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Introduction
Anomalies somatiques et cancers

Sylvain Mareschal (novembre 2013)

Un équilibre fragile ...

Prolifération ceIIuIaire: _ Renouvellement cellulaire
Cassures de I'ADN (génotoxiques ...) Réparation (MMR, NER, BER ...)
Mutations (erreurs de réplication ...) Apoptose

A

... dans un génome trés tolérant

~2 % d'ADN transcrit dans le génome humain

~1 % d'ADN exonique dans le génome humain
Code génétique redondant (mutations synonymes)
Génome diploide (2 copies de chaque chromosome)

Déséquilibre naturel ...

Avec I'age, accumulation :

- des expositions aux génotoxiques (radiation naturelle, alimentation ...)
- des anomalies non / mal réparées

... ou non ...

Prédispositions génétiques (inactivation de TP53 dans le syndrome de Li-Fraumeni ...)
Anomalies induites par un pathogene (Papillomavirus, hépatite B ...)

Expositions aux génotoxiques (tabac, chimio-thérapies, irradiations ...)

... qui peut s'emballer ...

Peut d'effet tant que ne touche qu'une cellule isolée

Emballement si touche un oncogéne ou un géne suppresseur de tumeur (GST) :
- Apoptose et cycle cellulaire (prolifération)

- Différenciation cellulaire (prolifération)

- Adhésion cellulaire (dissémination)

- Réparation de I'ADN (nouvelles anomalies)

Effets multiples si touche un facteur de transcription

... par effet de sélection

Réplication des génomes altérés en priorité (avantages sélectifs)
Dilution des anomalies silencieuses

Accumulation accélérée des anomalies dans ces génomes




Anomalies chromosomiques
1. Altérations du nombre de copies
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1.1. Mécanismes
1.1.1. Anomalies de mitose

Formation d'iso-chromosomes
En haut : 3p (amplification) + 1q (délétion)
En bas : 1p (délétion) + 3q (amplification)

Mitose normale Gain | Perte de chromosome
En haut : 2p + 2q En haut : 3p + 3q (amplification)
Enbas :2p + 2q En bas : 1p + 1q (délétion)




1. Anomalies du hombre de copies

1.1. Mécanismes
1.1.2. Cassures et recombinaison

Sylvain Mareschal (novembre 2013)

Crossing-over
Modele "Double chain break repair”
Stahl et al. Genetics (1994)

MMM,:MLLLM Cassure double-brin

v
1 ? I: B | Exonucléases 3'
v

Dl ﬂHHHLLLLLLLLM Appariement avec la
séquence donneuse

I * TITIITY | Reéplication du brin
manquant

ST \HH\HHH‘\HHHW Ligation
m 2 jonctions de Holliday
i a résoudre

Jonction de Holliday
Résolution d'une unique jonction

.

o

Résolution sans échange

A A

f f

Résolution avec échange

A X

f ]

Crossing-overs inégaux
Entre 2 chromatides (mitose)

Entre 2 chromosomes homologues

I:-.:-:-:-.:-:-.:I

échange d'alleles

A B C s D
A’ B’ cC s D

délétion + amplification en tandem

A B C s D
Al s B C' D'

Absence de réparation (délétions)

Recombinaison non-homologue (translocations déséquilibrées)
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1.2. Exemple : syndromes myelodysplasiques (MDS)
1.2.1. Contexte clinico-biologique

Syndrome Myelodysplasique (MDS)

Lignée myeloide Dysplasie
Hématopoiese Anomalies du développement
Différenciation progressive (CSH > progéniteurs > ...) Cellules circulantes non différenciées (blastes)
Moelle osseuse + sites spécialisés (rate, thymus ...)
Globules rouges Clinique
Erythrocytes (globules rouges)
Cytopénie
Une partie des globules blancs Diminution d'un ou plusieurs types d'hématocytes :
Basophiles & Mastocytes (inflammation) - Anémie transfusion-dépendante généralement (fatigue)
Neutrophiles (phagocytose) - Neutropénie (infections opportunistes)
Eosinophiles (anti-parasitaires) - Thrombocytopénie (troubles de la coagulation)
Macrophages & Monoctes (phagocytose, présentation de I'AG)
Plaquettes Epidémiologie
® — i
Mumpmer:::;‘-nhf;ﬂampaie“c Age mec“an : 70 ans
(Hemocytoblas?) Plus fréquent chez les hommes
c \ Egalement induit par chimio et radio-thérapies
O ® .
Common myeloid progentor Commen 'WT'DM progenitor MDS 3 a 5 pour 100 000 personnes (USA 2003)
l 1 | T ) I 1 tous cancers 143 pour 100 000 personnes (USA 2008)
. E?nwe Mast cell O Natural Kiler cel SIS Pronostic trés variable (selon anomalies observeées)
Myeloblast (Large granular lymphocyte) \
\
° I l 1 1 Tlymphocyte B lymphocyte - -
wravore @ 00D @ DS ! Complications
1 Basophil Neutrophil Eosinophil e
K | piasma cel Leucémie Aigué Myeloblastique (AML)
Thrombocytes . , . 7 .
Tl Accumulation des altérations génomiques
@ Prolifération des cellules anormales dans la moelle
REITELE Cytopénie généralisée
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hematopoiesis_simple.svg
Original by A. Rad, modified by Mikael Haggstrom (CC by-sa) WHO Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues (2008)
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1.2. Exemple : syndromes myelodysplasiques (MDS)
1.2.2. Anomalies récurrentes et diagnostique

+8 10 %
-7/ del(7q) 1Y) 7 + Anatomo-pathologie
-5 / del(50q) 10 % smear sang ou moelle osseuse
del(20q) 5-8 % L
» o lourd, faux négatifs \ Syndrome
Myelodysplasique
-13 / del(13 3 %
(130q) 0 (M DS)
del(11q) 3% + Clinique
del(12p) 304 cytopénie (anémie surtout)
del(9q) 1-2 %

WHO Classification of tumours of haematopoietic
and lymphoid tissues, p93 (2008)

"+8" participe au diagnostique

90 % des MDS sans (50 % des MDS induites par la chimio-thérapie)
Egalement observée dans d'autres leucémies

Simple a observer [cf §1.2.3]

Effets méconnus
Nombreux génes cibles (MYC, MOS ...)
Anomalie secondaire plus visible ?

"-7" pose le diagnostique
En présence de signes cliniques (cytopénie), méme sans indice morphologique
Simple a observer (caryotype de routine, QMPSF ci)

Sous-typage tumoral
Combinaison d'anomalies définit un phénotype
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1. Anomalies du hombre de copies

1.2. Exemple : syndromes myelodysplasiques (MDS)
1.2.3. Mise en évidence d'une trisomie 8 par G-banding

Culture cellulaire (sang, moelle, biopsie ...)
Arrét de la mitose en métaphase (colchicine)
Filtration et fixation

Etalement sur lames de verre

Coloration (Quinacrine, Giemsa)
Observation au microscope

Identification par taille et bandes
Recherche d'anomalies

Formule sur 20 mitoses
48,XY,<2n>,+8 [20]
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Human karyotype, Giesma banding patterns
Paris Conference (1971), Supplement (1975)
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1. Anomalies du hombre de copies Sylvain Mareschal (novembre 2013)

1.2. Exemple : syndromes myelodysplasiques (MDS)
1.2.4. Mise en évidence d'une monosomie 7 par QMPSF

Quantitative MultiPlex PCR of Short fluorescent Fragments (QMPSF)

PCR quantitative
Amplification d'’ADN a partir d'un couple de primers fluorescents

4—ATCGATCGATCGACTTTGCGAGATCGATGC. . . GCTAGC—» GCTAGC ATCGAT
.. . TAGCTAGCTAGCTGAAACGCTCTAGCTACG—» 4—ATCGATCGATCGACTTTGCGAGATCGATGC. . . “—ATCGATCGATCGACTTTGCGAGATCGATGC. . . GCTAGCTAGCTGAAACGCTCTAGCTACG—»
.. . TAGCTAGCTAGCTGAAACGCTCTAGCTACG—» .. . TAGCTAGCTAGCTGAAACGCTCTAGCTACG—» GCTAGC
<4— ATCGAT ATCGAT 4—ATCGATCGATCGACTTTGCGAGATCGATGC. . .

ATCGAT
.. . TAGCTAGCTAGCTGAAACGCTCTAGCTACG—»

Mesure de fluorescence aprés un nombre de cycles fixe

GCTAGC
4—ATCGATCGATCGACTTTGCGAGATCGAT

Multiplex
PCR limitée en taille (~500 pb)
Sélection de sites ponctuels répartis sur la cible

> ——— —— —— e —>——
exon 1 exon 2 exon 3 exon 4
—— > > ——

120 150 180 210 240 270 300 330 l360
Analyse de fragments - : ' ‘ ' ' ' '
Electrophorese électronique 630c |
Comparaison avec un ADN de référence “ s » 7
Normalisation sur des loci de référence — Wt . - PR sq .
8q Al
4500 a4 . 20q 17p " q

quantité d'’ADN gain de copie

360C |

/perte de copie aroc
I /\ SN B
DN cible taille du fragment d'ADN | L_J U JU u L} u U w LJ

|EIE 1B:SERIE4-MDS-ROCHE3 / [EE 38:SERIE4-MDS-12533e24 /




1. Anomalies du hombre de copies

1.3. Exemple : lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL)

1.3.1. Contexte clinico-biologique

Sylvain Mareschal (novembre 2013)

Lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL)

Lignée lymphoide
Cellules de I'immunité innée

Lymphocytes NK (cyto-toxicite)

Cellules de I'immunité acquise
Lymphocytes B (production d'anti-corps)
Lymphocytes T (cyto-toxicité, régulation)

Sous-typage par profilage transcriptomique
Alizadeh et al, Nature (2000)

Activated B Cell like (ABC)

Germinal Center B cell like (GCB)

\
- @ W
Megﬂki'l’c’cy‘e Basophil Ne:iphil Eﬁph" %?ﬂg?

g l

’
Thrombocytes

Macrophage

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hematopoiesis_simple.svg
Original by A. Rad, modified by Mikael Haggstrom (CC by-sa)

® —
Multipotential he matopoietic
stem cell
(Hemocytoblast)
¥ ¥
Commen myeloid progenitor Common Iympihaid progenitor
p o ‘ . Small lympho!

. Erythrocyte  Mast cell Natural killer cell DIEERIE

Myeloblast (Large granular lymphocyte)
° I Tlymphocyte B lymphocyte

Plasma cell

Formation de tumeurs

Accumulation de cellules
Cellules immortalisées, forte prolifération

Etiologie incertaine

Clinique

Masse(s) tumorale(s)
Généralement issue d'un ganglion lymphatique

Peu de symptomes

Epidémiologie

Age median > 70 ans, mais des jeunes également
Favorisé par une immuno-dépression (SIDA)
25 a 30 % des lymphomes non-hodgkiniens

DLBCL
tous cancers

7,5 pour 100 000 personnes (USA 2013)
143 pour 100 000 personnes (USA 2008)

survie a 5 ans ~ 60% pour les GCB, 35% pour les ABC

Transformations

Lymphomes folliculaires

Lymphomes indolents pouvant se transformer en DLBCL (GCB)

Traitements efficaces, mais rechutes fréquentes
Translocation t(14;18) dans 80 % des cas

WHO Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues (2008)
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1.3. Exemple : lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL)
1.3.2. Mise en évidence d'une amplification de BCL6 par FISH en interphase

Cellules fixées sur lame de verre
interphase = phase la plus fréquente du cycle

Mise en évidence des noyaux
DAPI

Hybridation de sondes fluorescentes
BAC (10° bp) ou FOSMID (10* bp)

Observation au microscope a fluorescence

Recherche d'anomalies
Translocations, inversions ... [cf §3]
Anomalies du nombre de copies

Voir visite CHB

BCL6 : B-Cell Lymphoma protein #6
Facteur de transcription (répresseur)

Inhibiteur d'apoptose

Lymphocytes B actives :

- Hyper-Mutation Somatique (SHM)

- Changement de classe d'lg (recombinaison)
Evénements détectés par TP53

Fréquemment transloquée
Translocations dans 40% des DLBCL
Partenaires multiples, sondes « break apart »

I

chrom 3

[



http://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/fr/

1. Anomalies du nhombre de copies

1.3. Exemple : lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL)
1.3.3. Mise en évidence d'une délétion de CDKN2A par CGH-array [1]

Sylvain Mareschal (novembre 2013)

Comparative Genomic Hybridization (CGH)
Technique historique

ADN tumoral
marqueur vert

ADN normal
marqueur rouge

ADN COT-1
Séquences répétées
Non marquées

Caryotype normal
(métaphase)

Lecture des intensités
Image reconstruite
(log)-Ratio

Kallioniemi et al. (1992)

Science. Oct 30;258(5083):818-21.
Comparative genomic hybridization for
molecular cytogenetic analysis of solid tumors.

Hybridation compétitive
Avantage contre les polymorphismes

Résultats visuels et numériques
Régions a dominante verte ou rouge

ratio of intensity

(greenired) 1\ Calcul des log-ratios

1.0 “—l \'— -A\ 7 A
= —— Pas de culture cellulaire
m Avantage pour les tumeurs solides

Plus fidele a la realité
http://www.aist.go.jp

CGH-array

Fragmentation du génome
Enzymes de restriction
Sonication

Hybridations compétitives
Un ADN cible (vert)

Un ADN référence (rouge)
Compétition par sonde

Localement sur le génome
Historiquement BAC (10°)
60-mer généralement (10°)
Répartis sur la cible :

- génome complet

- région d'intérét

Deux scans successifs
Fluorescences verte et rouge
Sondes de position

Sondes contréle (QC)

Calcul des log-ratios
M=log(F_/F_ )

vert rouge
M > 0 : amplification
M < 0 : délétion

Lt 111 ”

Localisation

SN[ PIIS

*

log-ratio [ i ¢ .

A4 v *

Normalisation

SNINN] BIDS

Iog-ratioI R R
Segmentation

SN B LS
oves| Tt
Copy calling
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1.3. Exemple : lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL)
1.3.3. Mise en évidence d'une délétion de CDKN2A par CGH-array [2]

2 copies (normal)

CDKNZ2A : Cyclin-Dependant KiNase #2A o 1 copie (délétion hétérozygote)
£ R 0 copies (délétion homozygote)
Suppresseur de tumeur ¢ - log, (0/2) — -inf
Plusieurs transcrits : ? '
- inhibition de CDK4 (cycle cellulaire) ~
- stabilisation de TP53 (apoptose) ~1
T o R 2 copies (normal)

Fréguemment délété
DLBCL : 30% des ABC, 5% des GCB "
Autres tumeurs également

2

9434 7T
J

3931.3
9952

Gq21,31
9q21,32

GRCK37
95243
5p24.2
9p24.1
9p13.3
95,2
5q71,17
9q21.13

UCSE bands

o n . 2 copies (normal)
N R - B - T A 1 copie (délétion hétérozygote)

Rec

L., N 0 copies (délétion homozygote)
il R A U log,(0/2) — -inf

Yal
0
|
ki
+

2 copies (normal)

CIRNZE
_> TR

UBAp2PE
HTAR Coob#53
KHIRPPL LOC104418937 Loc1ofszzeas CORNZE-ASL | |

21,65 21,7 21,78 21.8 21,85 21.9 21,95 22 22,05 2.1 22,18 22,2 22,25 22,3 22,35 22.4

GRCh37

NCBT geres
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1.4. CNV-seq

CNV-seq
Xie & Tammi (2009) BMC Bioinformatics. Mar 6;10:80
CNV-seq, a new method to detect copy number variation using high-throughput sequencing.

Séquencage
Echantillon cible
Echantillon de référence
Alignement des reads

Calcul du log-ratio
Fenétre glissante le long du génome
Nombre de reads cible / référence

Choix d’une fenétre optimale
Fixe la précision (r=0.6, 15/ 10 copies)

Fixe la significativité (alpha) 6 " . -
7 (]
Dépend de la profondeur o & . — 4 - . '
o -+ e ® . = L]
| 2 .
< My hhbailefainpb
g-2- 8 -
=
—4- @
L]
= | | 1 | | | | | | | I | | | ) 1 J I | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10/ 11 12 13 14 15 16 17 1819202122 X Y
Chromosome
6, }
° [
o i ' ® °
B ool -
o ol -~ . cowe »~ BoBespe o B [ ] w.-ﬂh.‘.’n‘fﬂ‘( mBosmrew. e .- Be® o own e
g’N727 e - il L W' - - - e e el e g e W Ly .
|
—4-
=0 | I I I | |
2.0e407 4.0e+07 6.0e+07 8.0e+07 1.0e+08 1.2e+08
Log,o(p-value)
. -7
6,
4- = . -6
®
2 2 o . 5
E;N 0- ¢ e [ - L ) -4
B ~% g
_4-
S | | | _2
1.7e+07 1.8e+07 1.9e+07 -1

Position (bp)

Xie & Tammi 2009
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2. Pertes d'héterozygotie
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2.1. Disomie Uni-Parentale (UPD)
2.1.1. Isodisomie

Isodisomie

Robinson, Bioessays (2000)
Mechanisms leading to uniparental disomy and their clinical consequences.

Définition
UPD : perte d'hétérozygotie sans perte de copie
Isodisomie : 2 chromosomes identiques

A. Compensation
Duplication du chromosome restant aprés une perte

B. Recombinaison homologue +
Crossing-over durant la mitose = régions en situation d'isodisomie

Hypothése « two-hits »

Corrolaire a « I'hypothése de Knudson » =
Une anomalie ponctuelle touche un seul chromosome
Inactivation d'un GST : 2 versions a inactiver (récessivité)
UPD : extension d'une mutation au 2°™ allele

Note : une délétion donnera le méme résultat

JAK2 et MPD

Syndromes Myelo-prolifératifs (MPD)
Exces d'hématocytes (# MDS)

JAK 2 : Janus Kinase #2
Kinase : ajout d'un phosphate (transmission du signal)
Cascade de réponse a I'erythropoiétine (EPO), THPO, IL3 ...

JAK2 V617F

Activation permanente de la cascade

~90% des Polycythaemia Vera

~50% des Primary MyeloFibrosis et Essential Thrombocythaemia




2. Pertes d'hétérozygotie

2.1. Disomie Uni-Parentale (UPD)
2.1.2. Hétérodisomie

Hétérodisomie

Robinson, Bioessays (2000)
Mechanisms leading to uniparental disomy and their clinical consequences.

Définition
2 chromosomes homologues issus du méme parent

A. Anomalie de méiose
Non-disjonction durant la méiose
Fécondation complémentaire (2 + 0)

B. Trisomie mal résolue
Avortement spontané si non résolue
Perte aléatoire d'un des 3 chromosomes

Mosaicisme chromosomique
Non-disjonction + crossing-over
= (hétéro + iso) disomies

Méiose normale

Effets peu étudiés
Régulation transcriptomique par effet d'empreinte

[E5) ev-re ] Sylvain Mareschal (novembre 2013)

Non-disjonction

Non-disjonction + recombinaison
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2.2. Mise en évidence
2.2.1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

SNP
A site valide
Objectif : différencier les deux alléles Alglel  mm | —
Cas normal : un alléle de chaque parent .
Alele2 [ mm | I

Recherche d'un polymorphisme variant entre les parents

T : site non reconnu

Enzymes de restriction 2 chromosomes homologues
Endonucléases, coupent les deux brins d'’ADN
Sites de restriction fixes (4 a 8 bp, fréquence ~ 4" bp)
Nombreuses enzymes disponibles
Southern blot Alélel 7 | I [
Hybridation d une s_onde c_omplementalre marquée Alle2 — 1 - R
Marquage radioactif historiquement
Migration sur gel + enzyme de restriction
Analyse comparative
Méme locus sur ADN normal et tumoral
sonde
Allgle2 —p —
Alldle 1 (R Alélel —1 C ] [
/ N Aléle2 1 | || [ —
normal  tumoral + sonde marquée
Conclusion pour un locus
Variante : CNV l
Utilisation d'une répétition en tandem ou d'une délétion
Allgle2 — p —
CNV ‘ I taille du
Allelel © w0 - Allele 1 = fragment
Allele2 T mm|TTT1T1T] | Southern blot

Evolution : PCR
Utilisation de primers choisis plutét que sites de restriction
Plus besoin de marquage spécifique (BEt)
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2.2. Mise en évidence
2.2.2. SNP-array

Infinium HD Assay

Génotypage haut débit
HumanOmni illumina 1 & 5 10° SNP

Genomic DNA
(200-400 ng)

Un fluorochrome par alléle
Un échantillon par puce
Exemple illumina Infinium

Résultats plus complets Da>ard

Single Nucleotide Polymorphisms >A>arda nolo-ganams
Copy Number Variations DADAD@ e
Uniparental disomies Darapda

¥

. B Allel
Jozpee FreQueeniy QI A>T F t DNA
= > : TG TodIliind Toaliisda ?
;fAA AB BE: Normal "

U SO, Two-Step Allele Detection

Step 1. Selectivity

‘. CN-1 FA/- B/-4 Délétion )
g - “ \ Hj_“”“HT Hybridization
A 9 V- ™\ of unlabeled
R Sl REEE SR SR WO RRE DNA fragment

E‘ to 50mer probe
i ‘: Loss Of on array
EAAA AAB ABE BBBY Duplication heterozygosity Step 2. Specificity
; : (LOH)
P...= & % Pol G/
; . l C— ;Af\. C/\_;_ o Enzymatic single
k A T ase extension
- .,] Uniparenta J ——T— e
i disomy (UPD) R
9

The Infinium HD Assay protocol features single-tube sample prepa-
ration and whole-genome amplification without PCR or ligation

steps, significantly reducing labor and sample-handling errors.

http://www.hmds.info/Content/DiagMethods/Techniques/SNParray/SNParray.aspx

http://www.illumina.com/technology/infinium_hd_assay.ilmn
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