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CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

| ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

[NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH)

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité octobre 2018
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64&me section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64&me section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

| ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT

ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

| BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

| CARDIOLOGIE 5102

GUED]J Eric (PU-PH)

GUYE Maxime (PU-PH)

MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69&me section)

AVIERINOS Jean-Frangois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

| CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5&éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

| CHIRURGIE GENERALE 5302

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)



| CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002

|GUERIN Carole (MCU PH)

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)

BLONDEL Benjamin (PU-PH)

CURVALE Georges (PU-PH)

FLECHER Xavier (PU PH)

PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

OLLIVIER Matthieu (MCU-PH)

CHIRURGIE INFANTILE 5402

GUYS Jean-Michel (PU-PH)
JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
LAUNAY Franck (PU-PH)
MERROT Thierry (PU-PH)
VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)
FAURE Alice (MCU PH)

PESENTI Sébastien (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702

BERTUCCI Frangois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)
COWEN Didier (PU-PH)
DUFFAUD Florence (PU-PH)
GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)

VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

| CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

CHIRURGIE PLASTIQUE,

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominique (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

| CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH)

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201

BARTHET Marc (PU-PH)

BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH) Surnombre
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)

| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202

| SEITZ Jean-Frangois (PU-PH)

LEPIDI Hubert (PU-PH)

ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité
PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)

| GENETIQUE 4704

| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003

| BEROUD Christophe (PU-PH)

BERBIS Philippe (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH)

MONCLA Anne (PU-PH)
SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)

| DUSI

| TOGA caroline (MCU-PH)

COLSON Sébastien (MCF)

ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH)

GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

| EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AUQUIER Pascal (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH)

GENTILE Stéphanie (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre
THIRION Xavier (PU-PH)

BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06eme section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

BOUBLI Léon (PU-PH)

BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)
CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)



| IMMUNOLOGIE 4703

| HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Frangois (PR) (69&me section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65eme section)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (MCU PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

SUCHON Pierre (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

| MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

LEONETTI Georges (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

MILLION Matthieu (MCU-PH)

PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

| MEDECINE D'URGENCE 4805

KERBAUL Francois (PU-PH)
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)

SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

EBBO Mikael (MCU-PH)
GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)

ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)
FILIPPI Simon (PR associ¢ Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

| MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

[ NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

| NUTRITION 4404

[ NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

NEUROLOGIE 4901

| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66éme section)
SOBOL Hagay (PR) (65éme section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)



| OPHTALMOLOGIE 5502

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH) Disponibilité
MATONTI Frédéric (PU-PH) Disponibilité

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)

FAKHRY Nicolas (PU-PH)

GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)

MICHEL Justin (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)

FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

PHILOSPHIE 17

LE COZ Pierre (PR) (17&éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

| PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH)
OVAERT Caroline (MCU-PH)
TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

| PHYSIOLOGIE 4402

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnes (PU-PH)

BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

REY Marc (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69&me section)

| PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

[THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)

| PSYCHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

AGHABABIAN Valérie (PR)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

| RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH)

PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

ASTOUL Philippe (PU-PH)

BARLESI Fabrice (PU-PH)

CHANEZ Pascal (PU-PH)

CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

MASCAUX Céline (MCU-PH)
TOMASINI Pascale (MCU-PH)

| REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

| THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804

GAINNIER Marc (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH)

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

| RHUMATOLOGIE 5001

| UROLOGIE 5204

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
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Au Professeur Norbert Vey, merci de m’avoir proposé ce sujet plus qu’intéressant et de
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A I'équipe des cytologistes, ces 6 derniers mois ont été un vrai plaisir et une vraie une
bouffée d’oxygene, merci pour tout ce que vous m’avez appris. Florence, je te promets que

je ne raterai plus jamais un basophile.
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A mes amis :

Aux Monokinis: Qui a dit loin des yeux loin du cceur ?? Archi Faux. Les monokinis ne
craignent clairement pas la distance et on I'a bien prouvé ces dernieres années. C'est
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rires avec vous. Andréa, une amitié inconditionnelle, toujours la dans les bons comme dans
les mauvais moments. On en a fait du chemin depuis les tutorats de P1 | Tu as essayé de me
quitter mais tu t’es vite rendue compte de ton erreur et tu es revenue !! Je te promets de
me rendre plus disponible cette année. Emilie, tu es et tu resteras un vrai pilier, la copine a
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Anne, un vrai coup de coeur dés notre rencontre. Tu es une fille pleine de vie (trop
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INTRODUCTION
1 Généralités

1.1 Définition

La leucémie aiglie myéloide (LAM) est une hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération clonale avec blocage de maturation des précurseurs de la lignée myéloide. Elle
est le résultat d’'une combinaison d’anomalies génétiques (amplifications, délétions,

réarrangements, mutations ponctuelles) affectant a la fois la prolifération, la survie et la

différenciation.

1.2 Epidémiologie

Les LAM représentent environ 80% des LA de I'adulte avec 2791 nouveaux cas de LAM
en France en 2012, une moyenne d’age de 70 ans au diagnostic et un sexe ratio quasi
équivalent (49.5% d’hommes) (1). Comme dans la plupart des cancers, I'incidence augmente

avec I'age avec un maximum au-dela de 85 ans.

A l'inverse de certains cancers solides, il n’existe pas de facteurs de risque identifiés a
I'origine d’'une LAM, excepté dans de rares cas : exposition a certains produits chimiques
(benzene), rayonnements ionisants, antécédents de chimiothérapies (alkylants), acutisation
d’un syndrome myélodysplasique (SMD) ou myéloprolifératif (SMP) ou enfin certaines
anomalies génétiques constitutionnelles syndromiques (ex : syndrome de Down) ou non

syndromiques (ex: thrombopénie familiale avec mutation germinale de RUNX1).



1.3 Survie et facteurs pronostics
La survie globale s’est peu améliorée depuis les 30 derniéres années, avec des taux

entre 20 et 25% a 5 ans sur la période 2005-2010 (Figure 1) (2).
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Figure 1: Survie cumulative des patients atteints de LAM en fonction des périodes d’aprés (3)

De nombreux facteurs influencent le pronostic de la maladie, gu’ils soient liés au patient, a la

maladie ou au traitement (4).

- Facteurs liés au patient : I'age est un facteur indépendant et est de loin le critére
pronostic ayant le plus d’impact sur la survie dans les facteurs liés au patient(Figure
2) (5,6). De nombreux facteurs associés contribuent a 'effet délétére de I'age sur le
pronostic de la maladie tels qu’une augmentation des comorbidités et un état

général moins bon pouvant étre un frein a la réalisation de traitements intensifs. De



méme, les caractéristiques biologiques des leucémies semblent se modifier avec
I’age, avec une proportion plus importante de caryotypes et de profils mutationnels
défavorables ainsi que de LAM secondaires conférant donc un pronostic plus sombre
a cette population. De ce fait, les patients dgés ont un taux de rémission compléte
plus bas que les sujets jeunes, une mortalité liée au traitement et une résistance aux
traitements plus importante(7). La survie globale reste trés courte, seulement 6% a
2ans, avec une médiane a 2 mois dans une étude de registre nord-américaine(8).0n
peut citer également le perfomans status, facteur pronostic indépendant important

qguel que soit I’dge au méme titre que la présence de comorbidités (9-11).
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Figure 2 : survie globale en fonction de I’age, tout traitement confondu selon (12)

Facteurs liés a la maladie :
o Les formes secondaires : Environ 20 a 30% des LAM sont considérées comme

secondaire (13,14), c’est-a-dire faisant suite a une hémopathie maligne sous-
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jacente (SMD ou SMP) ou a un traitement par chimiothérapie ou
radiothérapie antérieure. Elles sont associées a un moins bon pronostic que
les LAM de novo, avec des taux de rémission compléete et de survie inférieurs
(15) . Bien que plus fréquentes chez les patients agés, et associés a des
caractéristiques cytogénétiques défavorables, les formes secondaires restent
un critére indépendant de mauvais pronostic (16,17).

La cytogénétique et la biologie moléculaire : ce sont les facteurs pronostics les
plus importants dans la LAM et sont a la base de la classification pronostique
décrite plus loin.

La réponse au traitement : La réponse au traitement est un critére pronostic
majeur. De maniere précoce, la persistance d’une blastose médullaire a J16
post induction est associée a un taux de RC plus faible et une survie plus
courte (18).L'obtention d’une RC morphologique (mRC) est définie par la
présence de moins de 5% de blastes en post induction et est un facteur
prédictif d’'une meilleure survie. Cependant, bon nombre de patients en mRC
vont quand méme rechuter, indiquant que ce critére n’est finalement pas
assez sensible. De ce fait depuis plusieurs années se développent des
techniques de mesure de la maladie résiduelle via des techniques beaucoup
plus sensible telles que la PCR, la cytométrie en flux ou le NGS afin d’identifier

les patients plus a risque de rechuter(19,20).



2 Classification diagnostique

Historiquement, les LAM étaient classées selon la classification internationale Franco-
Américano-Britannique (FAB) établie en 1976 en fonction de leur aspect cytologique
(morphologie et caractéristiques cytochimiques) ce qui permettait d’une part de distinguer
les LAM des leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) et d’autre part de classer les LAM

selon leur degré de différenciationmyéloide ou monocytaire(21,22).

En 1999, I'organisation WHO développait une nouvelle classification qui intégrait des
données cytogénétiques et abordait la notion de dysplasie dans les LAM afin d’ apporter un
caractére pronostic a la classification(23). Aussi le pourcentage de blastes seuil définissant
une leucémie aiglie passait de 30% a 20% (a I’exception de certaines LAM a anomalies
cytogénétiques récurrentes pour lesquelles le seuil de 20% n’était plus nécessaire au

diagnostic).

Grace aux progrés de la cytogénétique et a une meilleure compréhension des
mécanismes de leucémogénese, cette classification n’a cessé d’évoluer et de s’affiner sur les
derniéres années (24,25) avec une derniere version publiée en 2016 (Table 1) (26). Celle-ci
distingue notamment 4 grandes classes : les leucémies aigues avec mutations génétiques
récurrentes, les leucémies avec anomalies associées aux myélodysplasies (antécédent de
SMD, présence d’une dysplasie multilignée ou d’anomalies cytogénétiques de type SMD), les
leucémies post chimiothérapies et enfin les LAM ne présentant aucune de ces

caractéristiques (NOS).



Acute myeloid leukemia (AML) and related neoplasms
AML with recurrent genetic abnormalities
AML with t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1
AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH 11
APL with PML-RARA
AML with t(9;11)(p21.3;q23.3);MLLT3-KMT2A
AML with t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
AML with inv(3)(q21.3926.2) or 1(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL 1
Provisional entity: AML with BCR-ABL1
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
Provisional entity: AML with mutated RUNX1
AML with myelodysplasia-related changes
Therapy-related myeloid neoplasms
AML, NOS
AML with minimal differentiation
AML without maturation
AML with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia
Acute panmyelosis with myelofibrosis
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Transient abnormal myelopoiesis (TAM)
Myeloid leukemia associated with Down syndrome

Table 1 : Classification WHO 2016



3 Classification pronostique

La stratification pronostique actuelle des LAM repose sur 'identification d’anomalies

caryotypiques et moléculaires mettant en évidence des entités clinico-biologiques distinctes

en termes d’obtention de réponse compléte et de survie(27-29). Ainsi certaines anomalies

génétiques récurrentes telles que la t(15,17), la t(8,21) ou I'inv(16) conféere un bon pronostic

alors que d’autres telles que I'inv(3), les monosomies ou délétions du chromosome 5 et 7 et

les caryotypes complexes et monosomaux sont de trés mauvais pronostic avec des survies

extrémement faibles (Figure 3). Ainsi, les anomalies cytogénétiques sont regroupées en 3

groupes conférant une survie plus ou moins bonne : cytogénétique favorable, intermédiaire

et défavorable. La catégorie des caryotypes intermédiaires représentent environ 50% des

patients, et 25% pour les catégories favorables et défavorables.

% alive

MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival

Ages 16-59

100 -

t(15;17) (n= 607)
t(8;21) (n=421)
|nv(16)/(t(1 6;16) (n=284)
AT (et

1(6;9) (n=42)

inv(3 /t(3;3) (n=69)

1(9;22) (n=44")

Other t(11q23) (n=60%)

1(3;5) (n=25*

-5/del(5q) (n=258*)

-7/del(7q) (n=336%)

AML with other MDS-related (n=343**)

81%

61%

39%

27%

}50
v

Figure 3 : Survie globale en fonction des anomalies cytogénétique d’apres (27).
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Bien que la stratification via la cytogénétique ait permis I'individualisation de groupes
de pronostic différent, I’'hétérogénéité au sein d’'une méme classe restait assez importante
notamment dans le groupe a cytogénétique intermédiaire qui présentait des taux de
réponse trés variable (30). En 2010 et grace aux progrés de la génomique, voit le jour une
nouvelle classification a visée pronostique, la classification de I'ELN (31) incluant les
principales translocations ainsi que 3 mutations (NPM1, FLT3 et CEBPA) et divise les patients
en 3 sous-groupes de pronostic différent : favorable, intermédiaire et défavorable. Celle-ci
est complétée en 2017 (Table 2) avec notamment I'adjonction de 3 nouvelles mutations
dans le groupe défavorable : ASXL1, RUNX1, et TP53 et la prise en compte du ratio allélique
de FLT3 permettant entre autres de reclasser les NPM1+/FLT3 low ratio dans le groupe
favorable(32). Ainsi, 'apport de la biologie moléculaire permet d’affiner la classification
pronostique en reclassant certains patients a caryotype intermédiaire en ELN favorable et
défavorable selon leur statut mutationnel. Cette classification a également un intérét
décisionnel, car elle permet de définir les sous-groupes devant bénéficier d’ une allogreffe

en 1°™ rémission compléte (33).
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Risk Category  Genetic Abnormality

Favourable H8: 21022022 1); RUNXT-RUNXTTT

In18)D13.1022) or 116, 160p13.1,022); CEFE-MYHT1
Mutated NPMT without FLTZITD or with FLTZTD low*
Biallelic mutated CEBPA

Intermediate | Mutated NPM7 and FIT3-ITD high*

Wild type NPMT without FLT3-TD or with FLTZ-TD low® (w/o
adverse risk genetic lesions)

U1 1P21.3,q23.3), MLIT3-KMT2A**

Cytogenetic abnormalities not classified as favourable or
adverse

Adverse 16 9p23,034.1); DEK-NUP214

tiv: 11023.3); KMT2A rearranged

H9-22)q34.1:011.2); BCR-ABL1

N2, 3024620 or H3021.3,026.2), GATAZ, MECOMIPWT)
-5 or delfbg); -7; -17/abn{17p)

Complex karyotype, # monosomal kanyotypes++

Wild type NPMT and FIT3-TD high*

Mutatod RUNXT***

Mutated ASXL1***

Mulated TRE3+

*Low, low allelic ratio (<0.5); high, high allelic ratio (=0.5); as determined by Genescan
analysis. **The presence of {9 11)p21.3,023.53) fakes precedence over rars,
concurment adverse-risk gene mutations. #Three or mare urrelated chromosome
abnormmalities in the absence of one of the World Health Organization-designated
FECUITIngG translocations or iMversions, i.e., HE21), imi1a) or §16.16), e 11), 1 11)
Q233 169, w3 or 33 AML with BCR-ABL1. ++Defined by the presence of one
single monasomy (excluding loss of X or Y} in association with at least one additional
monosomy or structural chiromosorme abnormality fexcluding core-binding factor
AML )4 ==*These markers showld not be used as an adverse prognostic marker if

they co-occur with favourable-risk AML sublypes. +TPS3 mustations are significantly
associated with AML with complex and monosomal karyotype. =

Tableau 2 : classification de I'ELN

13



4 Traitement standard de la LAM

L'approche générale du traitement des LAM a peu changé depuis de nombreuses
années. Le choix du traitement de lere ligne prend en compte I'dge physiologique du

patient, son état général et ses comorbidités.

4.1 Traitement de 1ére ligne

4.1.1 Sujets éligibles a un traitement intensif

4.1.1.1 Chimiothérapie d’induction

Le schéma de l'induction est resté globalement le méme depuis 30ans si ce n'est
guelques adaptations de doses. Actuellement en France, le schéma suivi pour les patients
jeunes est celui du protocole BIG-1 qui randomise 3 jours d’anthracyclines (fortes doses
d’idarubicine a 9 mg/m2/j pendant 5 jours (dose totale 45mg/m2) ou daunorubicine a 90
mg/m2/j pendant 3 jours) associés a 7 jours d’aracytine (100 a 200 mg/m2) en perfusion
continue. Le schéma « 3+7 » permet d’obtenir des taux de RC dans 60 a 80% chez les
patients les plus jeunes et 40 a 60% de RC chez les patients plus agés(34,35). La dose de
daunorubicine est passée de 45 mg/m2 a 90 mg/m2 devant I’ augmentation significative des
taux de RC et de la survie globale sans augmentation de la toxicité (36,37). En 2018, I'essai
SAL-DaunoDouble était le 1*" essai randomisé a démontrer que la daunorubicine &8 60mg/m2
faisait aussi bien qu’a 90mg/m2, et actuellement de nombreux centres en France utilisent
cette dose en induction(38).

L'idarubicine est la deuxiéme anthracycline utilisée dans le traitement d’induction
des LAM et présente plusieurs avantages comparés a la daunorubicine : plus lipophile

avecune meilleure distribution intracellulaire, plus faible sensibilité aux molécules MDR
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(MultiDrug Resistance), plus forte liaison a I'ADN résultant en une activité cytotoxique dix
fois supérieure et enfin demi-vie beaucoup plus longue (39,40). Globalement, I'idarubicine a
montré sa supériorité par rapport a la daunorubicine dans plusieurs essais
randomisés(41,42) avec un avantage supplémentaire dans le groupe a cytogénétique
intermédiaire et chez les patients agés (43—45).

Chez les patients agés mais éligibles a une induction, il est donc plutdt utilisé la
combinaison idarubicine + aracytine a doses adaptées selon le protocole LAMSAQ7
(idarubine 8mg/m2 sur 5 jours et aracytine 100mg/m2).

Trois nouvelles drogues ont été récemment approuvées dans la stratégie
d’induction :

- Le gemtuzumab ozogamycin (GO) est un anti CD33 couplé a un dérivé cytotoxique de
la calichéamycine a désormais ’AMM en induction car des essais randomisés ont mis
en évidence un bénéfice a son utilisation a doses fractionnées en association avec la
chimiothérapie d’induction (46) notamment pour les LAM CBF (47).

- Les patients ayant une LAM secondaire aux traitements ou une LAM MRC bénéficient
d’un traitement d’induction par CPX-351 qui est une forme liposomale de
daunorubicine et aracytine et qui a démontré sa supériorité dans ce groupe dans un
essai randomisé de phase Ill avec un gain en survie globale (9.6 vs 6 mois pour le 3+7
standard)(48).

- Enfin, depuis 2017 et pour les LAM FLT3-ITD et/ou muté, la midostaurine 100mg/jour
en deux prises est ajoutée a l'induction selon le schéma de I'étude RATIFY(49) (Voir

plus bas chapitre Médecine personnalisée).
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4.1.1.2 Consolidation
Depuis les années 90, elle reposait sur I'administration de cytarabine a fortes doses
(HDAC 2 a 3 gr/m2 toutes les 12 heures pendant trois jours), en cures répétées trois ou
guatre fois, sur la base d’'une étude du CALGB(50). Cependant, cette étude comparait des
hautes doses de cytarabine a des doses de 200 et 400 mg/m?. Des études plus récentes se
sont intéressées a déterminer la dose et le nombre de cures nécessaires pour une efficacité

optimale et une toxicité limitée (51-53) et I'intérét des consolidations multi-agents(54,55).

Ces études se sont accordées sur l'absence de supériorité des hautes doses de
cytarabine par rapport aux doses intermédiaires, I'absence de supériorité du bras multi
agents versus cytarabine en monothérapie sauf dans le groupe défavorable et préconisent la

réalisation de 2 a 4 cures de cytarabine en I'absence d’allogreffe.

Pour les patients agés éligiblesa une induction, les consolidations seront décidées en
fonction du statut mutationnel. Il sera préféré 3 consolidations avec aracytine doses
intermédiaires chez les patients NPM1 ou CEBPA mutés et plutét 2 consolidations a base

d’anthracyclines et aracytine chez les NPM1 non mutés (1+5).

Enfin depuis 2017 et pour les LAM FLT3-ITD et/ou muté, la midostaurine 100mg/jour en

deux prises est ajoutée aux consolidations selon le schéma de I’étude RATIFY(49).

Pour les LAM MRC, une consolidation avec CPX-351 est recommandée.
4.1.1.3 Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (AlloHSC)
L'indication d’alloHSC en RC1 fait également I'objet d’une étude dans le protocole

BIG1 et repose 1) sur le statut du patient au sein de la classification ELN ; 2) la réponse au

traitement et notamment I’évaluation de la MRD en post consolidation 1 quand cela est
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possible ; 3) le risque associé a la greffe évalué entre autre par le score de Sorror et le type

de donneur disponible.

Ainsi l'attitude actuelle consiste a proposer une alloCSH dés que possible aprés la léere

consolidation aux:

- Patients du groupe défavorable, a partir de tout type de donneur et sources de CSH
alternatives, car elle représente a I’heure actuelle la seule option curative (56,57).
Malgré cela, le pronostic de ces patients méme en post greffe reste sombre et leur
survie ne dépasse pas 25% (42,58)

- Patients du groupe intermédiaire, quand un donneur 10/10 est disponible, sauf les
patients NPM1 mutés qui auront une diminution de MRD2 d’au moins 4log et qui de
ce fait passeront dans le groupe favorable sans indication de greffe.

- Patients du groupe favorable n’ayant pas obtenu une RC aprés la 1 cure
d’induction, ou patients NPM1 dont la diminution de MRD sera <4log en post
consolidation 1 et qui de ce fait passent en groupe intermédiaire avec indication de

greffe.

4.1.2 Sujets agés non éligibles a un traitement intensif

Pour les patients non éligibles a un traitement intensif, la priorité sera a I'inclusion

dans des essais thérapeutiques.

Peu d’autres options s’offrent a cette population (Figure 4) avec la possibilité de bénéficier
d’agents hypométhylants comme azacitidine chez les patients ayant moins de 30% de
blastes (voir plus bas partie sur agents hypométhylants), de I’aracytine sous cutanée ou enfin

en cas de fortes comorbidités ou d’un age tres élevé, de simples soins de support.
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New AML age

260
Fitness Based on Age,
PS, and Co-morbidities Fit Unfit
Intensive Low-intensity
Treatment Induction: 7+3 Approach: LDAC,
or Clinical Trial HMA, or Clinical Trial

Remission Status No CR No CR

CR
¥ !
Clinical Trial Clinical Trial
No

Transplant Candidate with Yes
Adverse or Int. Risk Disease

Consolidation RIC IDAC or
AlloHSCT Clinical Trial

Figure 4 : Options thérapeutiques chez les patients de plus de 60 ans d’aprées (59)

4.2 Traitement des rechutes

Il n’y a actuellement pas de recommandations pour le traitement des rechutes.

Le choix de la thérapeutique prendra en compte l'intervalle libre entre la derniere RC et la
rechute, I’état général du patient mais aussi le nombre de rechutes antérieures. Les patients
éligibles a un traitement intensif avec une durée de RC >2ans pourront étre réinduits en
I'absence de caryotype défavorable. Ceux avec un caryotype défavorable pourront
bénéficier d’azacitidine. Une allogreffe devra étre proposé si une RC2 est obtenue en

fonction de I’état général du patient.
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Ce groupe de patients présente un pronostic sombre et ce d’autant plus que I'on
dispose de peu d’options thérapeutiques valables d’ou I'importance d’inclure ces patients

dans des essais cliniques.

Au total, les options thérapeutiques sont limitées pour les patients non eligibles a un
traitement intensif et pour les patients en rechute avec des résultats peu satisfaisants en
termes de survie. Ces derniéres années de nombreuses nouvelles molécules sont apparues
dans le paysage thérapeutique de la LAM, mais peu encore ont obtenues une AMM dans le
contexte R/R, on peut citer la vosaroxine avec I’étude VALOR et le quizartinib avec I'étude
QUANTUM-R qui entrainaient un avantage en survie (60,61) (détails dans la partie
émergence des thérapies ciblées). Ceci implique de poursuivre les efforts pour développer
de nouveaux traitements, notamment via l'identification de cibles moléculaires afin de

personnaliser les traitements.
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5 Une meilleure compréhension de la leucémogéneése au niveau

moléculaire

En 2004, Gilliland et al. proposait un modele de leucémogénéese impliquant la
coopération d’une altération conférant un avantage prolifératif (événement de classe |) et
d’une altération induisant un blocage de différenciation (événement de classe Il) (62). En
2013, Le Cancer Genome Atlas fournissait pour la 1ére fois une étude de grande ampleur du
génome dans la LAM a l'aide de séquencage a haut débit chez 200 patients (63) et

permettait d’enrichir cette classification avec I'identification de 8 catégories fonctionnelles

de génes (Figure 5) (35).
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Figure 5 : Représentation des 8 classes fonctionnelles de génes d’aprés (35)




Ces avancées dans la comprehénsion de la leucémogénése sont d’autant plus importantes
gu’elles permettent d’identifier des altérations moléculaires qui peuvent étre ciblées par des

traitements spécifiques.

5.1 Voies de signalisation (59% des cas)

Ces mutations affectant les voies de signalisation sont les plus fréquentes et affectent
notamment les genes codant des récepteurs a activité tyrosine kinase de classe lll, tels que
KIT ou FLT3, ainsi que des protéines intracellulaires intervenant dans la transduction du
signal (RAS, PTPN11, JAK2). Elles impliquent généralement des acides aminés conservés
(hotspots mutationnels) conférant un gain de prolifération et/ou de survie des cellules
leucémiques (anomalies de classe 1) via I'activation constitutive des voies de signalisation
RAS-RAF, JAK-STAT et PI3K-AKT. Certaines voies impliquées dans le métabolisme, la survie et
la prolifération peuvent étre suractivées au détriment des voies de contréle de la
prolifération ou de la survie, telle que la régulation de certains genes pro-apoptotiques ou
suppresseurs de tumeurs. Elles sont intéressantes car potentiellement ciblables par des

thérapies.

5.1.1 Les mutations de FLT3

Le géne FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) localisé en 13912 code pour un récepteur
de type tyrosine kinase de classe lll. FLT3 est normalement exprimé par les progéniteurs
myéloides et lymphoides et son expression diminue avec la différenciation. FLT3 joue un role
important dans la prolifération, la survie et la différenciation des progéniteurs
hématopoiétiques multipotents et son expression est augmentée dans les blastes
myéloides(64). L’anomalie la plus fréquente, décrite pour la 1% fois en 1996 (65), est une

duplication en tandem (FLT3-ITD) de 3 a plus de 400 acides aminés localisés dans les exons

21



14 et 15 codant pour le domaine juxta-membranaire. Cette anomalie est retrouvée dans 20
a 30% des LAM majoritairement dans le groupe a cytogénétique normal (66,67). La
deuxiéme est une mutation ponctuelle (FLT3-TKD) non sens, dans I'exon 20 au sein de la
boucle d’activation du domaine tyrosine kinase (codon D835 et 1836 essentiellement) (68),
présente dans 5 a 10% des LAM. FLT3-ITD et FLT3-TKD sont rarement associées. Ces
mutations vont entrainer dans la cellule leucémique une phosphorylation constitutive du
récepteur et une activation des voies de signalisation en aval notamment des voies Pi3K/AKT
et JAK2/STATS5, provoquant une augmentation de la survie et de la prolifération des cellules
blastiques. Les mutations de FLT3 sont plus fréqguemment retrouvées dans les LAM de novo,
les LAM a caryotype normal et dans les t(15;17) pour FLT3-ITD. La présence de FLT3-ITD est
un facteur pronostique péjoratif sur la survie sans impact sur I'obtention d’une RC (69). Par
ailleurs le ratio FLT3-ITD/ FLT3-WT ainsi que la longueur de I'ITD et le site de I'insertion de
I'ITD sont des facteurs pronostic (70-72). En revanche, I'impact sur la survie sans progression
(SSP) et la survie globale (SG) clairement établi pour le sujet jeune n’est pas retrouvé chez le

sujet agé (73).

5.1.2 Les mutations de RAS

Les protéines RAS (HRAS, NRAS, KRAS) sont des petites GTPases impliquées dans la
transduction du signal de récepteurs membranaires tels que FLT3 ou KIT et dans I'activation
de nombreuses voies de signalisation, contrélant la transcription, le cycle cellulaire, la survie,
la migration, et la prolifération cellulaire mais aussi I’endocytose. Du fait de son implication
fréquente dans les cancers (30%), on parle d’«oncogéne RAS». Les mutations des genes
NRAS et KRAS sont présentes dans environ 15% et 5% des LAM, respectivement. Elles sont
fréquemment associées aux LAM avec inv(16)/t(16;16) ou avec inv(3)/t(3;3). Ces mutations

ponctuelles (principalement sur les codons G12, G13 ou Q61) entrainent une perte de
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I'activité GTPasique intrinséque, provoquant ainsi une activation constitutive de la protéine
et de la voie de signalisation d’aval (RAF, MAP kinase, ERK) (74). A noter, la perte ou
mutation de NF1 (Ras GAP) retrouvée dans 5% des LAM, conduit également a une activation

de la voie RAS. Leur impact sur la survie n’est pas encore formellement élucidé(75).

5.1.3 Les mutations de KIT

Le gene KIT localisé en 4912 code pour un récepteur tyrosine kinase de type Ill dont le
ligand est le stem cell factor (SCF), impliqué dans I'activation des voies de signalisation
induisant la prolifération, la différenciation, la migration et la survie cellulaire. L’activation
constitutive du récepteur peut étre due a plusieurs types de mutations (insertion in-frame,
duplication interne en tandem ou mutation ponctuelle faux sens). La plus fréquente est la
mutation D816V, intéressant le domaine tyrosine kinase. Les mutations de KIT sont rares
dans I'ensemble des LAM, mais sont particulierement représentées dans le sous-groupe des
LAM CBF (20-30% des cas(76)) et peuvent étre ciblées par une thérapeutique spécifique

(dasatinib).

5.2 Méthylation de I’ADN (44%)

Ces mutations agissent en modifiant I'état de méthylation de I’ADN, en ayant pour
conséquence un aspect hyperméthylé de certains filots CpG et une répression
transcriptionnelle notamment au niveau des genes suppresseurs de tumeur. Elles incluent
les mutations des genes DNMT3A et TET2 codant respectivement pour une DNA méthyl-
transférase et une dioxygénase alpha-cétoglutarate-dépendante intervenant dans Ia
méthylation et la déméthylation des cytosines mais aussi les mutations des genes codant les

isocitrate déshydrogénases IDH1 et IDH2.
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5.2.1 TET2

Le géne TET2, situé en 4924, code pour une hydroxylase qui intervient dans le
processus de déméthylation de I’ADN actif qui se termine par le remplacement par une
cytosine non méthylée. TET2 est capable d’initier ce processus en hydroxylant les 5-
méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosines (5-hmC) (77). Les mutations de TET2, décrites
dans diverses hémopathies myéloides et présentes dans 15 a 25% des LAM, sont le plus
souvent des insertions ou des délétions de petite taille ou des mutations ponctuelles non-
sens ou faux-sens, aboutissant a une perte de fonction de la protéine (78). Elles sont
retrouvées dans les CSH multipotentes. et surviennent précocement dans le développement
des hémopathies. Elles sont plus souvent retrouvées dans les LAM a caryotype normal et
sont associées aux mutations de NPM1 et mutuellement exclusive des mutations d’IDH. Bien
gue controversé, leur pronostic semble péjoratif (79—82). Dans une étude récente, Cedena
et al. ont démontré que la présence d’'une mutation de TET2 pouvait étre un marqueur de

réponse a |'azacitidine(83).

5.2.2 DNMT3A

Le géne DNMT3A est localisé en 2p23 et code pour une DNA méthyltransférase qui
catalyse I'addition d’un groupement méthyl en position 5 de la cytosine (5-méthylcytosine) a
I'origine d’'une méthylation de novo de I’ADN, jouant ainsi un role essentiel dans la
différenciation des CSH. Les mutations de DNMT3A, découvertes en 2010, intéressent pour
la plupart le domaine portant I'activité méthyltransférase, notamment I'exon 23 au niveau
du codon R882. Elles sont responsables d’une diminution de l'activité catalytique de la
protéine et d’une hypométhylation de certaines régions de I’ADN (84). Les mutations de

DNMT3A sont retrouvées dans environ 20% des LAM de |'adulte, notamment dans les
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formes a différentiation monocytaire et les LAM avec mutations de NPM1 et de FLT3(63). Il

semblerait qu’elles soient associées a un pronostic péjoratif (85).

5.2.3 IDH1 et IDH2

Les genes IDH1 en 233 et IDH2 en 15026 codent respectivement pour les enzymes
isocitrate deshydrogénase 1 et 2 qui convertissent l'isocitrate en alpha-cétoglutarate. Dans
les LAM, leurs mutations intéressent le codon R132 d’/DH1 et les codons R140 et R172
d’IDH2 et modifient I'activité enzymatique d’/DH1/2, leur conférant la capacité de réduire
I'alpha-cétoglutarate en 2-hydroxyglutarate (2HG). L’accumulation excessive de 2-HG
conduit a l'inhibition des enzymes dépendantes des dioxygénases comme les protéines TET
et Jumonji qui sont responsables de la déméthylation de I’ADN et des histones,
respectivement, dont les conséquences entrainent une altération épigénétique et une
différenciation cellulaire altérée (86). Au sein des LAM, la fréquence des mutations d’/DH1/2
est de 15-20% et augmente avec I'age en particulier la IDH2 R140. Elles sont plus fréquentes
chez les patients ayant un caryotype normal. Le spectre mutationnel associé est différent :
mutations de DNMT3A et NPM1 avec IDH1 et IDH2 R140 ; ASXL1, SRSF2, RUNX1, STAGZ2 avec

IDH2 172 (87). IDH2 R140Q mutation est plus fréquente (75%—80%) que IDH2 R172K (20%).

Dans les hémopathies myéloides, elles sont considérées comme événement initiateur
dans 19% des cas pour IDH1 et 34% avec IDH2. Les mutations d’ IDH1 semblent étre
impliquées dans les premiers stades de LAM de novo, tout comme NPM1, DNMT3A, TET2 et
ASXL1 (88). En revanche, une publication récente de I’ASH sur plus de 6000 patients avec
LAM retrouvait 16% de mutations d’'/DH d’apparition secondaire. Dans cette étude, les
mutations initiatrices étaient associées avec DNMT3A, SRSF2, NPM1, ASXL1 et RUNX1 alors

gue les mutations d’IDH secondaires étaient associées a TP53 et FLT-3-/TD (89).
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L'impact pronostic des mutations d’IDH reste controversé et les résultats des études
sont souvent contradictoires, notamment pour IDH2, car elles analysent souvent ensemble
IDH2 R140 et R172 qui ont un impact pronostic différent. Globalement, il semble que la
R140Q associée a NPM1 ait un impact prognostic positif et que la R172 est de moins bon
pronostic (37,90). Il semblerait également qu’un niveau élevé de 2HG soit de mauvais

prognostic (91).

Les mutations /IDH1 et 2 sont une cible thérapeutique importante dont les

caractéristiques seront développées plus loin.

5.3 Facteurs de transcription (40%)

Ces anomalies incluent les mutations et réarrangements (fusions) affectant des
facteurs de transcription clés de I’'hématopoiese. Elles sont associées a une dérégulation
transcriptionnelle et un blocage de différenciation (anomalies de classe 1) (92). On vy
retrouve les mutations des genes codant pour les facteurs de transcription RUNX1 ou CEBPA
ainsi que les réarrangements du core binding factor (fusions RUNX1-RUNX1T1 et CBFB-
MYH11) ou de RARA, lesquels définissent des entités clinicobiologiques de LAM selon la

classification OMS.

5.3.1 RUNX1

Le géne RUNX1 est localisé en 21922 et code pour la sous-unité alpha du CBF qui va
s’associer a la sous-unité béta pour former le complexe transcriptionnel CBF, lui-méme
jouant un role majeur dans la régulation de I'hématopoiése. Les mutations somatiques

ponctuelles de RUNXI, et plus rarement les délétions, ont été rapportées pour la premiére
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fois en 1999 dans les LAM par Motomi Osato et al, soit 8 ans aprés la premiére mise en
évidence de RUNX1 comme partenaire de translocation (93) et se rencontrent dans 5 a 10%
des LAM. Elles sont de 2 types : les mutations faux-sens essentiellement dans le domaine
Runt (exons 3 a 5) interférant avec la liaison a I’ADN et les mutations non-sens et frameshift
conduisant a la formation d’une protéine tronquée. Leur incidence augmente avec I'age,
elles sont associées a ASXL1, SRSF2, IDH2 et KMT2A et avec les formes secondaires post
SMD. Elles sont prédictives d’une résistance a la chimiothérapie d’induction et d’'une moins

bonne survie et font désormais partie de la classification ELN (35).

5.3.2 CEBPA

Le géne CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein) est localisé en 19q13.1, et
appartient a une famille impliquée dans la balance entre prolifération et différenciation
terminale. Il code pour un facteur de transcription particulierement exprimé par les
précurseurs myélo-monocytaires qui joue un rble essentiel a I'engagement dans la lignée
granuleuse et pour la différenciation terminale des polynucléaires neutrophiles par une
régulation de c-Myc et une action synergique de PU-1 (94). Les mutations de CEBPA peuvent
étre divisées en 2 catégories: une mutation N-terminale conduisant a une forme tronquée
de 30 kDa qui exerce un effet dominant négatif sur I'isoforme active de 42 kDa; et une
mutation en C-terminale qui entraine une altération de I'adhésion a 'ADN ou de la
dimérisation. Certains patients présentent des mutations isolées mono-alléliques, d’autres
des mutations multiples, bi-alléliques ou sur le méme alléle. Les mutations de CEBPA sont
observées dans environ 10 % des LAM et retrouvées essentiellement dans les LAM a
caryotype normal. Il est maintenant confirmé que seules les mutations bi-alléliques de

CEBPA confere un pronostic favorable (95,96). Les mutations de CEBPA semblent de
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fréquence identique chez les patients agés (97) mais l'impact pronostique n’a pas été

exploré a ce jour dans cette population.

5.4 Modification des histones (30%)

Ces anomalies incluent notamment les mutations des génes ASXL1 et EZH2 (codant des
membres du polycomb repressive complex 2) responsables de la perturbation des
modifications post traductionnelles des histones, en particulier via un défaut de méthylation

du résidu K27 de I’histone H3 (H3K27).

5.4.1 ASXL1

Le géne ASXL1, situé en 20qll, est impliqué dans les modifications post-
traductionnelles des histones, notamment en régulant la désubiquitination de la 28 lysine
119 de I’histone H2A et la tri-méthylation de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27me3, via EZH2,
effecteur du complexe polycomb répressif 2, PRC2) (98). Les mutations d’ASXL1, situées dans
I’exon 12, sont retrouvées dans 5 a 10% des LAM et sont majoritairement de type non-sens
avec ou sans décalage du cadre de lecture, aboutissant a la formation d’une protéine dont
I'extrémité C-terminale est tronquée, la plus fréquente étant la mutation c.1934dupG;
p.G646Wfsx12. Il en résulte une perte du domaine PHD (« plant homeo domain »)
nécessaire a la liaison a 'ADN et a la reconnaissance de lysines méthylées. Ces mutations
empéchent le recrutement et la stabilisation du complexe PRC2, s’"accompagnant ainsi d’'une
diminution globale des marques répressives H3K27me3, notamment au niveau des genes de
la famille HOX (HOXA) qui seront exprimés de maniére aberrante(99). De facon similaire, les
mutations d’ASXL1 semblent entrainer une surexpression de certains miRNA, notamment
miR-125a, impliqué dans la régulation des précurseurs hématopoiétiques. Enfin, grace a des

modeles de coopérations avec les mutations de NRAS, il a été montré que les mutations
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d’ASXL1 participent a I'apparition de dysplasie et a la transformation leucémique sur un

terrain de syndrome myéloprolifératif engendré par des mutations de NRAS (100).

La présence de mutations d’ASXL1 semble corrélée a celle de mutations de RUNX1
ainsi qu’aux formes sauvages de NPM1 et de FLT3. Enfin, elles sont associées a un pronostic

péjoratif au sein des hémopathies myéloides et apparaissent dans la classification ELN.

5.4.2 EZH2

EZH?2 localisé sur le chromosome 7q code pour une méthyltransférase H3K27 membre
du PRC2, qui régule la transcription via des modifications du nucléosome, un remodelage de
la chromatine et des interactions avec les autres facteurs de transcription. EZH2 a une
fonction double a la fois d’oncogéne et de suppresseur de tumeur. En effet, les mutations a
I'origine d’un gain de fonction sont plutot retrouvées dans les pathologies lymphoides alors
gu’il s’agira d’'une perte de fonction dans les pathologies myéloides (perte de la tri-

méthylation de H3K37). Les mutations sont plutot rares dans la LAM (0 a 2%).

5.5 NPM1 (27%)

Le gene NPM1 localisé en 5935 code pour une phosphoprotéine nucléocytoplasmique
multifonctionnelle qui intervient dans la synthése du ribosome, la réparation de I’ADN, la
régulation transcriptionnelle, le remodelage de la chromatine ou encore le maintien de la
stabilité de genes suppresseur de tumeurs tels P53 et P14-ARF (101). Les mutations de
NPM1 sont toujours hétérozygotes avec dans plus de 95% des cas une insertion de 4 paires
de bases et se traduisent par la création d’un signal d’export nucléaire conduisant a sa
délocalisation cytoplasmique et la perte de ses fonctions nucléolaires. Les mutations de
NPM1 définissent une entité clinico-biologique de LAM selon la classification OMS et sont

retrouvées dans 30% des LAM de I'adulte et dans environ 50% des LAM a caryotype normal.
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Les LAM avec mutation NPM1 ont une expression faible ou absente du CD34 a la surface des
blastes(101). Elles sont associées aux mutations de FLT3 /TD dans 40% des cas(102). Le statut
NPM1+/FLT3-ITD- est un facteur pronostique favorable et indépendant en terme de survie
chez les patients présentant une LAM a caryotype normal (103-105), et c’est également le
cas des NPM1/FLT3 low ratio (32). Les mutations de NPM1 sont stables au cours de
I’évolution de la maladie et permettent le suivi de la maladie résiduelle par PCR quantitative

(106,107).

5.6 Suppresseurs de tumeurs (16%)

Cette catégorie inclut le géne TP53, localisé en 17p13 qui code pour un facteur de
transcription qui régule I'expression de genes impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, la
réparation de I’ADN et I'apoptose (108). La perte de fonction de TP53 induit une instabilité
génomique, associée a une inhibition de I'apoptose et a une dérégulation du cycle cellulaire,
malgré la présence de lésions de I’ADN. Dans les LAM, les mutations de TP53 sont des
délétions parfois doubles, ou des mutations ponctuelles du géne, souvent bi-alléliques, avec
soit une mutation sur chaque alléle, soit une mutation associée a une délétion sur 'autre
allele. Les mutations intéressent le plus souvent le domaine de liaison a I’ADN, de I'exon 4 a
8. Les altérations de TP53 sont plus souvent retrouvées chez les patients agés, atteints de
LAM a caryotype complexe, notamment les complexes monosomaux avec perte d’un
chromosome 5 (ou délétion 5q) et 7 mais aussi les LAM secondaires et sont associées a un
pronostic péjoratif, indépendamment de la complexité du caryotype (taux de réponse entre

28%—-42% et survie médiane entre 5-9 mois) (109,110).
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5.7 Splicéosome (14%)

Les mutations des génes du splicéosome (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2) sont associées
a des anomalies d’épissage des ARN pré-messagers. De maniére intéressante, il a été montré
gue les mutations de SRSF2 entrainaient un défaut d’épissage de 'ARN d’EZH2 et de BCOR

conduisant a leur dégradation rapide et une altération de la différenciation cellulaire.

5.8 Cohésine (13%)

Le complexe multiprotéique de la cohésine (SMC1A, SMC3, RAD21, STAG2) intervient
dans la ségrégation des chromosomes au cours de la division cellulaire, la réparation de
I’ADN et la régulation transcriptionnelle. Des travaux récents ont montré que les mutations
de la cohésine entrainaient un blocage de maturation et une augmentation de I'accessibilité
de la chromatine au niveau des sites de liaison de facteurs de transcription clés de

I’hématopoiese.
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6 Vers une médecine personnalisée

6.1 Concept

Le concept de médecine personnalisée nait dans les années 2000 et est une
conséquence directe des progrés accomplis dans la compréhension du mécanisme des
tumeurs en général. Letai la définit comme une « maniere d’associer un patient a un
traitement qui sera le meilleur pour lui via n’'importe quelle méthode »(111). Grace a de
nouveaux outils et notamment le développement du séquencage a haut débit et de la bio
informatique, la communauté scientifique et médicale mesure I'importance de
I’'hétérogénéité tumorale inter individus et s’interroge sur le bienfondé de I'approche « one
size fits all ». Plus qu’une médecine personnalisée, on peut parler d’'une médecine de
précision, qui permet d’appliquer pour un patient donné un traitement qui lui est propre, en
fonction des caractéristiques de sa maladie et notamment de son profil mutationnel. En
effet, les cellules normales donnent naissance a des cellules cancéreuses via I'acquisition de
mutations successives qui peuvent étre ciblées par des agents spécifiques.Un des exemples
les plus marquants de cette approche reste le développement des inhibiteurs des tyrosines
kinases ciblant le BCR-ABL dans la leucémie myéloide chronique et qui a permis la
restauration d’une survie quasiment équivalente a celle de la population générale (112).
D’autres exemples en oncologie solide se sont soldés par une réussite comme le
trastuzumab dans les cancers du sein HER2+ (113,114), les inhibiteurs de BRAF dans les
mélanomes BRAF mutés (115) ou encore le crizotinib dans les cancers du poumon ALK muté
(116). Entre 2000 et 2016, 39 thérapies ciblées ont été approuvées par la FDA en onco-
hématologie (25 small molecules et 14 anticorps monoclonaux) et parmi elles, 17

nécessitent un screening moléculaire avant d’étre administrées(117). Cependant, une des

32



difficultés apportée par la médecine personnalisée est 'accés aux thérapies ciblées. En effet,
certaines altérations génétiques connues peuvent étre retrouvées dans des cancers
touchant différents organes. Des thérapies ciblées qui ont obtenu ou vont obtenir une AMM
dans le traitement d'un type de cancer sur un organe déterminé pourraient donc étre
efficaces pour des patients ayant un cancer d'un organe différent mais présentant la méme
anomalie génétique. C'est donc dans cette optique que le design des essais a évolué avec la
création d’essais « basket » (1 mutation, 1 traitement, plusieurs types de cancers inclus) et
« parapluie » (1 type de cancer, plusieurs mutations et plusieurs traitements associées
proposés) (Figure 6) (118). Ces essais entrent dans la dynamique d’accélération de
I'innovation et du développement des médicaments, ils ne sont plus figés et s’adaptent
selon les résultats préliminaires, voire selon I'arrivée de nouveaux médicaments ou la
découverte de nouvelles mutations. C'est également sur ce constat que I'Institut National du
Cancer a lancé le programme AcSé (Acces Sécurisé aux thérapies ciblées innovantes) en juin
2013 qui vise a proposer et a sécuriser l'accés hors AMM a des thérapies ciblées pour
lesquelles une indication existe déja dans un autre organe. Ces traitements sont étudiés
dans le cadre d'essais cliniques de phase 2 ouverts a des patients, adultes et enfants, atteints
d'un cancer et en situation d'échec thérapeutique, et dont la tumeur présente une altération

génétique ciblée par le médicament (117).
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Novel precision medicine trial designs

Umbrella trial Basket trial
1 type of cancer Multiple types of cancer
Different genetic mutations (e @ @) 1 common genetic mutation ()

LRI L,

Test drug 3
Test drug 2 Test drug

Figure 6 : Principes des essais « parapluie » et « basket » selon (118)

Les résultats prometteurs obtenus avec les léres thérapies ciblées ont encouragé le
développement du diagnostic moléculaire et des thérapies ciblées dans le cadre d’essais
randomisés de plus grande envergure afin d’identifier de nouveaux biomarqueurs et

d’analyser la survie des patients traités par une approche personnalisée.

6.2 Principaux essais de médecine personnalisée en oncologie

Les premiers grands essais a évaluer lintérét d’'une approche de médecine
personnalisée ont été réalisés en oncologie solide et présentaient initialement des résultats

plutdt encourageants.

En 2010, Von Hoff et al. réalisait une 1°® étude pilote chez des patients atteints de
cancers solides en situation de rechute ou réfractaire, afin de tester l'impact de
I'administration d’une thérapie ciblée adapté au profil moléculaire. Utilisant les patients

comme leur propre contrble, ils démontraient que 27% des patients avaient une
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augmentation de 30% de la SSP avec un traitement ciblé par rapport a la SSP de la ligne
antérieure (119). Dans I'étude IMPACT en 2014, Tsimberidou séquencait le génome de 1276
patients atteints de cancers avancés et démontrait que I'administration d’une thérapie
ciblée était un facteur prédictif indépendant de réponse (Taux de réponse globale (TRG) 11%
vs 5%; P = .0099), et de SSP (3.4 vs 2.9 mois; p=0.0015), parmi les 379 patients qui avaient
une mutation actionnable (120). Les résultats de I'essai MOSCATO publiés en 2017 sont
également attrayants: sur 1035 patients inclus, environ la moitié possédait une cible
actionnable et parmi eux la moitié a été traitée avec une thérapie ciblée. Bien que le TRG
restait faible (7%), 33% des patients traités avec une thérapie ciblée avaient un gain en SSP
par rapport au traitement standard antérieur (121). Enfin, 2 méta analyses réunissant 70000
patients montraient qu’une stratégie personnalisée était pourvoyeuse de meilleurs taux de
réponses, d’'une meilleure SSP et SG et d’un taux de déces toxiques plus bas, et ce de

maniere indépendante (122,123).

En revanche, d’autres essais, comme I'essai francais SHIVA(124), rapportait des
résultats décevants en 2015. Dans cet essai prospectif randomisé de 195 patients, seuls ceux
atteints de cancers avancés et ayant une cible actionnable identifiée dans une de ces 3 voies
(hormone receptor, PI3K/AKT/mTOR, RAF/MEK) pouvaient bénéficier d’'une thérapie ciblée
(erlotinib, lapatinib plus trastuzumab, sorafenib, imatinib, dasatinib, vemurafenib,
everolimus, abiraterone, letrozole, tamoxifen). Malheureusement, aucune amélioration du
taux de rémission compléte (RC) ou de la SSP n’a été observée dans le groupe avec thérapie
personnalisée mais ce peut étre expliqué en partie par le fait de la restriction des cibles
actionnables par rapport aux autres essais, de I'administration de drogues en monothérapie
chez des patients avec un cancer avancé et des choix discutables concernant les paires

altération actionnable/traitement ciblé. (125)
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6.3 La médecine personnalisée en hématologie.

En hématologie, le concept de médecine personnalisée est vaste et plusieurs

applications sont possibles comme le décrit bien Prasad et al. (126):

1. Utilisation des données moléculaires ou des données « OMICS » (épigénomique,
transcritomique, protéomique) pour définir des sous groupes de LAM ;

2. Utilisation des données pour proposer un traitement ciblé en fonction du sous type
de maladie;

3. Utilisation des données pour monitorer la réponse au traitement (maladie résiduelle,
MRD) ;

4. Utilisation de la MRD pour guider les thérapeutiques ultérieures ;

5. Utilisation de ces données pour détecter des formes héréditaires afin de proposer

une surveillance +/- un traitement.

Comme en oncologie, la médecine de précision en hématologie s’est développée sur la base
des progres faits dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
leucémogénese et par l'identification de cibles actionnables. La complexité de cette
approche réside dans le fait qu’il faut premieérement identifier une mutation potentiellement
actionnable, qu’il y ait une drogue ciblée sur cette mutation, qu’elle soit efficace, disponible

en clinique et dénuée de toxicité majeure (Figure 7).
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Deliverable

Effective

Figure 7 : Les différentes conditions a I'application d’une médecine de précision selon

(126)
6.3.1 L’émergence des thérapies ciblées

Le terme « thérapie ciblée » est large et regroupe I'ensemble des thérapies qui ont
pour objectif de bloquer la croissance et la propagation de la tumeur, en interférant avec des
anomalies moléculaires ou avec des mécanismes qui sont a I'origine du développement ou

de la dissémination des cellules cancéreuses.

Grace a la meilleure caractérisation moléculaire des LAM, de nombreuses thérapies
ciblées ont vu le jour ces 10 derniéres années (127). Deux thérapies personnalisées basées
sur des anomalies cytogénétiques se sont couronnées de succeés en hématologie : la toute
lére, 'ATRA en traitement des LAM3 voit le jour dans les années 90, (128,129) et les

inhibiteurs des tyrosine kinases dans la LMC dans les années 2000 (112). Depuis un florilege
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de nouvelles molécules ciblées ont été développées, qu’elles soient dirigées contre une
anomalie moléculaire, une altération d’une voie cellulaire ou sur un marqueur a la surface

de la cellule (Figure 8).

mitochondrial
mediated apoptosis
suppression

FLT3 mutant
continous signaling

leukemic blast

..l
orc T,
ap Otosis
= survival
survival
proliferation
1FANSCUON TACTols
proliferation, apoptosis suppression
Hedgehog stem cell self renewal
pathway -
altered epigenetic regulation!

altered differentiation

DH1/2 mutant enzyme
hampering the
enzymatic activity

CD33 highly expressed
on leukemic blasts

sorafenib

B FLT3 mutant midostaurin
signaling blocked

restored
mitochondrial
mediated apoptosis

venetoclax

...
e ™S apoptosis

Hedgehog
pathway
inhibition

ivosidenib

internalization|
glasdegib

gemtuzumab
ozogamicin

“re-wiring”aberrant
epigenetics by reducing 2-HG

GO binding to CD33

Figure 8: Représentation schématique de quelques cibles droguables(A) et les thérapies

ciblées associées d’apres (130)
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6.3.1.1 Cibles mutationnelles

6.3.1.1.1 Les inhibiteurs de FLT3
La mutation de FLT3 est une cible thérapeutique de choix dans la LAM d’une part
parce qu’elle est relativement fréquente et d’autre part car elle confére un mauvais
pronostic via une chimiorésistance aux patients porteurs. Depuis une dizaine d’années, de

nombreuses molécules ciblant le FLT3 ont été testées ou sont en cours d’évaluation avec

chacun une sélectivité différente (Figure 8).
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Figure 9 : Carte d’interaction des différents inhibiteurs de FLT3 d’aprés (131)

Il existe deux catégories fonctionnelles de récepteurs selon 2 conformations de FLT3 en lien
avec la position des acides aminés Asp-Phe-Gly (DFG) qui sont a la base de la boucle

d’activation :

« DFG-in » : la boucle est dépliée, la poche ATP est accessible, la kinase est active
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* « DFG-out » : la boucle est repliée sur la poche ATP, la kinase est inactive

Les inhibiteurs sont de type 1 lorsqu’ils ciblent les 2 conformations du récepteur (crénolanib

midostaurine, sunitinib, lestaurtinib, gilteritinib) et de type 2 s’ils ne ciblent que la

conformation inactive (quizartinib, sorafénib, ponatinib, pexidartinib).

Bien que les inhibiteurs de FLT3 donnent des taux de réponse intéressants, les durées de
réponse restent courtes et I'on voit émerger des résistances aux anti FLT3 comme la
mutation TKD incitant a poursuivre le développement de nouvelles molécules et Ia

recherche d’associations efficaces (132—134). Ces résistances sont de 2 types :

- Extrinseques de part I'interaction avec le microenvironnement (FLT3 ligand, hypoxie
cellulaire, contact cellule-cellule)
- Intrinseque avec deux mécanismes distincts :
o Activation « bypass signaling » : Maintien d’une signalisation oncogénique
acive en dépit d’'une inhibition soutenue de FLT3 (SYK, PIM, AXL, RAS, CBL,
BCLXL, BCL2)
o Apparition de clones présentant une mutation ponctuelle de TKD2
= Mutations « gatekeeper » : mutations impliquées dans la fixation de
I'ITK sur le récepteur (F691L)
= Mutations « activation loop » : déstabilisent la conformation inactive

de la protéine (D835 ou Y842).

Les 3 seuls anti FLT3 a étre autorisés pour le moment sont la midostaurine (AMM en 1%
ligne en France), le gilteritinib (approuvé par la FDA chez les patients R/R) et le quizartinib

(AMM chez les patients R/R).
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6.3.1.1.1.1 Inhibiteurs de 1ére génération

6.3.1.1.1.1.1 Sorafénib
Sorafénib est un inhibiteur des tyrosine kinases a large spectre de 1° génération
ciblant a la fois RAF kinase, VEGFR, PDGFR and c-KIT (135). Il a d’abord été approuvé dans le
traitement des carcinomes hépatocellulaires, les carcinomes rénaux et les carcinomes
thyroidiens différenciés. Dans les années 2000, plusieurs études pré cliniques et essais de
phase 1 ont montré que le sorafénib était un inhibiteur de FLT3 efficace en monothérapie
avec un activité augmentée chez les patients FLT3 mutés (136-138). Le sorafénib a
également montré son intérét en association avec de la chimiothérapie d’induction dans des
essais de phase précoce (139,140). Enfin, I'essai de phase 3 SORAML randomisait en double
aveugle une induction par daunorubicine et aracytine puis consolidation par aracytine +/-

sorafenib et retrouvait un net bénéfice en survie (SSP médiane 21 moisdans le groupe FLT3+

versus 9 mois dans le groupe placebo)(141).

Dans le contexte post allogreffe, le sorafénib montre des résultats encourageants en
diminuant les taux de rechute et augmentant la SSP. Dans une analyse rétrospective de 17
cas FLT3 mutés recevant du sorafénib en entretien post allogreffe (7 patients en recevaient
en pré et post allogreffe), 14 atteignaient une RC de longue durée et 5 patients
progressaient, et le fait d’avoir de la GVH étaient un facteur protecteur contre la résistance
au sorafénib (142). En 2018, dans une autre étude, 144 patients étaient divisés en 4 groupes
en fonction de s’ils avaient recu du sorafénib avant I'allogreffe (groupe A), aprés allogreffe
(groupe B), avant et aprés (groupe C) ou pas du tout (groupe D).Le taux de rechute a 3 ans
étaient respectivement 22.2%, 18.8%, 15.8%, and 46.1%, et les taux de SG et SSP étaient de

74.9%, 78.1%, 84.6%, 50.9%, et 69.4%, 78.1%, 80.4%, 34.8% (143) démontrant le bénéfice a
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I’'association du sorafénib en péri allogreffe. Enfin, Brunner et al. obtenaient une SG et SSP a
2ans de 81 et 82% avec du sorafénib en maintenance dans une cohorte de 26 patients FLT3+

ére

en 17 RC apreés allogreffe, ainsi qu’un taux de rechute a 2 ans de 8,2%. En revanche, il n’y
avait pas de différence en termes de mortalité non liée a la rechute a 2ans et de taux de GVH
a un an entre le groupe sorafénib et le groupe contréle(144). A I’ASH 2018 étaient présentés
les résultats de I’étude SORMAIN, multicentrique, prospective et randomisée qui évaluait un
traitement d’entretien post-allogreffe par sorafénib (de 2 x 200 mg a 2 x 400 mg) contre
placebo pendant 2ans, en double aveugle, chez des patients FLT3-/TD (145). Au total, 83
patients ont été inclus (43 sous sorafénib et 40 sous placebo) et aprés un suivi médian de
41,8 mois, la survie sans événement(SSE) médiane était de 30,9 mois (IC95 : 5,2-NA) dans le
groupe placebo, et non atteinte dans le groupe sorafénib. La SSE a 2 ans était de 53,3 %
(1C95 : 36,5-67,5) dans le groupe placebo et de 85 % (IC95 : 69,5-93) dans le groupe
sorafénib (HR = 0,39 ; IC95 : 0,18-0,85 ; p = 0,0135) La SG a 30 mois était significativement
plus élevée dans le groupe sorafénib (HR = 0,447 ; 1C95 : 0,2-0,97 ; p = 0,03). Le sorafénib
permet donc de réduire significativement la rechute post-allogreffe chez les patients FLT3-
ITD.

Enfin, dans le contexte de LAM R/R, le sorafénib a été utilisé en tant que thérapie de
sauvetage en pré et post transplantation chez 16 patients FLT3+ réfractaire ou en rechute et
permettait d’obtenir une RC chez 13 patients (en monothérapie ou en association avec de la
chimiothérapie), avec une SG et SSP a 2ans de 75 et 50% respectivement (146). On trouvait
des résultats similaires dans une autre étude testant sorafénib en monothérapie chez 29
patients en rechute post allogreffe, qui rapportait 6 patients toujours en vie aprés un suivi

de 7,5 années, 5 patients avec RC prolongée et 4 patients en rémission sans traitement

pendant une médiane de 4.4 années(147).
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Le sorafénib a été également été testé en association avec des hypométhylants
comme la décitabine (148) et 'azacitidine avec laquelle il était rapporté un taux de réponse
de 46% dont 16% de RC, 27% de RCi et 3% de RP parmi 43 patients atteints de LAM R/R

FLT3+(149).

6.3.1.1.1.1.2 Midostaurine

La midostaurine est un autre inhibiteur pan kinase de 1ére génération ayant obtenu
I’AMM en 2017 pour les LAM FLT3 mutées en 1lére ligne, en association a la chimiothérapie
d’induction, de consolidation et d’entretien. L'essai a l'origine de cette AMM est I'essai
RATIFY(49). Cet essai randomisait 717 patients de moins de 60 ans atteints de LAM FLT3+,
360 patients dans le bras midostaurine (en association avec chimiothérapie d’induction
50mg 2 fois par jour J8-]21, de consolidation 50mg 2 fois par jour J8-J21 pour 4 cycles et en
entretien 50mg 2 fois par jour pendant 12 cycles de 28 jours) et 357 dans le bras controle
avec placebo. La SSP médiane était de 26.7 mois dans le groupe midostaurine (95% Cl, 19.4 a
non atteint) versus 15.5 mois dans le groupe placebo (95% Cl, 11.3 to 23.5) et la SG médiane
n’était pas atteinte avec un intervalle de confiance a 95% de 69.8 mois a « non atteint » dans

le groupe midostaurine et 21.8 mois a « non atteint » dans le groupe placebo (p= 0.07).

En association hors chimiothérapie d’induction, plusieurs essais ont testé la
combinaison midostaurine + hypométhylants. L’association avec azacitidine dans le contexte
R/R ou de patients non éligibles a I'induction donne des taux de réponses entre 18 et 26%
dans les essais de phase 1/2 disponibles mais ne portaient pas que sur des patients
FLT3+(150,151). L’association avec la décitabine a été étudiée en phase 1 chez 16 patients
LAM au diagnostic ou R/R (mais seulement 2 FLT3+) et retrouvait 25% de RC, et 57% de

maladie stable(152).
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6.3.1.1.1.1.3 Sunitinib

Le sunitinib (SU11248) est un inhibiteur de FLT3 avec une sélectivité pour PDGFR,
VEGFR1, VEGFR2, KIT, et FLT3 (153) et ayant des propriétés anti tumorales et anti
angiogéniques proche de celles du sorafénib. Son usage est déja approuvé en oncologie

solide en traitement des cancers rénaux et tumeurs stromales gastro intestinales.

Quelques essais cliniques ont étudié le sunitib en monothérapie ou association avec
de la chimiothérapie. Dans un essai de phase 1 en 2005, le sunitinib était administré en
monothérapie a des patients réfractaires quel que soit leur statut FLT3. Tous les patients
mutés FLT3 ont eu une réponse morphologique ou partielle versus seulement 2/10 chez les
patients non mutés(154). Dans un autre essai de phase I/ll, le sunitinib + chimiothérapie
intensive a été proposé a 22 patients de plus de 60ans avec mutations FLT3 ITD ou TKD
permettant une RC/RCi chez 13 patients et une SG, SSP et SSE a 1.6, 1 et 0.4 années

respectivement(155).

6.3.1.1.1.2  Inhibiteurs de seconde génération

Une limitation importante des anti FLT3 de 1% génération, moins puissants, est que

méme s’ils arrivent a détruire les blastes périphériques, leur effet est souvent moindre au
eme

niveau médullaire, d’ou le développement des inhibiteurs de 2 génération.

6.3.1.1.1.2.1 Quizartinib
Le quizartinib (AC220) est un inhibiteur des tyrosine kinases de seconde génération

avec un plus fort potentiel sélectif sur FLT3 et une action inhibitrice plus importante sur les

blastes exprimant FLT3 (131,156).
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Chez les patients réfractaires et en rechute FLT3+, le quizartinib a montré une activité
intéressante en monothérapie avec des taux de RC allant de 46 a 57%, des TRG entre 65 et
78% , et des taux de succés entant que « bridge to transplant » dans 35 a 42% des cas (157-
161) avec des effets secondaires principalement hématologiques. L'étude de phase 3
QUANTUM qui randomisait chez 367 patients R/R le quizartinib en monothérapie versus
chimiothérapie standard de type aracytine, MEC ou FLAG idarucine, a montré un gain de
réponse (48% vs 27%), une durée de réponse prolongée ( 12.5 versus 5 semaines) et un taux
de « bridge to transplant » plus important (32 versus 12%) dans le bras quizartinib,

conduisant a I'approbation de la drogue par la FDA pour les patients R/R (61).

En 1°° ligne, le 1% essai a évaluer la sécurité et la tolérance du quizartinib en
association avec de la chimiothérapie standard (3+7)a montré de bons taux de réponses

avec 14 RC et 2 maladies stables parmi 19 patients (9 FLT3+)(162).

En association hors induction, le quizartinib a également été évalué avec azacitidine
et aracytine dans un essai de phase 1/2 sur 61 patients de tout age, en 1% ligne ou R/R,
FLT3+. Le taux de réponse globale dans les 2 bras était de 73% avec une survie globale
médiane de 20 mois (13.4 moispour azacitidine 6.7 moisdans le bras aracytine (p=0.407))et
la survie sans rechute médiane était de 6.9 mois dans le bras azacitidine vs 3 mois dans le

bras aracytine (p=0.871)(163).

En tant que maintenance post allogreffe, le quizartinib a été testé sur 13 patients
FLT3+ dans un essai de phase 1 avec des escalades de doses. La dose maximale tolérée n’a
pas été atteinte et 60mg était la dose maximale étudiée. Dix patients ont recu du quizartinib

pendant plus d’un an, 4 ont arrété pour toxicité et seulement 1 patient a rechuté.
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6.3.1.1.1.2.2 Crénolanib
Le crénolanib est un puissant inhibiteur sélectif sur FLT3/WT, FLT3/ITD, FLT3-TKD,
PDGFRa/8B, KIT, and FLT3/D835 (164) et moins myélotoxique que le quizartinib. Il serait

également efficace sur les FLT3/D835 habituellement résistants (165).

Chez les patients FLT3+ au diagnostic, il a été évalué dans 2 essais dont un de phase 2
en combinaison avec de la chimiothérapie standard, avec des taux de RC de plus de 80% et
peu de rechutes (166,167). Un essai comparatif avec la midostaurine + chimiothérapie
d’induction est en cours. Il est actuellement également en cours d’essai randomisé de phase
2/3 en association avec azacitidine pour les patients non éligibles a [Iinduction

(NCT02752035).

Dans le contexte de rechute ou réfractaire, le crénolanib a été étudié en association
avec mitoxantrone et aracytine haute dose chez 8 patients (RC/RCi chez 4 patients aprés
lcycle (168)), avec idarubicine et aracytine haute dose chez 13 patients (RC/RCi chez 4
patients qui avaient recu moins de 2 lignes antérieures dont 2 avec FLT3/D835, 2 non
évaluables (169)), et en monothérapie a la dose de 200mg/m2/J 3 fois par jour chez 34
patients dont 21 avaient progressé sous TKI (taux de réponse globale 47%, RCi 12%, SSP et
SG médianes a 8 et 19 semaines, allongées a 13 et 55 semaines chez les patients naifs de TKI

(170)).

Enfin, une étude pré clinique récente a démontré que le crénolanib agissait de
maniére synergique en association avec immunothérapie de type CAR T cell dirigée contre le

FLT3(171).
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6.3.1.1.1.2.3  Giltéritinib
Le giltéritinib (ASP2215) est un nouvel inhibiteur de type 1 de FLT3/AXL qui réduit de
maniere significative la capacité proliférative des cellules leucémiques FLT3+ ITD et D385 en

diminuant la phosphorylation de FLT3 et de ses cibles en aval (172,173).

En 1% ligne, le giltéritinib a été associé a doses progressives (40 a 200 mg 14 jours) a
une chimiothérapie (cytarabine 100mg/m2x7, idarubicine 12mg/m2x3) sans toxicité
particuliere. Pour les patients FLT3-ITD+ (n = 23) ayant recu 120 mg/j (dose retenue), le TRG

était de 100 % avec 77 % de RC. La durée de réponse médiane était de 297 jours(174).

En 2018, la FDA approuve le giltéritinib dans le contexte R/R sur la base des résultats
intermédiaires de |'étude ADMIRAL (NCT02421939), qui inclut 138 patients ayant une
mutation FLT3 ITD, D835, ou 1836. Le giltéritinib est administré a la dose de 120 mg /j, et
aprés un follow up médian de 4.6 mois, on observe des taux de CR/CRi de 21% avec un profil
de tolérance acceptable et une diminution des besoins transfusionnels chez 31.1% des

patients(175).

6.3.1.1.2 Les inhibiteurs d’IDH
Les inhibiteurs d’IDH font désormais partie des possibilités thérapeutiques chez les patients
réfractaires. Leur réle est d’inhiber les enzymes mutantes afin de limiter la production de D-

2-hydroxyglutarate (Figure 9)
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Figure 9 : Role des inhibiteurs d’IDH dans la cellule leucémique (176)

6.3.1.1.2.1 Les inhibiteurs d’IDH1

L'ivosidénib, inhibiteur d’'IDH1 a obtenu I'accord de la FDA en 2018 dans le contexte

des LAM R/R sur la base d’une étude multicentrique incluant 174 patients R/R IDH1 mutés.

L’ivosidénib était administré en monothérapie a la dose 500mg par jour. Le taux de RC/RCi
était de 32.8% et la durée médiane de réponse de 8.2 mois avec un bon profil de tolérance

(177).

Des résultats de Iivosidénib en escalade de dose en association avec induction et
consolidation (NCT02632708, phase 1) ont été présentés a I’ASH 2018 avec des taux de
RC/RCi de 80% et parmi eux 88% de MRD négatives en CMF post induction. Le profil de
tolérance était bon avec 3% de syndrome de différenciation et une mortalité a 30 jours de

5%.
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Les résultats préliminaires de la combinaison ivosidénib + azacitidine en 1% ligne en
phase 3 (étude AGILENCT03173248) montrent des résultats prometteurs avec des taux de

réponse global a 73% et de RC 50%.

L'ivosidénib est actuellement en cours d’étude dans plusieurs essais : en combinaison
avec l'azacitidine en lere ligne en phase 3 (NCT03173248 et NCT02677922), en combinaison
avec 'induction, la consolidation et en maintenance (NCT03839771) et en combinaison avec

le venetoclax chez les patients R/R.

6.3.1.1.2.2  Les inhibiteurs d’IDH2
Le ler inhibiteur d’IDH2, I’AGI-6780 cible la mutation R140 et induit une

différenciation dans des cellules leucémiques primaires tout en décroissant le niveau de 2HG

(178). Il n'y a actuellement pas d’essai en cours avec cette molécule.

Le 2eme inhibiteur, I'enasidénib entraine une diminution du 2HG de plus de 90% et
permet de lever le blocage de différenciation myéloide(179,180). Il a obtenu I'accord de la
FDA en 2017, a la dose de 100mg par jour par voie orale sur la base d’'une étude de phase
1/2 sur 239 patients avec LAM R/R IDH2 muté(3/4 de R140), avec des taux de réponse
globale de 40.3% et de RCa 19.3%(181). De maniere intéressante, les taux de réponse
globale et compléte étaient plus importants dans le sous groupe R172 (TRG pour IDH2-R140
35.4% vs 53.3%pour IDH2-R172).La survie sans progression et globale était de 6.4 et 9.3 mois
respectivement. Le profil de tolérance était bon avec pour effets secondaires de grade % les
plus fréquents une hyperbilirubinémie (12%) et un syndrome de différenciation (6%, temps

médian d’apparition a 48 jours).

Une actualisation de ces résultats a été publiée en 2019 sur 345 patients R/R et
retrouvait des résultats similaires a la phase 1 avec des taux de réponse globale et de RC de
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38.8 et 19.6% respectivement et une survie globale de 8.8 mois. Les auteurs démontraient
également que la clairance d’IDH2 n’était pas nécessaire a I'obtention d’une réponse mais
gue les patients en RC avaient une réduction de VAF plus importante que les non
répondeurs. On observait une décroissance notable du niveau de 2HG chez les R140, qui
n’était pas retrouvé pour les R172, malgré cela et comme dans I’étude de Janin (91), la
diminution du 2HG était significativement associée a I'obtention d’une RC.Autre élément
important, la présence d’une comutation FLT3 ITD ou NRAS était significativement associée a

une moins bonne réponse a I'enasidénib.

Chez les patients en 1% ligne, quelques études de phase 1 sont disponibles. Une 1lére
étude de phase 1 chez 56 adultes IDH2 mutés évaluait enasidénib plus cytarabine et
daunorubicine ou idarubicine, suivi par une consolidation avec cytarabine + enasidénib
jusqu’a 4 cycles. Il y avait ensuite une maintenance avec enasidénib 100mg/j seul pendant
2ans. Les effets secondaires les plus fréquents étaient une hyperbilirubinémie et des
neutropénies fébriles. Le taux de réponse global était de 62% avec 50% de RC.Une autre
étude de phase 1 en association avec la chimiothérapie d’induction et de consolidation sur
93 patients donnait des taux de RC/RCi de 72% et de RC de 56% (dont 45% avec MRD

négative) et une probabilité d’étre toujours en vie a 1 an de 75% (182).

Le BEAT AML a dévoilé les résultats précoces de son étude de phase 2 évaluant
I’énasidenib en 1ére ligne avec possibilité d’association avec azacitidine en I'absence de RC.
Sur 27 patients, 9 étaient transférés dans le bras combinaison et le taux de réponse globale

était de 44.4% dont 37% de RCi et un profil de tolérance acceptable (183).

En association avec Le vénétoclax, il semblerait y avoir une action synergique avec

une activité antileucémique intéressante dans des modeles de souris LAM IDH2 muté (184).
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Il est actuellement a I’essai dans de hombreuses études :

- En1%ligne:
o Etude de phase 2, en association avec azacitidine (NCT02677922)
o En maintenance post allogreffe (NCT03515512 et NCT03728335)
- Dans le contexte R/R :
o étude de phase 3 le comparant aux traitements conventionnels chez les
patients agés R/R (AG-221-AML-004 — IDHENTIFY).
o Etude de phase 2, en association avec CPX 351 (NCT03515512).

o Etude de phase 2, en association avec azacitidine (NCT03683433)

Les essais d’association sont d’autant plus importants qu’il a été décrit récemment

'acquisition de résistance aux anti IDH2 via I'apparition d’une 2°™® mutation sur IDH2(185).

6.3.1.2 Cible non-mutationnelle

6.3.1.2.1 La voie de I'apoptose
La dérégulation de I'apoptose est une des 6 altérations majeures a I'origine de la
croissance des tumeurs en perturbant I'équilibre complexe entre la prolifération, la survie et
la mort cellulaire (186,187). Cette dérégulation participerait au mécanisme de résistance aux
traitements car les agents chimiothérapiques agissent principalement en induisant

I'apoptose (188).

6.3.1.2.1.1 Les anti BCL2

Dans de nombreux cas, la LAM est hautement dépendante d’une protéine anti

apoptotique nommée BCL2, qui est surexprimée et va séquestrer les protéines pro-
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apoptotiques (Bax et Bak), permettant ainsi aux cellules leucémiques d’échapper a leur

mort(189).

Le vénétoclax est un anti BCL2 qui a été approuvé par la FDA en 2016 chez les
patients souffrant de LAM au diagnostic, non candidats a la chimiothérapie intensive, et/ou
agés de plus de 75 ans, en se fondant sur 2 essais de phase Il associant le vénétoclax a la
cytarabine faible dose (dose finale de vénétoclax retenue : 600 mg) ou aux déméthylants
(dose retenue : 400 mg) (190,191). Dans I'étude associant le vénétoclax a la cytarabine (20
mg/m2 1 fois/j, 10 jours) incluant 82 patients, le taux de RC-RCi est de 54 % dont 32 % avec
une MRD inférieure a 10-3, mais seulement 30 % en cas de mutation de p53. La SG médiane
est de 10 mois avec une survie a 2 ans de 27 %. La cohorte traitée avec déméthylants +
vénétoclax 400 mg est reprise (Pollyea DA et al., abstr. 285) avec des chiffres de RC-RCi de 67
%, une durée de réponse de 11.3 mois et une durée de survie de 17.5 mois. La toxicité est
essentiellement hématologique avec 43 % de neutropénies fébriles. Sous couvert d’une
augmentation de dose sur 3 jours (100, 200 et 400 mg) et d’hydroxyurée pour obtenir des
leucocytes inférieurs a 25 G/I, on observe seulement 2 % de syndromes de lyse tumorale. La
réponse est rapide (médiane : 1,2 mois). Les facteurs associés a une meilleure réponse au
vénétoclax (Aldoss et al.,, abstr. 334) sont la cytogénétique et I'absence combinée de
mutation de Ras/TP53/RUNX1. En revanche, dans cette étude, |'utilisation en deuxiéme ligne
ne semble pas modifier la réponse avec des survies équivalentes (taux de survie a 1 an de
56% en 1°° ligne versus 55% pour les R/R). Le vénétoclax a également été associé a des
chimiothérapies semi-intensives (cytarabine 100 mg/m2 x 7 jours, idarubicine 12 mg/m2, J2
J3) chez des patients agés [Wei A et al., abstr. 333] et montrait des taux de CR/CRi de 70%
avec une SG médiane a 7.7 mois. Cent pour cent des patients mutés NPM1 et 91% des

patients mutés IDH2 obtenaient une RC-RCi(192).
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Dans le contexte de rechute, I'association avec les hypométhylants montre une
certaine efficacité avec des taux de réponse entre 26 et 76% dans de petites séries
rétrospectives, mais qui incluent certains cas déja traités par hypométhylants (193-195).
Dans I'étude de Konopleva et al., il est suggéré que les patients IDH1/2 et NPM1 mutés
présentent de meilleures réponses au vénétoclax(196). Des essais de phases 2/3 évaluant le
vénétoclax en association avec aracytine faible doses et hypométhylants sont actuellement
en cours.

Il est aussi testé en phase 1 en association avec un anti MCL1, autre protéine anti
apoptotique dont l'implication dans la résistance au vénétoclax a été démontrée (197)
(NCT03672695) et dont I'action synergique avec un anti BLC2 a été démontré en pré clinique

(198).

6.3.1.2.1.2 Les inhibiteurs de MCL-1

Actuellement, des essais avec des anti-MCL1 sont en cours dans la LAM R/R pour
évaluer la tolérance et les effets secondaires de ce type d’agent en IV. Le 1% essai chez
I’'homme concerne 'AMG176 (NCT02675452) chez des patients atteints de myélome et de
LAM R/R, Un 2°™ anti MCL1 est 3 I'étude en phase 1, le S64315 (Institut de Recherches

Internationales Servier) (NCT02979366) toujours dans la LAM R/R.

6.3.1.2.2 La voie P53
Le géne suppresseur de tumeur P53 est activé en réponse a un signal oncogénique, a
une cassure de I’ADN ou un stress cellulaire et induit ainsi un arrét du cycle cellulaire, une
sénescence et enfin I"apoptose. La voie P53 peut étre altérée via divers mécanismes. Le 1%
est une mutation de TP53 a I'origine d’une conformation altérée de la protéine qui la rend

inactive. Mais il y a aussi souvent, chez les P53 wild type, des anomalies au niveau des
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protéines régulatrices en amont de P53, comme par exemple la surexpression de MDM2 et
de MDMX qui sont des régulateurs négatifs de P53, les délétions de CDKN2A/ARF ou encore
I'inactivation d’ATM. Le géne CDKN2A code pour 2 génes suppresseurs de tumeur p16INK4A
and p14ARF, qui stabilise p53 via I'antagonisation de MDM2. Il y a donc plusieurs solutions
pour agir sur cette voie et rétablir la fonction suppressive de P53 comme illustré sur la figure

10.
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Figure 10 : Les acteurs de la voie P53 et leur implication dans les hémopathies d’apres (199)

6.3.1.2.2.1 Les réactivateurs de P53

De nombreuses approches ont été tentées pour restaurer la fonction TP53: la
thérapie génique, les vaccins, et enfin I'utilisation de molécules capables de restaurer la

conformation de la protéine. Ces dernieres sont représentées notamment par le PRIMA-1
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(p53 activation and induction of massive apoptosis-1)/APR-017 et son dérivé le PRIMA-
1MET/APR-246. Les résultats préliminaires de la phase 1b/2 de I’APR-246 en combinaison
avec azacitidine dans les SMD et LAM mutées TP53 sont prometteurs avec I'obtention de

100% de réponses chez 9 patients et 8 RC (200).

6.3.1.2.2.2 Les inhibiteurs de MDM2

Il y a encore peu de données sur I'efficacité clinique des inhibiteurs de MDM2 dans la
LAM, avec surtout des essais de phase 1/2. Le plus avancé a I'heure actuelle est I'idasanutlin,
qui a entrainé des taux intéressants de RC/RCi de 21% en monothérapie dans des LAM R/R
et 24% en association avec de la cytarabine (201). Un essai de phase 3 randomisé en double
aveugle avec idasanutlin ou placebo en association avec cytarabine a doses intermédiaires

est en cours dans la LAM R/R (Essai MIRROS, NCT02545283).

6.3.1.2.3 L’épigénétique

L’épigénétique fait référence a un changement dans la structure de la chromatine
sans altération de la séquence d’ADN, c’est un processus essentiel de régulation de la
transcription et de différenciation cellulaire. Comme cité plus haut, de nombreux genes
mutés dans la LAM ont un role dans I'épigénétique, ce sont ceux retrouvés dans les
catégories méthylation de ’ADN (TET2, IDH1/2, DNMT3A) et modification des histones
(ASXL1, EZH?2). |l apparait depuis maintenant plusieurs années que I'épigénétique joue un
role central dans la LAM motivant le développement de thérapies ciblant sur cette voie
(202).Les enzymes intervenant dans I'épigénétique sont réparties en 3 groupes : Les

« epigenetic writers » qui laissent des marques épigénétiques sur I’ADN et les histones
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Figure 11 :

(ADN et histones methyltransferase (DNMTs and HMTs) et les histones acetyltransferase

(HATSs)). Les marques sont reconnues par les « epigenetic readers » qui influencent la

transcription (comme les protéines du bromodomaine) mais aussi par les« epigenetic

Erasers” (histone deacetylases (HDAC)) qui sont capables d’effacer des marques afin de créer
un équilibre dynamique.L’acétylation des histones est souvent associée a une augmentation
de la transcription alors que les histones déacétylases entrainent une répression des

génes(203) tout comme la méthylation de I’ADN ou des histones. Globalement, la LAM

présente un niveau de méthylation de I’ADN bas avec quelques ilots CpG hyperméthylés
contenant les genes suppresseurs de tumeurs.

L'avantage de ces altération est qu’elles sont réversibles ce qui en fait une cible de choix
dans la LAM (Figure 11).
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Les inhibiteurs d’IDH font partie des thérapeutiques influant sur I’épigénétique, mais ont été

traitées précédemment.

6.3.1.2.3.1 Inhibiteurs de méthyltransferases de ’ADN

Les inhibiteurs des DNMTs (DNMTi) sont des analogues nucléosidiques qui vont
permettre une reprise de la transcription des genes suppresseurs de tumeurs rendus
« silencieux » par leur méthylation en s’intégrant dans ’ADN au moment de la réplication et
en séquestrant les DNMTs(205). Initialement, I'azacitidine et la décitabine ont été utilisés
dans les années 60 pour leur action cytotoxique a fortes doses; leur fonction épigénétique
n’a été découverte que dans les années 80. Elles ont donc un double mécanisme : a fortes
doses, 'azacitidine entraine une forte cytotoxicité en s’intégrant dans ’ADN et I’ARN, et la
décitabine va inhiber la prolifération cellulaire en s’intégrant dans I’ADN ; a doses faibles, ces

2 drogues vont inhiber les DMNTSs et induire une hypométhylation de I’ADN (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanisme d’action des hypométhylants d’aprés (206)

Block DNA synthesis
via incorporation into DNA

L’azacitidine obtient initialement 'AMM en 2008 pour les SMD de hauts risques et les LAM
avec 20 a 30% de blastes (75mg/m2, 7 jours), en 1% ligne sur la base de I'étude AZA-MDS-
001 (207,208), qui retrouvait notamment un bénéfice en survie dans le groupe azacitidine
(survie globale a 24.5 mois vs 16 mois pour le groupe traitement standard). 'AMM a été
ensuite étendue en 2015 aux patients > 65ans ayant une LAM avec > 30% de blastes
médullaires et non éligibles a une greffe de cellules souches hématopoiétiques sur la base de
I'étude AZA-AML-001 qui comparait azacitidine versus absence de traitement, aracytine
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faible dose ou chimiothérapie (209). L’objectif principal n’était cette fois pas atteint avec une
médiane de survie globale de 10,4 mois dans le groupe azacitidine et de 6,5 mois dans le
groupe traitement conventionnel (NS). En revanche, une fois censurés les patients recevant
un 2éme traitement, la différence devenait significative en faveur du groupe azacitidine
(12.1 vs. 6.9 mois; HR 0.76, 95%Cl 0.60, 0.96; P = 0.0190). L’analyse univariée en sous-
groupes montraitégalement un bénéfice significatif pour les patients avec une cytogénétique
défavorable (HR = 0,68 [IC95 %, 0,50-0,94], p = 0,0185). Par ailleurs, cette étude confirmait
qgue, malgré un taux de RC faible (27,1 % dans le groupe azacitidine contre 25,1 % dans le
groupe standard), [I'azacitidine permettait une amélioration clinique avec plus
d’indépendance transfusionnelle, et qu’atteindre la RC n’était pas un critére essentiel pour
gagner en survie.Le bénéfice en survie de I'azacitidine a été également rapporté dans de
nombreuses séries que ce soit en 1% ligne (210,211) ou pour les patients R/R (212,213).
Cependant, au vue de I'objectif principal non atteint dans AZA-AML-001 et devant |’'absence
de service médical rendu, I'azacitidine n’est plus remboursée en France pour les sujets ayant
une LAM avec >30% de blastes. Elle reste malgré cela un traitement de choix notamment
pour les patients agés a caryotype défavorable devant un profil de tolérance favorable et
une qualité de vie conservée avec notamment moins de jours d’hospitalisation par rapport

aux régimes intensifs (214,215).

De maniere intéressante, de plus en plus de data s’accumulent en faveur d’une
corrélation positive entre présence mutations des genes de la méthylation (TET2, DNMT3A,
IDH1/2) et réponse a l'azacitidine, ce qui en feraient de nouveaux biomarqueurs

moléculaires (83,206,216).
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Récemment, I'azacitidine orale a été évalué en phase 1/2 dans les SMD avec des
résultats encourageants (taux de réponse globale de 38% (217)) et actuellement I'essai de
phase 3 QUAZAR AML-001 (NCT01757535) étudie I’azacitidine orale en maintenance chez les

patients avec LAM en rémission post induction ou consolidation.

La décitabine (20mg/m2 5jours) a initialement obtenu une autorisation de mise sur le
marché en 2012 sur la base d’une étude pivot qui retrouvaitun bénéfice en RC (17.8% vs
7.8%) et en survie (7.7mois vs 5 mois, NS) par rapport au traitement conventionnel (choix du
clinicien entre soins de support et cytarabine LD) chez les patients >65ans non éligibles a une
induction(218). En 2016, une extension d’AMM était apportée pour les patients de moins de
65 ans non éligibles a la chimiothérapie intensive. Finalement, suite a une réévaluation par la
commission en 2016, celle-ci demandait le déremboursement du produit devant I'absence
de nouvelles données depuis 2013 et I'absence de service médical rendu. La décitabine n’a
donc actuellement pas de place dans la stratégie thérapeutique des LAM en France. Aux
Etats-Unis, la supériorité du régime 5 jours versus 10 jours fait toujours débat (219) et
actuellement un essai de phase 3 (AML21) est en cours pour comparant décitabine 10 jours

versus chimiothérapie intensive (NCT02172872).

Un 3éme hypométhylant la guadecitabine (SGI-110), prodrogue de la décitabine
résistant a la dégradation par la cytidine déaminase avec une demi vie plus longue, a été
testé en phase 1/2 chez des patients >65 ans en1®® ligne. La dose optimale définie était de
60 mg/m?/j pendant 5 jours et le taux de RC/RCi était de 54% avec une survie médiane de
10.5 mois(220). Malheureusement, |'essai de phase 3 ASTRAL 1 randomisant la
guadecitabine versus azacitidine, décitabine ou aracytine faible dose chez 815 patients en

1% ligne n’a pas montré de bénéfice en terme de RC et de survie (221). Une 2°™ étude de
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phase 3 est actuellement en cours pour comparer a nouveau la guadecitabine versus
traitement choisi par le médecin dans les LAM réfractaires. Elle est également en cours
d’essai de phase 1/2 dans le contexte de rechute post allogreffe en association avec les DLI

(NCT02684162) et dans les LAM R/R en association avec un PARP inihibiteur(NCT02878785).

eme

Plusieurs autres hypométhylants de 2° génération ayant une meilleure biodisponibilité
sont en cours de développement en phase 1/2(CP-4200, NPEOC-DAC, 2'3’5’triacetyl-5-

azacytidine respectively, RX-3117)(206).

6.3.1.2.3.2  Inhibiteurs des histones déacétylases (HDACi)

Les HDAC sont apparues comme de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles de
par leur surexpression et leur recrutement anormal dans les cellules cancéreuses, qui induit
notamment une répression de la transcription de génes suppresseurs de tumeur(222). Il en
existe 18 différentes réparties en 5 classes selon leur répartition spatiale dans la cellule, les
particularités chimiques de leur site d’action, les homologies avec les HDAC de levures
initialement étudiées et selon leur réle. Ainsi, les inhibiteurs des HDAC (HDACI)
permettraient la réexpression de génes suppresseurs de tumeurs dont I'expression est
inhibée dans les cellules cancéreuses. Les HDACi sont un groupe hétérogene de molécules
avec différents spectres d’action qui augmente I'acétylation des histones permettant ainsi la
transcription de différents génes impliquées dans la différenciation cellulaire, la régulation

du cycle cellulaire et I'apoptose (figure 13)(204).
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Figure 13 : Effets transcriptionnels et non transcriptionnels des HDAC selon (203)

Plusieurs études ont évalués ces agents en monothérapie avec des résultats globalement
décevants par rapport a ceux obtenus dans les hémopathies lymphoides. Que ce soit avec le
vorinostat, I'entinostat, le panobinostat, la rhomidepsine, le taux de réponse global variait
de 0 a 16% (203,223-226) avec des réponses de courte durée. Ces données incitent donc a

utiliser les HDACi en combinaison (voir plus bas).

6.3.1.2.3.3 Inhibiteurs des bromodomaines

Les bromodomaines sont des domaines peptidiques impliqués dans la
reconnaissance des lysines e-N-acétylées, présentes notamment au niveau des queues
d’histones. Le protéome humain comporte quarante-six protéines a bromodomaine dont la

famille des protéines BET (pour bromodomain and extra terminal domain). Celle-ci comporte
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quatre membres : BRD2, BRD3, BRD4 et BRDT. Les trois premieres ont une expression
ubiquitaire, I'expression de BRDT étant restreinte aux cellules testiculaires. Les protéines BET
contiennent deux bromodomaines N-terminaux (BD1 et BD2), qui se lient aux lysines
acétylées des histones, mais aussi a d’autres protéines nucléaires. Les protéines BET jouent
un double réle dans la régulation de la transcription génique (Figure 14): elles régulent
I’élongation de la transcription et ont un réle de « mémoire » pour maintenir le programme
transcriptionnel au décours de la réplication. Dans la LAM, elles augmentent notamment la

transcription de MYC, en particulier BRD4 (227).
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Figure 14 : Mode d’action des protéines BET et de leur inhibiteur d’aprés (228)

Dans les études pré cliniques, les inhibiteurs des bromodomaines BET (BETi)
empéchent la liaison aux histones acétylées, entraine entre autre une down régulation de
cMYC et semblent avoir une efficacité préférentielle dans certains sous types de LAM : MLL,

FLT3+, NPM1+, IDH1/2+ et inv3 (229).
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Plusieurs BETi ont donc été ou sont en cours d’essai de phase précoce, avec pour le
moment des résultats plutét modestes en monothérapie puisque les lers résultats publiés
concernent I’OTX015 évalué chez 36 patients R/R, avec I'obtention de 3RC/RCi durant entre
2 et 5 mois (230) et 2 autres patients une clairance blastique. La phase d’extension de I'essai
a cependant été interrompue avec des raisons non communiquées. Les résultats
préliminaires de ’ABBV075 (mivébresid) ont également été publiés sur 19 patients LAM R/R,
12 en monothérapie, 7 ABBV0O75+ venetoclax. Dans la cohorte monothérapie, sur 10 patients
évaluables, 1 patiente était en RCi, le pourcentage de blastes avait baissé de moitié chez 4
patients, et la survie globale médiane était de 3.2 mois(231). Les autres essais sont toujours
en cours avec une sélectivité plus ou moins forte pour BRD4 : FT-1101 (NCT02543879),
OTX015 (NCT02698189, NCT02698176, NCT02296476, NCT02259114, NCT01713582),
ABBVO075 (NCT02391480), [|-BET762(NCT01943851 et NCT01587703), CPI-0610
(NCT01949883, NCT02157636, NCT02158858, NCT02986919), PLX51107 (NCT02683395),

ABBV-744 (NCT02391480), TENO10 (NCT02308761).

Le JQ1 a été évalué au sein de la cohorte BEAT AML (232) dans le cadre d’un essai
virtuel sur 100 patients, via une simulation in silico de la sensibilité au JQ1 ou il était montré
une meilleure sensibilité des patients ayant une trisomie 7, une délétion du 7 ou du 5, une

trisomie 8 mais aussi des mutations de KRAS, NRAS, DUSP6, NF1, NPM1 et FLT3 (232).

De nombreuses combinaisons sont a l'essai dans des études précliniques (228)
devant I'observation de résistance aux BETi en grande partie dues a I'émergence de voies

moléculaires alternatives.
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6.3.1.2.3.4 Inhibiteurs de DOT1L

Le géne MLL code pour une HMT nommée MLL, responsable de la méthylation du
résidu Lys4 de I'histone 3 (H3K4) permettant l'initiation de la transcription. Lorsque le gene
MLL subit un réarrangement, la protéine MLL (dite onco-MLL) perd son activité. L'onco-MLL
forme un complexe avec des partenaires protéiniques tels qu’AF4, AF9, AF10, ENL, ELL et
recrute DOTI1L, qui, via son activité catalytique (méthylation de H3K9) cause une
surexpression des génes impliqués dans la leucémogénése (comme HOXA9, HOXA10 et
MEIS1)(233). Des études pré-cliniques d’inhibiteurs de DOT1L (EPZ004777, EPZ-5676)
montraient un fort niveau de supression de I'expression de HOX induisant une

différenciation cellulaire et une activité anti leucémique (234).

Cependant, en monothérapie les résultats rapportés restent trés modestes:
seulement 2 répondeurs dans un essai de phase 1 avec EPZ-5676(pinometostat) sur 51
patients avec un réarrangement de MLL (235), probablement du fait d’une hétérogénéité au
niveau des protéines de fusion MLL avec des niveaux de sensibilité différents aux anti
DOTIL. En dehors des patients avec réarrangement de MLL, les patients avec mutations de
DNMT3A et de NPM1 semblent également étre de bons répondeurs a cette thérapie
(surexpression de HOXA)(236,237). Il ya actuellement une étude de phase 1/2 étudiant le
bénéfice d’'une association d’EPZ-5676 avec la chimiothérapie d’induction (NCT03724084).
Le bénéfice de I'association avec des hypométhylants a été démontré en pré clinique mais

pas encore chez I'homme (238).

6.3.1.2.3.5 Inhibiteurs de LSD1

Identifiée en 2004, Lysine-specific démethylase 1A (LSD1) est une déméthylase
capable de retirer des groupes mono et di methyl sur H3K4 et H3K9 résultant

respectivement en une répression et une activation transcriptionnelle(239).
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LSD1 est fortement exprimé dans environ 60% des LAM et notamment dans les cellules
souches leucémiques suggérant son role de régulateur positif de prolifération et d’auto-
renouvellement et négatif sur la différenciation cellulaire, en faisant ainsi une cible
thérapeutique intéressante. Des études récentes suggerent que [linhibition de LSD1
réactiverait la voie du récepteur ATRA. A I'heure actuelle, seules des données pré cliniques
sont disponibles et démontrent une activité anti leucémique prometteuse en inhibant la
prolifération et en restaurant la différenciation myéloide dans les blastes, avec une activité
renforcée dans les LAM avec réarrangement de MLL ou de RUNX1, les NPM1 mutées et
celles avec un blocage de la lignée mégacaryocytaire ou erythroide. Leurs effets sont

d’ailleurs augmentés en association avec ATRA et HDACi avec peu de toxicité (240,241).

Quelques essais de phase 1 et % sont actuellement en cours, mais les résultats ne sont pas

encore disponibles (NCT02842827, NTC02273102, NCT02261779).

6.3.1.2.3.6 Les combinaisons

Devant des résultats décevants pour la plupart des molécules en monothérapie, de
nombreux essais ont donc évalué ces thérapies en combinaison que ce soit avec d’autres
thérapies influengcant I'épigénétique mais aussi des chimiothérapies conventionnelles et

d’autres thérapies ciblées.

6.3.1.2.3.6.1 Hypométhylants et autres thérapies
épigénétiques

La combinaison azacitidine et HDACi a également donné des résultats décevants dans
la LAM et les SMD de hauts risques dans 2 études randomisées de phase 2 ainsi qu’une
méta-analyse de 7 études sur 922 patients, avec I'absence de bénéfice retrouvé par rapport
a I'azacitidine en monothérapie, et une augmentation de la toxicité a I'origine de nombreux

arréts de traitement (242,243). Cependant, les HDACi utilisés dans ces essais étaient
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relativement hétérogenes en termes de cibles cellulaires et pléiotropes ce qui peut expliquer
cette toxicité surajoutée, et que de ce fait le délai d’exposition insuffisant a la drogue peut
en partie expliquer ces résultats décevants. Prebet et al. émettait également I’hypothése
qgue l’entinostat étant un inhibiteur du cycle cellulaire, il empéchait donc I'incorporation de
I’azacitidine dans ’ADN (242). Il persiste un espoir avec les nouveaux HDACi et notamment le
pan-HDAC pracinostat, évalué en phase 2 chez des LAM sujets agés en combinaison avec
azacitidine avec des taux de réponse globale de 52% et RC 42%, et une survie globale
médiane de 19.1 mois, ce qui dépasse les résultats obtenus avec azacitidine seule(244). De
maniére surprenante, cet avantage n’était pas retrouvé chez les patients avec SMD de haut
risque, avec une fois de plus une augmentation de la toxicité dans le bras association ayant
conduit a des arréts de traitement (245). Un essai de phase 3 est actuellement en cours chez
les patients avec LAM au diagnostic en combinaison avec azacitidine (NCT03151408). La
décitabine en association avec HDACi a également donné des résultats décevants dans
guelques essais dont une phase 2 avec acide valproique (246) rapportant un taux de réponse
global 51% (décitabine seule) versus 35% (combinaison) et une survie médiane de 9.6 mois

versus 7.9 mois.

’association anti IDH1/2 et azacitidine a déja été traité dans les chapitres

correspondants.

Par ailleurs, des études pré cliniques démontrent un effet synergique de I'azacitidine avec les

inhibiteurs de DOT1L (238) dans la LAM avec réarrangement de MLL.

Concernant les anti EZH2, des données pré cliniques récentes retrouvent également
un effet synergique avec les hypométhylants notamment avec la décitabine (247) mais aussi

avec I'HDACi panobinostat (248).
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6.3.1.2.3.6.2 Agents épigénétiques et chimiothérapies

In vitro, il a été montré un effet synergique entre hypométhylants et anthracycline +
cytarabine, entre autre expliqué par le fait que I'azacitidine a la capacité, via une kinase
deoxycytidine de phosphoryler la cytarabine et de la rendre ainsi active (213). Les
hypométhylants serviraient également de chimiosensibiliseurs en restaurant I'activité des
geénes suppresseurs de tumeurs. Malheureusement, bien que les résultats de phase 1 aient
été encourageants (250,251), I'essai randomisé de phase 2 AML-AZA portant sur 214 LAM
du sujet 4gé candidats a I'induction n’a pas montré de bénéfice a I'association azacitidine +
induction, et décrivait méme une augmentation significative de la toxicité (252). D’autres

essais de phase 2 sont actuellement en cours (NCT03417427, NCT01839240, NCT02275663).

Dans une méta-analyse récente portant sur 24 essais randomisés et 1557 patients (594 LAM
et 590 SMD), la décitabine combinée a CAG (Cytarabine, Aclarubicine, G-CSF) était comparée
a décitabine seule ou CAG seul. Le régime décitabine + CAG entrainait significativement plus

de RC (RR=1.63, 95% Cl=1.43-1.85, P<<0.00001) sans augmentation de la toxicité (253).

Les HDACi ont eux aussi montré une activité synergique avec plusieurs
chimiothérapies de type analogues nucléosidiques, anthracyclines, et inhibiteurs des
topoisomerases, notamment via le fait qu’ils maintiendraient la chromatine en conformation

ouverte augmentant ainsi |'efficacité des drogues conventionelles (254).

Cette association a été testée dans plusieurs essais, avec une fois de plus des

résultats plus ou moins bons. Une 1% étude de phase 2 menée sur 75 LAM au diagnostic et
SMD de haut risque retrouvait des taux de réponse globale de 85% et de 100% chez les
patients FLT3 ITD+, sans augmentation de toxicité avec vorinostat, cytarabine et idarubicine

(255). L'étude SWOG 1203 est un essai clinique de phase 3 comparant une induction 3+7
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avec daunorubicine, une avec idarubicine + cytarabine hautes doses, et une avec idarubicine
+ vorinostat chez 738 LAM<60 ans au diagnostic.Les taux de RC étaient comparables entre
les 3 bras (75-79%) avec des meilleurs résultats pour les patients a cytogénétique favorable

dans le bras 3+7 (256). Dans une cohorte de phase 1 portant sur 21 patients avec une LAM

R/R ou secondaire, vorinostat + étoposide et cytarabine atteignaientt 33% de taux de RC/RCi

avec une toxicité acceptable a la dose de 200mg 2 fois par jour (225).

Enfin, chez les patients >65 ans éligibles pour une induction, I'ajout du panobinostat
permettait I'obtention d’une RC dans 64% des cas avec une médiane de survie globale de 17
mois et la maintenance avec panobinostat seul permettait une diminution de la MRD chez

4/5 patients MRD+ avant maintenance, et une négativation chez 2/5 patients(257).

6.3.1.2.3.6.3 Hypométhylantset autres thérapies
ciblées

Ces associations concernent les hypométhylants + les anti BCL2 et les anti FLT3 qui ont déja

été traités précédemment.

6.3.1.2.3.6.4 Hypométhylants et immunothérapie

Le rationnel de cette association vient du fait que les hypométhylants
augmenteraient I'expression d’antigenes associés aux leucémies notamment le NY-ESO-1
and MAGE-A, celles du CMH de classe 1 et des molécules de co-stimulation (ICAM1, CD80,
CD86) (258,259)a I'origine d’une activation de la réponse immune. Hors, d’un autre coté, ils
la freinent en augmentant I'expression des molécules du checkpoint telles que le
programmed cell death (PD)-1/programmed death ligand (PD-L)1 et cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein (CTLA)-4 (figure 15) qui contribuent a la résistance aux hypométhylants

(260,261), et qui du coup incite a associer des inhibiteurs du checkpoint. Par ailleurs, dans
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une étude pré clinique sur des cellules de mélanome, un pré traitement par azacitidine

entrainait une augmentation de la réponse aux anti CTL4 (262).
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Figure 15: lllustration des effets des hypométhylants sur les cellules T et tumorales (260)

Les associations azacitidine + nivolumab (cohorte 1) et azacitidine + nivolumab +
ipilimumab (cohorte 2) ont été rapportées chez des patients de plus de 65 et avec LAM
R/R(263). Les doses étaient de 75 mg/m?/j de J1 a J7 pour I'azacitidine, 3 mg/kg a J1 et J14
pour le nivolumab et 1 mg/kg toutes les 6 semaines pour I'ipilimumab. Soixante-dix patients

R/R ont été inclus dans la cohorte 1, avec un taux de réponse globale de 33 % incluant 15
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RC/RCi (22%). Les 29 patients (42%) étant en RC/RCi/RP/HI (Hematological Improvement)/SD
avaient une SG significativement améliorée par rapport aux non-répondeurs (58 %) [16,1
versus 4,1 mois [p <0,001]). Seuls 14 patients étaient évaluables dans la cohorte 2, avec 6

RC/RCp/RCi (43 %).

L’essai clinique associant azacitidine et atezolizumab a été stoppé pour des

probléemes de tolérance.

Par ailleurs, de nombreuses études sont en cours évaluant des hypométhylants avec
différents inhibiteurs du checkpoint (figure 16): inhibiteurs de PD-1 (nivolumab
NCT02397720 et pembrolizumab NCT02845297), inhibiteurs de PD-L1 (durvalumab
NCT02775903), et les inhibiteurs de CTLA-4 (ipilimumab NCT02890329, NCT02397720).

NK CELL
KIR inhibitor: Lirilumab ’/_\

PD-L1 inhibitors:
Durvalumab,
Atezolizumab
PD-1 inhibitors:
Nivolumab,

Pembrolizumab

TUMOR CELL

CTLA-4 inhibitors: Ipilimumab,
Tremelimumab

Figure 16 : représentation des différents inhibiteurs de check point en cours d’évaluation en

association avec azacitidine(260).
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6.3.1.2.4 La voie hedgehog

La voie hedgehog est I'une des voies de signalisation les plus impliquées dans les
cancers. Les mutations ou la dérégulation de cette voie sont directement liées a la
prolifération et la différenciation non controlées des cellules ou a une accélération de la
croissance tumorale. La voie est inactive lorsque PTCH (Patched) se lie a la protéine SMO
(smoothered) et en inhibe I'activité. Un complexe de protéines cytoplasmiques liées aux
microtubules ameéne le clivage de ci (facteur de transcription cubitus interruptus), un
répresseur transcriptionnel qui exerce son action dans le noyau.La voie est active lors de la
liaison du ligand hh (hedgedog) a PTCH qui libere SMO qui va s’accumuler dans le cil
primaire. Il s’en suit une activation des voies d’aval avec notamment I'activation des facteurs
de transcription GLI qui vont migrer dans le noyau afin d’activer la transcription de génes
cibles impliqués dans le développement (c-MYC, BCL2, and SNAIL) (264). D’autres protéines
sont capables de réguler GLI1 en dehors de la voie Hedgehog, comme FLT3, TGFb et les

protéines RAS (Figure 17).

=

i

PTCH SMo
s «—— PIK
TGFg —> @@@ :E:‘T";T

(GLI1/2/3, PTCH, CCND1, etc.)

I—b target genes

Figure 187: Fonctionnement de la voie Hedgehog.
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Dans la leucémie, la voie hedgehog est activée et va jouer un réle fondamental dans la survie
et dans la résistance des cellules aux drogues via les enzymes UTGA1 responsables d’'une

glucuronidation de certaines drogues a |'origine d’une modification de leur métabolisme.

Du fait du cross talk entre la voie canonicale de hedgehog et d’autres voies de signalisation,
la monothérapie par anti Hedgehog est peu efficace et des combinaisons doivent étre

envisagées.

6.3.1.2.4.1 Le vismodegib

Le vismodegib est un anti SMO ayant 'AMM en France depuis 2013 dans le

traitement des carcinomes basocellulaires.

Dans la LAM, un essai de phase 1 sur 38 patients R/R a rapporté des résultats tres
modestes en monothérapie avec un TRG de 6.1% et une médiane de survie globale de 3.4
mois. Le traitement était en revanche bien toléré avec les effets secondaires les plus
courants de type fievre, nausées, dysgueusie et épistaxis(265). Un essai de phase 2 associant
vismodegib a ribavarine ou décitabine a été initié en 2014, mais on ne dispose pas de mises

a jour récentes (NCT02073838).

6.3.1.2.4.2  Le glasdégib

Le glasdégib, anti SMO, fait partie des nouvelles thérapies ciblées récemment
autorisées par la FDA (2018) a la dose de 100mg par jour chez les patients LAM agés >75ans
ou non éligibles a une induction. Cette autorisation s’est basée sur I'étude de phase 2
BRIGHT AML 1003, qui randomisait cytarabine (20 mg x 2/j, 10 jours sur 28) + glasdégib 100
mg, 1 fois/j p.o. chez132 patients dgés de plus de 75 ans ou non éligibles a I'induction, dont
116 LAM et 16 SMD avancés, en 1% ligne. Le taux de RC était de 3% dans le bras cytarabine
versus a 18 % pour cytarabine + glasdegib et la SG de 4 versus 8 mois (HR = 0,46).
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Etrangement, le taux de RC avec la cytarabine faible dose était beaucoup moins élevé que
celui décrit dans la littérature. La tolérance était bonne avec pour effets secondaires les plus
fréquents une dysgueusie (23 %), des spasmes musculaires (20 %), une alopécie (10 %)
impliquant un arrét du traitement dans environ 5 % des cas seulement(266).

Une autre étude de phase 2 étudiait le glasdégib plus chimiothérapie d’induction chez 69
patients en 1% ligne LAM ou SMD de haut risque et retrouvait un taux de RC de 46.4%, avec
une médiane de SG de 14.9 mois(267). Un essai de phase 3 randomisé contre placebo, en
double aveugle évalue actuellement le glasdegib en combinaison avec chimiothérapie

d’induction ou azacitidine (NCT03416179).

6.3.1.2.4.3  Autres inhibiteurs de la voie Hedgehog

D’autres inhibiteurs sont en cours d’essais en phase précoce. Le sonidegib est un anti
SMO ayant également une interaction avec les voies IGFR1, PI3K, et MRP1 et qui a montré
un bon profil de tolérance et des signes cliniques d’activité intéressants dans un essai de
phase 1(268). Des inhibiteurs de GLI sont également en cours d’essais précliniques tel que

GANT-61 en association avec un anti FLT3(269).

6.3.1.2.5 Les voies de signalisation activées par les RTK
Les voies de signalisation sont fréquemment dérégulées dans le cancer notamment
celles impliquées dans la survie cellulaire et la prolifération cellulaire, activées par les
récepteurs des tyrosine kinases (RTK). Les RTK présents a la surface cellulaire recrutent et
activent des protéines qui relaient le signal en aval. Plusieurs voies peuvent étre ainsi
suractivées du fait de mutations sur I'un des composants : la voie RAS, la voie PI3K et la voie

AKT, en faisant des cibles thérapeutiques potentielles (Figure 18).
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Figure 18 : Principales voies de signalisation impliquées dans le cancer et les thérapeutiques
potentielles associés d’apres

6.3.1.2.5.1 Lavoie RAS/RAF/MEK

La voie RAS est fréquemment altérée dans la LAM (déja traitée plus haut) et est donc

une cible thérapeutique intéressante.

6.3.1.2.5.1.1 Le ciblage direct de RAS

Le ciblage direct de Le ciblage direct de NRAS n’a jusqu’a présent pas donné de
résultats trés probants. La classe principale d’inhibiteurs directs de NRAS est les inhibiteurs
des farnésyl transferases (IFT), car la farnésylation des résidus cystéine dans I'oncoprotéine
RAS avant son insertion dans la membrane est une étape essentielle a son activité
oncogénique. Un essai de phase 1 a démontré I'activité anti leucémique du tipifarnib, mais
qui reste trés modeste en monothérapie (6% de RC parmi 44 LAM R/R, sans connaissance du
statut RAS)(270) en partie du fait que NRAS et KRAS subissent une modification lipidique via
la géranylgéranyl transférase quand la farnésyl transférase est inhibée maintenant ainsi

I’activation. Plusieurs essais de phase 2 ont montré des taux de RC allant de 1% a 14% avec
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des médianes de survie globale dépassant les 1an pour les répondeurs, mais aucune de ces
études ne retrouvaient de corrélations entre la réponse au tipifarnib et le statut RAS (271-
273). La combinaison IFT + inhibiteurs des géranylgéranyl transférases a été testé mais est

trop toxique (274).

L’ARN interférence est une autre piste en cours d’exploration afin de cibler cette fois ’ARNm
a l'origine de la protéine RAS via des small interfering RNAs (siRNA) ou des microRNA

(275,276).

6.3.1.2.5.1.2 Le ciblage indirect de RAS via ses
effecteurs

Les anti MEK ont démontré leur potentielle utilité en pré clinique dans la LAM (277).
Le selumitinib, un anti MEK 1/2 a donné des résultats décevants en phase 2 sur une cohorte
de LAM R/R ou >60 ans en 1°® ligne sans aucune réponse parmi les 7% mutés NRAS et avec
un taux de réponse global de 17% sans aucune RC (278). Le tramétinib et le binimétinib
donnent des résultats un peu plus encourageants dans 3 essais de phase 2 chez des patients
LAM R/R ou >60ans en 1°® ligne, avec des taux de réponse globale variant de 20 a 28% chez
les patients ayant une mutation de RAS versus 3 a 20% chez les RAS non mutés, et des taux
de RC variant de 8 a 12% chez les RAS mutés versus 0% chez les non mutés(279,280).
Plusieurs essais de phase 2 d’anti MEK en combinaison sont en cours (avec un pan AKT
NCT01907815, avec idarubicine et cytarabine NCT02089230, avec un anti FLT3
NCT02418000), I'inhibition unique de MEK étant insuffisante pour ralentir la croissance

tumorale.
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6.3.1.2.5.2 La voie PI3K/AKT/Mtor

Cette voie est également a la base de cascade de signalisation impliquée dans la
croissance cellulaire, la prolifération, la survie et la motilité, réponses cellulaires impliquées
dans la progression tumorale. Elle est activée de maniére constitutive dans la LAM dans plus
de la moitié des cas (281) mais aussi entre autre par la perte de PTEN (régulateur négatif de
la voie) ou encore une mutation de PTPN11, ce qui en fait une cible intéressante, confirmée
par des études pré cliniques(282). Il n’y a a ce jour qu’un seul essai clinique dans la LAM avec
un anti PI3K, le BKM-120 (bupilarsib), testé sur 14 patients donc 12 LAM R/R, mais sans

aucune réponse hormis une maladie stable et une médiane de survie de 75 jours(283).

Les inhibiteurs de MTOR ont été évalués dans la LAM dans des essais de phase
précoce en combinaison avec d’autres thérapies comme sirolimus + MEC (phase 1,taux de
réponse global 22% (284)) et temsirolimus et clofarabine doses faibles (phase 2, taux de

réponse global 21% (285)), et plusieurs essais sont cours (NCT01869114, NCT01822015).

6.3.1.3 Cible a la surface du blaste : 'immunothérapie

6.3.1.3.1 Anticorps simples
Le seul ayant I’AMM a ce jour est le gemtuzumab ozogamycine, anti CD33 déja

abordé dans la partie traitement standard.

L'IMGN779, un autre anti CD33 couplé a I'indolino-benzodiazépine (Cortes JE et
al.,abstr. 26) a été testé en phase 1 chez 50 patients R/R ayant au moins 20% de blastes
exprimant le CD33 ; 41 % ont présenté une diminution de plus de 30 % desblastes dans la

moelle, avec un profil de tolérance acceptable.
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Le récepteur de I'lL3 ou CD123 est également une cible thérapeutique prometteuse
car il est surexprimé par les blastes myéloides et les cellules souches leucémiques et a
démontré une cytotoxicité dépendante de I'anticorps intéressante en pré-clinique(259).
Plusieurs anticorps ont été ou sont en cours d’évaluation comme le CSL362 et le SL-401

(NCT02270463).

Des anti-CD133 et des anti-CD66 sont également a I’étude en pré-clinique(259).

6.3.1.3.2 Anticorps bispécifiques

L’anticorps bispécifique anti CD3/CD33 est en cours de phase 1 dans les LAM R/R, et
les résultats préliminaires ont été présentés a I’ASH 2018 (Ravandi F et al., abstr. 25).
L’AMG330 était administré en perfusion continue a des doses progressivement croissantes
chez 35 patients inclus dans 12 cohortes de doses différentes.Lors de |'escalade de doses, la
toxicité la plus notable a été I'apparition d'un syndrome de relargage cytokinique (SRC) qui a
conduit a modifier le schéma d’administration pour faire une préphase de 4 jours a faibles
doses (10 pg/j puis 60 pg/j pour les derniers patients) suivie d’une exposition au palier de
dose protocolaire défini, ainsi que I'administration préventive d’une seule dose de

corticoides. Deux RC ont été observées a 240 pg/j et 2 RCi a 120 et 240 pg/j.

Les résultats de phase 1 de deux anticorps bispécifiques CD3/CD123 ont été

présentés a I’ASH 2018, le XmAb14045 (NCT02730312) et le flotetuzumab (NCT02152956).

Le flotétuzumab a été testé chez 30 patients a la dose de 500 ng/kg/j. La survenue d’un SRC
était constante, de grade supérieur ou égal a 3 chez 13,3 % des patients. Le taux de réponse
globale était de 22 % et le taux de RC/RCi est de 19 % avec une différence notable chez les
patients réfractaires primaires (31 %) et les patients en situation de rechute (0 %). Le
XmAb14045, administré de facon intermittente a 1,3-2,3 pug/kg une fois par semaine, a été
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évalué chez 63 patients souffrant d’une LAM en rechute/ réfractaire (Ravandi F et al., abstr.
763). Un SRC est survenu chez 49 patients (77 %), dont 11 SRC de grade supérieur ou égal a
3. Le XmAb14045 semble avoir une activité antileucémique dans cette population, avec un

taux de RC/RCi de 23 %.

6.3.1.3.3 CAR-T cells
L’approche des CAR-T cells s’appuie sur des cellules T cytotoxiques autologues qui
sont modifiées génétiguement pour produire un récepteur T artificiel ciblant les cellules
leucémiques. Cette technique est déja validée pour les LAL réfractaires de I'adulte jeune
ainsi que pour les lymphomes B diffus a grandes cellules. A I'heure actuelle, les essais de
CAR-T cells dans la LAM sont encore peu nombreux, probablement du fait d'une

hétérogénéité des cellules souches leucémiques.

Avec le CD33, de nombreuses cibles sont en cours d’essais pré cliniques ou en phase précoce
comme le CD123, CLL1, Lewis Y, NKG2D and FLT3. Dans le 1 essai de phase 1 sur ’lhomme,
le CAR-T cell CLL1-CD33 a permis I'obtention d’une RC chez une fillete de 6ans, qui a

bénéficié d’une allogreffe dans la foulée (FangLiu, Blood 2018).

6.3.1.34 Inhibiteurs du check point
Il a été précédemment montré que la moelle osseuse des patients LAM était un
micro environnement inflammatoire dans lequel les lymphocytes T exprimaient de plus forts
taux de marqueurs d’activation (CD5, CD69, OX40) mais aussi de molécules inhibitrices de
surface en comparaison des sujets sains (PD1) (260). Il a été également montré que plus on
avangait dans la progression de la maladie, plus la proportion de PD-1 sur les lymphocytes T

médullaires augmentait,et de maniére similaire, I'expression de PDL-1 est plus importante a
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la surface des blastes et augmente avec les rechutes. Autrement dit, la voie PD-1/PDL-1
contribue a la dormance tumorale et a la persistance au long terme des cellules

leucémiques, en faisant une cible thérapeutique intéressante.

Les données préliminaires montrent que les anti-PD1 ont une activité limitée en
monothérapie dans la LAM et les SMD, notamment le nivolumab qui n’apportait aucune

réponse clinique en monothérapie en phase 1 (260).

Les associations avec les hypométhylants semblent plus prometteuses et ont déja été

abordées plus haut.

L’association nivolumab + chimiothérapie intensive (Assi R et al., abstr. 905) a été
testé sur 41 patients agés de 18 a 35 ans en premiére ligne par idarubicine, cytarabine et
nivolumab (3 mg/kg a partir de J24 puis tous les 15 jours jusqu’a 1 an) ; 77 % étaient en
RC/RCi et 53 % avaient une MRD négative en cytométrie en flux. Aprés 17,2 mois de suivi
médian, la SG était de 18,5 mois (extrémes : 0,5-30,4). Six patients avaient présenté des
complications auto-immunes de grade 3-4. Quarante et un pour cent ont été allogreffés,

sans exces de toxicité ni de GVH sévere, confirmant la faisabilité de cette approche.

6.3.1.4 Cible au niveau du micro-environnement
Les LAM se développent via I'altération et le détournement du micro environnement qui va
assurer la quiescence et la survie des cellules souches leucémiques. De méme la rechute est
facilitée par les effets anti-apoptotiques, anti-différentiation, et proliferatifs de la niche
hématopoietique. Les intéractions molécules d’adhésions/ligands exploitées actuellement
dans la LAM sont VLA-4 avec VCAM-1, VLA-4 et CD44 et E-selectine, E-selectine ligand-1 et E-

selectine (figure 19).
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Figure 19 : Interactions entre le micro environnement et les cellules souches
hématopietiques normales et leucémiques (286)

6.3.1.4.1 Inhibiteurs de CXCR4/CXCL12

L'intéraction CXCR4/CXCL12 est une cible intéressante éatnt donné son implication dans le
« homing », la quiescence et la prolifération des blastes. Les inhibiteurs de CXCR4 inhibitors,
en combinaison avec de la chimiothérapie standrad, ont donné des résultats encourageants
gue ce soit en pré clinique ou dans des essais précoces. Les études pré cliniques reportent
une diminution de I'adhésion et de la migration, I'induction d’une différenciation cellulaire
et la suppression de l'effet protecteur du stroma a l'origine d’une augmentation de
I’'apoptose et de la chimiosensibilité. L’”AMD3100, plus connu sous le nom de plerixafor, est
un inhibiteur de CRCR4 approuvé par la FDA pour la mobilisation des cellules souches avant
autogreffe en contexte de myelome et lymphome. Dans le contexte de LAM R/R, le

plérixafor en association avec de la chimiothérapie (mitoxantrone, etoposide and
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cytarabine) apportait un taux de RCi de 46% chez 52 patients (287). En 1% ligne, le taux de
RC était de 67% en combinaison avec daunorubicine et cytarabine, et de 43% en association
avec décitabine chez des patients dgés avec une durée moyenne de réponse de 4.5 mois
(288). D’autres études ont soulignées I'impact positif d’autres anti CXCR4 I’Ulocuplumab, BL-
8040 (BLT40) et LY2510924 (289). Ces molécules sont globalement bien tolérées avec pour

effet secondaire principal une hyperleucocytose (290).

6.3.1.4.2 Inhibiteurs E-Selectine
Les blastes de LAM R/R expriment davantage de E-selectine que les blastes de LAM de novo,
suggérant un rble de I'adhésion des blastes au stroma dans les maladies réfractaires. Le GMI-
1271 est un inhibiteur spécifique de la E-selectine qui permet une potentialisation des effets
de la chimiothérapie et une diminution de la charge tumorale dans des modeéles xénogreffes.
Un essai de phase % a étudié le GMI 1271 en association avec MEC (mitoxantrone, etoposide
and cytarabine) chez 19 patients avec LAM R/R ou agés non antérieurement traités et

reportait un taux de RCi de 47% (42% de RC).

6.3.2 Apport des tests fonctionnels

Nous venons de voir que dans de nombreux cas, les thérapies ciblées exploitent des
vulnérabilités cellulaires qui ne sont pas retranscrites par la génomique. De méme, bien que
de plus en plus de cibles moléculaires soient identifiées, il existe encore trop peu de paires
cible mutationelle/drogue effectives en pratique clinique. En effet, parmi les génes et
chromosomes altérés dans plus de 5% des cas, FLT3, NPM1, DNMT3A, NRAS, TET2, -7/7q,
+8/8q, IDH2, CEBPA, RUNX1, PTPN11, -5/5q, IDH1, TP53, SRSF2, inv(16), MLL et WT1, seuls

FLT3, IDH1/2 et del5q sont actuellement ciblables. Enfin, de nombreuses thérapies ciblées
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sur une anomalie moléculaire n’entrainent en réalité qu’une inhibition partielle de la voie de
signalisation et sont a |'origine de résistances du fait d’'une forte plasticité et adaptation de la

cellule cancéreuse (291).

Ces argument renforcent I'idée que les données génomiques ne sont plus suffisantes
a elle seules pour guider une thérapeutique personnalisée et qu’il faut désormais coupler les
analyses moléculaires a des tests fonctionnels, tels que la transcriptomique, la protéomique
ou l"étude du profil de sensibilité aux drogues (111) afin d’élargir la liste des drogues

potentiellement actives chez un individu.

6.3.2.1 Les tests de drogues ex vivo
Ce type d’approche est en fait utilisé depuis des dizaines d’années dans le domaine de la
bactériologie pour la réalisation des antibiogrammes(292) et dans la leucémie, depuis les

années 80 pour prédire la réponse aux drogues d’induction (293-295).

Il existe a I’heure actuelle plusieurs techniques de testing de drogues ex vivo avec des

avantages et des inconvenients pour chacune comme bien décrit par Letai et al. (Table 3)

(111).
Modal cost per Incremental cost
Method Mumber of drugs testable patient sample per drug fested Time until result Specialized equipment/procedure
20 culturg High ({thousands) Low $ Days to weaks No
3D cultura High {thousands) Medium E3 Weeks to months Mo
PDX modals Low (up to a dozen) High $5% Months Yoz
Dynamic BH3 profiling High (thousands) Lo b Hours to days Mo
Mass accumulation rate Low (up to a dozen) Low $ Days Yes
Implantable devices Medium (dozens) High b Days Yes
CIVo Medium (dozens) High $ Days Yes

Values are the author's best estimates based on published information.

Table 3 : Comparaison des différentes techniques de tests de drogues
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Les tests de drogues ex vivo ou chimiogrammes sont une technique 2D relativement
simple et peu colteuse permettant de tester simultanément des dizaines de drogues ex
vivo, a des concentrations différentes afin d’établir un profil de sensibilité aux drogues

pour un patient donné en I'espace de quelques jours.

En 2017, Snidjer et al. nous présentaient les résultats intermédiaires de la premiere étude
prospectives démontrant la réussite du profilage monocellulaire de la réponse ex vivo(296).
Le but de I'étude était d’évaluer la faisabilité et I'efficacité de test de drogues ex vivo
associées a de la pharmacoscopie (combinaison de microscopie a fluorescence a haut débit
avec une analyse d'image a cellule unique) chez des patients atteints de pathologies
hématologiques agressives. Elle se présentait en deux parties : 1) une évaluation
rétrospective de 20 patients LAM ayant recu un traitement d’induction : On retrouvait une
exactitude de 88,1 % en termes de prédiction rétrospective de la réponse a la
chimiothérapie; 2) une étude prospective de 48 patients atteints de pathologies
hématologiques réfractaires ; 17 patients recevaient un traitement guidé par
pharmacoscopie, 13 patients un traitement sélectionné par le médecin. Letaux de réponse
globale était de 88 % avec le traitement guidé par pharmacoscopie contre 24 % avec le
traitement le plus récent (RC : 24,38 ; P = 0,0013) et 38 % chez les patients recevant le
traitement choisi par le médecin. La SSP médiane était de 22,6 semaines avec le traitement
guidé par pharmacoscopie contre 5,7 semaines avec le schéma le plus récent (RR: 3,14 ; P =

0,0075).

En 2018, Swords et al. étudiaient a leur tour le bénéfice clinique de l'utilisation des
chimiogrammes dans une étude pilote de 12 patients avec LAM R/R. Quatre patients étaient

sélectionnés pour bénéficier d’un traitement guidé par le DST et 8 patients recevaient un
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traitement non guidé. Il y avait significativement plus de réponses dans le groupe avec
thérapie personnalisée que dans le groupe standard, bien que cela puisse étre influencé par
une différence d’age (médiane d’age 37ans dans le groupe personnalisée versus 65 dans le
groupe standard). De plus, I'approche personnalisée n’entrainait pas de retard a l'initiation

d’un traitement comparativement au groupe standard (297).

6.3.2.2 La chimiogénomique
La chimiogénomique est une approche permettant d’effectuer une analyse intégrée des
anomalies moléculaires clonales chez un patient leucémique, et de les mettre en regard d’un
chimiogramme comme décrit plus haut. Cela permet d’identifier des corrélations entre
altérations génomiques et sensibilités accrues a certaines catégories de drogues, dans une
approche comportant moins d’a priori qu’'une méthode classique de choix d’un traitement
ciblé et éventuellement de pouvoir repositionner certaines drogues dans de nouvelles

indications(par exemple utilisation des inhibiteurs de JAK dans les LAM CEBPA mutées(298)).

En 2013, Pernovska et al. fournissait les résultats d’une étude novatrice qui intégrait a la fois
une étude du profil génomique mais aussi des chimiogrammes sur 18 patients atteints de
LAM, effectués a des temps différents de I’évolution de la maladie dans le but de
comprendre les mécanismes de réponse et de résistance aux drogues mais aussi de
monitorer la réponse thérapeutique au niveau moléculaire (299). Cette étude constitue le

début de la chimio génomique en hématologie.

Plus récemment, I'étude BEAT-AML réalisait un travail de grande ampleur avec un
séquencage génome entier et de I’ARN ainsi que des tests de drogues ex-vivo sur 672
échantillons tumoraux issus d’une cohorte de 562 patients leucémiques agés de plus de 60

ans non traités antérieurement(300). Ce travail est d’ailleurs a I'origine d’'une base de
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données collectives pour les cliniciens et chercheurs qui souhaitent utiliser de données
génomiques, transcriptomiques ou fonctionnelles dans la LAM. L’objectif était d’évaluer la
faisabilité d’obtenir les résultats géno-moléculaires en moins de 7 jours a partir du
diagnostic. Les patients éligibles étaient ensuite assignés a un groupe de traitement selon les
caractéristiques cytogénétiques et moléculaires identifiées. Onze sous-études sont
actuellement ouvertes. Au total, 356 patients ont été screenés, 285 ont pu étre inclus et 146
patients ont été traités a ce jour. Les résultats géno-moléculaires sont disponibles en moins
de 7 jours chez 95 % des patients, ce qui confirme la faisabilité de ce type d’approche en

moins de 7 jours.

Traitements proposés Patients assignés Patients traités
(sous-études en cours) a un traitement (n = 285) (n=146)
CBF Samalizumab (anticorps anti-CD200) + induction 4(1,4%) 2

Entosplétinib (inhibiteur de Syk) + induction (fit)

NPMIwt /FLT3 ITD- Entosplétinib en monothérapie (unfit) 37(13%) 10
Entosplétinib 0

MLL Entosplétinib + AZA 6(21 %) !
Enasidénib

IDH2 Enasidénib + AZA 32(11,2%) 27

IDH1 Ivosidénib + AZA 15(5,3 %) 1
Entosplétinib + décitabine o

P53 Prévonédistat (inhibiteur de Nedd8) + AZA 55(193%) 19

TP53wt/ caryotype Entosplétinib + décitabine 23(8%) 2

complexe

TET2/WT1 Bl 836858 (anticorps anti-CD33) + AZA 34(11,9 %) 23
Giltéritinib o

FLT3 Giltéritinib + décitabine 19(6,7%) 0

Absence de marqueur Bl 836858 (anticorps anti-CD33) + AZA 60 (21,1 %) 61

Table 4 : Traitements proposés dans BEAT AML en fonction des anomalies moléculaires

Finalement méme si I'on commence a voir apparaitre des études de LAM utilisant des tests
de drogues ex vivo, peu d’entre elles utilisent ces résultats pour proposer un traitement
guidé et encore moins d’études s’appuient a la fois sur les résultats génomiques et les

résultats des tests de drogues.
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OBIJECTIF DE L'ETUDE

Le protocole CEGAL est une étude pilote monocentrique et prospective mise en place a
I'Institut Paoli-Calmettes a Marseille qui a pour but d’évaluer la faisabilité d’'une approche de
médecine personnalisée (TTS : traitement tailored strategy) chez des patients présentant
une LAM réfractaire ou en rechute, en déterminant la proportion de patients pour lesquels

les résultats de I'analyse chimiogénomique sont disponibles en moins de 21 jours.

L’objectif secondaire est de tenter d’établir des corrélations entre les profils d’altérations

génomiques et les profils de sensibilité aux drogues.
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MATERIEL ET METHODES

1 Caractéristiques des patients:

Pour cette étude prospective unicentrique, (CEGAL-IPC-2014-012, NCT02619071), nous
avons collecté les données cliniques et les échantillons médullaires et sanguins de patients
ayant une LAM R/R (excepté les LAM promyélocytaires) ou un SMD ou une LMMC acutisée
réfractaires a I'azacitidine. Les autres critéres d’inclusion étaient : age > 18ans, performans
status < 3 et une survie globale estimée > 3mois. Un consentement écrit était obtenu pour
chaque patient. Le suivi était de 6 mois. Cet essai a été approuvé par le comité de protection
des personnes et par I'agence nationale de sécurité du médicament et conduit en accord

avec les recommandations de bonnes pratiques cliniques.

2 Analyses moléculaires

Afin d’identifier les génes actionnables et les voies potentiellement droguables, les
altérations du nombre de copies (CNAs) et les mutations ont été identifiées en utilisant la
technologie d'hybridation génomique comparative sur puce a ADN pan-génome et du
séquencage haut débit ciblé (tNGS) sur 166 a 232 genes (les panels de genes V13 et V14 sont
décrits dans la table 1(301,302)). Le NGS était réalisé a I'aide de la technologie 2x150-bp
paired-end sur I'lllumina Miseq ou la plateforme NextSeq500 selon les instructions du

fabriquant (lllumina, San Diego, CA, USA).

Les séquences obtenues ont été alignées sur le génome humain (UCSC hg19) en utilisant
le programme Burrows-Wheeler Aligner(303). Les séquences alignées ont ensuite été
traitées selon les recommandations du GATK (304). La détection des substitution (SNV) a

été réalisée 3 I'aide du logiciel Varcan2(305), tandis que les variants de type indel ont été
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détectés grace au logiciel HaplotypeCaller et Pindel (306). Les variants détectés ont été

annotés avec le logiciel Annovar (307).Les variants retrouvés dans les bases dbsnp129 et

dbsnp137 avec une fréquence supérieure a 1% dans la population (1000G ou ESP6500) ont

été retirés. Enfin, les SNVs et Indel présentant une fréquence allélique inférieur a 5% et

suspectés d’étre des faux positifs ont été systématiquement inspectés avec

2.3.32(308,309).

Table 1 : Panel de genes utilisés pour le NGS

Geénes du panel V13 de september 2015

Geénes rajoutés en Janvier 2017

(panel V14)
ABCC9 CSNK1A1 HES1 MEIS1 PTPRT ANKRD11 OBSCN
ABL1 CTCF HUWE1 MFSD11 RAD21 ARIH1 OGT
AKT1 CUX1 IDH1 MLL3 RB1 ATG2B PPM1D
ANKRD26 CXCR4 IDH2 MPL RIT1 ATRX PTCH1
APC DAXX IKZF1 MYBL2 RUNX1 BCR PTPN1
ARNTL DDX3X IL7R MYC SCRIB CDC25C RAC1
ASXL1 DDX41 IRF1 MYD88 SETBP1 CDH23 RAC2
ASXL2 DDX54 JAK1 NCSTN SETD2 CDKN1B RBBP6
ASXL3 DHX29 JAK2 NF1 SF3B1 CRNKL1 RBL1
ATM DNMT3A JAK3 NFE2 SH2B3 CSMD1 RCOR1
BAP1 DOocCk2 KDMG6A NFIA SMC1A DDX11 RCOR2
BARD1 DOK1 KIF17 NOTCH1 SMC3 DNAH2 RCOR3
BCL11B DOK2 KIT NOTCH2 SPIB DNMT1 ROBO1
BCOR E2F2 KLF1 NOTCH3 SRSF2 EGLN1 ROBO2
BCORL1 EED KLHL6 NOTCH4 STAG1 EPOR RRAS
BMI1 EP300 KMT2A NPM1 STAG2 FAT1 RRAS2
BRAF ERG KMT2A NRAS STAT3 FAT4A SiL1
BRCC3 ETNK1 KMT2D PAX5 STAT5A FES SOCS2
CALR ETNK2 KRAS PDGFRA STAT5B GSKIP SPI1
CBL ETS1 LAMB4 PDS5B suziz HHEX TET1
CBLB ETS2 LDB1 PHF6 TAL1 IDH3B TET3
CDKN2A ETV6 LEF1 PIAS2 TAL2 JARID2 TRIM10
CDKN2B EZH2 LMO1 PIK3R2 TCF12 KANSL1 TYK2
CDYL FBXW7 LMO2 PIM1 TCF3 KANSL2 USP9X
CEBPA FLT3 LMO3 PIM2 TCF7 KANSL3 WDR5
chr16:820,183-820,277 FOXP1 Lucr7L2 PIM3 TET2 KDM3B ZNF717
chr17:74,732,532-
74,732,630 GATA1 LyL1 PRDX2 TP53 KDMSA
chr4:153,258,807-
153,259,248 GATA2 MAFK PRMT5 TRIM33 KDMSC
chr7:139,102,209- MED12
139,112,272 GATA3 MAML1 PRPF8 U2AF1
chr8:144,895,127- MSI2
144,895,212 GFlI1 MAPK1 PTEN WHSC1
CLSTN1 GFI1B MDM2 PTK2B wr1 NAMPT
COPA GNAS MECOM PTP4A3 ZMYM3 NIPBL
CREBBP GNB1 MEF2C PTPN11 ZRSR2 NSD1
CSF3R

IGV
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3 Test de sensibilité aux drogues ex vivo (DRSP)

Les DSRP étaient réalisés sur des échantillons frais de cellules mononucléées sanguines
et médullaires venant de patients inclus dans I'étude CEGAL. Brievement, 20000 cellules par
puits étaient réparties sur 4 plaques 96 puits contenant 76 drogues (détaillées en table 2). Ce
panel, constitué de chimiothérapies conventionnelles et d’un large choix de thérapies
ciblées, comprenait des concentrations graduelles de drogues. Les plaques de drogues
étaient constituées de drogues achetées aux laboratoires Selleck Chemicals,
MechemExpress, AdooQ bioscience, Sigma, Abcam et ProspecBio. Les stocks étaient
reconstitués en dimethylsulfoxide anhydre (DMSO) et conservés a —-80 °C. Chaque composé

était testé dans des gammes de 4 concentrations séparées d’un log en DSMO constant (1%).

Des plaques meéres contenant les dilutions des composés au 25X en DMSO étaient
constituées et 5 uL de ces dilutions était disposé a l'aide d’une pipette multicannaux
Eppendorf Xplorer dans des plaques filles. Celles-ci étaient ensuite scellées par un film en
aluminium (Costar 6570) et conservées a -80°C. Les cellules étaient distribuées dans des
plaques 96 puits (20,000 par puits) en milieu 1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
contenant 20% de serum foetal bovin (FBS). Apres 48h d’incubation a 37 °C et 5% CO2 en
présence des composés, la viabilité cellulaire était mesurée a I'aide du kit CellTiter-Glo
luminescent assay (Promega, Charbonieres les Bains, France). Les données étaient
normalisées sur les puits contréles (1% DMSO) et les concentrations effectrices médianes
(EC50) étaient déduites des courbes doses-réponses obtenues sur le logiciel GraphPadPrism

6 (GraphPad Software, Inc.).

90



Table 2 : Panel des drogues utilisées

. lére dose . lére dose
Molécules Classe Molécules Classe
(UM) (UM)
ADN Microtubules
Cladribine 0,2 docetaxel 0,2
) o Antimitotique
Clofarabine 20 Antimetabolite Vincristine 2
Cytarabine 20 Protéasome
Bleomycine sulfate 50 DNA damage 17-AAG 50 anti heat shock prot
Nelarabine 50 Purine analogue Bortezomib 0,2
o ) ) ) proteasom inhibitor
Topotecan HCI Inhibition topoisomerase | Carfilzomib 0,2
daunorubicin HCI 2 Luminespib 0,02 HSP90 inhibitor
Etoposide 20 Inhibition topoisomerase 11 Small kinases
Idarubicin HCI 0,2 Alisertib Aurora A inhibitor
Epigénetique VX680 20 Aurora inhibitor
GSK126 50 EZH2 inhibitor AT9283 20 JAK 2/3 inhibitor
EPZ5676 50 DOTLI inhibitor ruxolitinib 50 Janus kinase 1/2 inhibitor
GSK2879552 50 LSD1 inhibitor Trametinib 2 MEK MAPK/Erk Kinase inhibitor
JQ1 20 Ponatinib 20 multi target BCR ABL kinase inhibitor
BET bromodomain inhibitor ) o
0OTX015 20 Vemurafenib 50 B-Raf inhibitor
Azacitidine 50 Imatinib 20 v-abl, c-kit, PDGFR inhibitor
Decitabine 50 Volasertib Polo like kinase inhibitor
DNA hypo methylating agent
SGI110 50 Bosutinib 20 Scr/abl inhibitor
SGI-1027 20 Nilotinib 20 BCR ABL kinase inhibitor
AGI-5198 50 IHD1 inhibitor Dasatinib 20 SFK et ABL family inhibitor
Enasidenib (AG-221) 50 IHD2 inhibitor Récepteursdes tyrosine kinases
Entinostat (MS-275) 20 Afatinib 50
Vorinostat (SAHA) 20 HDAC inhibitor Erlotinib 20 EGFR family inhibitor
Panobinostat 0,02 gefitinib 50
Apoptose Masitinib 20 c-kit PDGF inhibitor
Navitoclax 2 lapatinib 20 EGFR et HER2 inhibitor
anti BCL2 ) ) ) o
Venetoclax 0,02 Regorafenib 50 multi target BCR ABL kinase inhibitor
Nutlin 3 50 MDM?2 inhibitor SGI-1776 50 PIM, FIt3 inhibitor
idasanutlin 50 p53/MDM?2 inhibitor Rigosertib 2 PIk1 et PI3K inhibitor
palbociclib 50 CDK4/6 inhibitor midostaurin 20 anti FLT3, multi target TK inhibitor
Seliciclib 50 CDK inhibitor Crenolanib 50 FLT3/ PDGFR inhibitor
Olaparib 20 PARP inhibitor Gilteritinib 20 FLT3/AXL inhibitor
Primal 20 re activator of mutant p53 Quizartinib 20 fms like TK3 inhibitor
Birinapant 2 XIAP clAP inhibitor Sorafenib tosylate 20 i i hibi
Autres Sunitinib malate 20 multi target FLT3 inhibitor
Dexamethasone 20 immunomodulator Voie PI3K
Metformin HCI 24000~ AMPKactivation, Inhibition 1 gveofimus 50
mTO mTOR inhibitor
hydroxychloroquine 100 autophagy Temsirolimus 20
Selinexor 2 CRML inhibitor MK-2206 2HCI 20 Pan-Akt inhibitor
Tretinoin 2 cells differenciation BKM 120 20 PAN-PI3K inhibitor
Cyclopamine 50 Smo antagonist Idelalisib 50 PI3K inhibitor
Tipifarnib 50 Farnesyl transeferase inhibitor
L-Asparaginase 50 asparigine depletion
Cyclopamine 50 Smo antagonist
Arsenic 50 Degradation PML/RARA
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Dans le but d’aider aux choix des drogues selon leur efficacité spécifique pour un
patient donné, nous avons également utilisé un Z score (défini comme : EC50patient—
moyenne de I'EC50 d’une matrice de patients / médiane des patients de la matrice, la
matrice étant définie par un panel de 25 préléevements antérieurs traitées de maniére
identique. Ce score nous permettait d’identifier les patients qui se démarquaient en termes
de sensibilité a une drogue et donc d’évaluer la sensibilité des cellules d’un patient comparé
aux autres patients. Plus le Z score était négatif et petit, plus les cellules du patients étaient

sensible a la drogue en comparaison des autres patients.

Dés que les résultats de génomique et des DRSP étaient disponibles, une réunion de
concertation pluridisciplinaire (RCP) était organisée entre chercheurs et cliniciens pour
présenter et discuter les résultats. Une stratégie thérapeutique personnalisée (Tailored
TreatmentStrategy —TTS-) (mono or poly-thérapies) était alors proposée sur I'identification
d’une mutation actionnable et/ou d’une sensibilité particuliere a une drogue (Z-score et
EC50 bas). Suite a cette RCP, le médecin référent était libre d’attribuer ou non le traitement
personnalisé en fonction de I’état général du patient et de la disponibilité de la drogue/ des

drogues proposées.
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4 Analyses statistiques

Dans le cadre de l'objectif secondaire de I'étude qui était de tenter d’établir des
corrélations entre les profils d’altérations génomiques et les profils de sensibilité aux
drogues, nous avons testé les corrélations entre les mutations et les EC50. Sur les 232
variables associées aux mutations et aux 152 drogues (soit 35264 tests possibles), seules les
variables avec n >=4 mutations et avec une mesure d'EC50 ont été gardées, de plus si les
échantillons avaient un écart type d'EC50 <0.05 pour une drogue donnée, la drogue n'a pas
été testée. Ainsi nous avons testé 1679 associations mutations/drogues (t-test).
Pour chaque patient, nous avons également établi un score (score patient) défini par la
médiane de tous les EC50 de ce patient pour toutes les drogues du panel afin d’illustrer la

sensibilité globale du patient au panel.
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RESULTATS

1 Caractéristiques des patients a I'inclusion

Nous avons inclus 55 patients entre Ao(t 2015 et Ao(t 2018. Toutes les caractéristiques
a l'inclusion sont résumées dans la table 3. L’age médian était de 65 ans (24-81) avec un
sexe ratio homme/femme de 1.5 et un PS médian de 1. En utilisant la classification WHO
2016, il y avait une majorité de LAM MRC (33 patients, 60%), 11 LAM avec anomalies
cytogénétiques récurrentes (20%), 5 LAM NOS (9%), 4 LAM post traitement (7%) et 2 LMMC
de type 2 (4%);25/55 (45%) patients avaient une LAM secondaire. La plupart des patients
étaient réfractaires au moment de I'inclusion (n=40, 72%), dont 22 réfractaires primaires et
26 avaient un ELN défavorable (65%). Le nombre médian de GB était de 3.6G/I (1.1-51.3),
seuls 4 patients avaient un nombre de globules blancs (GB) supérieur a 20G/L, dont un avec
plus de 50G/L, et le nombre médian de blastes médullaires étaient de 47.5% (0-87). Un tiers
des patients avaient recu au moins 3 lignes de traitements et le nombre médian de lignes
antérieures étaient de 2.2 (1-5) dont 12 patients avec un antécédent d’allogreffe de CSH

avant inclusion.
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Caractéristiques a l'inclusion n=55

Age médian (années, étendue)
Sexe M/F

Performans Status

Statut a l’inclusion

Nombre de thérapies antérieures

Nombre médian de GB

% médian de blastes médullaires

WHO CLASSIFICATION

Classification ELN

65 (24-81)
33/22
0: 8 pts
1: 35pts
2: 12pts
9 rechutes/ 46 réfractaires

1: 16 pts
2: 17 pts

2 3: 20 pts

3.6 G/I (0,9-76)

47.5% (1-95)

11 LAM avec anomalies génétiques récurrentes:

2 LAM avec inv(16)(p13.1922)
2 LAM avec inv(3)(q21.3926.2)

2 LAM avec t(6;9)(p23;934.1)

5 LAM avec mutation de NPM1
33 LAM MRC

4 LAM liée au traitement

5 LAM NOS

2 LMMC de type 2

36 défavorables
15 intermédiaire
4 favorable

Table 3: caractéristiques des patients a I'inclusion
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2 Faisabilité d’une stratégie de médecine personnalisée en moins de 21
jours

Parmi les 55 patients, 7 patients n’ont pu bénéficier des analyses chimiogénomiques du
fait de prélevements paucicellulaires ou pauciblastiques, au final 48 patients ont été
analysés et discutés en RCP (Figure 1). Une fois les prélevements sanguin et médullaire
effectués, le temps médian d’obtention des résultats du DRSP était de 6 jours (range 3-14) et
de 15 jours pour le NGS (range 7-37). Sur les 48 patients testés, 32 patients ont bénéficié
d’un DRSP sur sang et moelle, 11 patients seulement sur sang (échec du myélogramme ou
mangque de matériel cellulaire) et 5 seulement sur moelle (pas assez de cellules/blastes dans
le sang). Les résultats des analyses chimiogénomiques étaient disponibles en moins de 21
jours pour 37/48 patients (77.1%) avec un délai médian pour discuter les résultats et

proposer une stratégie personnalisée en RCP de 18.5 jours (range 8-50).

55 patientsinclus

7 patients exclus : échantillons
pauciblastiques ou paucicellulaires

o

48 patients bénéficiantde DRSP + NGS et discutés en RCP

Figure 1 : Flow chart représentant le nombre de patients inclus dans les analyses ainsi que la
réponse a I'objectif principal
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3 Caractéristiques moléculaires

3.1 Identification des mutations

Nous avons identifié des mutations dans 63 génes du panel, dont au minimum une
mutation par patient. Le nombre médian de genes mutés et de mutations par patient était
de 3.8 (1-10) et 4.2 (1-11) respectivement. Huit patients (17%) présentaient plus de 6
mutations. Le NGS révélait la présence de mutations de TET2 chez 29% des patients, des
mutations de DNMT3A et TP53 chez 23% des patients, et RUNX1 et SRSF2 chez 19% des
patients (figure 2). FLT3 et NPM1 étaient mutés chez 3 patients chacun (6%). La catégorie
fonctionelle de genes la plus touchée chez I'ensemble des patients était la classe
« signaling » et « chromatin modifier » (26 patients, 54%), « DNA methylation » (23 patients,
48%) et « transcription factor » (22 patients, 46%) Figure 3). Il n’y avait pas de différence
significative en termes de nombre de mutations entre le groupe ELN favorable/intermédiaire

et ELN défavorable (nombre médian de mutations de 2 et 4 respectivement).

B Adverse
B Favorable
B Intermediate

0 - ||‘|||I“||“IIII“III“IIIII“II.IIIIIIII.

Figure 2: Barplot représentant la fréquence des mutations retrouvées dans la cohorte.
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Figure 3: oncoprint représentant I'ensemble des mutations présentées par chaque patient,

le type de mutation, et la classe fonctionnelle des geénes impliqués.
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3.2 Identification des mutations actionnables

Lors de l'analyse du profil moléculaire et a I'aide des données de la littérature
disponibles au moment de l'interprétation des résultats, nous avons identifié des altérations
actionnables dans 14 génes et chez 39 patients (81%) (Figure 4). Les plus fréquentes étaient
des mutations de TET2 (15 patients, 31%), de TP53 (11 patients, 23%), une mutation ou
perte de NF1 (10 patients, 21%), des mutations de NRAS (7 patients, 15%) et d’IDH2 (5

patients, 10%).

A posteriori, nous avons décidé de reclasser ces altérations actionnables comme dans
la publication de Perera-Bel (310) qui, a I'aide des bases de données génomiques Clcv,
TARGET and GKD, classait des paires « mutations actionnables/traitements ciblés » selon
leur niveau d’évidence scientifique avec une stratification possible des traitements en 2
axes: robustesse de « I'évidence clinique » (axe 1: traitement approuvé, 2: traitement en
cours d’essai clinique, 3: en cours d’étude pré clinique) et type de cancer: axe A (évidence
dans le méme type de cancer) et B (évidence dans un autre type cancer). Avec ces 3 bases de
données, nous avons relevé plus de mutations actionnables, cette fois dans 32 geénes
différents et chez presque tous les patients (n=47). Enfin, il apparaissait que 40% des
patients avait une altération A1 (DNMT3A, FLT3, NPM1, IDH1, IDH2), 23% une altération B1,
73% une altération A2 (TET2, TP53, NRAS, KRAS, JAK2) et 70% une altération B2. Le nombre

cumulé de patients ayant au moins une altération B3 était de 98% (figure 4).
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Mutations en communs . .
Mutations actionnables

considérées dans la
revue de Perrera-bel

Mutations actionnables
considérées chez nos
patients

DNMT3A

DDX41
TP53

ATM

APC RIT1
U2AF1

FAT1

PTCH1

PTPN11 EZH2

Cuxi
NF1 CALR
IDH1/2

MYD88 NOTCH1

STAG2

NRAS JAK2 PTPRT

RB1

FLT3 BCOR

CBL

NPM1 SF3B1

Figure 4: réprésentation des différentes mutations actionnables retrouvées dans notre
cohorte selon notre analyse initiale puis celles considérées dans les bases de données
utilisées dans la publication de Perera-Bel, quelque soit leur niveau d’évidence clinique. La
table représente la distribution de ces mutations selon leur niveau d’évidence dans la

littérature scientifique.

100



4 Test de sensibilité aux drogues

4.1 Variabilité de la réponse aux drogues inter-patients

Nous avons observé une grande variabilité dans la réponse aux drogues entre les
échantillons en termes d’EC50 et de Z-score avec des profils trés résistants et a I'inverse des
patients tres sensibles a plusieurs dizaines de drogues. En effet, pour chaque patient, le
nombre de drogues ressortant avec un Z-score < a -0.5 (seuil défini arbitrairement) variaient
de 0 a 60 selon les patients. Pour rappel, le Z-score était un indicateur supplémentaire pour
interpréter la sensibilité du patient a une drogue par rapport aux autres patients ; plus il
était négatif plus le patient était sensible a la drogue par rapport aux autres patients. Afin de
comparer plus facilement les EC50 entre eux, nous avons normalisé tous les EC50 des
patients pour une méme drogue avec I'EC50 maximal obtenu pour cette drogue. Ainsi tous
les EC50 étaient compris entre 0 (patient sensible a la drogue) et 1 (résistant). Aussi, pour
visualiser plus facilement les patients sensibles par rapport aux résistants, nous avons calculé
un score global de sensibilité pour chaque patient (score patient) correspondant a la

médiane des EC50 de toutes les drogues (figure 5).

120 ‘

o

D 100 | 406 WS 6 & 0 6
u R * o * o

o 0,80 ‘ &

3

T 0,60 S *

£ ! ® ® o *

= 0,40 - o —&

K | * S * % &

g 020 9o 4

o \ & @

g 0,00 - ; . : ‘
& 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060

Patients

Figure 5 : représentation des différents « score patient », avec des profils plutot résistants

réprésentés par les points rouges et des profils sensibles représentés par les points verts.
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Ce score n’était pas significativement corrélé avec le nombre de mutations ni avec la
catégorie fonctionnelle des génes sauf pour les patients présentant au moins une mutation

du signaling qui avaient des plus petits scores patient (p=0.02) (Figure 6).

1.0

0.8
]

Score IC50

0.4

0.2

Absence de mutation du Présence d’une mutation

0.0

signaling du signaling

Figure 6: Boxplot représentant la médiane des EC50 normalisé en fonction de la présence ou

non d’une mutation du signaling.

Bien que non significatif, les patients avec une LAM secondaire semblaient plus résistants
gue ceux avec une LAM de novo (score patient médian des LAM secondaires 0.83 vs 0.47
pour les LAM de novo). De méme, il n’y avait pas de corrélations entre le score patient et la

survie(p=0.2).
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4.2 Variabilité de la réponse aux drogue inter compartiments

En comparant le score patient entre le sang et la moelle pour les patients analysés sur
les 2 compartiments, et aprés avoir éliminé ceux qui avaient une différence significative de
blastes entre sang et moelle, nous avons remarqué qu’hormis 3 patients qui présentaient
une différence significative entre moelle et sang (Figure 7), les autres patients avaient des

EC50 globalement comparables entre sang et moelle.
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Figure 7: Différence entre les scores patient obtenus dans le sang (rouge) et dans la moelle
osseuse (bleu) pour les 32 patients. On observe une nette différence pour le patient 1022
(plus sensible dans le sang) et les patients 1029 et 1034 (plus sensible dans la moelle), non

expliquée par une différence en pourcentage de blastes (indiqué en haut des barres)
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4.3 Variabilité de I’efficience des drogues

4.3.1 Les drogues proposées en RCP

Sur le panel de 76 drogues, 50 ont été proposées au moins une fois en RCP. Les
classes de drogues étaient variées et les plus proposées étaient: les inhibiteurs de kinases
(52 fois), chimiothérapies (36 fois), drogues épigénétiques (32 fois), et drogues impliquées
dans I'apoptose (25 fois). Les inhibiteurs de kinases qui ressortaient le plus souvent des
analyses étaient les inhibiteurs des tyrosines kinases et de PI3K. Du coté des
chimiothérapies, on retrouvait la clofarabine en 1lére position suivie de I'aracytine. Pour les
drogues de I'épigénétique, on retrouvait les agents hypométhylants (surtout I'azacitidine et
le SGI-110, car la décitabine était innefficace chez quasiment tous les patients) suivis des
BRDi, et enfin pour la catégorie « apoptose » la drogue la plus proposée était le PRIMA1
(réactivateur de P53). L'ensemble des drogues retenues en RCP pour I'ensemble de la

cohorte est représentée sur la figure 8.
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Figure 8 : représentation des classes et drogues retenues en RCP sur la base des DRSP pour

I’ensemble de la cohorte.
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Le score drogue

4.3.2

Nous avons calculé un score global d’efficacité pour chaque drogue (score drogue) en

calculant la médiane de tous les EC50 de la cohorte pour cette drogue dans le sang et dans la

7

étaient arsenic,

moelle. Les 10 drogues avec le score le plus bas dans la moelle

carfilzomib, bortezomib, entinostat, metformine, birinapant, JQ1 et

daunorubicine,

ponatinib (Figure 9). On constatait également que certaines drogues avait une grande

variabilité d’efficacité au sein de la cohorte, notamment I'asparaginase, qui avait un score un

score médian plutét résistant mais qui chez certains patients avait une efficacité

remarquable (valeurs extremes tres basses).
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Figure 9: Boxplot représentant le classement des drogues en fonction de leur score. Plus le

fficace chez un plus grand nombre de

3

eree comme e

7

score est petit, plus la drogue est consid

patient.
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Enfin nous avons normalisé le score drogue par I'EC50 de cette méme drogue obtenu

“patient sain”. Ainsi, on pouvait observer que certaines

7

erees comme

7

dans les PBMC, consid

drogues avaient clairement un score plus faible chez les patients que dans les PBMC,

fiques des cellules leucémiques (JQ1-BRDi, 17AAG-anti

éci

7

indiquant qu’elles étaient plus sp

HSP90 et entinostat-HDACi étaient les 3 plus spécifiques, Figure 10). A I'inverse, la sensibilité

moyenne des chimiothérapies conventionnelles ne différaient pas beaucoup entre les

échantillons de patients et les PBMC reflétant la fenétre thérapeutique étroite connue de

ces drogues et leur manque de spécificité.
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Figure 10: Boxplot représentant le classement des drogues aprées normalisation du score

drogue par le score des PBMC. Les scores négatifs (a gauche) représentent les drogues les

plus sélectives au niveau des cellules leucémiques.
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4.3.3 Classification hiérarchique

Nous avons ensuite réalisé un « clustering hiérarchique » afin de tenter d’identifier

des groupes de patients se distinguant par un profil spécifique de sensibilité aux drogues.

En regardant le clustering hiérarchique basé sur ces EC50 normalisés, 2 groupes de patients

se distinguaient: un groupe résistant et un groupe sensible (Figure 11).

De maniere innatendue, les 3 LAM avec inversion du 3 étaient dans le groupe
“sensible” (pas de caractéristiques particuliéres identifiées chez ces patients). Cependant, il
n’y avait pas de corrélations entre ces 2 groupes et le caryotype, 'ELN ou le statut
mutationnel des genes, bien qu’il semblait y avoir un enrichissement en mutations des
« génes du signaling » dans le groupe “sensible”. Bien que non significatif, Il y avait en
médiane plus de mutations par patients dans le groupe “résistant” (n=4) par rapport au
groupe “sensible” (n=3); en revanche il n’y avait pas de différence en termes de nombre de

lignes antérieures.
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Figure 11: Clustering hiérarchique basé sur les EC50 normalisés
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Nous avons regardé si le pourcentage de blastes avait un impact sur la sensibilité aux
drogues. Les échantillons avec moins de 25% de blastes étaient en majorité dans le groupe
“résistant” sur le clustering et significativement associés a des EC50 normalisés plus hauts

(p=0.015, Figure 12).
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Figure 12: Boxplot représentant la médiane des EC50 normalisé en fonction du pourcentage
de blastes

Sur ce clustering, nous avons également observé que certaines drogues formaient des
clusters cohérents (aracytine, cladribine, clofarabine, bléomycine, étoposide et idarubicine
ou encore dasatinib, alisertib, imatinib, ruxolutinib, vermurafenib et trametinib) et d’autres
qui le semblaient moins (Hydroxychroroquine, bosutinib, ponatinib et volasertib). De
maniére intéressante la vincristine se clusterisait avec le rigosertib, qui a récemment été

décrit comme un poison des microtubules en plus d’étre un inhibiteur de kinases.
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5 Utilisation de la chimiogénomique pour guider le traitement (TTS)

Avec les résultats du NGS et des DRSP, nous avons rencontré plusieurs situations (Figure
13): pour 2 patients nous n’avions pas identifié de cible actionnable, ni de sensibilité aux
drogues, nous empéchant de proposer une stratégie personnalisée. En revanche, I'approche
chimiogénomique était informative chez les 46 patients restants donc 83.6% des patients
ont eu une proposition de traitement personnalisé basée sur les résultats du NGS, des DRSP
ou des 2 pour certains patients chez qui I'on retrouvait une corrélation connue

mutation/drogue.

Pour 4 patients, nous avions identifié exclusivement des mutations actionnables sans
retrouver de sensibilité sur les tests de drogues et pour 8 autres patients, uniquement une
sensibilité a une ou plusieurs drogues sans mutations actionnables. Pour les 34 patients
restants, nous avions retouvé a la fois une ou plusieurs mutations actionnables et une

sensibilité a une ou plusieurs drogues.
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Figure 13: Flow chart résumant les résultats globaux des analyses chimiogénomiques

Parmi les 46 stratégies personnalisées proposées (proposition dans la plupart des cas

de plusieurs drogues prédites efficaces), au moins une drogue était disponible sur le marché

ou dans un essai clinique dans 93% des cas.

Finalement, 17 patients (31%) ont été traités avec une molécule guidée par I'analyse

chimiogénomique (groupe TTS, caractéristiques et traitements détaillés en Table 4). Parmi

ces patients, 3 patients ont été traités grace a la présence d’une mutation actionnable, 9

avec une drogue prédite efficace sur les tests de drogues, et les 5 patients restants ont recu

une molécule basée sur une corrélation entre NGS et sensibilité a une drogue. Parmi les TTS

proposées (Figure 14), 5 patients ont recu une chimiothérapie standard ou hypométhylants

prédits efficace sur les tests de drogues, 6 patients ont recu une combinaison d’une
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chimiothérapie standard plus une thérapie ciblée comme les anti FLT3, 6 ont recu une
thérapie ciblée en monothérapie (dont 3 inclus dans un essai clinique et 1 patient inclus dans

un essai clinique avec un anti IDH2 mais randomisé dans le bras contrdle avec aracytine).
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Table 4 : caractéristiques du groupe TTS

Patient

1018

1020
1040

1002

1004

1007

1019

1024

1025

1039

1046

1050

1017

1021

1029

1033

1041

Classification WHO
2016

LAM MRC

LAM MRC

LAM post traitement

LAM MRC

LAM MRC

LAM MRC

LAM MRC

LMMC 2

LAM MRC

LAM post traitement

LAM post traitement

LAM avec mutation
NPM1

LAM avec mutation
NPM1

LAM avec mutation
NPM1

LAM MRC

LAM
avect(6;9)(p23;934.1)

LAM MRC

ELN a
Pinclusion

Défavorable

Intermédiaire

Intermédiaire

Défavorable

Défavorable

Défavorable

Défavorable

Défavorable

Intermédiaire

Défavorable

Intermédiaire

Favorable

Favorable

Favorable

Défavorable

Défavorable

Défavorable

Lignes
antérieures

2

1

Mutations en NGS

DNMT3A, IDH2, PHF6, NF1

SFSRF2, IDH2
IDH2

SF3B1, KMT2C, DNMT3A,
TET2

SF3B1, GATA2

NRAS, SRSF2, ASXL1,
RUNX1, TET2

JAK2, RUNX1

JAK2, ASXL1, U2AF1, TP53,
Rad21, NRAS, ETV6

GATAZ2, SRSF2, TET2,
SuUZ12

NRAS, STAG25, SETD2

PTEN, NOTCH1, CREPPB,
IKZF1, NRAS, BCOR?2,
TRIM33, CTCF
TET2, NPM1, NRAS, PTCH1,

NPE2, PTPN11, FOP1,
TCF12

DNMT3A, TET2, NPM1, FLT3

WT1, NPM1, FLT3

TP53, DNMT3A

FLT3, ATM, EZH2

TP53, JAK2,NRAS, TET2,
EZH2, NF1,PTPN11, SF3B1,
DNMT3A, PHF6

DRSP

AGI-5198, AGI-6780,
dexamethasone, arsenic

Nelarabine, prima 1
Resistant

Dexamethasone, vincristine,
rigosertib

Cytarabine, midostaurin,
tramétinib, tipifarnib, L-
asparaginase, OTX015, JQ1
Dasatinib, idelalisib,
everolimus, trametinib
Cladribine, clofarabine,
primal, nutlin3, vidaza
Aracytine, clofarabine,
cladribine, dasatinib,
ruxolitinib, MK-2206 2HCI,
AT9283, BKM 120, VX680

Navitoclax

Trametinib, cytarabine,
L-asparagine, idelalisib

cyclopamine, AT9283,
VX680, azacitidine, topotecan

Idarubicine, daunorubicine,
clofafarabine, cyclopamine,
azacitidine

Sorafenib, dasatinib,
temsirolimus, everolimus,
bosutinib
Metformine, sorafenib et anti
BCL2

Anti MEK, MK-2206, BKM
120, primal, panobinostat.

Nutlin3, sorafenib
Trametinib, L-asparaginase,

vincristine, primal, AT8283,
erlotinib, vorinostat

Corrélation
Cible/DRSP

Oui

Non

NA

Oui (activation
RAS via perte
SH3B19)

NA

Oui

Non

Oui

Non

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui
(amplication
KRAS)

Oui

Oui

Traitement personnalisé
regu

Anti-PI3K/Akt/Mtor #

Anti IDH2 #
Anti IDH2 #

Dexamethasone +
vincristine

Vincristine + asparaginase
Dasatinib
Allogreffe avec cladribine
dans conditionnement
Aracytine + dasatinib
Anti BCL2 #

Idelalisib

Topotecan + aracytine

Azacitidine

Azacitidine + sorafenib

Azacitidine + sorafenib

Aracytine SC + cobimetinib

Azacitidine + sorafenib

Asparaginase + vincristine+
ruxolitinib

Traitement
basé sur

NGS

NGS
NGS

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

DRSP

Les 2

Les 2

Les 2

Les 2

Les 2

Nombre

de

cycles

1

5

NA

20

12

1

Meilleure
Réponse

Non##

Non #
Non ##

Non#

Non##

Non#

Qui **

NA

Non ##

Non ##

Non ##

Qui **

Qui**

Qui **

Non ##

Oui *

Non #

En gras : mutations considérées comme actionable au moment de la RCP. #essai clinique,** RC, * n'a pas atteint les critéres pour une RC, # Baisse de la blastose périphérique puis progression, ## progression
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Douze patients ont été finalement traités avec un autre traitement que celui proposé
par la RCP (groupe non TTS, figure 14): inclusion dans un essai clinique pour 4 patients, autre
traitement standard proposé par le médecin pour 8 patients, aucune drogue disponible sur
le marché dans la proposition personnalisée pour 4 patients et 19 patients n’ont recu aucun

traitement ou seulement un traitement palliatif (mauvais état général, décés avant la RCP).

Palliatif :
19 pts

<°
e vdo5?
G 3
:gp;\wcww
Anti-PI3K/Akt/mTOR e
Anti-IDH2*

TC seule

Revhm,d
PIM KINASES*
AZA+mido

Figure 14 : représentation des différents traitements regus par les patients suite aux analyses

chimiogénomiques. Légende : TTS treatment tailored strategy ; TC thérapie ciblée ; TRT traitement ; HMA

hypométhylants ; VCR vincristine; dexa dexaméthasone; ASPA asparaginase; TOPO topotécan; araC

aracytine ; AZA azacitidine ; soraf sorafénib; cobi cobimétinib; dasa dasatinib; RUXO ruxolitinib ; mido

midostaurine ; AC anticorps ; * molécule délivrée dans le cadre d’un essai clinique.
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6 Réponse et survie

Dans le groupe TTS, il y avait 4 réponses completes (2 toujours en vie et en RC), 1
réponse partielle et 5 patients avec diminution de la blastose périphérique. Les 4 réponses
complétes étaient obtenues apres une allogreffe de CSH avec de la cladribine pour 1 patient,
aprés l'association azacitidine + sorafénib chez 2 patients et apres azacitidine seule pour un
patient. Il y avait seulement une réponse partielle aprés azacitidine dans le groupe non TTS

et aucune réponse dans le groupe non traité.

Cette différence de réponse entre groupe TTS et non TTS n’était pas expliquée par une
différence d’age entre les 2 groupes (dge médian 66 ans vs 62 ans respectivement, p=0.5), ni
le PS a l'inclusion (PS médian a 1 dans les 2 groupes) ni le nombre médian de thérapies

antérieures (2.2 vs 2.3, p=0.7).

La SG médiane depuis I'inclusion était de 3.3 mois (0.2-32.3) et de 5.6 (1.6-30.2), 6(0.8-

16.8) et 2 mois (0.2-9.1) pour le groupe TTS, non TTS et non traité respectivement.
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7 Associations entre mutation et réponse aux drogues

Dans un 1% temps, nous avons voulu regarder si I'on retrouvait les
corrélations entre les altérations actionnables retrouvés chez nos patients et leurs drogues
associées sur nos DRSP (Table 5). Dans le groupe ayant a la fois une/des mutation(s)
actionnable(s) et une/plusieurs sensibilité(s) aux drogues, il y avait des corrélations directes
ou indirectes entre |’altération actionnable et le profil de sensibilité aux drogues chez 21/34
patients. Les corrélations les plus fréquentes étaient la sensibilité aux inhibiteurs de FLT3
chez les patients FLT3+, la sensibilité aux inhibiteurs de MEK chez les patients avec
mutations de RAS ou activation supposée de la voie RAS (mutation de PTEN ou PTPN11,
perte de NF1) ou encore la sensibilité aux inhibiteurs de la voie PI3K/AKT/mTOR chez les
patients qui avaient une activation supposée de cette voie (par exemple, perte de CUX1).
Cependant il y avait aussi des discordances pour quelques patients notamment les patients

IDH2 mutés qui étaient pour la plupart résistants aux anti IDH2.
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Table 5: Corrélations entre mutations actionnables retrouvées chez nos patients et
sensibilité aux drogues sur nos DRSP. Les mutations notées en gras étaient celles considéres

comme actionnables lors de notre analyse.

Moyenne Moyenne
EC50 pts EC50 pts

Thérapies potentielles (niveau Nbre de pts sensibles

LE

d'évidence) sur DRSP mutés WT
TET2 14 Agents hypométhylants (A2b) (319,327) 10 patients (71%) 0,52 0,62 1,00
Daunorubicine (A1) (37) 4 patients (36%) 0,08 0,25 0,36
DNMT3A 11

Décitabine (A2) (328) 0 patient 0,34 0,23 1,00
Réactivateur P53 (A2) (329) 7 patients (64%) 0,20 0,28 1,00
Décitabine (A2) (330) 0 patient 0,23 0,26 1,00

TP53 11 Alemtuzumab (B2b) (331) - - - -
HSP90i (A3) (332) 4 patients (36%) 0,51 0,32 1,00

Pramlintide (B3) (333) = = = ©

SRSF2 9 Inhibiteurs Spliceosome (A3) (334) - - - -
NRAS > MEKi (A2/B2) (279,335-339) 3 patients (43%) 0,63 0,97 0,95
HSP90i (B3) (311) 6 patients (86%) 0,04 0,43 0,01

SHP2/PTPN11i (A3) (340) - - - _

PTPN11 7 ) .

MEKi (A3/B3) (341,342) 2 patients (28%) 0,82 0,94 1,00
MEKi (B2) NCT01362803 1 patient (17%) 0,82 0,94 1,00
NE1 . Imatinib (B3) (343) 0 1,00 0,95 0,44
MTORi (B3) (344) 2 patients (33%) 0,24 0,32 0,91
BETi (B3) (313) 6 patients (100%) 0,08 0,43 0,02
BCOR 5 enzastaurin (B3) (345) - - - -
EZH2i (B2) (346) - - - -
EZH2 5 . . ATt
EZH2i + HDACi ou + décitabine (A3) (248) - - - -
IDH2 5 IDH2i (A1) (180) 1 patient (20%) 0,80 0,90 1,00
SF3B1 5 Inhibiteurs Spliceosome (A3/B3) (347,348) - - - -
JAK2 4 JAK2i (B1/A2) (349) 0 patient 0,96 0,91 1,00
FLT3i (A3) (345) 1 patient (25%) 0,49 0,45 1,00
U2AF1 4 — -
Inhibiteurs Spliceosome (A3) (347) - - - -
FLT3 3 FLT3i (A1) (175,350) 2 patients (67%) 0,26 0,45 1,00
NOTCH1i(B2) (351) - - - -
NOTCH1 3 L
Notch réactivateur (A3) (352) - - - -

NPM1 3 Daunorubicine (A1) (37) 1 patient (33%)

STAG2 3 PARPi (B3) (353) - - - -
APC 2 Inhibiteurs tankyrase, WNTi (B3) (354) - - - -
. . JAKi (B3) (355) 0 patient - - -

Dasatinib (B3) (355) 1 patient (50%) - - -

DDX41 2 Lenalidomide (A3) (356) 0 patient - - -

KRAS 2 MEKi (A2) (279) 0 patient - - -
PTCH1 2 Vismodegib (B2) (357,358) 1 patient (100%) - - -
ATRIi, PARPi, cisplatine (B2) (359,360) - - - -

ATM 1 .
Temozolomide (B3) (361) - - - -
CALR 1 JAK2i (B2) (362) 0 patient = = =
cux1 1 PI3K AKTi (A3/B3) (363,364) 0 patient . = =
FAT1 1 BETi (B3) (345) 0 patient = = -
IDH1 1 IDH1i(A1) (177) 0 patient - - -
MYD88 1 lbrutinib (B1) (365) - - - -
PI3K-AKT-mTORi (B2) (366—368) 1 patient (100%) - - -

PTEN 1

Trastuzumab (B2) (369) - - - -

PTPRT 1 STAT3i (B3) (370) - - - -
RB1 1 Cisplatine (B3) (360) - - - -
RIT1 1 MEKi (B3) (371) 0 patient = = -
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Bien que le faible effectif de la cohorte rende l'interprétation difficile, nous avons voulu
testé statistiquement les associations mutations et réponses aux drogues. Nous avons testé
1679 associations mutations/drogues. Nous avons gardé toutes les associations qui avaient

un fold change <0.2 (défini de maniére arbitraire) et un FDR significatif.

Nous avons retrouvé 52 associations significatives concernant 9 genes (DNMT3A,
EZH2, TP53, RUNX1, PTPN11, NRAS, NF1, SF3B1, et JAK2, Figure 15 et Table 5). Nous avons
calculé un ratio pour illustrer combien la drogue était plus sensible ou résistante chez les
patients mutés par rapport aux patients wild type. Le géne qui avait le plus d’associations
significatives était NRAS (n=19), et comme attendu cela concernait surtout les inhibiteurs
des kinases qui étaient plus efficaces chez les patients mutés (n=9, afatinib, AT9283,
sorafenib, gilteritinib, MK206, ponatinib, regorafenib, volasertib and VX680). D’autres
drogues apparaissaient plus efficaces chez les patients NRAS mutés: des chimiothérapies
standards comme la daunorubicine, bortezomib, topotecan et azacitidine; et des thérapies
ciblées comme I’ anti BCL2 venetoclax; le BRDi JQ1; I’ inhibiteur de HSP90 17AAG
(association déja rapportée en pré clinique (311); et d’autres drogues comme le selinexor et
I’hydroxychloroquine. Tous les ratio étaient compris 2 et 11 indiquant que la drogue était 2 a
11 fois plus efficace en présence de la mutation. Le second géne avec le plus d’associations
significatives était TP53, associé a une résistance significative a 4 drogues: bleomycine,
idarubine, nelarabine et nutlin3 (déja rapportée dans un essai précoce(312)) mais les ratios
étaient moins importants (entre 1.6 et 2.4). Les mutations de JAK2 étaient associées a une
sensibilité envers 3 drogues comme le HDACi entinostat (R=7), le BRDi JQ1 (R=4), et le
topotécan (R=4). Les patients mutés RUNX1, normalement chimioresistant présentaient une
sensibilité accrue a idarubicine (R=4), clofarabine (R=7), and bléomycine (R=4) mais aussi au

réactivateur de P53 PRIMA1 (R=3). Les mutations de NF1 étaient associées a une sensibilité

119



au JQ1 (R=5, rapportée en pré clinique(313)) mais une résistance a I'aracytine et bleomycine
(avec cependant un ratio faible a 1.3 pour les 2). Les mutants EZH2 étaient associées a une
résistance a 2 chimiothérapies (Aracytine et cladribine) et les mutants PTPN11 a une
sensibilité a 2 HDACI entinostat et panobinostat (R= 8 et 3) et JQ1 (R=6). Enfin, les patients
SF3B1 mutés étaient plus résistants au lapatinib mais plus sensibles a I'entinostat et les

DNMT3A mutés étaient plus sensibles au selinexor (inhibiteur de CRM1, R=7).
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Figure 15 : Boxplot représentant les corrélations positives entre mutations et sensibilité aux

drogues (en vert) et les corrélations négatives entre mutations et résistance (en rouge)
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Table 5 : Ensemble des corrélations significatives entre mutations et drogues, triées du FDR

le plus significatif au moins significatif.

Associations Nbre Nbre Moyenne Moyenne Fold Ratio EC50 EDR Classe drogues
mutés WT EC50 mutés EC50 WT change W/Mut PBMC

NRAS_MUT_AT9283 MO 5 31 0,08 0,64 -0,55 7,89 0,39 2,00E-06| JAK 2/3 inhibitor, Aurora A/B, Abl(T315I)
NRAS_MUT_MK2206 MO 5 32 0,04 0,41 037 9,82 040 2,64E-05 Pan-Akt inhibitor
RUNX1_MUT_Bleomycine MO 5 29 0,25 0,79 -0,54 3,18 0,50 2,64E-05 DNA damage
NRAS_MUT_VX680 MO 5 29 0,14 0,79 -0,65 5,59 0,85 5,82E-05 Aurora inhibitor
RUNX1_MUT_ldarubicine MO 6 31 0,07 0,32 -0,25 4,32 0,17 2,26E-03 Inhibition topoisomerase Il
EZH2_MUT_Cladribine MO 4 32 1,00 0,61 038 1,63 025 3,15E-03 Antimetabolite
JAK2_MUT _Entinostat SG 4 38 0,07 0,47 -040 6,76 0,33 3,15E-03 HDACi
NRAS_MUT_Topotecan SG 7 35 0,09 0,47 -0,38 5,33 0,34 3,31E-03 Inhibition topoisomerase |
NRAS_MUT_MK2206 SG 7 36 0,09 0,44 -0,36 5,15 0,40 4,12E-03 Pan-Akt inhibitor
NRAS_MUT_17AAG MO 5 30 0,04 0,43 -0,39 10,43 0,58 6,02E-03 heat shock protein inhibitor
TP53_MUT_Bleomycine MO 8 26 1,00 0,62 0,38 1,60 0,50 9,11E-03 DNA damage
NRAS_MUT_Ponatinib MO 5 32 0,02 0,23 -0,21 9,85 0,22 9,80E-03 multi target BCR ABL kinase inhibitor
NRAS_MUT_Selinexor MO 4 14 0,06 0,70 -0,64 11,05 0,36 9,80E-03 CRM1 inhibitor
NRAS_MUT_Venetoclax SG 5 18 0,40 0,91 -0,51 2,28 0,74 9,80E-03 anti BCL2
TP53_MUT_Bleomycine SG 10 32 1,00 0,72 0,28 1,40 0,50 9,80E-03 DNA damage
NRAS_MUT_OTX015 MO 5 32 0,04 035 0,32 934 042 1,03E-02 BET bromodomain inhibitor
RUNX1_MUT_Clofarabine MO 5 31 0,10 0,68 -0,58 6,91 0,10 1,08E-02 Antimetabolite
TP53_MUT_Nutlin 3 SG 10 32 0,90 0,52 0,37 1,72 0,33 1,35E-02 p53/ MDM?2 inhibitor
NRAS_MUT_Hydroxychloroquine SG 7 34 0,24 0,51 -0,27 2,10 0,38 1,63E-02 autophagy
JAK2_MUT _Topotecan SG 4 38 0,10 0,44 -0,34 4,43 0,34 1,70E-02 Inhibition topoisomerase |
NRAS_MUT_Afatinib MO 5 30 0,17 0,44 -0,26 2,54 0,53 1,70E-02 EGFR/HER2 inhibitor
DNMT3A_MUT_Selinexor MO 4 14 0,10 069 -058 667 036 1,73E-02 CRM1 inhibitor
EZH2_MUT_AraC SG 5 38 1,00 0,77 0,23 1,30 0,75 1,73E-02 Antimetabolite
NF1_MUT_AraC SG 5 38 1,00 0,77 022 1,29 075 1,73E-02 Antimetabolite
NF1_MUT_Bleomycine SG 5 37 0,99 0,76 0,24 1,31 0,50 1,73E-02 DNA damage
NF1_MUT_JQ1 MO 5 31 0,08 0,43 -0,36 5,55 0,85 1,73E-02 BET bromodomain inhibitor
NRAS_MUT_Gilteritinib MO 4 14 0,08 0,61 -0,54 7,92 0,80 1,73E-02 FLT3/AXL inhibitor
NRAS_MUT_Ponatinib SG 7 36 0,05 0,27 -0,22 5,64 0,22 1,73E-02 multi target BCR ABL kinase inhibitor
NRAS_MUT_Regorafenib MO 5 30 0,16 0,48 -0,32 3,01 0,38 1,73E-02 VEGFR, Kit, RET Raf-1 inhibitor
NRAS_MUT_Sorafenib SG 7 35 0,19 0,49 -0,30 2,60 0,35 1,73E-02| Multikinase inhibitor (B-Raf, Raf-1, VEGFR)
NRAS_MUT_Topotecan MO 5 30 0,05 0,37 -0,31 7,00 0,34 1,73E-02 Inhibition topoisomerase |
NRAS_MUT_Volasertib SG 7 36 0,11 0,42 -0,31 3,94 0,29 1,73E-02 Polo like kinase inhibitor
PTPN11_MUT_JQ1 MO 6 30 0,07 045 -037 622 085 1,73E-02 BET bromodomain inhibitor
PTPN11_MUT_Panobinostat MO 4 14 0,23 080 -057 3,47 095 1,73E-02 HDACi
SF3B1_MUT_Lapatinib MO 4 31 0,84 0,52 0,32 1,63 0,34 1,73E-02 EGFR et HER2 inhibitor
TP53_MUT_ldarubicine SG 10 33 0,70 0,29 0,41 2,38 0,23 1,73E-02 Inhibition topoisomerase ||
TP53_MUT_Nutlin 3 MO 9 26 0,90 0,52 0,39 1,75 0,33 1,73E-02 p53/ MDM?2 inhibitor
JAK2_MUT_JQ1 SG 4 39 0,12 0,54 -0,42 4,36 0,85 2,25E-02 BET bromodomain inhibitor
NRAS_MUT_JQ1 MO 5 31 0,06 0,44 -0,37 6,92 0,85 2,25E-02 BET bromodomain inhibitor
NRAS_MUT_Volasertib MO 5 32 0,08 0,32 -0,24 4,07 0,29 2,25E-02 Polo like kinase inhibitor
PTPN11_MUT_Entinostat MO 6 28 0,04 0,37 -0,32 8,37 0,33 2,25E-02 HDACI
NRAS_MUT_Daunorubicine SG 7 36 0,04 0,28 -0,24 6,75 0,05 2,48E-02 Inhibition topoisomerase ||
NRAS_MUT _Sorafenib MO 5 30 0,22 0,50  -0,28 2,25 0,35 2,69E-02| Multikinase inhibitor (B-Raf, Raf-1, VEGFR)
NRAS_MUT_Azacitidine MO 5 30 0,25 0,66 -0,40 2,58 0,82 2,70E-02 DNA methylation inhibitor
RUNX1_MUT_Primal MO 6 30 0,09 0,29 -0,20 3,19 0,09 2,72E-02 re activator of mutant p53
EZH2_MUT_AraC MO 4 33 1,00 0,77 023 1,30 0,75 2,73E-02 Antimetabolite
SF3B1_MUT_Entinostat MO 4 30 0,05 0,34 -0,30 7,05 0,33 3,28E-02 HDACi
NRAS_MUT_Regorafenib SG 7 35 0,16 0,45 -0,29 2,76 0,38 3,46E-02 VEGFR, Kit, RET Raf-1 inhibitor
NRAS_MUT_Bortezomib SG 7 36 0,04 0,26 -0,23 6,97 0,08 3,46E-02 proteasom inhibitor
TP53_MUT_Nelarabine SG 10 32 1,00 0,80 0,20 1,25 0,36 3,70E-02 Purine analog
NRAS_MUT_Daunorubicine MO 5 31 0,03 0,25 -0,22 8,50 0,05 4,87E-02 Inhibition topoisomerase ||
NRAS_MUT_OTX015 SG 7 36 0,10 0,48 -0,37 4,66 0,42 4,87E-02 BET bromodomain inhibitor
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DISCUSSION

A notre connaissance, cette étude portant sur 55 patients est la plus grande cohorte
évaluant la faisabilité d’une stratégie de médecine personnalisée via une analyse
chimiogénomique. Notre objectif principal a été atteint en montrant que les résultats de
chimiogénomique étaient disponibles en moins de 21 jours pour 77% des patients, rendant
cette approche intéressante dans le contexte des patients R/R. En effet, la survie dans ce
groupe reste trés courte, excédant rarement 6 mois (32,35), justifiant la nécessité d’obtenir
des résultats dans un délai le plus court possible. Grace aux résultats du NGS et des DRSP, un
traitement personnalisé était envisageable pour 83.6% des patients et au final 30% des
patients recevaient le traitement proposé en RCP, ce qui est encourageant dans cette
population déja tres lourdement traitée. Les principales raisons de ne pas recevoir le
traitement personnalisé étaient en lien avec I'état général du patient jugé trop altéré, le
choix d’un autre traitement par le médecin référent notamment l'inclusion dans un essai
disponible sur l'institut, ou encore l'indisponibilité de la drogue sur le marché. Ce dernier
point concernant l'accessibilité des drogues est un écueil majeur dans la faisabilité d’une
approche personnalisée et cela a conduit ces derniéres années a une modification du design
des essais cliniques, avec notamment la création des essais de type “basket” et “parapluie”
(118) et de programmes facilitant I'inclusion dans les essais thérapeutiques comme discuté

en introduction (117).

Bien qu’il y avait plus de RC dans le groupe personnalisé, nous n’avons pu montrer de
bénéfice en survie dans ce groupe. Ceci pour plusieurs raisons : premierement, ce n’était pas
I'objectif principal, et le nombre de patients était trop faible pour mettre en évidence une
différence s’il y en avait une. Enfin, notre cohorte était composée de patients au pronostic
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treés sombre et lourdement traités ce qui a pu limiter I'effet des thérapeutiques. La survie
courte de 3.3 mois dans notre essai est un argument pour essayer d’inclure les patients plus

précocement dans leur parcours thérapeutique, idéalement apres la 1ére rechute.

En termes de génomique, notre cohorte avait un profil mutationnel particulier avec une
prédominance de mutations de TET2, DNMT3A et TP53 en lien avec le caractere réfractaire
et multi traités des patients et qui differe donc du profil des LAM de novo qui présentent

majoritairement des mutations de FLT3 et NPM 1.

Dans notre étude, le statut mutationnel et la CGH array ont permis |'identification
d’altérations actionnables chez 81% des patients ce qui concorde avec les chiffres de la
littérature (310,314,315). Cependant, méme si un patient arbore une mutation ou une
altération dite actionnable, cela ne présage pas forcément d’'une réponse a la drogue
associée (316) car ces cibles ne sont pas toutes validées cliniquement et n’ont pas forcément
toutes le méme poids scientifique. Avec la démocratisation du NGS, de nombreux auteurs
ont tenté de simplifier la classification de ces mutations actionnables en fonction de leur
pertinence clinique (317) et de générer des outils pour aider les médecins a choisir la
stratégie thérapeutique la plus appropriée (34). Nous avons donc reclasser I'ensemble des
mutations présentées par les patients en utilisant la classication de Perera-bel publiée en
2018, en y ajoutant d’éventuelles nouvelles mutations actionnables récentes, comme TET2
et les hypométhylants (319). Nous mettions alors en évidence que presque 100% des
patients présentaient au moins une mutation actionnable de type B3 ce qui est plus élevé
gue ce gu'’ils retrouvaient dans leur publication (73%) mais cela peut s’expliquer notamment
par le fait que notre population réfractaire n’a pas le méme profil mutationnel qu’une

population de LAM au diagnostic. Au final, 40% des patients arborait une mutation Al c’est a
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dire pour lagquelle un traitement ciblé est approuvé en clinique pour la LAM, et 23% avait
une mutation A2 pour laquelle une drogue est en cours d’essai clinique. De notre point de
vue, le pourcentage de mutations Al est surestimé par le fait que Perera-bel classait les
mutants DNMT3A et NPM1 en Al (association avec daunorubicine fortes doses(37)), ce qui

ne nous semble pas relevant dans le contexte de nos patients R/R.

De plus, le fait de choisir un traitement ciblé sur une mutation/altération actionnable
doit prendre en compte I’'hétérogénéité clonale et la prédominance de certaines mutations
au sein d’un clone (mutations drivers versus mutations passenger) qui peuvent étre a
I'origine d’une absence d’efficacité d’une drogue sur sa cible prédite. Actuellement, un essai
cliniqgue est en cours pour évaluer si le fait de cibler une mutation driver dans un clone
dominant est plus efficace par rapport a la méme altération dans un sous clone (Deciphering

Anti-tumour ResponseWithINtratumour heterogeneity [NCT02183883]).

Au final dans notre cohorte, la génomique a été a l'origine d'un traitement
personnalisé chez seulement 5/17 patients (30%) soit 10% de la cohorte totale ce qui
renforce I'idée que l'association a des tests fonctionnels est nécessaire pour guider le

traitement et pour aider le clinicien dans la décision thérapeutique(111).

Parmis les tests fonctionnels disponibles, nous avons choisi les test de drogues ex
vivo qui sont un moyen rapide d’identifier des drogues potentiellement efficaces et qui ont
déja été utilisé dans plusieurs études dans la LAM (296,297,300,320). Dans notre cohorte, la
classe de drogue qui ressortait le plus souvent efficace et donc la plus proposée en RCP était
la classe des inhibiteurs de kinases et notamment les inhibiteurs de pan kinases ce qui parait
censé dans la mesure ou l'altération des voies de signalisation est un des mécanismes

majeurs de la leucémogéneése. On retrouvait ensuite les chimiothérapies conventionnelles ce
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qui est intéressant car malgré le caractere réfractaire multi traité des patients, il persiste
pour bon nombre de patients une certaine sensibilité aux chimiothérapies qui pourraient a
nouveau trouver leur place en association par exemple a d’autres thérapies ciblées ou dans
des conditionnements séquentiels pré allogreffe. Enfin, les drogues en lien avec
I’épigénétique occupaient également une place importante dans cette cohorte présentant
de nombreuses mutations de la classe chromatin modifier et DNA methylation. La réponse
aux drogues était tres variable dans la cohorte et nous identifions 2 groupes de sensibilité
différente aux drogues, un résistant et un plutét sensible. Malheureusement nous n’avons
pas trouvé de signature propre a chacun de ces 2 groupes, probablement a cause du faible
effectif. De maniére satisfaisante, les tests de drogues étaient reproductibles entre sang et
moelle (excepté 3 patients), ce qui pourraient nous inciter a I'avenir (quand le pourcentage
de blastes périphériques est suffisant) a ne tester les patients que sur sang périphérique,
évitant ainsi des gestes invasifs aux patients et permettant dans certains cas un gain de
temps pour les analyses. Au final, les tests de drogues étaient informatifs chez 42/48
patients (87%) avec l'identification de drogues prédites efficaces et ont été a I'origine d’un

traitement personnalisé chez 14/17 patients soit 29% de la cohorte totale.

Le fait que certaines thérapies ciblées n’aient pas été efficaces sur leur cible
moléculaire prédite (par exemple IDH2) peut s’expliquer par plusieurs hypotheses. La
premiere, comme expliqué plus haut, pourrait étre que la mutation ciblée par la drogue
faisait partie d’'un clone minoritaire dont la disparition n’a eu que peu d’impact sur le
phénotype malade. Deuxiemement, le probléme pourrait venir de la technique des DRSP qui

présente quelques écueils.
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En effet, un des biais présenté par cette méthode est le temps réduit d’incubation de 48h
qui peut sous estimer ou sous évaluer les effets de certaines drogues comme les
hypométhylants ou les agents différenciants qui ont besoin de plusieurs cycles cellulaires
pour exercer leurs effets (321). De plus, avec les DRSP, nous nous focalisons uniquement sur
la mortalité cellulaire, la ou pour certaines drogues comme les inhibiteurs d’IDH il serait plus
judicieux d’étudier les marqueurs de différenciation via de la cytométrie de flux. Enfin, les
DRSP ne prennent pas en compte I'impact du microenvironnement médullaire, connu pour

augmenter la chimiorésistance ce qui peut donc affecter la sensibilité ex vivo (322).

L’absence de cut off pour estimer la sensibilité aux drogues et la difficulté d’appliquer
les résultats en pratique clinique sont une difficulté supplémentaire qui nécessite d’avoir
une expertise dans 'interpétation des résultats des chimiogrammes. Certaines équipes ont
développé un score de sensibilité aux drogues (drug sensitivity scoring DSS) afin d’évaluer
I’efficience d’une drogue pour chaque patient (297,323) mais nous avons choisi de simplifier
cette approche en utilisant un Z score, déja utilisé dans les screening de drogues haut débit,
qui permet de comparer un patient aux autres en mettant en évidence ceux qui se
démarquent en termes de sensibilité a une drogue(324—-326). Nous avons également pris en
compte la réponse aux drogues avec les PBMC en utilisant un ratio EC50drogue/EC50pbmc,
afin d’identifier les drogues les plus sélectives pour les cellules cancéreuses et avec
potentiellement moins de toxicité systémique. Enfin, 'analyse des données nous a appris
que les patients ayant moins de 25% de blastes avaient un profil résistant, pour des raisons

encore inconnues, nous incitant a exclure ces patients de I'essai a I'avenir.
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CONCLUSION

En conclusion, la chimiogénomique est une approche intéressante et innovante,
faisable dans un délai raisonnable de 21 jours pour des patient ayant une LAM R/R et qui
permet de proposer davantage de traitements personnalisés qu’avec de la génomique seule.
Des efforts doivent étre poursuivis pour perfectionner et développer les tests fonctionnels
en association avec les données moléculaires. Le bénéfice clinique apporté par ce type
d’approche n’est pas encore formellement démontré et doit étre investigué dans des études

controlées et randomisées de plus grande ampleur.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ABL Abelson tyrosine kinase

ADN Acide desoxyribonucléique

ASXL1 Additional Sex Combs Like 1

Bcl-2 B cell lymphoma 2

BCR Breakpoint Cluster Region

BRDi: inhibiteur des bromodomaines

CALGB Cancer and Leukemia Group B

CBF Core Binding Factor

CD Classe de Différenciation (Cluster of differenciation)
CEBPA CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP), Alpha
¢c-MYC v-Myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
2HG 2-Hydroxy-glutarate

FCSH Cellule Souche Hématopoiétique

DNMT3A DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 Alpha

DRSP drug resistance/sensitivity profiling (=tests de drogues ex vivo)
ELN European LeukemiaNet

EZH2 Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
FAB French—American—British

FLT3 Fms-Related Tyrosine Kinase 3

FLT3-ITD FLT3 - Internal Tandem Duplications

FLT3-TKD FLT3- Tyrosine Kinase Domain

HDAC Histone Désacétylase

IDH1/2 Isocitrate Déshydrogenase 1/2

NPM1 Nucleophosmine

KIT V-Kit Hardy-Zuckerman 4 Feline Sarcoma Viral

KMT2A Lysine (K)-Specific Methyltransferase 2A
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LAM Leucémie aigue myéloide

LAL leucémies aigues lymphoblastiques

LMMC leucémie myélomonocytaire chronique

MO Moelle osseuse

MRD Maladie résiduelle (Minimal Residual Disease)

NGS Séquencage de nouvelle génération (Next Generation Sequencing)
PS Performans status

PTEN phosphatase and tensin homolog

PTPN11 Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor Type 11
RARa Retinoic Acid Receptor

RC réponse compléte

RP réponse partielle

RTK Récepteur tyrosine kinase

RUNX1 Runt-Related Transcription Factor 1

SF3B1 Splicing Factor 3b, Subunit 1

SG survie globale

SMD syndrome myélodysplasique

SRSF2 Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 2 SS Side Scatter
SSE survie sans évenement

SSP survie sans progression

STAG2 Stromal Antigen 2

TC thérapie ciblée

TET2 Tet methylcytosine dioxygenase 2

TP53 Tumor Protein p53

TRG taux de réponse global

TTS tailored treatment strategy (= stratégie de traitement personnalisé)
U2AF1 U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1

WT1 Wilms Tumor Gene 1
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RESUME

Introduction Les leucémies aigues myéloides sont des hémopathies hétérogenes au
pronostic sombre malgré un traitement standardisé par chimiothérapie intensive. Les
progrés récents en termes de génomique ont permis une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans le leucémogénese et I'identification d’altérations
actionnables pouvant étre ciblées par des thérapies personnalisées. Malgré ces avancées, il
existe encore peu de paires cible mutationnelle/traitement. Les tests de drogues ex vivo
(DRSP) semblent une bonne option pour définir des profils de sensibilité aux drogues pour
un patients donné, afin d’établir une liste de thérapies potentiellement actives. L’approche
chimiogénomique permet une analyse intégrée des anomalies moléculaires clonales chez un
patient leucémique en les mettant en regard d’un DRSP afin d’identifier des corrélations
entre profil mutationnel et réponses aux drogues. Le protocole CEGAL est une étude
monocentrique et prospective qui a pour but d’évaluer la faisabilité d’'une approche de
médecine personnalisée chez des patients présentant une LAM réfractaire ou en rechute, en
déterminant la proportion de patients pour lesquels les résultats de I'analyse
chimiogénomiques sont disponibles en moins de 21 jours.

Matériel et méthodes: Les DRSP étaient effectués sur des blastes frais médullaires ou
périphériques avec un panel de 78 drogues. Aprés une incubation de 48H, la viabilité
cellulaire était mesurée avec le kit CellTiter-Glo© Luminescent cell viability assay (Promega)
permettant I'obtention des EC50. Le Next generation sequencing (NGS) était réalisé a I'aide
d’un panel de 225 geénes avec Mi-Seq (Illumina) et les profils génomiques par cGH-array
(Agilent4x180K). A la fin, une liste de drogues potentiellement actives sur la base du NGS et
des DRSP était proposée en RCP.

Résultats: 55 patients atteints de LAM en rechute (n=15) ou réfractaires (n=40) ont été
inclus, avec une moyenne d’age de 65 ans. Il y avait une majorité de LAM MRC (60%) et
d’ELN défavorable (65%). Les anomalies génomiques les plus fréquemment retrouvées
concernaient TET2 chez 29% des patients, DNMT3A et TP53 (23%), SRSF2 et RUNX1 (19%).
Trente-neuf patients présentaient une cible « actionnable » en NGS (83%). Les résultats des
analyses chimiogénomiques étaient disponibles dans les 21 jours pour 77% des patients,
avec un temps médian pour rendre les analyses de 18.5 jours. Dix—sept patients ont
bénéficié d’un traitement personnalisé sur la base du NGS (3 patients), des DRSP (9 patients)
ou des 2 (5 patients) et parmi eux 4 ont obtenu une rémission compléte prolongée.

Conclusion : I'approche chimiogénomique est une approche innovante et prometteuse,
réalisable dans un délai de 21 jours, et qui permet de proposer a des patients atteints de
LAM des thérapeutiques ciblées en fonction de leur profil mutationnel et de la réponse aux
drogues ex vivo.

Mots clefs : Leucémie aigue myéloide, Séquencage haut débit, test de drogues ex vivo,
chimiogénomique, médecine personnalisée.
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