : 1,3 ans (min-max : 0,1-4,4 ans)

\-"\———\/‘\/
68% d’indépendance transfusionnelle

Patients en

I Durée meédiane de réponse 2,2 ans

1 2 3 4 5

Temps (années)

-38/63 réponse cytogénetique
-El séveres : neutropénie (55%), thrombopénie (44%)

List AF, et al. Updated data presented at ASH Annual Meeting, 2006 [Abstract 251)] List et al. N Engl J Med 2006



Mode d’action du lenalidomide

- Augmente I'expression de SPARC par probable suppression du clone anormal

Régulation des interactions avec la MEC (collagene laminine intégrines)
» Anti adhésion

» Anti angiogénique (bloque la prolifération endothéliale médiée par VEGF et FGF2)

E Ag B
' ==
ey *"i’ﬁ ;ﬂ* SR, yf fﬁfﬁﬂe& = I LAl

- Régule négativement PU1 un facteur de transcription de la
différentiation granuleuse

Arrét transitoire de la maturation granuleuse et accumulation de
précurseurs myéloides immatures

Pelagatti et al Proc Natl Acad Sci USA 2007 - Pal et al Blood 2009



Conclusion ),

Atteinte clonale d’une cellule souche hématopoiéetique ou d’un
precurseur myeloide multipotent

Avantage en croissance du clone tumoral

Exces d’apoptose et troubles de maturation secondaires a des
anomalies de mécanismes normaux de régulation de
I'hématopoiese

Hématopoiese inefficace
Cytopénies périphériques

Transformation en LAM apres acquisition de mecanismes de
résistance a l'apoptose



Conclusion ),

Syndrome 5¢-

Région commune de délétion interstitielle
40 genes

Haplo insuffisance de RPS14 et phénotype érythroide

MiR-145 et -146a et phéenotype plaguettaire

Taux éleve de réeponse au lenalidomide
ROle de SPARC et microenvironnement
Roéle des FT hématopoietiques
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