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Géneétique des syndromes

myeélodysplasiques
Cytogénétique
conventionnelle
Hématopoiese inefficace, Anomalies  Anomalies
anomalies clonales de détectées chromosomiques
h numeériques et
cellules S(?_UC_ €S structurales
hematopoietiques Sensibilité =1 cellule sur 20
Caryotype medullaire . Résolution 10 mégabases
- anomalies dans 50% des SMD Matériel Cellules en culture 24-
(80 % des SMD lJaires) el
- majorité d’anomalies Limites - Nécessité de cellules
chromosomiques déséquilibrées en metaphase
- Mise en évidence du

(des) clone(s)
dominant(s)

Colt 432 € (BSOON + BS8OOHN)



Principales anomalies cytogénétiques

816 SMD de novo

Greenberg et al, Blood 199
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International Scoring System for Evaluating Prognosis
in Myelodysplastic Syndromes

By Peter Greenberg, Christopher Cox, Michelle M. LeBeau, Pierre Fenaux, Pierre Morel, Guillermo Sanz,
Miguel Sanz, Teresa Vallespi, Terry Hamblin, David Oscier, Kazuma Ohyashiki, Keisuke Toyama, Carlo Aul,
Ghulam Mufti, and John Bennett

0 0,5 1 1,5
Cytopénies Oou1 20u3 - -
Caryotype Bon Intermédiaire | Défavorable -
Blastes 0-4% 5-10% - 11-20%
bas risque (0) : 5,7 ans

Survie mediane | ini0rmediaire 1 (0,5-1) : 3,5 ans
intermeédiaire 2 (1,5-2) :1,2ans
haut risque (3-3,5) : 0,4 an




Autres anomalies récurrentes

New insights into the prognostic impact of the karyotype in MDS and correlation
with subtypes: evidence from a core dataset of 2124 patients

Number of cases

» 52 % patients présentent une anomalie Haase et al,
cytogénetique Blood 2007
» 308 Jo UNique;14-9
Principales anomalies
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Valeur pronostique des anomalies

cytogénétiques
Bon pronostic Pronostic intermédiaire Pronostic défavorable
Survie = 32 mois Survie 30 — 12 mois Survie < 12 mois
del(9g), NC del(11q), isolée ou NC t(5q), NC
i ((1152'“;3&“1% NG t(11923), NC 4 3 6 anomalies
+21 X d +8, isolée ou NC > 6 anomalies
, NC +19,NC

-Y (isolé ou NC)
del(5q) (isolée ou NC)
del(20q) (isolée ou NC)
-X, NC

Normal

+8, +1 1237 patients en soins de

t(19) NC support exclusifs (1964-2004)
t(7q) NC

t(11q) NC
- 21, NC NC : non complexe

del(7q), isolée ou NC
3 anomalies
-7, isolé ou NC

+1: 1 anomalie additionnelle  1--c6 et al Blood 2007



Caryotypes complexes : pronostic
corréelé au nombre d’anomalies

Cumulative survival

Sunival and Complexty (Kzplan-Meisr)
— normal karyotype (n=568)
— = 1 anomaly (n=333)
— - 2 anomalies (n=83)
—- 3 anomalies (n=32)
=== 4-6anomalies (n=59)

------- =6 anomalies (n=41)
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3 - 17 mois
436 ' 9 mois
> 6 ' 5 mois

Haase et al, Blood 2007



Valeur diagnostique des anomalies cytogénétiques

Classification OMS 2008 : anomalies typiques de SMD en
présence de cytopénies, sans anomalies cytologiques

caractérlsth ues
Unbalanced abnormalities Balanced abnormalities
—7 or del(7q) t(11;16)(q23;p13.3)
—5 or del(5q) t(3;21)(q26.2;g22.1)
i(17q) or t(17p) t(1;3)(p36.3;921.1)
—13 or del(13q) t(2;11)(p21;923)
del(11q) inv(3)(q21g26.2)
del(12p) or t(12p) t(6;9)(p23;q34)
del(9q)
idic(X)(q13)

Complex karyotype (3 or more chromosomal abnormalities) involving one or
more of the above abnormalities.

Vardiman et al, Blood
2009
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Place de la FISH dans les SMD



FISH dans les SMD

Cytogénétique
) Hybridation de conventionnelle

sondes marquées sur Anomalie Anomalies Anomalies numériques
des séquences S chromosomiques  (chr 7q, 5q, 8, 17p, 20,...)
© _q détectées Numeriques et ot girctyrales
SpeC|f|q ues structurales
Sensibilit =1 cellule sur 20  Jusqu’a 1 cellule sur
é 1000
Résolutio 10 megabases 200 -500 kilobases
n
Matériel  Cellules en Noyaux métaphasiques
culture ou interphasiques
Limites - Necessite de -Détection des seules
cellules en anomalies recherchées
mﬁtaphases - Temps de lecture
- ViIse en - Seuil de positivité = 10
evidence du o :
Beyer, CGC 2004 (des) clone(s) 2 (elieselilzs)
dominant(s)
Colt 2 sondes :270 €
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Intérét de la FISH dans les SMD

Etude rétrospective : 110 patients SMD. Yang et al, Leukemia
Research 2009

- Cytogénétique conventionnelle (CC) 42"/} anomalie

- FISH (4 sondes : chrs 5/7/8/20) 40 Y% diagnostiquée pour
50% des patients

— CC anormale (48) : 29% discordance

Pas de modification du groupe pronostique Intérét de la FISH en cas de

, _ *échec CC
= Echec CC (8): 38 % d’anomalie en CC normale si AREB ou
FISH
EisH "RCDM
= CC normale (54) : 9% FISH + (tris 8 : l
3/5)
Principalement AREB ou CRDM 'Reclassement de I'IPSS

FISH + : 80 % (v.16%) augmentation %
blastes



Multiplex-FISH et Sky-FISH (spectral karyotyping)

Van Limbergen, Genes,
Chromosomes and Cancer 2002

» Intéret : détection des réarrangements cryptiques
iInterchromosomiques et comprehension des réarrangements

complexes (Xu W, Int J Lab Hemat 2010)

» Limites : cellules en métaphase; sensibilité plus faible; colt;
pas de valeur pronostique (Avet-Loiseau, Hématologie 2004)
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Apports des techniques pangénomiques

CGH-array
SNP-array



Principe des puces CGH (CGH-array)

CGH-A L . :
. BAC CGH-A Hybridation génomique
+  Oligo CGH-A comparative entre ADN tumoral

et ADN de référence, avec des

iy sl sondes nucleotidiques

(tumor)  Control DNA disposées sur une puce.

'

BAC probes or
Array Oligo probes

Differential

Labeling Cy3 CyS
e
A0 gago

error

| Détection d’anomalies

— e ﬁ 9 numeériques
Imbalance « CryptiqueS »

pangénomique avec une

ain loss
L9 |

, tres grande resolution.
SORY AU T R Maciejewski and Mufti, Blood 2008




Principes des SNP-array

» Single Nucleotide SNP-A
Polymorphism : variations de > Combined CN/SNP-A
séquence retrouvées sur
'ensemble du génome.

» Hybridation de 'ADN du patient
sur des sondes nucléotidiques
représentant différents
polymorphismes d’'une méme

Test DNA
{(tumor)

!
[ EE

/ Oligo probes of SNP alleles

séquence. Modeis
> .7 BB AB Null model
Permettent de détecter §
des variations du nombre 3 .
de copies et les pertes B Rawe WoNE WEGE SENh
d’hétérozygotie (LOH) Genotyping calls
Genotype

Maciejewski and Mulfti, Blood 2008 Intensity— copy number




LOH : loss of heterozygoty

Perte d’hetérozygotie entre 2 alleles

SR

Délétions « Copy-neutral LOH »
UPD : disomie uniparentale

L | L -
— Recombi-

Délétion U naison U
U mitotique




LOH : loss of heterozygoty

Perte d’hetérozygotie entre 2 alleles

RN
=

Autozygotie UPD s
(consanguin) Délétions « Cop_y-ne.utrall LOH »
UPD : disomie uniparentale

) N ) =
Comparaison - =~ | _—
nécessaire avec
’ADN constitutionnel ' Recombi-

(lymphocytes T) Deléetion U naison U
’ U mitotique




Physiopathologie : perte d’expression d'un gene

Perte d’hétérozygotie

/ |

Mutation et Recombinaison
deélétion mitotique

N —

Y

UPD
B Mutation inactivatrice d’'un géne suppresseur de tumeur

d’apres M Fontenay



Physiopathologie : perte d’expression d'un gene

Perte d’hétérozygotie

7 | N\

N —

Y

UPD

CH,
CH,
CH,

B Mutation inactivatrice d’'un géne suppresseur de tumeur
3 Hypermeéthylation d’'un gene suppresseur de tumeur

Mutation et Recombinaison Régulation
délétion mitotique épigénétique

) >
CH, CH,;
CH, CH,
CH, CH,;
UPD



Physiopathologie : perte d’expression d'un gene

Haploinsuffisance

Perte d’hétérozygotie

7 | N\

Délétion/ Mutation et Recombinaison Régulation
monosomie délétion mitotique épigénétique
CH,
CH CH, CH,
U CH CH, CH,
’ CH, CH,
UPD
Synd 5q- UPD

d’apres M Fontenay



Cytogénétique

Anomalie Anomalies — Anomalies ) Variations du nombre Variation du
S gzmmosom'q” ;‘:";:"g“f; (" de copies d’'un géne, nombre de
détectées numeériqueset 20q..)et sur des régions cibles, copies et des
structurales  structurales ou sur 'ensemble du disomies
genome uniparentales
Sensibilité =1 cellule sur  Jusqu'a 1 cellule Inférieure a la cytogénétique
20 sur 1000 conventionnelle
anomalie présente dans = 25% des
cellules
Résolutio 10 mégabases 200 -500 Jusqu’a 25 — 50 kilobases
kilobases
n
Matériel Cellules en Noyaux
culture métaphasiques ou ~1 ug ADN
interphasiques
Limites - cellules en -Détection des Disponibilité de la technique
LRSI Expertise et temps
- Mise en anomalies i i !
Sleleres el v e e Pas de détection des anomalies structurales
(des) clone(s) - Temps de lecture equilibrées
dominant(s) - Seuil de

positivité = 10 %



Intérét des CGH-array (1)

High-resolution whole genome tiling path array CGH analysis of CD34 ™" cells
from patients with low-risk myelodysplastic syndromes reveals cryptic copy
number alterations and predicts overall and leukemia-free survival

Starczynowski et al, Blood 2

Conventional Cytogenetics
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Intérét des CGH-array (2)

40 SMD avec IPSS < 1

Starczynowski et al, Blood 2008

Addition du nombre de bases
modifiées

(TGA = total genomic alteration) :

A 10 B 100+
P=0.0017
= 804 T 80+
2z =
g B0 S B0
[V}
TGA »
E 40 g 404
2 204 * TEA=3IMb (1T} EI 20 *+ TGEALIMb (1T)
o " TGA>3Mb (23) = " TGA>3Mb (23)
': T T T 1 c L Ll ! 1
0 50 100 150 200 o 50 100 150 200
Months Months
® g
2 s
IPSS & 5
;]
w o
— i1
g -
2 » IPSS=0(24) = 204 » IPSS5=0(24)
® PS5 =050r1.0{15) < ® PS5 =050r 1.0 (16
E’ L] L L L) E L] v L) L]
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Months Months

=> discriminante pour
la survie globale et
survie sans leucemie




Intéret des SNP-Array (1)

FISH and SNP-A karyotyping in myelodysplastic syndromes: Improving
cytogenetic detection of del(5q), monosomy 7, del(7q), trisomy 8 and del(20q)

Makishima et al,

Chromosome 5q Deletion Chromosome 5 microdeletion L eukemia Research
gy EErmmmt| 0 O
EA—— A ... ... | |=>Combinaison des
._ | T techniqgues ameliore
TENE N ——— e | | | détection
Chromosome 20 UPD d’anomalies
cryptiques
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Intéret des SNP-Array (2)

=> |ntéret pronostique ?

»_Mohamedali, Blood 2007*“%—'

119 patients atteints de SMD
bas risque : pronostic corrélé a
la variation du nombre de
copies (CN) mais pas a UPD

Cum Survival
=2 =2

» Tiu et al, ASH 2009

403 patients dont 235 MDS et 80 MDS/MPN

P=.23 P=.03
“‘-\'
[ S iﬁ“‘"“ 1"""5__4_“ .....
- S— - é o | S
£,
1 = UPD present (n=53) — CN change present (n=20)
sod wesa  UPD absent (n=64) . CN change absent (n=54)
Fnllm\r-::;:um. d - Fullaw-ﬁ?:time. d -
En analyse
multivariée : , . .
_UPD péjoratifs
our OS et
-blastes >5% P
EFS

ign o IR

--eyt—défaverable




Intéret des SNP-Array (3)

=> |dentification de genes impliqués dans la

phvsiopatholoaie

Mutation in TET2 in Myeloid Cancers

Delhommeau,

NEJM 2009

Acquired mutations in TET2 are common in

myelodysplastic syndromes

Langemeijer,
Nature
Genetics 2009
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Mutation de TET2 retrouvée chez 26 % d’'une série de 102 patients



Intéret des SNP-Array (3)

=> |dentification de genes impliqués dans la
physiopathologie

Mutations of E3 Ubiquitin Ligase Cbl Family Members o
Constitute a Novel Common Pathogenic Lesion in Makishima et al,
Myeloid Malignancies JCO aout 2009
-
N A kg
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Techniques d’étude du méthylome



Méthodes d’études du méthylome :
- profil de méthylation d'un gene d’'intéret

DNA Methylation Predicts Survival and Response to

Therapy in Patients With Myelodysplastic Syndromes Shen... & Issa, JCO 2010

série de 312 patients : étude du profil de méthylation des promoteurs de 10 génes

Basé sur le principe de 1004,
la bisulftation : S
, . oo . e
COHVGFISIOH ’des cytosm_es EB:‘; éd ‘o, 18280141810 50)
non meéthylées en uracile ¢ 5= \\ g, Methylation low
o 2 404 Weiiosci
: : 23 i
S'---- CG---CG----- 5'---- "CG---"CG----- £7 5 i TR—
l Bisulfitati l Pa '3"3:17' : . mr;.fgtr:u?,il?.-.‘:i:&:hm?'
Isuliitation 0 10 20 30 40 50
——- UG---UG----- - MCG---"CG----- Time (months)
l PCR l Hyperméthylation de ces 10 génes

- TG---TG----- --- CG---CG----- pronostique pour OS et PFS



Méthodes d’études du méthylome :
- évaluation pangénomique et puce

MDS and secondary AML display unique patterns and abundance of aberrant
DNA methylation

Figueroa,

Blood, 2009

=> Methylation de 50000 sites CpG sur 14000 promoteurs de genes

HELP methylation array :

A

P ¢

B
??

Cc

i

D

i

Ty

LM-PCR

i 3

Restriction digestion

1

o

o

Mspl

Hpall

Mspl

Hpall

Khulan B et al. Genome Res. 2006;16:1046-1055

utilisation de 2 enzymes de
restriction qui clivent 'ADN au
niveau de sites CpG, dont 'une
uniguement au niveau des cytosine
non méthylées.

=Plus grand nombre de
promoteurs méthylés par rapport a
des LAM de novo et des témoins
= reéversible sous agent
hypométhylant




Conclusion
> Référentiel GFM et SFH 2009

au diagnostic et en cas d’évolutivité

» Caryotype médullaire systématique, a renouveler en cas d’échec

* FISH en cas

- d’échec du caryotype medullaire (<20 mitoses) : recherche
d’'une monosomie 7 et d'une trisomie 8 chez les sujets
jeunes, ou d’'une délétion 5q si le tableau hématologique est
évocateur

- de caryotype normal chez les sujets jeunes

»CGH-array, SNP-array, etudes du méthylome :
* Intéret physiopathologique => nouvelles cibles ?

* Intéret pronostique ?
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