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Résumé

Les leucémies myéloides aigués (LMA) sont des perturbations clonales des cellules progénitrices
hématopoiétiques qui se caractérisent par une hétérogénéité pertinente en termes de caractéres
phénotypiques, génotypiques et cliniques. Parmi les altérations génétiques et épigénétiques qui

contrdlent le développement de la maladie, on trouve les micro ARN (miRNAs).

Les miARN sont des petits ARN non codants qui régulent, au niveau post-transcriptionnel, la
traduction et la stabilité des ARNm. Aussi bien, comme des contréleurs clés dans une myriade
de processus cellulaires, y compris la prolifération, la différenciation et I'apoptose. En revanche,
I'expression des miARN est controlée de maniére concomitantes, par d'autres facteurs
épigénétiques, tels que la méthylation de 'ADN et les modifications des histones, ce qui entraine

la dérégulation de I'expression des miARN qui est une caractéristique majeure de la LAM.

Dans ce travail, nous nous sommes concentrés sur la régulation des miRNA et discuté
I’utilisation potentielle des miRNA sérique comme une valeur clinique potentielle, en tant que
biomarqueurs pour le diagnostic et le pronostic et comme cibles thérapeutiques. Cela en faisant
une analyse de 20 articles scientifiques afin d’étudier le rdle des micro-ARN dans la

leucémogénése et comme biomarqueurs invasif circulants de cette maladie.

Nous avons réalisé que, la signature d’expression des micro-ARN sériques ne présente aucune
signification avec I’age, le genre et les résultats cytogénétiques, alors qu’elle représente un bon
biomarqueurs de diagnostiques et de pronostic de la LMA bien que c’est le cas avec d’autres

cancers déférents.

Les miARN sériques offrent une opportunité prometteuse pour la leucémie myéloide aigue, qui
permettra de bien comprendre la physiopathologie de LMA, de fournie un outil de diagnostic,
d’offrir une nouvelle approche de pronostique et éventuellement d’apporter une option de

nouveau traitement thérapeutique.

Mots-clés : leucémie aigué myéloides, micro ARN,



Abstract

Acute myeloid leukemia is one of the most common types of cancer in children and adults in
general, so the number of infected people is increasing every year, with an estimated rate of

more than 1% per 100,000 people, according to 2017 statistics.

Acute myeloid leukemias (AML) are clonal disturbances of hematopoietic progenitor cells that
are characterized by relevant heterogeneity in terms of phenotypic, genotypic, and clinical traits.
Among the genetic and epigenetic alterations that control disease development are microRNAs

(miRNAs).

miRNAs are small non-coding RNAs that regulate, at the post-transcriptional level, the
translation and stability of mRNAs. As well, as key controllers in a myriad of cellular processes,
including proliferation, differentiation and apoptosis. In contrast, miRNA expression is
concomitantly controlled by other epigenetic factors, such as DNA methylation and histone

modifications, resulting in the deregulation of miRNA expression that is a major feature of AML.

In this work, we focused on miRNA regulation and discussed the potential use of serum
miRNAs as a potential clinical value, as biomarkers for diagnosis and prognosis and as
therapeutic targets. This was done by reviewing 20 scientific papers to study the role of miRNAs

in leukemogenesis and as invasive circulating biomarkers of this disease.

We realized that, the expression signature of serum miRNAs does not present any significance
with age, gender and cytogenetic results, while it represents a good diagnostic and prognostic

biomarker of AML although it is the case with other deferential cancers.

Serum miRNAs offer a promising opportunity for acute myeloid leukemia, which will provide a
good understanding of the pathophysiology of AML, provide a diagnostic tool, offer a new

prognostic approach and possibly provide a new therapeutic treatment option.

Keywords: acute myeloid leukemia, microRNA,
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Abréviations

ADN: acide désoxyribonucléique

ARN:: acide ribonucléique

ATRA: acide trans rétinoique

AUC: Area Under the Curve

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein alpha

CMP: multipotent common myeloid progenitor

CSH: Hematopoietic stem cells

CSL: cellule souche leucémique

CR: rémission compléte

DCK: predominantly phosphorylates deoxycytidine kinase
DGCRS: DiGeorge syndrome critical region gene 8
DICER: double-stranded RNA-specific endoribonuclease
DIO3: deiodinase, iodothyronine, type III

DLK1: delta-like 1 homolog

DMR: differentially methylated region

DNMT: DNA methyltransférase

DNMT3A: DNA methyltransferase 3A

ELN: European Leukemia Net

EZH2: enhancer of zeste homolog 2

ETO: la nomenclature ancienne de la protéine RUNXI1TI.

FAB: French-American-British



FLT3: Fms-like tyrosine kinase 3

GLIS2: GLIS Family Zinc Finger 2
GMP: granulocyte—monocyte progenitor
HAT: histone acétyl-transférase

HDAC: histone déacétylase

HGMBI1: High mobility group box1

ITD: duplications internes en tandem
IDH1: isocitrate dehydrogenase 1

IDH2: isocitrate dehydrogenase 2
Inv(16): inversion du chromosome 16
ITD: duplication interne en tandem
LAM: leucémie aigué my¢loide

LAL: leucémie aigué lymphoblastique
LAP: leucémie aigué€ promyélocytaire
NPM1: nucléophosmine 1

OS: overall survivel

PCR: polymerase chain reaction
qRT-PCR: real-time reverse transcription-PCR
RUNXI1: runt-related transcription factor 1
RUNXI1T1: runt-related transcription factor 1
ROC: receiver operating characteristic

STATS: signal transducer and activator of transcription 5



SMD : syndrome my¢élodisplasique
SMP: syndrome myéloprolifératif

SNP: single nucleotid polymorphisme
t(8;21): translocation (8;21)

TET?2: Tet methylcytosine dioxygenase 2
UTR: untranslated region

VE : Vesicule extracellulaire



Glossaire

Adénopathie: est une anomalie au niveau des ganglions lymphatiques. Toutefois, ce terme
médical est plus souvent employé pour désigner une adénomégalie, c'est-a-dire un gonflement

des ganglions lymphatiques. [1]

Anémie de Fanconie: aplasic médullaire congénitale dont la transmission est autosomique

récessive.[2]

AUC: I’aire partielle sous la courbe, donne lieu a un estimateur non paramétrique. [2]

Dyskératose congénitale: syndrome associ¢é avec une leucomélanodermie réticulée, liée au
sexe, a prédominance masculine, il est transmis sur le mode autosomique récessif, le diagnostic

repose sur la clinique et la mise en vue des mutations du gene DKCI. [2]

Diagnostic: temps de I’acte médicale permettant d’identifi¢ la nature et la causse de 1’affection

dont un patient est atteint. [2]

Hyperleucocytose: augmentation du nombre de globules blancs dans le sang. [1]

Leucémie aigiie chronique (LMC): variét¢ de leucémie individualis¢ dans le cadre des
syndromes my¢loprolifératifs par un mécanisme moléculaire spécifique, le marqueur
chromosomique Philadelphie (PH) est les résultats d’une translocation du proto-oncogene (c-abl)

du chromosome 9 avec le chromosome 22 (BCR) résultant la fusion génique BCR/ABL. [2]

La leucopénie: est une diminution du nombre des globules blancs circulants [3]

L’hypertrophie gingivale: congénitale caractérisée par une apparition au moment de la
premicre ou deuxieme dentition. L'origine est idiopathique, bien qu'une origine héréditaire soit
discutée. On observe une augmentation progressive et volumineuse de la gencive, avec une

absence de régression spontanée. [4]



La splénomégalie: est une augmentation anormale du volume de la rate. La rate, située sous le
diaphragme, dans la partie supérieure gauche de lI'abdomen, est un organe faisant partie du

systéme immunitaire.[1]

Les atteintes cutanées des leucémies: comprennent les réactions cutanées non spécifiques, les
infiltrats spécifiques, le plus souvent sous forme de papulonodules qui sont souvent
hémorragiques notamment en contexte de thrombocytopénie. Des 1ésions bulleuses ou ulcérées

peuvent s'observer [5].

OS : la survie globale, est la durée a partir de la date de diagnostic ou du début du traitement

d’une maladie [2].

Pronostic : prévision faite par le médecin sur I’évolution et aboutissement d’une maladie. [2]

RFS: la durée aprés la fin de traitement primaire d’un cancer pendant lequel le patient suivit

sans aucun signe ni symptome de ce cancer. [2]

ROC: I’aire partielle sous la courbe, est une mesure de la précision des tests de diagnostic. [2]

Syndrome myélodysplasique: ensemble d' affections hématologiques par atteinte de la moelle
osseuse, caractérisé par une prolifération et une différenciation anormale des cellules souches,
touchant une ou plusieurs lignées myéloides, avec apoptose de nombreux précurseurs
médullaires rendant I' hématopoicse inefficace. L'évolution se fait le plus souvent vers le déces

par hémorragie ou infection (insuffisance médullaire); parfois elle aboutit a une leucémie. [2]

Syndrome de Down: 1’'un des troubles génétiques les plus courants, ou le retard mentale est
associer a des maladies nutritionnelles, elle est causée par le fait d’avoir une trisomie copie de
chromosome 21, il existe 3forme : Trisomie simple 21, Trisomie par translocation et Trisomie

mosaique. [2]

Syndrome de Bloom: maladie génétique rare autosomique et récessive, du géene BLM, présent

I’une de meilleure corrélation commun entre instabilité génétique et prédisposition tumorale. [6]


http://www.doctissimo.fr/sante/Dictionnaire-medical/affection
https://www.doctissimo.fr/html/dossiers/greffes_transplantation/sommaires/greffes_transplantation_moelle_osseuse.htm
https://www.doctissimo.fr/html/dossiers/greffes_transplantation/sommaires/greffes_transplantation_moelle_osseuse.htm
https://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2003/special_medec/articles/sa_6586_cellules_souches_avenir.htm
https://www.doctissimo.fr/html/dossiers/cancer/niv2/leucemie-myeloide-chronique.htm
https://www.doctissimo.fr/html/sexualite/hommes/se_1403_bless_medulaire.htm
http://www.doctissimo.fr/sante/Dictionnaire-medical/alteration-des-capacites-d-hematopoiese
https://www.doctissimo.fr/html/sante/urgence/sa_848_hemor_ext.htm
http://www.doctissimo.fr/sante/Dictionnaire-medical/insuffisance-medullaire
https://www.doctissimo.fr/html/dossiers/cancer/niv2/leucemie-myeloide-chronique.htm

Syndrome de Klinefelter (47, XXY): est dii a une anomalie chromosomique présentant une

grand variabilité d’expression avec un signe constant et I’infertilité (FR). [7]

Syndrome de Li-Fromeni (LFS): est associ¢ par des mutations de la lignée germinale dans le
gene TP53 codant pour la protéine P53, un facteur de transcription cellulaire essentielle a la

réponse anti-tumorale et au stress cellulaire.[2]

Syndrome myéloprolifératifs: maladie hématologique clonale la plus souvent, d’origine
médullaire osseuse. La cellule souche multipotente entrainent la prolifération anormale des

cellules accompagnant de différenciation jusqu’aux stades les plus matures. [2]
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Introduction

La leucémie aigué myéloide est un groupe de maladie homéopathique hétérogene causée par

la transformation cancérigeéne des cellules progénitrices hématopoiétique[8].

Le dialogue clinicobiologique est indispensable pour le diagnostic, ce dernier nécessite des
multiples disciplines de biologie médicale, la cytologie, la cytogénétique et examen immun
phénotypique moléculaire.

Le progres de la science et le développement de la technologie facilite 1’identification des
anomalies chromosomique fréquentes, qui permet de I’amélioration de connaissance sur la
leucémogenese. Ce processus est régulé par des petits ARN non codant possédant une taille

moyenne de 22 nucléotide appelée micro-ARN [9].

L'expression des miRNA est fréquemment dérégulée au cours de la LAM par différents
mécanismes, tels que : (i) des altérations du nombre de copies (i) des changements
épigénétiques ; (iii) la localisation du miRNA a proximité d'une région génomique oncogene en
raison d'une translocation chromosomique ou d'une surexpression d'un geéne codant pour une
protéine, (iv) et un ciblage aberrant des régions promotrices des miARN par des facteurs de

transcription altérés ou des oncoprotéines.

Dans le cadre du projet de fin d’études, et pour résoudre notre problématique nous avons
réalisé une analyse bibliographique de 20 articles scientifiques afin de déterminer le role des
micro-ARN dans la leucémogenése et comme biomarqueurs invasif circulants de cette maladie.

Nous avions pour objectifs de :

Répertorier les miARN différentiellement exprimés dans la LMA.

Connaitre leurs roles dans la pathogenéese de la LMA.

Déterminer leur utilisation potentielle comme biomarqueurs de la maladie pour le diagnostic

et le pronostic et comme cibles thérapeutiques.



Chapitre I : Rappel bibliographique




I Laleucémie myéloides aigué

La leucémie my¢éloide aigué (LMA) est une tumeur maligne hématologique hétérogene qui se

caractérise par une prolifération incontrolée de cellules myéloides immatures « blastes », au

méme temps qu’un arrét de leurs processus de différenciation. Cela méne a une diminution de la

production de cellules hématopoiétiques normales et a des complications liées a une

hématopoiése inefficace. Le caractére aigu de cette hémopathie défini par le pouvoir évolutif

rapide des symptomes et des signes biologiques[10] [11].

L’hétérogénéit¢ de la LAM repose sur les multiples anomalies chromosomiques qui

influencent sur I’impact du phénotype[11].

Cellules

souches 2 En cas de leucémie, des cellules immatures
proliferent dans le sang (blastes, précurseurs
des lymphocytes B ou T, dans 9 cas sur 10)

Blastes

Moelle
osseuse

Globule blanc

3

Plaquettes La présence des blastes
empéche le développement
des globules rouges
qui transportent I'oxygéene
et des plaquettes
qui aident le sang
¥ i Les cellules souches, a coaguler
L dans la

osseuse. produisent les celiules sanguines
qui sont 3 l'origine des globules blancs, des globules

rouges et des plaguettes.

Mius tration : Soptee lacopin

(A)

-

(B) ( photos d’archive du laboratoire d hématologie Dr Bellounes K)

Figure 1 : La leucémie my¢loides aigue [12]
A: Schéma du mécanisme de la leucémie,

B: frottis sanguin, d’un patient atteint de LMA, la fleche indique la cellule blastiques.



L1 Epidémiologie

Les leucémies aigués sont des hémopathies malignes rares représentant entre 10 et 15% des
pathologies rares et 1% de I’ensemble des cancers selon les données de groupe européen

RARE Care [13].
Ils sont le 18¢ cancer le plus courent chez I’homme et le 17¢ chez la femme dont [13] :

- 2,8 hommes sur 100 000 habitants/an (28% des leucémies).
- 2,5 femmes sur 100 000 habitants/ an (25% des leucémies).

Les LAM, tous types confondus, ont une un taux d’incidence brute de 4,7 / 100 000 h / an
selon les données du réseau FRANCIM [13].

La leucémie aigué€ my¢loides est nettement fréquente chez les adultes (75 a 80%) par rapport a

chez I’enfant dont I’incidence et en constante d’augmentation [13].

L'age médian d'apparition était de 63 ans. A I'exception des formes présentant des anomalies
cytogénétiques, en particulier la LAM promyélocytaire, son taux de survie a 5 ans est d'environ

60 %, tandis que la LAM est inférieur a 20 % [13].

I.1.1 Données relatives a la population Algérienne

Selon la revue algérienne d’hématologie, les leucémies aigués chez 1’adulte sont dominées
par les LAM dont I’incidence évaluée en 2010 est de 0,91/100.000 habitants avec un age
médian au diagnostic de 44 ans, celle des LAL est de 0,47/100.000 habitants avec un age

médian au diagnostic de 35 ans. [14]

Entre la période entre 2011 et 2017, un formulaire d'enquéte a été adressé a tous les services
d'hématologie des 21 centres participant au groupe d'étude algérien sur la LAM (A.AMLSG), 2 231

patients ont été examinés dans une période allons de 2011 a 2017 (Figure2) [15].
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Figure 2 : Répartition de nombres des cas de LAM par année de diagnostic entre 2011 et 2017.[15]

Sur les 2 231 patients, 1059 (47 %) sont des femmes et 1 172 (53 %) des hommes, avec une

moyenne de 318,7 cas par an pour l'ensemble du territoire[15].

® Femme ® Homme

AL

Figure 3 : Répartition des patients diagnostiqué sur I’ensemble du territoires selon le genre entre 2011 et
2017. [15]

La répartition des patients en fonction de leur lieu de résidence montre que la ville d'Alger
présente la fréquence la plus élevée avec 12,9 %. Globalement : 28 %: 1’ouest; 43%: le centre;

29%: l'est[15].
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Figure 4 : Répartition de la population par région (centre, ouest, 1’est) du pays entre 2011 et
2017.[15]

L'incidence annuelle brute pour 100 000 habitants a continué de croitre, passant de 0,94 en 2011

41,39 en 2017[15].

L'incidence par age variait de 0,72 pour les ages de 15 a 20 ans, avec une tendance a une
augmentation continue du taux, et une forte augmentation a 2,44 apres 1'dge de 60 ans, pour

atteindre le taux le plus élevé de 2,63 apres 1'age de 80 ans[15].

L'augmentation générale du nombre de patients atteints de LAM diagnostiqués a 1'échelle
nationale au cours des sept dernieres années indique un grand besoin de moyen supplémentaires
pour les systémes de santé, y compris des stratégies thérapeutiques curatives et intensives telles
que des installations de greffe de cellules souches, afin d'optimiser les résultats, et d’autre teste

médicaux afin d’optimiser un meilleur diagnostic et pronostic [15].
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.2 [Etiologie

En grande majorité, les leucémies aigués n'ont pas de cause ou de facteur déclenchant connu
et surviennent chez des individus auparavant en bonne santé. Certains facteurs de risque ont été

identifiés, représenter dans le tableau suivant :



Tableau 1. Facteurs favorisent la leucémie aigué. [16]

Facteurs constitutionnels

Facteurs acquis

Facteurs environnementaux

Déficits congénitanx
Trisomie 21

Neurofibromatose

Instabilité chromosomique
Syndrome de Bloom

Maladie de Fanconi
Syndrome de Klinefelter
Syndrome de Turner

Déficit immunitaire
Syndrome de Wiskott-Aldrich

Ataxie télangiectasie

Antécédents familiaux

Présence dun jumeau

Syndromes myéloprolifératifs

Syndromes myélodysplasiques

Hémoglobinurie paroxystique

nocturne

Autres néoplasies
Myélome multiple
Maladie de Hodgkin
Lymphome malin non
Hodgkinien

Cancer du sein

Cancer de I'ovaire

Médicaments cytotoxigues
Alkylants

Inhibiteurs de la topo-isomérase II

Radiothérapie

Solvants organiques

Benzéne

Agents physiques
Radiations ionisantes
Radon

Radiations non ionisantes :

champs électro-magnétiques

leucémique Virus Pesticides
HTLV]
1.3 Symptomes et diagnostique

La leucémie aigué peut causer des signes et des symptomes semblables a ceux de la grippe.
Ils apparaissent soudainement en quelques jours ou en quelques semaines, se dévisse en deux
catégories : les symptomes liés a 1’envahissement de la moelle osseuse et a l’insuffisance
médullaire qui en découle (infections, anémie, saignements, etc.), et dans autre qui sont liés au

syndrome tumoral (I’hypertrophie gingivale, splénomégalie, atteinte cutanée (leucémide),

adénopathies, etc.) [17]

Les critéres diagnostiques reposent sur la morphologie des cellules au microscope, la

cytochimie (enzymes actives dans le cytoplasme cellulaire donnant une coloration spécifique), la



présentation clinique, I’immunophénotype des blastes par cytométrie de flux, la cytogénétique et

la recherche de certains marqueurs moléculaires. [18]

(A) (B)

(c) (D)

Figure S :Symptome liée a la leucémie aigue myé¢loide.[17]

Cette Figure représente les symptomes liée a la leucémie myéloide aigue : (A) Leucémie cutis
chez un patient avec le sous-type FAB « M4 » de la LAM, (B) Hémorragie du fond de 1'ceil chez
un patient atteint de LAM et souffrant de thrombocytopénie, (C) Un sarcome granulocytaire
provenant de la dure-mere du cerveau chez un patient atteint de LAM de sous-type FAB «M2»
avec un caryotype t(8;21), (D) Hypertrophie gingivale chez un patient atteint dune LAM de
sous-type FAB M5 . [17]

1.3.1 Cytologie des LAM

Le my¢logramme permet de faire I’examen cytologique de la moelle osseuse, et d’affirmer le
diagnostic et de classer la leucémie, réaliser a partir des frottis médullaires est obtenus par une
ponction de moelle osseuse au niveau du sternum du patient apres étalement au lit du malade et

coloration au May-Griinwald-Giemsa.[19]
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La méthode la plus courante de la classification utilisée a été déterminé par le groupe Frecnh-
American-British (FAB) (Tableau 2) par ’identification de huit sous type distinct de LAM, sont
différent selon le stade de différenciation des cellules leucémiques, repose sur l’apparence

morphologique des blastes et des marquages cytochimique (ex : Myélopéroxydase). [19]

La classification a ét¢ mise a jour en 2008 aprés en 2016 par 'OMS (Tableau 3), cette
approche prend en compte la caractérisation génétique, par le quelle elle sera utile pour
déterminer le pronostic et le traitement optimale. Cette classification OMS compléte de

maniére systématique la classification FAB. [19]

Tableau 2 : Classification des LAM selon le group FAB le groupe FAB (originale) [20] [11]

Sous types de FAB Caractéristiques Observation microscopique
(Coloration MGG)
LAMO Myéloblastes > 90% | 7 -

cytoplasme de  basophilie a .

Leu’cemle . MEUC | variable est dépourvu de :1§ '-. d -"w "
myéloblastique 4| granulation ou de corps d'Auer. | | ﬂ "
différenciation : “ it &
minimale (3 %) - Cytochimie MPO négative. ' i

Blastes non différenciés

LAM1 My¢éloblastes>90% avec
quelques granulations azurophi
-les et/ou un corps d'Auer ou

Leucémie aigué
myéloblastique peu ou
pas de maturation les deux.

(15-20%) - Cytochimie MPO positive.

Blastes sanguins
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LAM?2 - My¢éloblastes > 20%
L. ... | avec granulations et souvent un
Leucémie aigué , .
R . corps  d'Auer  volumineux,
myéloblastique avec . , L
. persistance d'une lignée
maturation . ”
granulocytaire. =
_20)°
(25-30%) - Anomalies cytogénétiques | | o
récurrentes t(8;21).
LAM avec t (8;21) ! présence d'un
corps d'Auer dans un neutrophile
(sang)
- Blastes hyper granuleux, m
LAM 3 contenant de trés nombreux ‘ "'i
corps d'Auer.
Leucémie aigué .
. . - Cytochimie MPO fortement
promyélocytaire "
positive dans tous les blastes. m ‘\'X
5-10%
( ) - Anomalie récurrente t(15;17).
Plusieurs blastes contenant de
nombreux (fagots) corps d'Auer.
LAM 4 - LAM avec
monocyte sanguine > 5 G/L. - ‘
Leucémie aigué _ o
myélomonocytaire - Anomalies (si elle est b AN
(20%) présente)

cytogénétiques récurrentes,
inversion ou translocation du
chromosome 16 avec
¢osinophiles anormaux.

ﬂ- @ 5 ;

LA myélomonocytaire avec inv. (16)
(moelle)
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LAM S

Leucémie aigué

- LAMSa: peu de maturation
(> 80% de monoblastes).
- LAMSb: maturation

monoblastique (< 80%de monoblastes).

(2-9%) - MPO est négative ou|| @& . \e
légérement positive en grains o N
dispersés. -

Anomalies cytogénétiques | | &
récurrentes t (9 5 11) ; t (8 ; LAM 5
16).

LAM 6 - Erythroblastes > 50%

Erythroleucémie - Myéloblastes > 20%

(3-5%) sur un décompte excluant les
érythroblastes et les
lymphocytes.

Trois blastes et des
érythroblastes a divers stades de
différenciation

LAM 7 - Blastes mégacaryocytaire Wy

. e 20 %) 7 L/

Le’ucemle . A1ZUC | _Anomalies cytogénétiques . ' *1

megacaryocytaire récurrentes t (1;22)(p13:q13) b ~

(-12%) - Cytochimie MPO négative. : o
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Tableau 3. Classification des LAM selon 'OMS 2016 [21]

LAM avec anomalies génétiques
récurrentes

- LAM avec t(8;21) (g22;922) ; RUNX1 - RUNX1T1

- LA promyélocytaire avec PML - RARA

- LAM avec inv(16) (p13.1922) ou t(16 ;16) (p13.1g22) ; CBFB -
MYH11

- LAM avec t(9;11) (p22;q23) ; MLLT3 - KMT2A (MLL)

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

- LAM avec inv(3) (q21g26.2) ou t(3;3) (921;g26.2) ; GATA2,
MECOM

- LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22) (p13;q13) ; RBM15 -
MKL1

- LAM avec mutation NPM1

- LAM avec mutation bi-allélique CEBPA

- LAM avec BCR-ABL1

-LAM avec mutation RUNX1

LAM avec anomalies associées
aux myélodysplasies

Néoplasies myéloides post
chimiothérapie

LAM ou syndrome myélodysplasique

LAM sans autre spécification
(NOS)

- LA myéloblastique avec différenciation minime

- LA myéloblastique sans maturation

- LA myéloblastique avec maturation

- LA myélomonocytaire

- LA monoblastique / monocytaire

- LA érythroide pure (ancienne érythroleucémie ou FAB M6)
- LA mégacaryoblastique

- LA myéloblastique a composante basophile

- LA avec myélofibrose (panmyélose aigué)

Sarcome granulocytaire

Proliférations myéloides
associées au syndrome de
Down

- Réaction leucémoide transitoire

- LAM associée a la trisomie 21 constitutionnelle

Leucémies aigués de lignée
ambigué

- Leucémie aigle indifférenciée

-Leucémie aigiie de lignée mixte (LALM) avec t(9;22)(q34.1;q11.2)
: BCR-ABL1

- LALM avec t(v;11g23.3); réarrangement de KMT2A

- LALM B/myéloide, NOS

- LALM, T/myéloide, NOS
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1.3.2 Immunologie des LAM

L’immunophénotypage est devenu une étape incontournable du diagnostic des leucémies
aigués, complément indispensable de I’examen morphologique des cellules au microscope. Il
permet de confirmer la lignée cellulaire engagée dans le processus leucémique, de préciser le

stade de blocage des blastes dans leur différenciation (Tableau 3).[22]

Tableau 4 .Marqueurs définissant 1'appartenance a une lignée cellulaire.[22]

Lignée Marqueurs
Lignée myéloide MPO; CD33et CD13,CDI117, CDI15, CD65
Lignée lymphoide B CD19, CD20, CD7%a cytoplasmique et CD22
Lignée lymphoide T CD3 cytoplasmique et TCR a la superficie

(récepteur cellules T)

Marqueurs mégacaryocytaires CD61, CD41 (CD42b)
Marqueurs monocytaires CD14,.CDI11b, CD64, CD36
Marqueurs précurseurs CD34, HLA-DR, TdT, CD45 (faible)
hématopoiétiques

1.3.3 Cytogénétique et biologie moléculaire

Les méthodes cytogénétiques (analyse compléte du caryotype) et les techniques moléculaires
d’hybridation fluorescente in situ (FISH) sont maintenant intégrées dans le panel d'analyses

indispensables au diagnostic de la leucémie aigué [23].
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Le but de cet examen est de détecter d'éventuelles anomalies chromosomiques qui permettent de

définir le type de leucémie et ont par ailleurs l'intérét d'étre des facteurs pronostiques,

indispensables aux choix thérapeutiques [24].

Aujourd'hui, les deux classifications génétiques les plus utilisées sont la classification ELN

( Tableau 5) , qui prend en compte les données de biologie moléculaire dans les caryotypes

normaux et la classification MRC révisée en 2010 ( Tableau 6) [25].

Tableau 5. Classification pronostique des LAM en fonction de leur profil cytogénétique et

mutationnel.[26]

Catégorie de risque

Anomalie (cyto)génétique

Favorable

1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
NPM1 muté sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITD low’

Mutation biallélique de CEBPA

Intermédiaire

NPM1 muté et FLT3-ITD high’

NPM1 sauvage sans FLT3-1TD ou avec FLT3-ITD low' (sans lésions
génétiques défavorables)

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A*

Anomalies cytogénétiques non classifiées comme favorables ou

adverses

Défavorable

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

t(v;11g23.3); réarrangement de KMT2A

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(921.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;G26.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 ou del(5q); -=7; -17/abn(17p)

Caryotype complexe§, caryotype monosomique''

NPM1 sauvage et FLT3-ITD high'

RUNX1 muté"

ASXL1 muté®

TP53 muté”
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Tableau 6. Classification cytogénétique pronostique des LAM selon les critéres du MRC.[27]

Groupe pronostique Anomalies chromosomiques

Favorable t(15;17)(q22;921)

t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNXIT1
inv(16)(p13;922) ou t(16;16)(p13q22) ;CBFB-
MYHI11

Intermédiaire Toutes les entités non classées comme
favorable ou défavorable

Défavorable anomalie 3q [sauf t(3;5)(q21~25;q31~35)]
inv(3)(q21923.2) ou t(3;3)(q21g23.2)

add(5q), del(5q), -5

-7, add(7q)/del(7q)

t(6;11)(q27;923)

t(10;11)(p11~p13;q23)

t(11923)/MLL [sauf t(9;11)(p21~22;q23) et
t(11;19)(q23;p13)

1(9;22)(q34;q11)

-17/anomalie 17p

Caryotype complexe (= 4 anomalies
indépendantes)

Les techniques de la biologie moléculaire sont caractérisée par une grande sensibilité, ce qui
permet d’identifi¢ les anomalies génétiques récurrente dans LAM, dont on observe

principalement : inv16, t (8 ,21) et t(15,17) liée a la LAP.
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La figure suivante représente les anomalies chromosomiques récurrentes dans la LAM: (A)
I’inversion de chromosome 16, (B) Translocation de chromosome 15¢t 17 (LAP), (C)

translocation des chromosomes 8 et 21[28].

1.4 Physiopathologie de LAM

1.4.1 Hématopoiese

L’hématopoiese normale a une organisation hiérarchique pyramidale au sommet de laquelle se
trouvent les cellules souches hématopoiétiques (CSH), capables d’autorenouvelement et de
différenciation, ces derniers sont régulées par un ensemble de protéines principales de
I’hématopoic¢se pouvant étre classées en deux groupe : les cytokines et leurs récepteurs et les

facteurs de transcriptions ( Figure 7). [29]
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Polynucléaire Monocyte Polynucléaire Polynucléaire
neutrophile éosinophile basophile

Erythrocyte

Figure 7 :Schéma de la physiologie de I'hématopoiése .[30]
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1.4.2 Hématopoiése leucémiques

La LAM est due a un déréglement de I'hématopoiése ou une apparition de mutations et avec
des aberrations chromosomiques dans les CSH ou les cellules progénitrices myéloides vont
engendrer a 1’apparition des cellules souches leucémiques (CSL) puis seront engagés dans la
voie my¢loides mais incapables de se différencier complétement. Ces dernier ont un potentiel
de prolifération particulierement élevé, ce qui aboutit a une concentration de cellules my¢éloides
leucémiques immatures, appelées blastes leucémiques dans la moelle osseuse et le sang (Figure

8). [29][31]

Cellule Souche Hématopoiétigue

e / -
Frogéniteurs |@ Cellule Il
TR

multipotents souche

j leucemigue

Progéniteurs . TiEa.
leucémigues |
miyeloides

Progéniteurs
engagés

Augmentation

- de la prolifération
= l&‘ Blocage de la

différenciation

Cellules
leucémigues

Hématopoiése normale
[blastes)

Cellules myeloides non différenciées en excés
LEUCEMIE AIGUE MYELOIDE

Figure 8: Comparaison de I'hématopoiese normale et leucémique [30].

Des événements mutagenes (éclairs sur le schéma) affectant la CSH ou les progéniteurs sont a
I’origine d’une hématopoiése anormale donnant lieu a ’accumulation de cellules leucémiques

dans la moelle et le sang. [30].
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1.5 Laleucémogénése

Le premier modéle, appelé modele du "double hit", proposé par Gilliland et Griffin en 2002,

montrait que 'apparition de la leucémie ne nécessitait que deux mutations « drivers » , c'est-a-

dire celles qui provoquent la maladie[32]. Ces mutations génétiques ont été classées en deux

catégories, résumées dans la figure ci-dessous ( Figure 9).

Mutations de Classe |

FLT3 D835Y

[ FLT3ITD
N-ou K-RAS mutations

Conférent un avantage
prolifératif et/ou de survie sans
affecter la différenciation

Rx/\\

Ex: Inhibiteurs de FLT3

Mutations de Classe II

PML/RARw
AML1/ETO
CBFB/SMMHC
| MLL fusions

Impactent principalement la
différenciation hématopoiétique,

/\ Rx
Ex: ATRA

Figure 9 :I.eucémogenése selon le modele de double hit d'apres Gilliand et Griffin.[32]

Elle s’effectue par des altérations des mutations génétiques ont distingué 8 classes fonctionnelles

résumées dans la figure si dessous et représentée dans la Figure10. [33]

1. Les mutations dans les génes codant pour des protéines des voies de signalisation (FLT3,

KIT, NRAS, KRAS, PTPNI11, JAK?2) dite mutation de classe I, conférent un avantage en

termes de prolifération et/ou de survie aux progéniteurs (1). [33]

2. Les mutations ou les réarrangements des génes codant pour des facteurs de transcription

my¢loides (RUNXI, CEBPA, RUNXI-RUNXITI,...) dite mutation de classe II présentée

dans le, entrainent un blocage de la différenciation myéloides (2).[33]

3. Le géne NPMI ou nucléophosmine code pour une phosphoprotéine nucléaire

multifonctionnelle, dont les mutations altérent le transport nucléo-cytoplasmique et ses

fonctions nucléaires (régulation transcriptionnelle notamment)(3). [33]
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Des mutations dans les génes régulant la méthylation de I’ADN sont également décrites

(DNMT3A, IDH1/2, TET?) (4). [33]

Les mutations des génes modulant le remodelage chromatinien (ASXLI, EZH2, KMT2A)

sont responsables de perturbation des modifications post-traductionnelles(5). [33]

Les mutations des geénes du spliceosome (SRSF2, SF3BI, U2AF1, ZRSR2) altérent le

processus d’épissage des ARN pré-messagers(6). [33]

Les mutations dans les génes du complexe de la cohésine (STAG2, RAD21, SMC14, SMC3)
altérent la ségrégation des chromosomes lors de la division cellulaire et la régulation

transcriptionnelle(7). [33]

Les mutations des suppresseurs de tumeur (tels que TP53) dérégulent la voie de signalisation

des dommages de I’ADN (8)(voire la figure 10).[33]
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1.6 Traitement de LAM

1.6.1 La thérapie

Les patients atteints de leucémie aigiie my¢loide ils ont traité par le traitement standard c’est la

chimiothérapie intensive, a base d’anthracycline et de cytarabine (+ATRA

acide tout

transrétinoique dans les LAP) ( Figure 11). La transplantation allogénique de CSH en CR1 n'est

pas conseillée en cas de LAM pédiatrique avec des facteurs de risque favorables. [34] [35]

La thérapie de LAM R
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d’épigénétique

1

Inhibiteurs de :
IDHI , HAT
HDAC, DNMT3

Inhibiteur de
CDK9

Inhibiteurs
des cyclines

Inhibiteurs

de la voie

signalisation

g

Les inhibiteurs de FLT3
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Lestaurtinib

Les anticorps anti-FLT3

chimiothérapie
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selon le
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Antibiotique
Anti-

tumorale

GORS inhibiiors

. 4, FLT3TD avesenpression;

FLTT variarts wth infinsic.
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Figure 11 : Schéma originale adapter résumant la thérapie dans la LAM. [36] [37]
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1.6.2 La greffe de la cellule souche hématopoiétique

Chez certaine personnes atteints de Leucémie my¢éloides aigue auront une greffe de la CSH qui sont
utilisé pour remplacer les cellules endommagé
dose. Dans le cas de transplantation allogénique, les CSH sont extraites sur un donneur et transmises

a le receveur, a compatibilit¢ du donneur et de receveur est identifiée par le processus de typage des

Antigeénes d’histocompatibilité (HLA) ( Figure 12). [34]
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II Régulation épigénétique de la transcription

La régulation épigénétique est cruciale dans le développement des organismes et la stabilité
des facteurs épigénétiques est essentielle pour le maintien de fonctions spécifiques des tissus et
des différents types de cellules [39]. Il est donc évident que régulation épigénétique des génes est
globalement caractérisée par un haut degré d'intégrité et de stabilité [39]. Il existe trois principaux

mécanismes de régulation épigénétique [40] :

- Méthylation de I'ADN au niveau de la cytosine.
- Modifications des histones au niveau de leur queue.

- L'empreinte génomique.

II.1 Méthylation de PADN

La mise en place de la cytosine méthylée joue un rdle primordial dans la différenciation
cellulaire ou I’inactivation du chromosome X chez la femme [41]. On retrouve dans les cellules
cancéreuses et en particulier les cellules leucémiques, une hypo méthylation global de I’ADN.
Tout fois I’expression de nombreux geénes suppresseur de tumeur qui peuvent étre inhibées par

I’hyper méthylation de la séquence de leur promoteur [40] .

L'hyperméthylation de 'ADN des ilots CpG au niveau des promoteurs des genes suppresseurs
de tumeurs pourrait étre liée au recrutement de l'activit¢é DNMT par les produits de translocation
chimériques. la DNMT3A réduise l'activité de 'ADN méthyltransférase suggere une implication

directe dans I'hypométhylation globale de I'ADN. [42]

Ce pendant les premiers rapports sur les mutations de la DNMT3A n'ont pas permis d'établir un
lien entre la DNMT et I'hypométhylation de 'ADN chez les patients atteints de LAM présentant
des mutations de la DNMT3A, alors cette recherche n’nécessite d’autre analyse nécessaires pour

¢tayer la relation entre la méthylation de I'ADN et les mutations de la DNMT3A (Figurel3)[42].
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Figure 13: Schéma de processus potentiels d'altération de la méthylation de 'ADN dans la LMA.[42]
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I1.2 Modification des histones

Le nucléosome est I’'unité de base de la chromatine et la cible principale des processus de
régulation épigénétique, a la fois au niveau de leur composition que leur arrangement [43]. Le
nucléosome est constitu¢é d’ADN spiralée en deux tours autour d’un octamére d’histone
composée de deux sous unité de chacune des histones suivantes : H2A, H2B, H3, H4 .La liaison

entre le noyau du nucléosome et I’histone H1 augmente la compaction de I’ADN [39].

Les modifications des histones, qui consistent essentiellement en 1'acétylation, la méthylation et
la phosphorylation, sont des ¢léments importants dans la régulation transcriptionnelle. Les
protéines qui interviennent dans ces modifications sont souvent liées au complexe qui régule la

méthylation de 'ADN [43].

A Il?—p
T Y {F{F {F ??? ﬁ(l}? T Chromatine ouverte
‘l‘lj\_)Histﬂnc AcUHiﬂtunc—

HﬂTI l HDAC Inhikiteurs

d*HDAC
s >¢--»
T Y ?? ? ?:? ?Iﬁ} ﬁ?{? T Chrematine réprimée
Histone Histone
~
L lHMT{histone} "LT":;‘H“T"
C
= IS
b MEE\ TT T T:T Tﬁ — T -] i Chromatine inaccessible
J i — {transmissible)
Met Histone Met ' Histane

Figure 14 Selon le globale de modification épigénétique [43].

Les modifications épigénétiques des histones se fait grice a une série d’étapes étroitement
dépendante, cela permet de passer d’une chromatine active (A) sur le plan transcriptionnelle vers
une chromatine fermer (répression de transcription) (B) en premier de fagon réversible
(acétylation / déacétylation) puis de fagon plus stable (méthylation). Néanmoins, 1’extinction
génique transmissible lors de la mitose/ou de la méiose est résultat d’un «verrouillage» (C)

(Figure 14). [43]
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1.3 L’EMPREINTE GENOMIQUE

L'empreinte génomique parentale est un mécanisme fondamental de développement chez
les mammiféres, qui permet a certains d'entre eux de réprimer certains loci pour l'un des
deux alleles, cette répression est fonction de 1'origine parentale, donc les génes soumis a
cette empreinte sont défirent des autres génes, car au maximum on a un seul des deux all¢les
est exprimer dans les cellules somatiques , il sont souvent organiser en cluster plutot que
dispersée dans le génome, ces dernier sont situés dans la région CpG ainsi dans des régions

ayant plusieurs séquences répétées [44] .

Le processus de cette empreint consiste a la modification de cette structure chromatinienne
qui rend la lecture d’'un domaine de I’ADN possible, car il peut parfois renfermer plusieurs

genes[44] .

Néanmoins, cette modification fait intervenir des mécanismes de méthylation de ’ADN ou

des histones (acétylation/déacétylation) a proximité de ces genes [44].

Ces genes soumis a cette empreinte sont capable d’affecter la différenciation cellulaire et

la croissance de nombreuse tissus ou organes [45].

Des ¢léments de contrdle, les DMR (Differentially Methylated Regions), ont été identifiés
au niveau de la plupart des geénes soumis a l'empreinte; la méthylation de ces séquences

permettant de contrdler la transcription des genes concernés[46].

I1.3.1La région DLK1-DIO3

Chez ’homme, cette région est localisée sur le bras long du chromosome 14 en 14q32,
présente les géne parentales liée a I’empreinte DLK1, RTL1 et DIO3, ainsi que les geénes
maternels liée a I’empreinte MEG3, MEGS, MEG9 et anti sens RTL1 [47]. Elle regroupes
deux groupes de genes codent des petits ARN nucléaires ou snoARN, ainsi que 53 micro-

ARN sur le brin sens et un  micro-ARN (hsa-1247) sur le brin anti-sens [47] .

L’¢étude des micro-ARN de la région 14932 a intérét important, car cette région dérégule de
nombreuse maladies, et comporte des propriétés oncogénique (dite région du cancer) et

peuvent étre impliquée dans la régulation de I’empreinte 14932 [48] .
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Figure 15: Représentation schématique de la région DLK1-DIO3 dans les chromosomes

paternels et maternels. [47]
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1.4 Epigénétique et LAM

Les modifications des histones dans les LAM ont été associées a des mutations affectant des
genes régulateurs épigénétiques tels que ASXL1ou a des surexpression d'oncogenes spécifiques,

tels que EZH2 [42].

Ces mutations de la DNMT3A agissent sur [’autorenouvelement des cellules souches
hématopoiétiques normales dans les modeles de souris KO. De plus, chez I'homme, elles ont été
mises en évidence dans des cellules pré-leucémiques, ce qui leur confére un avantage en termes

de prolifération par rapport aux cellules non leucémiques [42].

Il convient de noter que la proportion de LAM présentant des mutations dans les genes
régulateurs de la méthylation de la cytosine est trés élevée (44 %). Environ 20 a 26 % des LAM
présentent une mutation du géne DNMT3A, la pourcentage étant plus faible pour les patients
atteints de SMD (10 %).pour les patients atteints de SMD (10 %)[49] . 1l apparait qu'au sein des
groupes, la présence d'une mutation de DNMT3A est liée a une moins bonne survie globale et

que la présence de DNMT3A serait persistante apres la chimiothérapie [50] .

Au cours de I'hématopoiese normale, la DNMT3A est responsable de la méthylation de " novo"
de 'ADN. La TET2 est la principale enzyme catalysant la conversion du 5SmC en 5ShmC, une
réaction renforcée par la liaison 8 WT1 (Figure 16). Dans les CSH de LAM et de SMD, les
mutations de la DNMT3A induisent une méthylation aberrante de I'ADN. Le TET2 est muté et
entraine une altération de I'hydroxylation de 'ADN. Le TET2 est muté et entraine une altération
de 1'hydroxyla-tion de I'ADN. De plus, les mutations de I'DH conduiraient a une forte hyper
méthylation de ' ADN expliquée par une augmentation du 2-Hydroxyglutarate (au lieu de I'a-KG)

qui causera une rétro-inhibition sur les enzymes a-KG-dépendantes comme TET2 [51] .

Les mutations de WT1 entrainent aussi une diminution de I’activité¢ de TET2 et une des taux de
ShmC [49][52] . Bien que les mécanismes ne soient pas encore bien élucidés, les liens entre la
méthylation de la cytosine et les hémopathies my¢loides semblent étre clairs puisque les agents
hypométhylants (azacitidine et décitabine) sont couramment utilisés en pratique clinique pour le

traitement des SMD ( Figure16) [53][54].

De maniere générale, il a également ét¢ démontré dans les CSH que plus une cellule
hématologique était mature, plus elle avait de chances de se développer, plus le taux de ShmC
diminue . De plus, on observe dans les LAM une hyper méthylation focale avec une

hypométhylation globale( Figurel6). [49]
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A. Normal hematopoiesis

B. Malignant hematopoiesis

DNMT inhibitors
AZA
DAC
$GI-110
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AGI-6780

Figure 16 : Schéma montrant exemple de mutation épigénetique des LAM. (A) les acteurs
de la méthylation des cytosines lors de I'hématopoiese normal, (B) l'impact des différentes

mutations dans les hémopathies my¢loide [49]

31




IIT Les Micro ARN

On a vu dans la partie précédente les complications de LMA, ou il reste nettement I’implication
des miRNA ainsi leur perturbation dans 1’hématopoi¢se, dans cette partie avec plus de détaille.

1.1 GENERALITES

Les micro-ARN sont de petits acides ribonucléiques non codant intracellulaire composée
d’environ de 22 nucléotides, intervienne dans la voie d’extinction des genes, et la régulation post-

transcriptionnelle, chez les eucaryotes [55].

en 1983, il a été mis en évidence le premier micro-ARN identifi¢ chez C.elegans, il s'agit d'un
micro-ARN codé au locus LIN-4, qui régule de maniere négative I'expression de la protéine Lin-14
par complémentarité¢ avec son ARNm, cette régulation est indispensable au développement larvaire
du nématode . Depuis cette découverte, 2600 micro-ARN ont été¢ annotés chez I'homme sur la base

de la miRBase. [43]

11 est parfois un peu compliqué de déchiffrer ce qui se cache derriére 1’identit¢ d’'un miARN sa
nomenclature est codée mais reste imprécise sur quelques points. Leur nomenclature se fait de la
facon suivante : les séquences commencent toujours par un nom abrégé d'une espece (ex : hsa pour
homo sapiens), le géne et le précurseur (pré-micro-ARN) d'un micro-ARN sont suivi de  « mir »,
alors que le produit mature correspondant est noté « miR », puis suivi de un numéro qui représente
la famille et qui s'incrémente par ordre de découverte dans cette espéce et celle de son incorporation
dans la base de données miRBase, une lettre {a-z} correspondant a un membre de la méme famille
est ajoutée (exemple: hsa-mir-34a). En cas d'obtention de micro-ARN similaires a partir de deux
genes différents on écrira hsa-mir-34-1 et hsa-mir-34-2 pour décrire les genes, par ailleurs hsa-miR-
34-3p ( 3’UTR) ou hsa-miR-34-5p ( 5’UTR) pour désigner 1'une des formes du micro-ARN mature
[56].

Ils exercent un role essentiel dans de nombreuses fonctions biologiques, telles que la croissance,
la prolifération, la différenciation et l'apoptose des cellules [9]. Etant donné qu'un micro-ARN peut
cibler plusieurs centaines d'’ARN messagers (ARNm), l'expression des micro-ARN peut affecter

une majorité de transcrits et entrainer une dérégulation de diverses voies de signalisation [57].
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Figure 17: Interaction des micro-ARN avec les grandes voies de 1'oncogenése [56].

I11.2 Biogenése des micro-ARN

Plus de la moitié¢ des geénes codant pour les micro-ARN sont localisées dans des régions sans géne

(régions intergéniques), chacune est sous le controle de son propre promoteur.

Les geénes codant pour les micro-ARN sont généralement transcrit par I’ARN polymérase Il en un
pir- miARN ( long transcrit primaire) posséde une ‘coiffe’ m7G (triphosphate) a son extrémité 5° et
une ‘queue’ poly (A) n (polyadeénylée) a son extrémité 3. Ce pri-miARN comporte une région en
épingle a cheveux comportant la / les séquence(s) du/des future(s)s mi-ARN, cette structure est
clivée a la base de sa tige par le complexe Dorsha / DGCR8 qui donne naissance au précurseurs
pré-miARN qui est transportée ensuite du noyau au cytoplasme par le complexe Exportine-
5/RangGTP, apres est clivé a la base de sa boucle par le complexe Dicer/TRBP/PACT qui génere
un ARN double brin ( miARN/miARN¥*) ce dernier est pris en charge par les protéines de la famille
Argonautes (Ago) pour former un complexe dont le rdle de choisir, entre les deux brin du duplex,
lequel sera conservé et lequel sera éliminer dont on distingue deux brins 3’-p et 5’-p si ’'un est
conservée 1’autre est ¢liminer( ex : mir-155) ; a la fin on obtiens un complexe ribonucléoprotéique
stable entre un brin d’ARN( mir-155-3p ou mir-155-5p) et une protéine Argonautes (Figurel8)
[56].
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Figure 18: Biogenéese des micro-ARN.[56]

Apres maturation, les micro-ARN ont trois possibilités: (i) retourner dans le noyau de la cellule ou
ils vont réprimer la transcription de certains génes ou bien (ii) rester dans le cytoplasme ou ils vont
se lier de maniére complémentaire a leur ARNm cible pour induire la répression ou la dégradation
de ceux-ci ou il vont étre (iii) sécrétés par les cellules via des exosomes ou liés a des protéines

comme AGO2 [58].
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II1.3 Micro-ARN circulant

La plupart des miARN sont localisés au niveau intracellulaire. Néanmoins, ils sont également
acellulaires, présente dans les fluides biologiques aussi diverses que le sérum, le plasma, l'urine, le
liquide céphalo-rachidien (LCR) et la salive [56], ces miRNA sont généralement définis comme des
miRNA circulants, qui sont : (1) protégés dans les corps apoptotiques et les EVs ; (ii) associés a des
protéines de la famille Argonaute; (iii) liés a la lipoprotéine de haute densit¢ (HDL) avec la

lipoprotéine de haute densité (Figurel9) .[59]
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Figure 19 : Les voies d'exportation possible des micro-ARNs.[60]

En particulier, ils sont trés stables et capables de survivre a des conditions défavorables telles que
des variations extrémes de pH, des températures élevées, de multiples cycles de congélation et de
décongélation et un stockage prolongé[59]. Pour cela ces miRNA circulants ont pris de I'importance

en raison de leur capacité a fournir des biomarqueurs précoces, sensibles et non invasifs dans les
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tumeurs solides et hématologiques [61] [62], ce pendant différentes études ont identifi¢ des miRNA

circulants spécifiques comme nouveaux biomarqueurs de la LMA (Figure 23) [63] [64].
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Figure 20: Représentation schématique de I'emploi des miRNA en tant que biomarqueurs dans la
leucémie , basé sur des approches invasives et non invasives pour I'analyse de 1'expressions[65].
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La LAM est une pathologie cancéreuse aigue qui se manifeste par un tres forte présence de cellules
blastiques leucémique dans la circulation sanguine, la progression de LAM c’est a cause de

I’incapacité de la réponse immunitaire a éliminer les cellules leucémiques[66].

Nombreuse études et expériences sont fait pour comprendre le dysfonctionnement de systéme
immunitaire en particulier le lymphocyte T, Ia relation entre les miRNA et I’apoptose des cellules
T, ils ont utilisé des VE provenant de lignée des cellules myéloide qui porte plusieurs miRNA, et ils
ont remarqué que la mortalité des cellules T est de 75% , les résultats confirmes que les microARN
circulent capté par la cellule T sont capable d’induire la mort des cellules par 1’activation des génes
proapoptotique (plus de 20 genes : FAS, CFL,CASP1,2,3, BAX....) et ils augmente le profile
immunosuppresseur des LT (les genes : IL3,IL4, IL10 et FOXP3)[66].

Ces résultats peuvent aider les médecins pour une nouvelle stratégie immunothérapeutique dans

LAMI66] :

- Cellule T spécifique a I’antigene associ¢ a la tumeur (TAA).
- Thérapie par NK (Natural killer).
- Le blocage de point de contrdle.

- La suppression des régulateurs T.

L’évaluation d’un seul ou d’un panel de micro ARN circulants pourrait identifier des signatures
de micro ARN ayant une fonction biomarqueurs et préciser avec précision le pronostic de différents

types de cancer, qui pourrait mettre en ceuvre des données de cytogénétiques (Tableau 7). [58]
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Tableau 7: Valeur diagnostic et pronostic des micro-ARN circulant[58]

Cancer type n microRMNAS Diagnosis Prognosis Source Time point Turmour
stages
Lung cancer 400 miR-20a, miR-24, miR25, miR-145, miR-1 52, Yes Mo Serum Pre-operative =1
miR-199-5p, miR-221, mMiR222, miR223, mik-220
Breast cancer 195 miR-200b No Yes Flasma Metastases =
Owarian cancer =151 rmiR-221 Yes Yes Serum Pre-operative =1
Cervical cancer 20 miR-215 Yes Mo Serum Pre-operative =1
Prostate cancer 24 miR-275, miR-141, miR-37 &%, miR-105-2p Yes Mo Serum Pre-operative =111
Renal cell cancer 20 mMiR-273, miR-<4 51 Yes Ma Serum Pre-operative I=1v
Colorectal cancer 161 rmiR-40%-32p, miR-7, MmiR-93 Yes Ma Flasrma Pre-operative =1
Gastric cancer 164 rmiR-1, miR-20a, MmiR-27a, miR-24, mik-42 2-5p Yes Ma Serum Pre-operative =1
Hepatocellular 290 miR-122, miR-1 92, miR-21, miR223, miRk-26a, Yes Mo FPlasma Pre-operative =1
cancer miR-27a, miR-201
Pancreatic cancer 197 miR-21 Mo Yes Serum Pre-operative I=Iv
Oesophadeal 290 miR-10a, miR-22, miR-100, miR-142b, miR-223, Yes Mo Serum Pre-operative =1
cancer miR-1323, miR-127-3p
Head and neck 50 miR-21 Yes Mo Flasma Fre-/post- I=1v"
Cancer aperative
Thyroid cancer 106 let-F e, MiR-151-5p, MiR222 Yes Mo Serum Pre-operative =1
Brain turnours 122 miR-15b*, miR-22a, MiR-132a, miR-150%, Yes Mo Serum Pre-operative =1
miR-127, miR-<4 27, miR-54 280-5p
Melanorma G4 rmiR-221 Yes Yes Serurm Pre-/post- 1=
operative
Myelodysplasia 50 let-Fa, miR-16 Mo Yes Flasma = I=I1
Lymphoma 79 miR-221 Yes Yes Flasma = I=1v
Leuksernis 228 rmiR-155 Mo Yes Plasrmas — =1
vesicles
. . A S E PV r
En outre, les micro-ARN circulants semblent étre des marqueurs de prédiction de la réponse

thérapeutique dans différents cancers ( Tableau 8)[58]

Tableau 8: Les micro-ARN circulants , des marqueurs prédictifs de la réponse et thérapeutique [58]
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Cancer n miRNAs  Methods Source Time point  Clinical Drug Result Reference
type stage

NSCLC 260 miR-125b RT-PCR Serum Before Stages Il Cisplatinbased MiR-125b was highly expressed 45
therapy and vV in nonresponsive patients
Breast 27 miR-210 RT-PCR Plasma Before and Stages |, Trastuzumab Plasma levels of miR-210 were 104
cancer after therapy Ilandlll plus significantly higher in patients with
(HERZ2+) chemotherapy residual disease than in patients with CR
Breast 29 miR-155 RT-PCR Serum Before and All stages FEC and others  Decreased level of miR-155 was 106
cancer after therapy associated with therapeutic response
NHL 126 miR-92a RT-PCR Plasma Before and All stages CHOP-based The low plasma levels of miR-92a were 107
microarray after therapy associated with relapsed disease
NSCLC 35 miR-21 RT-PCR Plasma Before Stages Cisplatin or Plasma levels of miR-21 were higher in 108
therapy B and IV carboplatin- samples from patients with PD and SD
based than in PR samples
Pancreatic 177 miR-21 RT-PCR Serum Before Stages Il Gemcitabine- High levels of miR-21 were correlated 110
cancer therapy and vV based with a shortened time-to-progression
and lower overall survival
Breast 26 miR-125b  RT-PCR Serum Before Stages Il  FEC based MiR-125b was highly expressed in 112
cancer therapy and Il non-respensive patients
ESCC 64 miR-200c  RT-PCR Serum Before Stages Il, ACForDCF High expression of miR-200¢ correlated 132
therapy Il and IV with poor response to chemaotherapy

Abbreviations: ACF, adriamyein, clsplatin and S-fluercuracil; CHOP, eyclophos phamide, hydroxydaunombicin, vincristing, and prednisane; CR, complete response; DCF, docetaxel, cisplatin
and Sfluorouracil; ESCC, cesophageal squamous cell carcinoma; FEC, 54lorouraci], epirubicin and cyclophos phamide; NHL, non-Hodgkin lymphoma; NSCLE, nen-smalkcell lung cancer;
PD, prograssive disease; PR, partial respoense; RT-PCR, reverse transcription PCR; 5D, stable disease.

II1.4 Micro ARN et LAM

I1 est reconnu que les altérations des micro-ARN sont impliquées, par divers mécanismes, dans
pathogencse de la LAM [67]. En effet, les données de la littérature montrent que les miARN
peuvent induire la leucémogenese, en altérant de nombreux processus biologiques, y compris
I’auto-renouvelement, la survie, la prolifération, la différenciation, et la régulation épigénétique.
Leur participation au développement et a la progression des leucémies est due a leur coopération
avec des protéines dérégulées (oncogenes ou suppresseurs de tumeurs), soit par un controle direct de
la traduction des protéines, soit en travaillant de manicre conjointe avec d'autres protéines.
Traduction des protéines, soit en travaillant conjointement avec elles pour promouvoir la malignité

[58] [68] .

L'expression des microARN peut étre affectée par des anomalies chromosomiques, des mutations,
des polymorphismes (SNP), une dérégulation transcriptionnelle, des défauts dans le mécanisme de

biogenése des microARN et des changements épigénétiques ( Figure 20) [69] .
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[69]

Tableau 9. Corrélation entre altérations génétique et le micro-ARN dans les LAM [70]

miRk-127, miR-154, miR-154*, miR-299, miR-
323, miR-368, miR-370
miR-368, miR-382

MLL rearrangements
miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-19a,
miR-19b, miR-20a and miR-92

NFM1 mutation miR-10a, miR-10b
miR-10a, miR-10b
miR-10a, miR-10b

CEBPA mutation miR-181a, miR-181a*, miR-181b, miR-181c
and miRk-181d

High MN1 miRk-126, miR-126*, miR-129-5p, miR-130b
and miR-424

FLT3-ITD miR-10a, miR-10b and miR-155

Genetic alteration Highlighted upregulated miRs Highlighted downregulated miRs
t8:21) miR-126, miR-126+
miR-146a miR-133z
inv(16) miR-126, miR-126+
miR-9%a, miR-100 and miR-274
t{15;17) miR-127, miR-134, miR-323, miR-376a and
miR-382

miR-10a, miR-331, miR-340

let-7, miR-153, miR-29a, miR-2%9b,
miR-29c, miR-34b and miR-196a

miR-16, miR-19a, miR-20a, miRk-100
and miR-196a
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Il existe quelque Mi-ARN considéres comme des épigénétique (épi-MiARN) , ils peuvent
influencer directement ou indirectement 1’expression des facteurs épigénétique ( DNMT, HDAC),
parmi ces miARN identifier ( Figure 21), dont le membre de la famille de mir-29 (29a, 29b, 29¢)
régulent I’expression de DNMT3A et le DNMT3B, dans la leucémie myéloide aigue. D’autre
expérience révele que cette famille peuvent inhibe les différente DNMT et ’hypo- méthylation pour

réactiver d’autres geénes cibles [65].

A

| Epigeneatically regulated miRMNAs

miR-127 miR-29a,b.c

miF-9 miR-107

miR-290 cluster

miR-203

miR-34b,c let-Fa-3

miR-K12-4-5p
miR-200c/141

miR-152

miR-512-5p miR-301

miR-370

s miR-101

miR-124a

= miR-140
miR-181c miR-126

miR-342

Epi-miRMNAS

Figure 22: Schéma Résume les micro-ARN les plus importants qui entre dans la régulation
épigénétique [69]

Au niveau régulation et signalisation du phénomeéne de hématopoiese ont a réalis€ un schéma
explicative qui comprend les différents micro-ARNs essentiel a fin de révéler I’importance de ces
miARN dans les lignée des cellules sanguine et dans la détermination des sous types de LMA et sa

progression.

Le schéma ci-dessus représente les Micro-ARN associés a I’hématopoiése normale ( en noire) et
leucémique ( en rouge) ou les deux ( en violet) et leur régulations (Up/Down) qui est essentiel pour
les différentes étapes de prolifération et de différenciation des précurseurs et des progénitures
hématopoiétique, lors de la dérégulation du profile d’expression de ces miARN, provoque la dérive
de la ligné hématopoiétique normale vers une ligné leucémique en ciblent des facteurs de

transcriptions et de signalisation cellulaire ( Figure 23) [29] [31] (Annexe, Tableau III ).
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Tableau 10: le role des miARN dans la différenciation myéloides.[29] [31]

miR-21 miR-196a

micro-ARN Cellules Cible et Fonction
-L’inhibition va réduit la différenciation
mRi-223 surexprimé (up- réguler négativement I’expression
regulation) granulocytaires.
miR-107 - régulé par le RUNXI et bloque Ila
miR-16 différenciation de granulocyte.
miR-181a Erythrocytes -Inhibe I’expression de RUNX-1 entrainant une
La co-expression de miR- augmentation de la différenciation
21 et miR-196b granulocytaire.
-bloque la différenciation granulocytaire en
réprimant un certain nombre d’ARNm (STAT ;
JUND ; BAK1) qui controler par des facteurs de
croissance.
-récapitule  le  ralentissement de la
différenciation granulocytaire.
-La protéine de fusion PML-RARA réprime le
miR-210, le cluster miR-23a/24-2, miR-342 ct
let-7¢
-Augmente la  prolifération et 1’auto-
miR-125b-2 Mégacaryopoiése renouvellement .
miR-145 et -146a - La perte d’expression de ces mir a cause une
délétion de la région 5q.
Mir-223 - Inhibe la prolifération granulocytaire
Myélopoicse et l'activité des génes NFI-A/E2F1 MEF2C
Cibles les génes : CEBPa, NFI-A, E2F1
miR-424 - Induit la différenciation et la prolifération des
cellule my¢loide, régulée par PU.1
Cible le géne : NFI-A
miR-17-92

- Inhibe la monopoiése in vitro mais
aucun effet in vivo, régulée par AML1
Cible le géne : AMLI

-Régulation entre transition CMP-GMP
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La leucémie myéloide aigue et une maladie hétérogéne , caractéris€é par une multiplication
anarchique des cellules souches hématopoiétique , a cause d’une dérégulation au niveau de génome
et épigénome , par des facteurs héréditaires et des facteurs environnementaux, provoque des
mutations et active les geénes oncogenes et réprimes les suppresseurs de tumeurs, tous ces
dérégulations a la formation des cellules leucémique qui active la prolifération , invasion ,et diminue
I’apoptose et la différenciation qui permet a l’apparition de la leucémie myéloide aigiie. Les

protéines déréglé sont aujourd’hui des thérapies cible la maladie (inhibiteurs) ( figure 24). [59]
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Figure 24: Un nouveau modele de Leucémogénése intégrant des mécanismes génétiques et
épigénétiques et leurs implications clinique(modifier): + : augmentation, - : diminution, x:
perturbation [71].
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes
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IV MATERIELS ET METHODES

Chez les patients atteints de LAM, une détection précoce et une intervention rapide peuvent
augmenter les chances de survie. Par conséquent, pour développer des protocoles de prévention
et de traitement plus efficaces, il est nécessaire de trouver de nouveaux biomarqueurs du

diagnostic et du pronostic de la LAM.

Dans notre mémoire nous sommes intéressées a la régulation des micro-ARN dans le sérum
comme des biomarqueur invasif dans cette pathologie afin de révéler un meilleur diagnostique et

I’ouverture d’un nouveau champ d’exploration du domaine pronostique.
Cette recherche bibliographique a pour objectif de :

v’ Identification des Micro-ARN circulant comme biomarqueur pour le diagnostic et le
pronostic de la leucémie myéloides aigué.

v" Identifier des micros ARN sérique comme des acteurs futur dans la thérapie de LMA

IV.1 Matériels

1. Matériels non biologique :

Afin d’ouvrir une voie du développement des miRNA en tant que nouvelle catégorie de
biomarqueur sanguins dans la leucémie aigiie my¢loide, soulévent des questions provocantes

concernant le mécanisme de stabilité et la fonction biologique potentielle des miRNA circulants.

Pour répondre a ces nous avons ¢élaboré une synthése des différents travaux de recherche, 20

travaux de recherche.
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Tableau 11.La totalité¢ des Micro-ARNs sériques étudié¢;

Pays Articles Micro-ARNs Références Meéthode
Chine 18 Mir-223,Mir-133,Mir- [721,[73].[741,[75].[76], | - collection des patients
217,Mir-203, Mir-10a5p,Mir- | [77], [78] et des échantillons du
34a,Mir328,Mir-210,Mir- sang
10b,Mir-22,Mir-335,Mit- [791,[80],[81],[82],[83], .
370,Mir-195,Mir-381,Mir- | [84] [85], | -Extraction de I'ARN
192 Mir-29a, Mir-142- [86],[87],[88],[89] total qui a été isolé du
3p,Mir-155,Mir-210,Mir- sérum avec le kit
221,Mir-93-5p,Mir- miRNeasy Serum/
320d,Mir-181-5p, Mir-10b Plasma (Qiagen) selon
les instructions du
Belgique | 01 Mir-150,Mir- 342 [90] fabricant.
- - . -mi-ARN a été mesurée
Egypte 01 Mir-92a ,Mir-143 Mir-342 [91] 3 T'aide d'un

spectrophotometre.

-L'ADNCc a été transcrit
de maniére inverse a
partir de I'ARN total a
l'aide du kit de
transcription inverse
TagMan MicroRNA.

-L'amplification des
ADNCc a été réalisée sur
le systéme PCR en
temps réel .

-Analyse statistique .

2. Matérielle biologique :

2-1Sérum humain :

Pour I’analyse de régulation des micro-ARNs de la leucémie aigu myéloide , il nécessite des

prélevements du sérum des patients atteints de LAM . les techniques sont réalisé dont le tableaux suivent:
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Tableau 12: Le matériele biologique utiliséé dans la totalité d'article analysé .

Référence Micro- | Nombre des patients | Prélevements Technique d’identification
ARNs
Zhao et al. 2019 Mir-223 131 Sérum 100% qRT-PCR
Zheng et al.2019 Mir-203 134 Sérum100% qRT-PCR
Analyse Bioinformatic Des
genes de mir-203 ( the Database
for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery
(DAVID)
Analyse statistique (ROC,AUC)
Huang et al.2018 Mir-34a 117 Sérum100% qRT-PCR
Analyse statistique (ROC,AUC)
Zhi et al.2015 Mir-10a- 108 Sérum100% qRT-PCR
S5p Analyse statistique (testey2,
AUC,ROC)
Tang et al.2015 Mir-210 212 Sérum RT-PCR
Moelll gg;seuse Analyse statistique (ROC,AUC)
0
Liu et al.2015 Mir-328 176 Plasmal00% gRT-PCR
Analyse statistique ( the log-
rank test, ROC,AUC)
ZHENG et al .2020 | Mir-133 145 Sérum100% qRT-PCR
Analyse statistique (ROC,AUC)
Fang et al.2019 Mir-10b 95 Sérum100% qRT-PCR
Western blot
Analyse statistique (ROC,AUC)
Hong et al.2019 Mir-22 124 Sérum100% qRT-PCR
Analyse statistique(ROC,AUC)
Yan et al.2018 Mir-217 89 Sérum100% qRT-PCR

Analyse statistique (ROC,AUC)
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Lin et al.2014(P) Mir-335 106 Sérum100% qRT-PCR

Analyse statistique

(ROC,AUC,ANNOVA)

Lin et al.2015 (P) Mir-370 106 Sérum100% qRT-PCR

Analyse statistique(ROC,AUC)

Hong et al.2017(P) | Mir-195 106 Sérum gRT-PCR
Moelle Analyse statistique(ROC,AUC,
osseuse100%

Student’s t test. )

Zhang e al.2020(P) | Mir-381 102 Sérum qRT-PCR
Moelle Analyse statistique
osseuse] 00% (ROC,AUC, Student’s t test,
0
ANNOVA testey2)
Tian et al.2018 (P) | Mir-192 97 Sérum 100% qRT-PCR

Analyse statistique
(ROC,AUC, the Kruskal-Wallis
test.)

P: Pédiatrie

IV.2 Méthode

De nombreux chercheurs ont testé la précision diagnostique et pronostique des miARN dans le

sang de patients atteints de leucémie aigué myéloide.

Afin de détecter les niveaux des micros ARN dans les échantillons de sang obtenus, les
chercheurs ont réalis¢é par une réaction quantitative en chaine de la polymérase avec

transcription inverse (QRT-PCR) a partir des patients de LMA.

Nous avons effectué cette recherche bibliographique en élaborant I’ensembles des micro ARN
impliquée dans 1’hématopoieése ainsi la Leucémogénése , ont les classons selon le payé ou il a
été identifier ( la Chine, et la Belgique) a fin de résumée les résultats approprier a ces
travaux de recherche pour les discuter en plusieurs point différents et souligner les objectif de

notre mémoire(Figure 25).
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Figure 25: Schéma résumant la démarche méthodologique approprié a ces travaux .
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Chapitre IlI : Résultats et discussion

CHAPITRE 3: RESULTATS ET DISCUSSION

V Résultats

V.1 Profils d'expression des miRNA dans le sérum/plasma des patients atteints
de LMA et les témoins normaux
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L’ensemble des articles rapportant les miARN sont exprimés de maniere différentielle entre les
controle de LAM et les contrdle normaux, ce qui permet la distinction entre les atteints et non

atteints.

Tableau 13: Expression des miRNA sérique entre les patients atteint de LAM et les témoins normaux[92]

[89].
Micro-ARNs Patient Témoin
Mir-21 Up Down
Mir-155 Up Down
Mir-210 Up Down
Mir-221 Up Down
Mir29a Down Up
Mir-142-3p Down Up
Mir-150 Down Up
Mir-342 Down Up
Mir-10a-5p Up Down
Mir-93-5p Up Down
Mir-320d Up Down
MIR-181-5p Up Down
Mir-370 Down Up
Mir-335 UP Down
Mir-92a Up Down
Mir-143 Up Down
Mir-195 Down Up
Mir-34a Down Up
Mir-192 Down Up
Mir-217 Down Up
Mir-203 Down Up
Mir-10b Up Down
Mir223 Down Up
Mir-381 Down Up
Mir-133 Down Up
Mir-22 Down Up

V.2 Corrélation entre I’ expressions des micro-ARN sérique / plasmatiques et
les facteurs clinicopathologiques

La leucémie aigué my¢éloides (LAM) est le type de leucémie le plus fréquent chez I’adulte bien
que chez les enfants dans tout tranche d’age, effectivement chez les personnes plus agées qui

sont plus accessible a développer cette maladie.
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Vv.2.1Chez I’adulte

La leucémie aigu€ myéloides (LAM) est le type de leucémie le plus fréquent chez 1’adulte, bien

qu’elle soit aussi observée dans tout tranche d’age, effectivement chez les personnes plus agées.

V.2.1.1 Selon le genre

Le sexe est un facteur pronostique connu, ou le sexe masculin est le plus toucher.

On remarque que le nombre de Femme et Homme n’été que abordée dans la population chinoise
chez I’adulte

Tableau 14 Expression des Micro-ARN sériques en fonction du genre.P.<0.005 [93] [77]
[76][79] [78] [94] [73][80][81][74]

Micro ARN sériques Femme % Homme % P.value

mir-223 Up 38,7% (24) 61,29% (38) NS
Down 39,13% (27) 60,87% (42)

mir-34a Up 43,9% (18) 56,09% (23) NS
Down 57,89% (44) 41,11% (32)

mir-10a-5p Up 33,3% (18) 66,7% (36) NS

Down 38,6% (17) 68,5% (37)

mir-210 Up 47,37% (45) 52,63% (50) NS
Down 50,43% (59) 46,15% (54)

mir-328 Up 49% (25) 51% (26) NS
Down 52% (65) 48% (60)

mir-203 Up 40,63% (26) 59,38% (38) NS
Down 41,43% (29) 58,57% (41)

mir-133 Up 31,37% (32) 44,12% (45) NS
Down 37,5% (36) 33% (32)

mir-10b Up 35,29% (18) 54.,71% (33) NS
Down 56,82% (25) 43,19% (19)

mir-22 Up 37,31% (25) 63% (42) NS
Down 42,11% (24) 57,9% (33)

mir-217 Up 45,5% (20) 56,81% (24) NS
Down 64,44% (29) 35,5% (16)

53



70

gso
8
= 50
=
% 40
A
o 30

gzol‘ | |‘ ‘ ‘

So LIV I Hl i
0

o < o ¢ oo &£ o ¢ o ¢ o ¢ o ¢ o ¢ o ¢ oo c

5 3 5 3 5 3 5 3 5 s 5 =z o 3 5 3z o5 =z o =

[e] [e] [e] [e] [e] [e] [e] [e] [e] [e]

()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] (]

miR 223  miR34a miR10a- miR 210 miR328 miR203 miR 133 miR10b miR22 miR 217
5p

REGULATION DE MICRO-ARN SERIQUES

W sexe Femme M sexe Homme

Figure 26: Histogramme de I'expression des microARN sériques chez ’adulte atteint de LMA
selon le genre [93] [77] [76][79] [ 78] [94] [73][80][81][74].

Pour la totalité des études, L’ensemble des micro-ARN sérique exprimée chez I’adulte atteint de
leucémie aigu€ myéloides n’a aucune signification entre le genre et le taux de régulation des
micro-ARN sériques. Ainsi que le nombre des patients adultes masculins atteints de LMA

présente un nombre plus élevé que les femmes.

V.2.1.2 Selon I’age

La leucémie myéloide aigué parmi les hémopathies malignes les plus fréquents chez 1’adulte, on

suppose que I’impact de I’age a un effet sur I’évolution de la maladie.

On remarque que ’histoire d’age n’été abordée que dans la population chinoise chez I’adulte.
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Tableau 15: Expression des Micro-ARN sériques par rapport a I’age. P <0.05, NS : Non

significative [93] [77] [76][79] [78] [94] [73][80][81][74].

Régulation des mi -ARN sérique

Micro-ARN sériques < 60(ans) > 60(ans) P.Value
mir-223 Up 66,12% (41) 33,87%(21) NS
Down 63,77% (44) 36 ,2%(25)
mir-34a Up 73,17% (30) 26,83%(11) NS
Down 67,11% (51) 32 ,89%(25)
mir-10aSp Up 66,67% (36) 33, 33%(18) NS
Down 63% (34) 37%(20)
mir-210 Up 72 ,6% (69) 27,3%(26) NS
Down 73,5% (86) 26,5%(31)
mir-328 Up 70,6% (36) 29,4%(15) NS
Down 72% (90) 28% (35)
mir-203 Up 62,5% ( 40) 37,5% (24) NS
Down 60% (42) 40% (28)
mir-22 Up 71 ,6% (48) 28,4% (19) NS
Down 61,4% (35) 38,6% (22)
mir-217 Up 63 ,6% (28) 36,4% (16) NS
Down 75,5% (34) 24.4% (11)
| e e e e e e e i e e e e e e e e e e e e 1
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I 5 80 1
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Figure 27: L'expression des micro-ARN sériques chez 1’adulte atteint de LMA selon 1’age[93]
[77][76][79] [78] [94] [73][80][81][74].
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L’ensemble des micro-ARN sérique et leure régulation (Up/Down) Pour la totalité des études est

Non signification entre ’age < 60 et > 60 ans .

Ainsi que le nombre des patients adultes avec un adge de < 60 ans

¢levé que les patients avec un 4ge de > 60 ans.

Vv.2.2Chez ’enfant

présente un nombre plus

La LAM représente plus de 30% des déces du a leucémies pédiatriques, bien qu'elle ne

représente que 15~20% des leucémies pédiatrique.

V.2.2.1 Selon le genre

Tableau 16: L'expression des micro-ARN sérique chez l'enfant. P < 0.05 , NS : non significative

[95] [96][841[97][86].

Mir-sérum Filles Garcons P.VALUE
mir-335 Up 25 (44,64%) 31(55,36%) NS
Down 23 (46%) 27(54%)
mir-370 Up 20 (41,7%) 28 (58,3%) NS
Down 28 (48,28%) 30 (51,72%)
mir-195 Up 22 (60,7%) 29 (39,2%) NS
Down 26 (63,6%) 29 (34,5%)
mir-381 Up 22 (60,7%) 19 (39,2%) NS
Down 26 (63,6%) 33 (34,5%)
mir-192 Up 19 (38%) 31 (62%) NS
Down 21 (44,7%) 26 (55,32%)
35
30
2
§ 254
3
> 20-
=
g 15+
s M Filles
§ 104 [ Gargons
5 —
0 —
mir-335 mir-370 mir-195 mir-381 mir-192

Régulation de mir-ARN sérique
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Figure 28: Histogramme l'expression des micro-ARN sériques chez les enfants atteint de LMA
selon le genre [95] [96][84][97][86].

D’apres les résultats obtenus du tableau et la comparaison entre le P. Value de chaque miARN
ont résulté que I’ensemble des études ne montre aucune relation entre le taux de régulation de

micro-ARN sérique (UP/Down) avec 1’Age de I’enfant atteints de LAM.

V.2.2.2 Selon I’age

L’age peut étre un facteur pronostic favorable de développement de leucémie myéloides aigué
chez I’enfant, un ensemble des études qu’on a recueille présenté dans le tableau suivent;

Tableau 17: L'expression des micro-ARN sériques selon 1’age chez l'enfant P. < 0.05 [95]
[96][84][97][86]

Mir-sérum  Expression < 6(ans) > 6 (ans) P.value
mir-335 |Up 36 (64,3%) 20 (35,7%) NS
Down 30 (60%) 20 (40%)
mir-370  (Up 15 (31,2%) 33 (68,8%) NS
Down 25 (43,1%) 33 (57%)
mir-195  (Up 31 (60,7%) 20 (39,2%) NS
Down 35 (63,6%) 20 (34,5%)
mir-381 (Up 31(60,7%) 20 (39,2%) NS
Down 35 (63,6%) 20 (36,4%)
mir-192  (Up 30 (60%) 20 (40%) NS
Down 24 (51,1%) 23 (48,9%)
i<
g
3
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3
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$
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Figure 29 : Histogramme de 'expression des micros ARN sériques chez les enfants atteints de

LMA selon 1’age[95] [96][84][97][86].
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D’apres les résultats obtenus du tableau et la comparaison entre le P de chaque miARN ont
résulté que I’ensemble des études ne montre aucune relation entre le taux de régulation de micro-

ARN sérique avec 1I’Age de I’enfant atteints de LMA.

Vv.2.3 Selon la cytogénétique

L'analyse cytogénétique nécessite des tests réalisés en laboratoire, pendant lesquels des

anatomopathologistes recherchent certaines modifications des chromosomes.

Selon les informations cytogénétiques (d’apres I’ELN 2017) (Tableau 5), Les patients atteints
de LMA leurs pronostics est divisés en trois sous-groupes qui a un effet sur leurs durée de vie on

observe un risque favorable, intermédiaire et défavorable.
a. Adulte

Tableau 18: Expression de micro-ARN sériques selon la cytogénétique chez 1'adulte. (P < 0.05)

Mir-sérique Régulation Favorable Interédiaire défavorable  P.Value

mir-223 Up 36 23 3 0.001
Down 16 38 15

mir-34a Up 11 14 16 0.028
Down 10 54 21

mir-10a-5p Up 9 26 4 NS

Down 4 29 6

mir-210 Up 7 52 36 NS
Down 54 50 13

mir-328 Up 16 28 7 NS
Down 56 55 14

mir-203 Up 25 29 10 0.016
Down 13 36 21

mir-133 Up 4 49 24 0.018
Down 14 38 16

mir-10b Up 13 29 9 0.007
Down 25 13

mir-22 Up 34 28 5 0.008
Down 15 30 12

mir-217 Up 24 18 2 0.007
Down 12 23 10
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Figure 30:Histograme de I'expression des micro-ARNSs chez les adultes atteint de LAM selon la
cytogénétique[93] [77] [76][79] [78] [94] [73][80][81][74].

b. Enfants

Tableau 19: Expression des microARN sériques selon la cytogénétique chez I'enfant.
(P =0.005) [95] [96][84][97][86].

Mir-sérique Régulation Favorable Intermédiaire défavorable P value

Mir-335 Up 10 27 19 0.008
Down 25 25 0
Mir-370 Up 15 27 6 0.01
Down 20 25 13
Mir-192 Up 11 34 8 0.02
Down 6 18 23
Mir-381 Up 8 25 7 0.02
Down 9 24 29
mir-195 Up 20 27 1 0.01
Down 27 25 18
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Figure 31: L'expression des micro-ARNSs sérique chez I'enfant selon la cytogénétique[95]
[96][84][97][86]..

On conclue que la totalité des études observer chez I’adulte et I’enfant entre le taux régulation

des micro-ARN sériques et les facteurs clinicopathologiques ne sont pas significatifs.

Vv.2.4Corrélation du nombre de patients atteint de LAM7 chez ’adulte et I’enfant

On observe que le nombre de patients atteint chez I’enfant est supérieur ce lui chez I’adulte.

LAM7

Adulte -

Bt

0 10 20 30 40 50
Nombre des patients atteint de LAM7

uLAM7

Figure 32: Diagramme montrant le nombre patients atteint de LAM?7 chez 'adulte et 1'enfant.
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V.3 Corrélation entre l'expression sérique des micro-ARN et le diagnostic et
pronostique des patients atteints la LMA

Afin de trouver une relation entre I’expression des micro-ARN sériques et le diagnostic et le
pronostique, on a démarré par I’ensembles des micro-ARN qui interviens dans la leucémogénése
et ’hématopoiése, ces études ont été en chine en Belgique et I'Egypte, les résultats de ces
¢tudes montre que les micro ARN sériques obtenue ont un bon et mauvais pronostiques, ainsi

que un bon diagnostic.(Figure 30).
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Figure 33 :l'expression de mir en relation avec le pronostic et le diagnostic dans la totalité des
articles.
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On remarque que les micro-ARN sérique dans la LAM leurs sensibilités est de 69% jusqu’a
95% et de spécificité et de 74% jusqu’a 100% accorder a la leucémie myéloides aigué (Figure

30) ( Figure 31).

Ces miARN sériques présentent un test de dépistage trés prometteur pour le diagnostic de la
LAM. Bien que le test avec ces marqueurs atteint une sensibilité et une spécificité élevées pour

la prédiction de la LAM.

Aussi, bien que la de certains miRNA régulation Up/Down présente un bon et mauvais

pronostic liée a la durée de vie des patients, ce qui donne un avantage de suivre I’évolution de la

maladie.
Réle potentiel des micro-ARN sérique
MICRO-  Spécificité(  Sensibilité AUC
ARN %) (%)
sérique
MIR-142- 100 70 0.94 Bon pronostic
» Mir-223NMir-192, Mir-34a,
Mir-370 100 95 093 Mir-133 \l/.er—B?O\l/. Mir-22
a1 % 69 e Mir-10a5p/[\Mir-3201), v
Mir-29a 95 87 0.97
3! Mir-92a 94 86 0.93 Q
S Mir-21 93 93 0.94 — S
% Mir-342 90 70 0.91 £
a Mir-381 86 82 091
Mir-155 83 69 0.81
Mir-320d 83 74 095
Mir-192 82 79 0.84 mouvais pronostic
Mir-34a 82 24 0.83 1\’[ir3354\ ,M[rlli\l/,]\/][r—l 1 []/I\
Mir-223 81 83 0.85 Mir-203\/ ,1\’“1’*370\]{]\/][[’*22 \l/
P o - s Mir-38 ), Mir10asp/, 1064\, <
Mir-210 80 o1 o Mir-342 \[,Mir-203\, 217,
Mir-22 783 78 0.83 Mir- I92¢/ Mir-142-3p \J/,Mir—l‘)a \L
R - e e Mir-155]\Mir- 150, Mir-92a |,
Mir-10a-5p 74 72 0.81 Mir-21 /l\ Mir-1 95"]/~
miR-217 74.16 83.33 0.836 N][r'342\l/‘ e \|/
Mir-150 70 80 0.97

Figure 34: L'expression des micro-ARN sériques déterminant le diagnostic et le pronostic des patients

atteint de LAM. (Originale).
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Chapitre 1V : Discussion



VI Discussion

Les micro-ARN sont connus pour exercer des rdles cruciaux en tant qu'oncogeénes ou
suppresseurs de tumeurs, et leur dérégulation est impliquée dans de multiples processus,
notamment la prolifération cellulaire, I'apoptose, la régulation du cycle cellulaire, la régulation

épigénétique et I'implication dans diverses maladies.

On remarque qu’il y’a un déséquilibre de nombre de travaux et le nombre de miRNA ciblée et
étudier ( Tableau 11), alors on s’est penchées sur la question sur un plan ethnique, et nous avons
trouvé que les chinois ont en effet un probléme dans la variation d’alléele HAL- DP (rs 3077 et rs
9277535) et HLA-DQ (rs745320) de classe II dans la population chinoise Han, cette variation
augmente de maniere significatif le risque de SNP de la leucémie myéloide aigue dans les cas

récessifs [98].

A fin de répondre a leurs besoin et ce qui se passe dans leurs ethnie ils ont effectué plusieurs
recherches sur les miRNA sériques vu que les SNP sont liée a 1’expression de HLA-DPBI
dans les monocytes, les deux, suscités en particulier, peuvent masquer le site de liaison des

miRNA, par conséquence ils activent I’expression des génes qui enclenche la LAM[98].

On a résumé, I’ensemble des recherches sur les micro-ARN sériques, et nous avons déterminé en
premier [’ensemble des micro-ARN qui interviennent dans 1’hématopoiese et la Leucémogénése
de LMA, afin de classer par la suite les micro-ARN détectés dans le. Nous avons remarqué que

la plus part des études sont réalisées en chine et d’autres en Egypte et en Belgique (Figure 35).
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Figure 35: présentation des micro-RNA sérique parmi les micro-RNA impliqués dans la LAM

chez I’adulte et I’enfant, considérés dans cette étude.
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> Résumant les cibles micro-ARN pour le diagnostic

On constate aujourd'hui, une nouvelle méthode de déterminer le diagnostic de LAM , cette
méthode est liée a la spécificité a la LMA et a la sensibilité de a provoquer la LAM ,on constate

les microARN sériques.

On remarque d’apres la figure que les micro-ARN sériques ont une meilleure performance de
sensibilités de 69% jusqu’a 95% et de spécificité et de 74% jusqu’a 100% accorder a LMA
(Figure 34).

Ainsi et de maniére plus détaillée, on a constaté une valeur de sensibilit¢ a 100% chez les
mirl42-3p et mir 350 détecter chez les patients leucémiques, on suppose qu’ils sont un signe dit
pathognomonique, qui revient a dire que ces mir sont présent dans leur forme pathologique de
maniére systématique dans la LAM, donc la présence de ces deniers affirmera parfaitement

I’existence de cette maladie.

Un autre type d’évaluation de la pertinence pour un diagnostic celui de calculer I’AUC de
plusieurs mir. Prenons 1’exemple du mir-92a et du mir -143 qui avaient les valeurs AUC
respectives 0.92 et 0.90, alors que le mir-342 a montré une valeur AUC de 0.88. Aussi la
combinaison des trois mir donnerait une valeur AUC de 0.97, autrement dit la détection des trois

mir a la fois est un élément de diagnostic de la LMA [91].

Aussi bien pour le miR-29a + miR-142-3p qu’on nommera cluster, avec valeur AUC de 0,97,

qui représente un bon critére de diagnostic. [88]

La combinaison des marqueurs sériques représente donc un bon biomarqueur permettant un
dépistage assez fiable de LAM, toute fois il faudrait vérifier que le biomarqueur ne soit pas

partagé avec un autre type de cancer.

Nous avons résumé les déférente profile d’expression de quelques micro-ARN sériques dans

autres pathologies sont présentée dans les figures( 36 et 37).

Ce type d'approche a révélé des variations claires entre ces typs de tissus, avec soit des pertes ou
des gains dans l'expression de certains miRNAs permettant ainsi d'évoquer une véritable

"signature" tumorale en relation avec 'expression des miRNAs.
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Ces variations d'expression seraient un avantage pour le développement et la prolifération du

clone tumoral.
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Figure 36 : Exemple de mir chez 1'adulte comme biomarqueur commun pour plusieurs cancers

différents [76][80][771[99][75][100].
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Figure 37: Exemple des mir chez I'enfant comme biomarqueurs commun pour plusieurs cancers

différents.[86][84][96][95][97].
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Résumant les cibles micro-ARN pour le pronostic

> LAM chez ’adulte

La leucémie aiglie my¢loide touche les personnes adultes plus agées, car il est difficile pour eux
de faire face aux effets secondaires de cette maladie. Pour savoir 1’intervention des miRNA
sérique dans le pronostic on a mis en en point quelques exemples de mir sérique chez 1’adulte a

discuter on note le mir suivant: mir-34a, mir-223, mirl10b.

Un exemple d’expression de mir-34a et le mir-123 sériques qui sont identifier chez les patients
atteint de LAM, leurs faible (Down) régulation est associée a un mauvais pronostique, une faible
durée de vie. Afin de promouvoir leur cible pronostique en met le point sur leurs régulations

cellulaires dans LAM.

En effet le mir34a et le mir 223 participant a la régulation du programme différenciation
my¢éloides, leurs cible est le géne CEBP/a qui joue un role essentiel dans hématopoiese
principalement dans la granulopoiése, Sont interaction avec le promoteur des micro-ARN cibles
aboutie a prolifération des granulocytes. Par autre les mutations de CEBPa sont associées a
I’initiation et aux développements des LAM, pour cela les patient atteint de LAM avec mutation

CEBP/a ont la chance développer une LAM( Figure 38)[77] [93].

Ainsi que le mir34a est une cible directe de P53 ( suppresseur de tumeur connu), la perte de la
voie de signalisation de P53-34a est trés importante a provoquer une Leucémogénése , aussi bien
qu’il peut inhiber I’expression des geénes B-Myb ( facteurs de transcription et est impliqué dans
la régulation du cycle cellulaire) et E2F1(facteur de transcription) , conduisant au repos du cycle

cellulaire dans les cellules malignes [93].

Par contre , I’expression ¢levée des mir 34a et mir 223 est liée a un bon pronostique, une durée
de vie long, en autre ces deux miRNA peuvent étre un biomarqueurs pour le pronostic mais
aussi une stratégie efficace pour traiter les patients atteints de LAM avec les mutations

C/EPBa.[77] [93]
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Exteaction de Mir-RNA C/EBP
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Figure 38: Schéma résumant La régulation de mir-223 dans LAM selon les données des travaux
de G. Yu et F. Fazi [72][99].

Un autre exemple pour expliquer le pouvoir pronostic qu’ont certains Mir, c’est I’exemple du
mir 10b, ce miRNA est particulier car il est transporté par une vésicule extra cellulaire dérivée

de cellules cancéreuse, ce qui explique sa dérégulation.

Nous avons vu que I"augmentation du taux sérique de EV-mir-10b est associée a un mauvais
pronostique, une durée de vie courte. Cela explique son expression a la fois dans les lignées
cellulaires de LMA, du fait que la dérégulation du géne HOXDI10 (role essentiel dans la
prolifération cellulaire dans le processus de développement des tumeurs) favorise de manicre
significative la prolifération des cellules leucémiques, la formation de colonies et la suppression
de I’apoptose. On note aussi que 1’expression €élevée de mir-10b méne a une leucémogenese par

I’inhibition de la prolifération granulocytaire et monocytaire chez les patient atteint de LAM
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avec mutation de NPMI1( un gene codant pour une protéine (Nucleophosminl) le plus

fréquemment muté a la fois dans les globules blancs) ( Figure 39).[80]
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Figure 39: Schéma résumant La régulation de EV mir-10b dans LAM selon les données des
travaux de Z. Fang et al (originale)[101]
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> LMA pédiatrique

La LAM est I’'un des types de leucémie les plus courant chez les enfants, le pronostic de la LAM
pédiatrique reste encore sombre, il est donc urgent d’étudier le mécanisme de la LAM

pédiatrique et de mettre au point une stratégie préventive efficace spécifique aux enfants.

Ce pendant le pronostic de la LAM pédiatrique reste encore sombre, il est donc urgent d’étudier
le mécanisme de la LAM pédiatrique et de mettre au point une stratégie préventive efficace

spécifique aux enfants.

D’aprés I’observation des résultats on déduit que la leucémie chez 1’enfant est plus agressive que
chez I’adulte, car elle est liée a LAM 7 (leucémie mégacaryocytes) avec un mauvais pronostic
(Figure 29). Afin de comprendre cette liaison entre LAM 7 pédiatrique et son développement
agressive, des chercheur en identifier que cette classe et liée a une altération génétique présente
une fusion entre ETO2-GLIS2 parrainait étre suffisante pour déclencher une leucémogénése par
un déséquilibre fonctionnel entre les régulateurs transcriptionnelle majeurs de 1'hématopoicse

normale tels que les facteurs GATA et ETS.[102]

Ce pendant on révele que ce modele développée montre que les cellules feetales sont plus

permissives a la transformation par cette fusion par rapport aux cellules adulte. [102]
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Figure 40: La fusion ETO2-GLIS2 permet I'acquisition de propriétés
leucémique [102].
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En résumé, dans ce mode¢les des chercheurs ont montré que:

- Cette fusion (ETO2-GLIS2) suffisante pour développer suffisante pour développer
rapidement des leucémies agressives, si elle est activée dans des cellules hématopoiétiques de
feetus. En revanche son activation est faiblement associée au développement de leucémie chez

dans les cellules adulte. [102]

- La fusion ETO2-GLIS2 est bloqué, la prolifération tumoral est stoppé, suggere que
certain leucémie ce développe spécifiquement chez 1’enfant car les cellules feetales ont une

propriété de différenciation différentes par a port aux cellules adultes. [102]

Récemment, il a ét¢ démontré que les micro-ARN peuvent représenter des biomarqueurs

moléculaires pour les patients atteint de LAM pédiatrique (Figure 40),

A fin de comprendre I’intervention des miRNA sérique dans le pronostic et on a mis en en point
quelques exemples de mir sérique chez I’enfant on note les miRNA sériques : mir-381, mir-370,

mir 335.

Un exemple qui met du miR-381 Les patients pédiatriques avec une faible expression de
avaient un RFS et un OS plus mauvais, corréler a une vie plus courte au ceux des témoins. Cette
faible expression ¢été significativement associé a LAM7et a un risque génétique cellulaire
défavorable. Par conséquent, I’effet de taux d’expression de mir-381 a été révéler par une étude
in vitro, dans I’essai CCK-8 a confirmer que 1’expression élevée de ce mir peut inhiber de
maniere significative la prolifération des cellules tandis que la faible expression de mir-381 peut

significativement promouvoir la prolifération cellulaire. [97]

On outre, une étude a rapporté¢ que le mir-381 est une cible de géne HGMBI, ce dernier est
trouvée surexprimée dans les cellules de la lignée cellulaire de LAM et détectée a forte
expression dans le sérum des patients de LAL chez I’enfant. Sa surexpression stimule les cellules

leucémiques a secréter le TNF-a par la baisse du signal MAPK.
Collectivement, nous avons spéculé que miR-381pourrait influer sur la prolifération de la LAM

pédiatrique en ciblant HMGB1 avec l'implication de la signalisation MAPK, mais son

mécanisme spécifique doit encore étre étudié plus avant (Figure 41). [97]
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Figure 41: Schéma résumant La régulation de mir-381 dans LAM selon les données des travaux
de P. Zhang et al [97].

74



Un autre exemple de mir-370, la faible expression sérique était associée de maniere significative
a un mauvais pronostique, une vie plus courte. Ce miRNA est associ¢ au LAM?7 (classification

FAB)( Voir tableau 2) et aux risques cytogénétiques défavorables ( Voir Tableau 5, )[96]

Le MiR-370 est situé au niveau de la région imprimée DLK1-DIO3 (une région génomique
associée au cancer) localisé sur le chromosome humain 14q32, qui est régulée par la méthylation

des ilots CpG de I'ADN, en amont de l'allele maternel.

Comme il était décrit avant le mécanisme ¢épigénétiques déja connus comme étant
potentiellement dérégulés au cours du cancer (dans le cas la méthylation de I’ADN) dans le
contrle de [I’expression des miARN, ce qui va favoriser la Leucémogénése

[96[99][98][971[96][95].

D’autre part, le miR-370 pourrait jouer le role d'un suppresseur de tumeur capable d'inhiber la

progression du cycle cellulaire des cellules de LAM [96].
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Figure 42:Schéma résumant La régulation de mir-370 dans LAM selon les données des travaux
de X. Linet al ( originale) [83].
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Un troisieme exemple, du mir-335 est 1i¢ a LAM7 (Voir tableau 2 classification de FAB) a un

caryotype défavorable ( voir tableau 5) ,on raison [’expression ¢élevée de ce miARN est un

mauvais pronostique, durée de vie courte.

Ce miRNA est transcrit a partir de la région génomique du chromosome 7q32.2 qui a été
observée de facon aberrante dans différentes tumeur maligne et il joue un role crucial dans

l'initiation et la progression des tumeurs , ce qui est le cas dans LAM [95].

Aussi bien que ’expression du mir335 est indépendante de sa méthylation et sa dérégulation de

facilite la leucémogénése par l'activation de la voie de signalisation PI3K/Akt ( Figure 43) [95].
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Figure 43:Schéma résumant La régulation de mir-335 dans LMA selon les données des travaux
de X. Lin et al[82].
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Les mécanismes moléculaires exacts de l'implication de la dérégulation des micro-ARNs

sériques dans les LAM pédiatriques doivent faire 1'objet de recherches plus approfondies.

» Les micro-ARN comme une cible thérapeutique

Des études ont peux émettre que les micro-ARN sont associées a la résistance multi-drogue dans
la leucémie. En outre, I'analogue nucléotidique de nucléotide cytarabine est un composant
principal d’AML [97]

Bhise et al ont identifi¢ micro-ARN qui étaient significativement associés a l'expression des
genes de la voie nucléotidique dans plusieurs lignées cellulaires de LAM, y compris le miR-381.
I1 a été trouvé que, par rapport au groupe de contrdle, le miR-381 a été significativement régulé a

la hausse par le miR-381 mimic et régulé a la baisse par un inhibiteur du miR-381.[97]
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Figure 44: Effet de I'expression du mir-381 sur la prolifération des cellules dans LAM [97]

La transfection avec l'imitateur du miR-381 a réduit de maniére significative la prolifération
cellulaire, tandis que la transfection avec l'inhibiteur du miR-381 a favoris¢ la prolifération

cellulaire. ** P<0,01, *** P<0,001, par rapport au groupe témoin [97]

En outre, une faible expression du miR-381 peut favoriser de manicre significative la
prolifération cellulaire, ce qui peut constituer une cible thérapeutique pour la LAM

pédiatrique[97].

les problémes principaux dans le développement de la thérapie par miRNA sont I'identification
des meilleurs candidats miRNA et la conception de véhicules d'administration de miRNA qui

conferent une plus grande stabilité a la thérapie.
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Figure 45: Diagramme résume le role des micro-ARN dans la LAM [92]

Les micro-ARN sont impliqués dans la pathogeneése et sont considérés comme des biomarqueurs
et des cibles thérapeutiques dans la LAM. Les fléches rouges indiquent la surexpression de
oncomiR et la faible expression du miR suppresseur de tumeur qui causent la LAM ; 1'éclair et la
fleche a deux tétes indiquent respectivement le ciblage et la restauration. les fléches vertes
indiquent une diminution des niveaux d'oncomiR ou une augmentation des niveaux de miR
suppresseurs de tumeurs qui bloquent la LAM, la croix rouge indique le blocage de la LAM

(Figure 45).

A la fin, de nombreuses complexité et mysteres subsistent dans la biologie des miARN, les
études sur les miARN seront essentielles a notre compréhension de la maniére d'améliorer leur

utilisation dans une étude clinique de la LAM.

78



VIIConclusion

La leucémie my¢loide aigue est une hémopathie maligne caractérisé par une prolifération
anarchique des cellules souches hématopoiétiques, bloqué dans le stade de différenciation appelé
« Blaste ». Le résultats de la prolifération une accumulation des cellules blastiques dans la
moelle osseuse et le sang .Les cellules blastiques a un caryotype différents de classification a un

autre.

Les miARN sont apparus comme une classe de régulateurs pivots de l'expression génétique
contribuant a la pathogenése de la LAM et comme biomarqueurs potentiels pourrait aider a
déterminer le pronostic et a prédire 1'évolution de la maladie et ils peuvent également servir
d’indicateur de réponse thérapeutique. Actuellement, l'analyse des miRNA n'a pas encore été

incluse dans la pratique clinique de la LAM.

Dans cette étude nous avons abordée et réaliser que 100% des mir peuvent étre de biomarqueurs

de LAM . Ainsi que 60% des mir sériques et 40% sont mauvais pour le pronostic.

On note aussi que 2 % de I’ensemble des miRNA sériques étudiée présentent des cibles

thérapeutiques °* mir 381", le reste des miRNA n’est pas ét¢ étudier sur le plan thérapeutiques.

A la fin on résulte que la micro ARN sériques peux consolider un pronostic et un diagnostic de

LAM.
Perspectives:

- 1l est incertain que ce niveau réduit de plasma ou du sérum est treés spécifiques des
hémopathies malignes pour cela des études complémentaire sont nécessaire pour
comparer les niveaux plasmatique / sériques dans différentes types de cancer pour

confirmer la spécificité de ces miARN a la LAM.

- La taille des échantillons est encore faible, des confirmations supplémentaires dans les

groupes ethniques différents sont recommandées.

- Des études supplémentaires sont nécessaires pour promouvoir l'utilisation future de

'analyse des VE (vésicule extracellulaires) dans les applications cliniques.
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VIII ANNEXE

Tableaul. Les génes de mutation de classe I dans LAM

[103]
Geénes localisation fonction mutation
chromosome 13 - Diminue |"apoptose et Les mutations FLT3-ITD
FLT3 active la prolifération ( duplication en tandem):juxia

(Fms tyrosine kinase 3)

=via la voie de
signalisation
JAK/STATS

membranaire (exons 14-15):

- LAM-CN mutées pour NPMI,
aux LAM3.

- Clonales et de mauvais pronostic
- Elles apparaissent ou
disparaissent

fréquemment lors des rechutes.
Les mutations FLT3-TKD {une
mutation ponctuelle)domaine
tyrosine kinase (exon 20)

- LAM avec inv(16) (15%),
mutations de NPM1 (10%), LAM3
(15%)

protéines STAT et leurs
translocations nucléaires
régulent I’expression de

certains genes

KIT chromosome 4 (4q12) - Code pour une protéine | -une mutation ponctuelle dans
c-KIT I’exon 17
- Activité tyrosine kinase
est présent a la surface
des CSH et est activé en
présence de Stem
Cell Factor (SCF)

RAS localisé en position 1pl3 | petites protéines Les mutations touchent
membranaires qui préférentiellement les codons G12,
régulent les signaux de G13 et Q61 et entrainent une perte
transduction de de I'activité¢ GTPasique,
nombreux récepteurs une activation constitutive de la
dont FLT3 et c-KIT protéine et des voies de

signalisation en aval

PTPNI11 chromosome 12 une protéine Les mutations de PTPN/1 sont
cytoplasmique a activité | localisées a plus de 50% dans
tyrosine phosphatase I’exon 3 altérant
(encore appelée SHP-2) | préferentiellement les codons 72 et

76 mais également dans [’exon 13

JAK2 et JAK3 La dimérisation des soit une mutation ponctuelle dans le

domaine pseudokinase JH2 a
activité auto-inhibiteur (exon 14
¢.1849G>T : p.V617F) ou dans
I’exon 16 (R683G/S), soit une
mutation ponctuelle ou une délétion

« in frame »au niveau de ’exon 12.
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Tableaull. Les geénes de mutations de classe II de LAM [103]

Géne Position Fonction mutation Autre
pathologie
CEBPo(CCAT/ | Chromosome | un facteur de une insertion ouune | LAP
enhancer binding | 19 transcription ayant délétion de 3.6 (ou (leucémie
protein ) 19p23 unrdle. plus) paire de base aigue
dans larrét ducyele | 4ans e domaine C promyélocyt
cjel]ula:re Jla perte de e ol
I"auto- :
une mutation non -
renouvellement et la _
différenciation R d_u
myéloide lors de domaine N terminal
I’hématopoiése entrainant
normale . la formation d’une
protéine tronquée
RUNXI/ETO(ru | Chromosome Le développement La translocation (8,21); | LAM
nt related 21 normale de ¢’est une fusion de
transcription 21q22 I’hématopoiese RUNXI1/ETO donne une
factor 1) Modulé I'expression | protéine chimérique
des genes cible on oncogeéne recrute des
recrutent des co- corépresseurs inhibe
activateure ou des I’expression des génes
corépresseur. normale.
ETO un répresseur
GATA1/GATA2 | Chromosome facteurs de Mutation somatique LAM
11 transcription qui Une mutation bi-
Chromosome X | Jouentunrole clé allélique associé au
dans I’hématopoiése | CEBPa
MLL Chromosome Un facteur de Plus de 50 Translocation | LAM LAL et
11 transcription qui L bi-phasique
11923 régule I’expression
des genes HOX .
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Tableaulll. Les miRNAs impliqué dans la pathogénese de LAM [31] [29]

miR-34a

miR-99

mi-RNA

miR-146a

miR-150

Down : dans les
LAM mutées par
CEBPA

Down : dans les
LAM de novo
Down : dans les
LAM de novo PDLI1
Déreglement
immunitaire
Déreglement
immunitaire Down :
dans les lignées
cellulaires de LAM

Up : dans le
diagnostic mitial et
la rechute
Up : dans AML-AF9

dans les LAM
d'origine pédiatrique
(M1-MS5)

Expression Altérée

-Down régulation

-Délétion de 5q dans
le Syndrome MDS et
LAM

Down régulation
dans différente types
de LAM.

Régulé a la baisse par
la perte de CEBPA
Downregulated via la
perte de MUCI

Mécanisme de
dérégulation

-Délétion en del(5q)
MDS/AML

B
E2F3

PDL1
PDLI

HMGEI

SMARC
AS,
HS2ST3

HOXALI
CTDSP
L.
TRIB2

Cibles

TIRAP,
TRAF6

IRAKI

NANO

EIF4B,
FOXO04

Augmentation de la prolifération et
diminution de la différenciation

Immune dysregulatio
Immune dysregulatio

HMGB! Inhibe I'apoptose des
cellules et augmente l'autophagie

augmente l'autophagie

Régulation de 'auto-renouvellement,
mhibition de la différenciation et
l'entrée dans le cycle cellulaire
Augmentation de la prolifération, de
la formation de colonies, de la survie
cellulaire, inhibition de la
différenciation

Augmentation de la prolifération, de
la formation de colonies,

survie cellulaire

Effet fonctionnel de I'expression
modifiée de Mi-RNA
-Activation inappropriée de la
signalisation de ''mmunité innée
dans les HSPC et anomalies
mégacaryocytaire.

- La codelétion de TIFAB et de miR-
146a pourrait coopérer pour induire
la signalisation de TRAF6contribuant
a une hématopoiése nefficace ,Des
souris knock-out IRAK1 miR-146a
ont développé des malignités
myé¢loides et des malignités
lymphoides, et Augmentation de la
survie et de la prolifération des
cellules qui se propagent par
I'imtermédiaire du complexe
TRAF6/p62/NF-Kb.

- Augmentation de la prolifération,
de la formation de colonies et de
spheres, augmentation de la
croissance tumorale in vivo.

- Augmentation de la croissance
cellulaire et inhibition de 'apoptose
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miR-155

miR-182

miR-192

miR-223

Up: dont FLT3-
ITD+ LAM

Up: dans CN-AML
Up: dans MLL-
AML

Up: dans FLT3-
ITD+ AML

Up: dont AML (FAB

M4-M35)

Up: dans FLT3-
ITD+ AML

Up: dans divers
sous-types de

LMA

Down : dans LAM
avec mutation
CEBPuo, t(8,21),
t(15.17)

Up : dans les cas de
LMA associés a la
protéine MLL

Up : dans les cas de
LMA associés ala
protéine MLL

Down : dans LAM
t(8.21)

Down :dans
différente types de
LAM

Down : dans LAM
avec un pronostique
défavorable

PRKCA
.TET3
Ciblé parSTATS et PU.1

NF-kB

Up régulation par la

fusion du géne MLL

via MEISI CEBPB,
SHIP1

Epigenetically
regulated

PU.1

Hautement Régulé CEPBu

par la perte de
CEBPa

Activé par les -
protéines de fusion
MLL

Activé par les
protéines de fusion
MLL ;
Co-exprimé avec
HOXAS dans les

HOXAS

MEIS1,

. FAS
leucénue a

réarrangement MLL

Réduit au silence -
épigenétiquement
parAMLI/ETO.

Activé par E2F1
CEBPu ,réprimé par
le facteur de

transcription E2F1.

FBXW7

In vitro et in vivo.

- Inhibition de la différenciation
myéloide. Prolifération et la survie
des cellules leucémiques FLT3-ITD
-Aucun effet dans le modele de
souris MLL-AF9.

-La surexpression de miR-155 a
conduit a néoplasme
my¢loprolifératif chez la soun
L'expression forcée de miR-155 dans
les CSH a causé

un trouble myéloprolifératif dans la
BM des souris.

-Croissance des cellules leucémiques
des blastes

-Diminution de la différenciation
myéloide

-Augmentation de la prolifération et
de la survie, Diminution de la
différenciation et du potentiel de
reproduction.

Inhibe la différenciation, favorise la
prolifération cellulaire via I'inhibition

de 'apoptose. A induit

une progression leucémique chez les
SOUrIs.

- blogue la différenciation myéloide

-Augmentation de la prolifération.
Diminution de différenciation

/granulopoiése.

-Augmentation de la prolifération
cellulaire et apoptose accrue.

-Différenciation altérée
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TableaulV Résumée des articles de la méta analyse( modifier) ( 2011-2020) [89]

Mode

Taille de

Echant | Puissance du Diagnostique
Auteur | Ann | Pays Micro de I'échantillon
ARN régul:ltion illon Sen (0/0) Spe AUC (n/o}
e MicroAR | LMA
Ns sains
Xie 201 | China | miR-21 Up 45 30 Sérum 939, 90% 0.94
2
Xie 201 | China | miR- Up 45 30 Sérum 69% 83% 0.81
2 155
Xie 201 | China | miR- Up 45 30 Sérum 91% 80% 0.93
2 210
Xie 201 | China | miR- Up 45 30 Sérum 80% 93% 0.90
2 221
Wang 201 | China | miR- Down 52 100 Plasma | 87% 95% 0.97
2 29a
Wang 201 | China | miR- Down 52 100 Plasma | 70% 100% 0.94
2 142-3p
Wang 201 | China miR- Down 52 100 Plasma | 90% 100% 0.97
2 29a +
miR-
142-3p
Fayyad- 201 | Belgiu | miR- Down 20 20 Plasma | 80% 70% 0.84
Kazan 3 m 150
Fayyad- 201 | Belgiu | miR- Down 20 20 Plasma | 70% 80% 0.81
Kazan 3 m 342
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Mode Taille de_ Echant Puissance du
Auteur | Année | Pays | npepo de I'échantillon
AR egulation illon Diagnostique
MicroARN | LMA Sen (l‘%,) Spe (I‘%,) AUC
s sains

Zhi 2013 China | miR- up 140 135 Sérum 2% 80% 0.82
181b-
5p

Zhi 2013 China | miR- UP 140 135 Sérum 94% 83% 0.93
320d

Lin 2015 China | miR- Down 106 50 Sérum 95% | 100% | 0.99
370

Huang 2015 China | miR- Up 26 26 Plasma | 81% 100% | 0.92
335

Elhamam | 2017 Egypt | miR- Up 65 50 Plasma | 82% 94% 0.93

sy e 92a

Elhamam | 2017 Egypt | miR- Up 65 50 plasma | 88% 80% 0.91

sy e 143

Elhamam | 2017 Egypt | miR- Up 65 50 Plasma | 75% 90% 0.89

sy e 342

Hong 2018 China | miR- Down 106 106 Sérum 69% 96% 0.91
195

Huang 2018 China | miR- Down 117 60 Sérum 74% 82% 0.83
34a

Tian 2018 China | miR- Down 97 50 Sérum 79% 82% 0.83
192

Yan 2018 China | miR- Down 89 60 Plasma | 74% 83% 0.84
217
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Zhi 201 | China | miR- Down 140 135 Sérum | 72% | 74% 081
3 10a-5
Zhi 201 | China | miR- UP 140 135 Sérum | 92% | 88% 0.94
3 93-5p
Zhi 201 | China | miR- uP 140 135 Sérum | 88% | 90% 091
3 129-5p
Zhi 201 | China | miR- Up 140 135 Sérum | 90% | 93% 0.95
3 155-5p
Mode Taille de Echantill Puissance du
Auteur | Année Pays | Micro de I'échantillon
ARN | régulation i Diagnostique
ki Sen (%) Spe (%) AUC
s
Zheng 2019 China | miR- Down 134 70 Sérum 78% 81% | 0.85
203
Zhi 2019 miR- up 95 80 sérum 82% 77% 0.83
10b
Hong 2019 | China | MiR- Down 124 1 60 Sérum | 766% | 78.3% | 0.83
22
Yu 2020 China | miR- Down 131 70 Sérum 83% 81% 0.85
223
Zhang 2020 China | miR- Down 102 50 Sérum 82% 86% 0.91
381
Zhang 2020 China | miR- Down 145 70 Sérum 83% 76% 0.84
133
miR- Down 124 60 ;
sérum T6% 78% 0.83
Hong 2020 | China | 5, ’ ’
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Tableau V. L’ensemble des études des mir-sérique chez 1’adulte et I’enfant selon 1’age, sexe, la

cytogénétique(originale).

MIR- Age sexe Cytogénétique
sérique
<60 >60 Féminin Masculin F inter Défa
Mir-203 Up 40 24 26 38 25 29 10
Down 42 28 29 41 13 36 21
P.value NS Ns 0.0116
Up 41 21 24 38 36 23 3
Mir-223 Down 44 25 27 42 16 38 15
P Value NS NS 0.001
Up 30 11 18 23 11 14 16
Mir-34a Down 51 25 44 32 10 45 21
P value 0.498 0.148 0.028
Up <6 >6 25 31 10 27 19
Mir-335 36 20
Pédiatrie Down 30 20 23 27 25 25 0
P,value <0.005 <0.005 0.028
Up 36 18 18 36 9 26 4
Mir-10a5p Down 34 20 17 37 4 29 6
P, value 0.687 0.837 0.288
Up 69 26 45 50 7 52 36
P Down 86 31 59 58 54 | 50 13
P value 0.887 0.658 0.000
Up <6 >6 20 28 15 27 6
Mir-370 15 33
Pédiatrie Down 25 33 28 30 20 25 13
P.value NS NS NS
Up 36 15 25 26 16 28 7
Mir-328 Down 90 35 65 60 56 | 55 14
P, value 0.997 0.847 0.570
Up 51 51 32 45 4 49 24
Mir-133
Down 48 48 36 32 14 38 16
P,value 0.531 0.170 0018
Up =6 =6 22 29 27 27 1
Mir-195 31 20
Pédiatrie Down 35 20 26 29 8 25 18
P.value NS NS 0.01
Up <6 =6 21 19 8 25 7
Mir-381 23 17
Pédiatrie Down 34 28 29 21 9 24 29
P.value NS NS 0.010
Up - . 18 33 13 29 9
Mir-10b Down - - 19 25 25 13 6
P_value = 0.721 0.007
Up 48 19 25 42 34 28 5
Mir-22 Down 35 22 24 33 15 30 12
P,value 0.227 0.587 0.008
Up 28 16 20 24 24 18 2
Mir-217 Down 34 11 29 16 12 23 10
P.value 0.2214 0.0718 0.007
Up =) =6 19 31 11 31 8
Mir-192 30 20
Pédiatrie Down 24 23 21 26 6 18 23
P.value 0.376 0.504 0.002
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Figure 2 : Cartes des micro-ARN sériques ( originale)
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