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l 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) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme 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 Marquerite (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] 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) (69&me section)

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

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Francois (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

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

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) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

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

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)



l CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 JGUERIN Carole (MCU PH)

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH) | CHIRURGIE INFANTILE 5402 |
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH) GUYS Jean-Michel (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH) JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité LAUNAY Franck (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH) MERROT Thierry (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH) VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)
FAURE Alice (MCU PH)
OLLIVIER Matthieu (MCU-PH) PESENTI Sébastien (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702 ]

BERTUCCI Frangois (PU-PH) | CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503 |
CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH) CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH) GUYOT Laurent (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)

HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH) FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

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

I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

COLLART Frédéric (PU-PH)

D'JOURNO Xavier (PU-PH) CASANOVA Dominigue (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH) LEGRE Régis (PU-PH)

GARIBOLDI Viad (PU-PH)

MACE Loic (PU-PH) BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH) HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

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

l CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 ]

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH) BARTHET Marc (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH) BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOUFI Mourad (PU-PH) BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH) Surnombre
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH) DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH) GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH) GRANDVAL Philippe (PU-PH)
GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)
| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |SEITZ Jean-Francois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)
LEPIDI Hubert (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)
ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH) | GENETIQUE 4704 |
| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 |BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)
BERBIS Philippe (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH) MONCLA Anne (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)

I DUSI ]TOGA caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

COLSON Sébastien (MCF)

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 ]
l EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

AUQUIER Pascal (PU-PH) BOUBLI Léon (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH) BRETELLE Florence (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre COURBIERE Blandine (PU-PH)
THIRION Xavier (PU-PH) CRAVELLO Ludovic (PU-PH)

D'ERCOLE Claude (PU-PH)
BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

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



| IMMUNOLOGIE 4703

| HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

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

FERON Francois (PR) (69éme 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) 65éme 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)

l MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

l 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 Frangois (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 associé 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

l MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

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

l 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) (65&me 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 Francois (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) (17éme 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 Agnés (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) (69éme 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)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)
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Resume

CONTEXTE : Le neuroblastome de haut risque (HRNB), est la seconde tumeur solide en
fréquence chez I’enfant. Son pronostic reste réservé, et ce malgré 1’usage de stratégies
thérapeutiques multimodales adaptées au risque (EFS a S5ans < 50%). Plusieurs modéles
mathématiques ont été développés au cours des dernieres années pour décrire la charge tumorale
totale, primitive et métastatique, mais aucun dans le neuroblastome, et leur valeur pronostique

n'a pas encore €t¢ déterminée.

OBJECTIFS : Construire un modeéle mécanistique, vérifier sa validité et évaluer sa valeur

pronostique.

MATERIEL ET METHODES : Nous avons établi un modele mathématique mécanistique pour
HRNB, utilisant la taille de tumeur associée a 2 coefficients : a (diffusion) et u (croissance).
Le modele a été calibré a l'aide du niveau circulant de lactate de hydrogénase (LDH) et du score
mIBG SIOPEN. On a utilisé les données d'une cohorte de 49 patients HRNB traités selon les

recommandations HRNBL1 au cours des 10 derniéres années.

RESULTATS Le modéle a pu décrire I’évolution de la charge métastatique de la maladie. Nous
avons trouvé l'existence d'un sous-groupe de HRNB avec un pronostic plus défavorable en
termes de rechute et de survie globale pour un niveau élevé de LDH (70-80°™) et de score de
SIOPEN (90°™ percentile) (p<0,05) avec les techniques classiques d’analyse de survie,
confirmé par notre modele pour le taux de LDH. Nous avons également constaté qu'une valeur

¢levée de p est associée a une meilleure survie globale (p< 0,05)

CONCLUSION : Notre modele mathématique mécanistique peut décrire et prévoir la charge
tumorale en utilisant des données clinico-biologiques chez I’Homme. Il a permis d'identifier un
nouveau facteur de risque, p, associé a de meilleurs résultats en termes de survie globale dans
notre population. La détermination du substrat physiologique sous-jacent a ce résultat nécessite

encore d’autres explorations.
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Introduction

Le neuroblastome est la deuxiéme tumeur solide chez les enfants (8-10% cancers infantiles aux
Etats-Unis et en Europe) avec un age médian au diagnostic autour de 2 ans (1), (2), et est
responsable de pres de 15 % des déces infantiles par cancer(3). Il s’agit d’une maladie caractérisée
par une tres grande hétérogénéité tant clinique, qu’histologique ou biologique (4). Par conséquent,
son spectre pronostique est également large (5). L’ « International Neuroblastoma Risk Group »
(INRG) a proposé en 2009 un modele de classification en fonction des données sur le cancer
(diffusion du neuroblastome, catégorie histologique, grade de différenciation tumorale, anomalies
génétiques telles que l'amplification de NMyc (6) age du patient (3) (7) avec pour age limite 18
mois (8)) (Annexe 1), encore utilisé de nos jours. Ainsi le neuroblastome est divisé en 3 groupes :
Neuroblastome a Faible, Intermédiaire ou Haut risque (HRNB), présentant des survies trés
différentes. Pour les patients traités selon les protocoles €laborés par « The International Society
for Paediatric Oncology European » (SIOPEN) la survie globale a 5 ans est de plus de 90 % pour
le premier groupe grace a des traitements minimes (chirurgie et/ou chimiothérapie ou simple
surveillance), 60 a 80 % pour le second (recommandations LINES) (5) et moins de 50 % pour le
dernier groupe qui représente pres de 50 % des patients (3) ,(9), (10), (11), (12) en dépit de
traitements multimodaux intensifs (recommandation HRNBL1). En outre, les patients progressant
au cours du traitement d'induction ou apres la réponse initiale a I'induction ont une EFS a 5 ans
trés défavorable, <20% pour le patient présentant la maladie évolutive précoce (13), (14). A priori,
pour ces patients réfractaires, les traitements actuels sont insatisfaisants, et de nouveaux

traitements sont nécessaires pour essayer d'atteindre de meilleurs résultats.

Dés 1964 (15) de nombreux modeles mathématiques ont été élaborés pour aider la recherche sur
le cancer. Leur but était de comprendre la cinétique de la croissance tumorale et de la diffusion
métastatique(16) et de proposer des outils rationnels pour la conception des schémas

thérapeutiques(17,18).

Trois principaux types de modeles mathématiques peuvent étre distingués. D'une part, des modeles
« Multiscale » trés complexes tentent d'intégrer autant de processus moléculaires pouvant avoir un
impact au niveau de 1'organisme tout entier. Cette approche exige de nombreux parametres et, par
conséquent, sont souvent difficiles ou impossibles a calibrer de fagon fiable a des fins
cliniques.(19). D'autre part, le modéle purement statistique et les techniques d'intelligence

artificielle s'appuient sur des algorithmes agnostiques qui tentent de déduire directement les



mode¢les a partir des données brutes (20). Entre les deux, les modeles mécanistes ou semi-
mécaniques cherchent a décrire uniquement les principaux déterminants d'une maladie cancéreuse,
dans un but donné (e.g., compréhension (21,22) ou prédiction (23,24) de la rechute métastatique).

A notre connaissance aucun modele mécanistique n'a été établi et validé pour le neuroblastome.

Dans cette étude, nous avons établi un modéle semi-mécanistique de Neuroblastome a Haut Risque
pour décrire la masse métastatique en utilisant deux coefficients : un parametre u, spécifique du
patient reproduisant le processus de diffusion métastatique et un parametre non spécifique o
¢valuant le processus de croissance. Ce mode¢le a été construit et validé avec les données cliniques,
biologiques et radiologiques d'une cohorte de 49 patients avec HRNB et traités selon le protocole
HRNBL1 (10 and Annexe 2). Nous avons ensuite évalué¢ la valeur pronostique de ce modele et

essay¢ d'identifier les patients a Ultra Haut Risque.

Matériel et Méthodes

Description de la cohorte et Données de la population

Notre population est composée de 49 patients atteints de HR-NB, traités avec le protocole HR-
NBLI1, dans l'unité d’hématologie et oncologie pédiatrique de I'hopital pour enfants a ' AP-HM
(Assistance Publique des Hopitaux de Marseille) entre le 26/11/2007 et le 30/08/2018. (Annexe
3). Nous avons choisi pour date d’entrée dans 1’étude la date du diagnostic. Pour les études de

survie, la date de fin était soit la date des derniéres nouvelles soit la date du déces du patient.
Les critéres d'inclusion sont ceux du Protocole HRNBL1(10).

Le protocole HRNBL1 Les détails du protocole sont donnés en annexe 2. En bref, une
chimiothérapie d’induction « rapid COJEC » ou «schéma d’induction N7 modifié » est
administrée pendant 10 semaines, suivie d'une chirurgie, si faisable, suivie d'une chimiothérapie
my¢loablative avec autogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Le traitement est complété
par la radiothérapie et une éventuelle chimiothérapie d'entretien avec de I’immunothérapie

(antigGD2 ou IL2) et acide rétinoique pendant 6 mois.

Données collectées: Toutes les données ont €té recueillies a partir du dossier Patient informatisé
(DPI) par la plate-forme Axigate utilis¢ dans notre Hopital Universitaire a Marseille, comprenant

les facteurs de risque du Neuroblastome comme I’4ge au diagnostic, la valeur des LDH qui

pourrait étre corrélée au volume tumoral total ou estimée comme reflet d'un renouvellement



tumoral rapide (6), (10), (25), (26) ou une amplification de NMYC, recherchée par PCR sur
prélévement sanguin périphérique et/ou sur tissu tumoral primitif ou métastatique au diagnostic,
permettant le classement du patient comme NMYC + si ’amplification NMYC est présente dans

l'un des prélévements.
Le score SIOPEN (Annexe 4)

La méta-iodo-benzyle-guanidine (mIBG) est connue pour se lier aux cellules de neuroblastome en
utilisant l'iode 123 (I1123)(27) et la scintigraphie au mIBG est donc utilisée pour évaluer 1'étendue
du neuroblastome, en accord avec I’'INRG. En effet, prés de 90% des neuroblastomes fixent la
mIBG (28) au niveau de la tumeur primitive, mais aussi dans 1'os, la moelle osseuse (29) ou méme
des tissus mous avec une sensibilité élevée (85-94%) (30). Nous avons utilisé un score semi-
quantitatif SIOPEN qui a été élaboré pour prédire 1'extension et la gravité de la maladie (31). Un
score ¢levé a été démontré comme péjoratif, mais aucune valeur seuil vraiment reproductible n'a
encore ¢té trouvée (28,31). Nous avons €tabli le score SIOPEN avec les données disponibles sur
le DPI par le biais du programme Centricity ou par double lecture rétrospective de la scintigraphie

au diagnostic avec un médecin nucléaire expérimenté (Dr Tessonnier).

Caracteristiques tumorales :

- La localisation et taille de la tumeur primitive ont été évaluées a l'aide de rapports
radiologiques effectués au diagnostic. Les volumes tumoraux primaires ont été estimés par la
formule : 4/3 abc avec a en comme hémi-grand axe, b comme hémi axe moyen et ¢ comme hémi

petit axe d'une tumeur ellipsoide.

- Localisation métastatique et « masse métastatique totale » : Nous devons rechercher les
emplacements métastatiques par l'imagerie, la scintigraphie de mIBG étant actuellement le « gold
standard ». Mais 1’analyse par scanner ou IRM corps entier sont ¢galement effectués pour
confirmer ou détecter d’éventuelles métastases viscérales, difficiles a mettre en évidence en
scintigraphie et non enregistrées par le score SIOPEN. L'emplacement des métastases a été noté
dans l'interprétation d'imagerie. En outre, la présence de métastase médullaire est recherchée par
le my¢logramme ou la biopsie médullaire, car non détectable en imagerie. Les données étaient

disponibles sur le DPL



Données relatives a |’évolution de la maladie :

- Date de la meilleure réponse au traitement selon les critéres INRC (32): Réponse compléte ou
aucune maladie visualisable, réponse partielle ou régression d’au moins 30% de la maladie,

maladie stable ou régression de <30% de la maladie.

- Date de rechute ou de progression de la maladie aprés régression sous traitement : Date a
laquelle une évolution défavorable de la maladie a été¢ mise en évidence par la radiologie (scanner
et/ou IRM), I'imagerie nucléaire (TEP TDM et/ou mIBG 1123 scintigraphie MIBG). Nous avons
choisi de définir le groupe ultra-a haut risque (UHRNB) comme un groupe de patients qui

rechutant précocement, deés 18 mois apres le diagnostic.

Modéle mathématique

Le modéle mathématique a été adapté d'un cadre mathématique précédemment publié pour la
description des métastases (22,24,33). Cette construction permet de simuler une maladie
cancéreuse, y compris la croissance de la tumeur primitive (PT), ainsi que la naissance et la
croissance des lésions secondaires (Figure 1). Nous avons supposé la croissance des tumeurs

primaires et secondaires selon une loi exponentielle :
Sy(t) = S(t) = e™,

quand S, (t) and S(t) indiquent la taille d'une tumeur primaire et secondaire (exprimées en nombre

de cellules), a partir d'une cellule au temps t = 0. Le paramétre a indique le taux de prolifération

et a été estimé a partir du temps de doublement déterminé comme expliqué ci-dessus, en utilisant
la formule suivante : a = :;ﬁ. En supposant un taux de genese métastasique proportionnel a la
taille du PT avec parameétre u, le nombre de métastases au temps t est donné par (22) :

t

N(t) = uf Sp(s)ds.
0

Le parameétre p correspond a la probabilité par jour pour chaque cellule du PT de se propager et
d'établir une métastase lointaine. La charge métastatique totale (nombre total de cellules

métastatiques dans I'organisme) est (24) :

t

M(t) = uf Sp(s)S(t — s)ds.
0



Les métastases visibles au temps t (i.e. métastases d'une taille supérieure a un seuil de

visibilitéS,,;s) sont celles qui sont nées assez tot pour avoir atteint S,;, c'est-a-dire, avant t — 7,

= InGwis) 14
a

oU Ty est le temps pour atteindre S,,;5 (see Figure 1). Ce temps est donné par 7,,; =
masse des métastases seulement visibles peut alors étre:

L=Tyjs

Sp(s)S(t —s)ds = ,uj Sp(t — Tpis — $)S(s + Ty55)ds,
0

t=Tyis

Muis(©) = |

0

ou T,;s est le moment pour atteindre un seuil de visibilité S,,;s a partir d'une cellule. Il est donné

In(Sy;s)
par Ty =

. Le seuil de visibilité S,,;s est considéré comme un parametre du modele. Les
simulations numériques de M and M,,;; ont été effectuées en utilisant « the fast Fourier transform
algorithm » mise en ceuvre dans le « scipy python package » (python 3.7), en exploitant la structure

de convolution des équations (34)

Pour les simulations avancées du modele, une version discréte a été utilisée avec le temps

d'initiation T; et la taille S; pour les i-¢éme metastases donné par :

T; =inf{t > O;N(t) =i}, S;=e*T), fort>T,.

Calibrage du modéle : Pour déterminer I'dge de la tumeur (ou le temps du diagnostic T;), we
utilisé la taille PT et I'hypothése d'une croissance exponentielle avec le taux a:

_ In(S,)

d a ’

ou S, est la taille du PT au moment du diagnostic. Cette quantité a été dérivée de trois diameétres,
obtenus par des mesures d'imagerie, qui ont permis le calcul du volume de PT en supposant la
forme ellipsoidale. Ce volume a été converti en un certain nombre de cellules en utilisant

I'hypothése standard del mm?® =~ 10° cellules (35)

Ensuite, pour chaque patient, deux mesures quantitatives ont été utilisées pour comparer le mod¢ele
métastatique aux données : le score SIOPEN et le taux sanguin de LDH. Le premier a été supposé
étre un substitut de la masse métastatique visible tandis que le second a été supposé représenter la
charge totale de cancer dans l'organisme (PT - métastases), see Figure 1. Dénotant avec « i
superscript » les quantités qui dépendent de I'individu i et I'écriture explicite des dépendances des
fonctions du modele sur leurs parameétres, nous avons donc supposé :

SIOPEN' = Myis(TE; 1Y, Spis) X (1 + aet), &t ~N(0,1)
9



LDH! = (¢sp(T;;) + M(Té;ui,Svis)) X (1+o0e?), & ~N(01)

qui exprime un mod¢le d'erreur proportionnel pour les observations avec déviation standard o =
0.1, correspondant & une erreur de mesure de 10%. A noter qu'un seul paramétre (u') était
spécifique au patient. La maximisation de la probabilité logarithmique pour I'expression ci-dessus

conduit @ minimiser la fonction objective suivante :

l(svisr o, Ili) = lsiopEN (Svis; #i) + lipn (¢' #i)

(SIOPENi — SIOPEN; ,401(Syis) ui))2

, . \2
2 (0SIOPEN} 401 (Suiso 1) )

. . .\ 2
(LDH' = LD Hppoer (9, 1))

2 (O-LDHrinodel(qb' .ui))z

+In (0VZISIOPEN 001 (Suis 1) ) +

+ In (GmLDHfﬁodel(‘p' 'ui))

with
SIOPEN}y401(67) = Myis(Th; 11, Syis )

LDHrinodel(ei) = ¢Sp(Tc€) + M(Té; ﬂi; Svis)-

La minimisation a été réalisée en séparant les parametres au niveau de la population et au niveau

individuel, i.e.:

Sps, @ = argmin Z min l(S,,iS, o, ui)
Svis,d) i ”L

['[l = argmin l(Sm's; ¢' Mi)'
i

et a ét¢ mis en ceuvre en utilisant « the Nelder-Mead algorithm » de la fonction « minimize » du

« scipy python package » (python 3.7).

Le Temps de Doublement Cellulaire (CDT) dans le neuroblastome était une condition préalable
essentielle a 1'établissement d’un modéle mathématique afin d’estimer le potentiel de croissance
du cancer. Ainsi, nous avons été a la recherche d'études relatives au CDT dans PubMed et des
CTD connus pour des cellules souches spécifiques de neuroblastome collectées au sein d’un

Cellosaurus (base de données de la population de cellules commerciales). Quand ils étaient
10



disponibles, 1'age, le sexe, le stade du neuroblastome et/ou la présence de métastases et le statut de
NMyc ont été référencés. Toutes les populations de cellules ont été obtenues a partir de patients
humains. Les CDT ont été établis in vitro. (Annexes 5) Sur les 73 souches étudiées, 15 ont été
exclues en raison d'un défaut de connaissance relatives a une exposition possible a des produits de
chimiothérapie (toutes les cellules doivent étre exemptes d'exposition a la chimiothérapie pour ne

pas inciter a la confusion).

Par conséquent, nous avions 57 populations de cellules. L'age moyen des patients était de 30,8

mois (médiane de 22 mois). En moyenne, le CDT était de 62,4h (médiane 48h (20-252h)) (Table
1)

Analyse statistique

En raison de gammes couvrant plusieurs ordres de grandeur, les valeurs individuelles des niveaux
LDH et le paramétre mathématique ¢ ont subis une transformation logarithmique préalable.
L’association entre les variables cliniques et/ou le parametre mathématique individuel In u avec la
survie sans progression ou la survie globale a été évaluée a 1'aide de modeles de régression de Cox
univariés et multivariés. Les /ignes de vie python package ont été utilisées pour s'adapter aux
modeles. Les modeles qui en ont résulté ont été évalués pour leur puissance prédictive en calculant

la moyenne de Harrell’s c-index (36) au cours d'une procédure de validation croisée a dix fois.

Autorisations et Ethigue

L'autorisation d'effectuer 1'étude a été obtenue aupres de I'AP-HM (Assistance Publique des
Hopitaux de Marseille) Portail d'accés aux données de santé¢ (numéro demande 32PTJS5). Nous
respectons la loi « Informatique et Liberté » (1978) pour l'utilisation des données. Nous affirmons

qu'il n'y a pas de conflit d'intérét dans I'¢laboration de cette étude.

Résultats : Description de la cohorte

Patients et caractéristiques tumorales (Figure 2)

- Critéres d’Inclusion et d’Exclusion : 49 patients ont été inclus dans notre cohorte. Mais 2 jeunes
filles de 26 et 11 mois ont été incluses aprés diagnostic de neuroblastome a faible risque
secondairement a leur traitement chirurgical, en raison d'une progression précoce. Le statut de
NMyc pour les deux patientes était négatif mais a changé pour la plus jeune. Nous avons choisi de

conserver les données recueillies au moment du diagnostic, mais nous avons considéré comme date
11



d'entrée dans notre ¢tude la date d'inclusion dans le protocole HRNBL1, c'est-a-dire la date de la
premiere progression. Finalement, nous avons di exclure 4 patients pour la construction du mod¢le
mathématique.

- Facteurs de risque connus du neuroblastome (figure 2A) : Dans notre cohorte, les patients
¢taient souvent agés de plus de 18 mois (42,6 mois en moyenne, médiane de 36 mois (11-140)),
leurs niveaux de LDH au diagnostic étaient élevés avec une moyenne de 1848 UI/L et une
médiane de 842 UI/L (302-22022) avec des normes de laboratoires variables dans le temps, mais
toutes < 300UI/L. Le score SIOPEN ¢tait globalement ¢levé, 23 en moyenne (arrondi jusqu'a
l'unité supérieure) avec une médiane de 27 (0-60). Dans notre cohorte, 3 personnes qui avaient un
MIBG négatif (aucune fixation au niveau de la tumeur primaire en scintigraphie) ont été exclues.
Les métastases ¢étaient présentes pour la plupart des patients (87,6%). 45 patients (91,8 %) ont
effectué un scanner, 11 patients une IRM (22,4%). Tous les patients ont bénéficié d’un
my¢logramme, et 42 patients ont bénéficier de biopsie médullaire (85,7%)

- Localisation et taille de la tumeur primitive

L'emplacement de la tumeur primaire était souvent surrénalien pour 55,1% patients (n-27) et
abdominal pour 34,7% (n-17). (Détails a la figure 2B). Nous avons exclu un patient présentant un
esthesio-neuroblastome, une forme rare de neuroblastome, métastatique et NMyc négatif chez une
fille de 36 mois, dont la taille ne pouvait pas €tre estimée.

La taille moyenne du volume tumoral primitif était de 400 cm3 et la taille médiane était de 272
cm3 (0,5 cm3 -22265 cm3 (2,2 L)).

- Les localisations des métastases sont détaillées dans la figure 2C. Le site métastatique le plus
courant était la moelle osseuse (77,6 % - n=38). Des localisations tumorales rénales, pancréatiques
ou intra canalaire médullaires ont ét¢ considérées comme des extensions locorégionales de la

maladie.
Devenir des patients

Tous les patients ont présenté une réponse a la chimiothérapie globale. 23 patients ont eu une
réponse complete (46.9%), 24 une réponse partielle (49%) et seulement 2 n'ont obtenu qu'une
stabilité 1ésionnelle (4,1 %). Cependant seulement 20 patients n'ont pas progressé (40,8% des
patients). Parmi ceux qui ont progressé (59,2 %), 25 sont décédés (51 % de tous les patients de
cohorte). Quant a la survie, les détails sont indiqués dans la courbe De Kaplan Meier (KM) (figure

4) La médiane de survie sans progression (PFS) était de 29 mois. A 3 ans 44,1%, a 5 ans 29,1%.
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La médiane de survie globale (OS), le temps entre la date du diagnostic et la date des derniéres

nouvelles, était de 43 mois. A 3 ans 55,8% et a Sans 38,9%.

Résultats : Analyses classiques des facteurs de pronostic

Analyses relatives a la PFS (Figure 5)

A l'aide d’analyse de KM, aucune différence en termes de survie entre les patients, par le classique
log rang test, n'a été trouvée pour le genre (p=0,207), le statut de NMyc (p=0,342), I'age (p=0,948)
avec une limite de 12 mois et (p=0,255) avec une limite de 18 mois). Néanmoins, une différence
statistiquement significative pour la PFS a été¢ constatée pour le taux de LDH (avec une limite de
1603UI/L (70e percentile), p=0,0385). De méme, une différence statistiquement significative pour
la PFS a été constatée pour le score SIOPEN (avec un cutt off de 45,4 (90e percentile), p=
0,000861).

Avec le modele de régression de Cox comprenant des caractéristiques individuelles, confirmé par
des analyses multivariées, seul le taux de LDH semble présenter une tendance pour la PFS avec
un Hazard Ratio (HR) de 1,6 (IC95% : 1-2,56, p=0,05) avec un indice ¢ moyen en validation
croisée 10 fois (MCI) de 0,618.

Analyses relatives a I’OS (Figure 5)

A l'aide de l'analyse de KM, aucune différence en termes de survie entre les patients, par le
classique log rang test n'a été trouvée pour le sexe (p=0,217), le statut de NMyc (p=0,217), ou
'age du patient quelle que soit la limite appliquée (p=0,217 avec un cutt off de 12 mois, p=0,706
un cutt of de 18mois). Une différence statistiquement significative pour I’OS a été trouvée pour
des niveaux de LDH avec un cutt off de 2541UI/L (80éme percentile), p=0,0198. 1l y avait
¢galement une différence statistiquement significative pour 1’OS entre les patients en fonction du
score SIOPEN avec une limite de 45,4 (90e percentile), p=0,000169.

Avec le modele de régression de Cox, comprenant des caractéristiques individuelles, confirmé par
des analyses multivariées, seul le taux de LDH semble présenter une différence statistiquement

significative pour I’OS avec un HR de 1,74 (IC95% : 1,07-2,84), p=0,0268) et un MCI de 0,596.
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Résultats : Modéle mécanistique

Etablissement du modeéle mathématique

Pour décrire la masse métastatique des patients de HRNB, nous avons développé une approche
semi-mécanique de modélisation par laquelle le processus métastatique est réduit a deux
phénomenes principaux : la croissance et la diffusion (voir la figure 1 et les méthodes). La
croissance a été supposée etre exponentielle et le taux de diffusion étre proportionnel a la taille de
la tumeur primitive, avec un facteur u proportionnel. Ce paramétre est donc la probabilité par
cellule par jour pour une cellule donnée pour la masse primitive de diffuser et de former une
colonie métastatique a distance d’un autre site. Pour nous fier aux données et a l'estimation chez
un u‘patient, nous avons supposé que le niveau de iLDH était un substitut de la masse métastatique
totale, alors que le score SIOPEN reflétait les uniquement les métastases visibles (voir la figure 1
et les méthodes). Nous avons également utilisé la taille de la tumeur primitive au diagnostic pour
déduire 1'age de la tumeur et simuler I'histoire pré-diagnostique de la maladie. Cette analyse a eu
comme conséquence des ages prévus de 75 +4 jours (écart standard £moyen, médias 76 jours)
entre la premicre cellule cancéreuse et le diagnostic. Le modele a ét€¢ en mesure de reproduire avec
précision les niveaux de LDH (figure 3A). La puissance descriptive du score SIOPEN était
beaucoup moins importante (figure 3B), la plupart des patients n'ayant, par le biais du modéle, pas
de masse métastatique visible (SIOPEN=0) malgré la masse visible dans les données (SIOPEN>0),
ou inversement. Le parametre In u n'a révélé aucune corrélation log(LDH) (R=0,25) ou le SIOPEN
(R=0,201, Figure 3C), suggérant une valeur ajoutée indépendante de ce parametre, éventuellement

informative quant a la progression ou de la survie par rapport aux données seules.

Validation du modele

Nous avons prouvé précédemment que notre modélisation mécanistique de la croissance et de
l'expansion tumorale était valide, puisqu'elle est capable d'une part d'estimer I'évolution tumorale
(figure 1) et d'autre part de reproduire d'autres paramétres comme le taux de LDH ou les scores
SIOPEN, sans se limiter a ces derniers. En effet, le modéle s'adapte a un seul paramétre spécifique
du patient : la valeur u, qui est un facteur indépendant du taux de LDH, du score SIOPEN, ou de

toute variable clinique. (Figure3).
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Analyses de survie et valeur pronostique du modéle (Figure 6)

Analyses quant a la PFS : La valeur p n'a pas €té statistiquement significativement associée au a

la PFS (p-0,475) dans les analyses de KM. Mais une tendance semble apparaitre a 1'aide d'un
modele de régression de Cox, comprenant toutes les caractéristiques individuelles pour la valeur
p (HR=0,754 (IC 0,559-1,02), p 0,0639). D'autre part, le modele de régression multivariée de Cox,
incluant toutes les caractéristiques ou seulement les caractéristiques significatives, montre encore
une fois une association statistiquement significative entre le taux de LDH et la PFS
(respectivement HR=2.48 (IC-0.995-6.16), p-0.0513 et HR=1.75 (IC 1.04-2.96), p 0.0363). Le
MCI du modgele est de 0,52 pour la PFS.

Analyses quant a I’OS : Dans les analyses de KM, la valeur de p semble étre associée a 1'0S

(p=0,105). Avec une différence statistiquement significative dans le modé¢le de régression de Cox,
en incluant toutes les caractéristiques individuelles pour p, avec un HR de 0,667 (IC 0,484-0,919),
p=0,0133), confirmé dans le modele de régression Cox, en incluant seulement des caractéristiques
significatives avec HR 0,655 (IC 0,468-0,916), p=0,0134. D'autre part, le modele de régression
Multivariée Cox, incluant toutes les caractéristiques ou seulement des caractéristiques
significatives, montre a nouveau une association statistiquement significative entre le taux de LDH
et I'OS (respectivement HR 4.2 (IC-1.6-11), p=0,00349 et HR-4.49 (IC 1.82-11.1), p=0.00111).
Le MCI du modele est de 0,66 pour OS.

Détermination d'un neuroblastome a Ultra haut risque ?

Aucun parametre ne semble étre statistiquement associé¢ de maniere significative a une rechute

précoce (18 mois), méme selon notre mod¢le. (figure 7)
Discussion

Nous rendons compte ici du développement d'une modélisation mathématique du neuroblastome
métastatique en utilisant un modele mécaniste mathématique bas¢ sur les facteurs de risque
habituels, facile a recueillir au diagnostic et utilisés réguliérement par les cliniciens, pour une
meilleure pertinence, dans une cohorte de 49 patients atteints de HRNB, tous traités selon les
recommandations HR-NBL1. Notre modele peut décrire de fagon adéquate la propagation

métastatique, mais aussi prédire de maniere significative la survie des patients. Nous introduisons
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¢galement un nouveau facteur clinico-biologico-mathématique p, qui est le reflet de la capacité de
la tumeur a générer des métastases.

La croissance tumorale est un processus biologique complexe, qui inclut des anomalies de
régulation de la prolifération tumorale concernant des cellules souches(37), la néoangiogénése
(32,33), les interactions du micro-environnement (37,38) les interactions immunitaires entre les
cellules tumorales et un échappement total des mécanismes de régulation immunitaire (4),((38—
40). Ces processus d'interaction complexe sont réglementés par de nombreux geénes ou régulateurs
épigénétiques (41) actuellement en cours d'identification. La fagcon de modéliser ces propriétés
complexes reste un débat ouvert. Nous avons utilisé¢ une approche mécanistique s'appuyant sur la
propagation métastatique et les données clinico biologiques et radiologiques humaines pour
modéliser la croissance du neuroblastome. De tels modeles mécanistiques ont déja été utilisés
pour différents types de cancers comme le cancer du rein (21) du sein (24) ou du poumon (42). Ils
permettent I'estimation globale de progression du volume tumoral selon le temps en se basant non
seulement sur des données clinico-biologiques mais peuvent également incorporer des effets
thérapeutiques (c.-a-d. chirurgie, chimiothérapie) ou l'interaction de cellules cancéreuses pour
décrire et prévoir la dynamique tumorale. De plus, le nombre limité de parameétres utilisés dans
ces modeles permet une traduction rapide vers de potentielles applications cliniques.

Un nombre trés limité d'études ont porté¢ sur la modélisation mathématique de la genese du
neuroblastome, de sa croissance et son évolution métastatique. En effet, Ciccolini et al. en 2017
(43) ont rapporté un modele mécanistique du neuroblastome, utilisant un modele gompertzien
classique. Quoi qu'il en soit, leur modele a été utilisé pour optimiser l'administration de
chimiothérapie métronomique gemcitabine, mais n'a pas pour objectif de modéliser la croissance
tumorale. Par ailleurs He ef al. en 2018 (44) ont couplé un modéle complexe de vascularisation
adaptant la croissance dynamique de la lignée cellulaire de neuroblastome humain IMR32 chez les
souris et un modele PK/PD de bévacizumab, un anti-VEGF afin de prédire le meilleur régime de
prescription pour ce traitement et son efficacité. Kasemeier-Kulesa and al. en 2018 (45) ont réalisé
un modele de réseau moléculaire de génes développementaux et de voies de signalisation dans un
modele logique a 6 entrées de génes, en utilisant la logique booléenne discrete, en se basant sur 4
¢tats cellulaires (différenciation, prolifération, angiogenése, apoptose). Le modele a pu prédire le
stade du neuroblastome humain SHSYS5Y et puis le devenir en termes de survie de 77 patients a
un stade précoce de la maladie. Récemment, Hidalgo and al. (46) ont modélisé 1'ensemble des
données des voies de signalisation cellulaire reliant I'analyse des différentes voies de mécanismes
moléculaires a I’évolution du cancer et a la survie du patient. Ils ont identifié¢ de nombreuses voies
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impliquées dans l'activation ou la désactivation de plusieurs fonctions cellulaires responsables de
mauvais résultats chez les patients atteints de neuroblastome comme la promotion de la
prolifération et l'inhibition de I'apoptose (TP53), l'angiogenese (FASLG), ou métastase (THBSI,
PTPN11 et cAMP AFDN).

Tous les modeles proposés ci-dessus ne sont cependant pas faciles a traduire en termes d’impact
clinique. Par conséquent, de facon alternative, bien que non usuelle, le profil moléculaire
individuel a été étudié dans le neuroblastome (3,4). Plusieurs études ont exploré des associations
a 1'échelle du génome pour prédire I’issue pour les patients atteints de HRNB (47,48) mais cela
n’est pas encore utilisé dans la pratique clinique quotidienne et pose la question de la pertinence
des marqueurs identifiés, en raison de l'absence de preuve franche d'une éventuelle relation de
cause a effet (49)

Le modele que nous avons mis au point est capable de décrire adéquatement la propagation
métastatique, mais aussi de prédire de maniere significative le devenir des patients grace a un
nouveau facteur clinico-biologico-mathématique, représentant la probabilité par cellule par jour
pour une cellule donnée dans la masse primaire pour disséminer et former une colonie métastatique
en un site ¢loigné. Ce facteur est simple, unique, reproductible, et est soutenu par la physiologie
et 'expérience clinique, généré par le modele a partir des taux de LDH, du score SIOPEN et de la
taille de la tumeur primitive.

Dans notre cohorte, p est un meilleur outil pronostique que le score SIOPEN validé au moment du
diagnostic et inversement proportionnel aux taux de LDH pour prédire I’OS. 1l est intéressant de
noter qu'une valeur ¢levée de p est paradoxalement un facteur indépendant et statistiquement
significatif d'une meilleure OS dans notre cohorte. Cela pourrait s'expliquer par 2 hypotheses. La
premicre : les patients ayant une valeur élevée de pn, ont un neuroblastome agressif avec un
potentiel réplicatif élevé, ce qui peut expliquer une meilleure sensibilité a la chimiothérapie et donc
une meilleure survie pour ces patients (50). La seconde : les patients avec une valeur ¢levée de p
ont une plus masse tumorale globale, mais sont des progresseurs lents ou se différencient plus vite.
Ceci est compatible avec le fait que le facteur p est un bon facteur de pronostic en termes d’OS
mais pas de PFS. Pour confirmer I'une de ces deux hypothéses, relier p a I'analyse moléculaire de
la tumeur pourrait étre en mesure de dévoiler les voies moléculaires impliquées et de ce fait le
comportement de la tumeur. Le micro-environnement et plus particulicrement le systéme
immunitaire pourrait également étre impliqué dans une progression tumorale lente et un controle

tumoral a long terme par 1’hdte. Par conséquent, la corrélation entre une valeur élevée de p et les
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spécificités moléculaires ou immunologiques, pourrait étre faite en effectuant une analyse du
microenvironnement immunitaire au niveau tumoral.

L'un des défis actuels est d'identifier un groupe de neuroblastome a Ultra haut risque (UHRNB).
Bien qu'il n'existe aucun consensus pour le définir (51) : maladie réfractaire (décés dans les 6
premiers mois apres le diagnostic), 5 y EFS <15% ou Non-réponse ou rechute précoce apres la
premiere induction de chimiothérapie), nous avons choisi pour critére une rechute ou une
progression dans les 18 premiers mois suivant le diagnostic. Le modele n'a pas été en mesure
d'identifier ces patients. C'est peut-€tre parce que notre définition de I’Ultra Haut Risque était
inadéquate ou en raison du nombre trés limité de ces patients dans notre série. Notre étude se
concentre sur une cohorte monocentrique, dont le nombre de patients est limité. Afin de tester,
avec plus de puissance, la valeur de notre modéle, une étude a plus grande échelle, nationale par
exemple, serait utile.

D'autre part, nous avons choisi d'étudier les facteurs pronostiques qui peuvent étre recueillis des le
diagnostic, afin d'étre en mesure de fournir dés que possible des thérapeutiques adaptées aux
patients les plus susceptibles d'étre insensibles au traitement conventionnel du neuroblastome de
Haut Risque (chimiothérapie d'induction couplée a une immunothérapie primaire, par exemple).
Mais, actuellement, en l'absence d'un argument de choix pour les dépister au moment du
diagnostic, les patients au pronostic le plus sombre, sont plutot déterminés en fonction de leur
réponse a la chimiothérapie d’induction, pour lesquels des protocoles de traitement prometteurs
sont actuellement évalués, a I’image des doubles greffes de cellules souches hématopoiétiques
(52). Peut-étre que le modele mathématique serait en mesure de mieux discriminer les patients a
haut risque s'il était appliqué aux patients apreés avoir pris connaissance de leur réponse a la
chimiothérapie d’intensification. Mais alors sa valeur pronostique pourrait é&tre moins importante.
D'autres études, aprés obtention d’un consensus quant a la terminologie des UHRNB, sont

nécessaires pour faire la lumicre sur ces sujets.

Conclusion

Nous avons développé un modéle mathématique mécanistique, en utilisant des données humaines
ainsi qu’un nombre limité de facteurs de risque habituels utilisés en pratique clinique usuelle. Le
modele peut reproduire la propagation tumorale du neuroblastome de haut risque chez nos patients
et également prévoir le pronostic du patient, de facon plus fiable que le score de SIOPEN au

moment du diagnostic. Il a également conduit a la création d'un nouveau facteur de risque, le
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parametre p, qui semble étre associ€ a de meilleurs résultats pour I’OS dans notre population. Ces
résultats doivent étre confirmés dans une cohorte plus grande et le substrat physiologique sous-

jacent a ces résultats doit encore étre exploré.
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Figures :

Figure I : Histoire Clinique et préclinique du neuroblastome de Haut

Risque: simulation de la croissance et de la dissémination du

neuroblastome selon un modele mathématique méchanistique
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Table 1 : Caractéristiques des lignées cellulaires pour I’établissement du

Temps de doublement cellulaire (CDT)

Sex Patients Female 22 8% (n=13)
Male 43.9% (n=253)
Undetermined 33,3% (n=19)
Age Patients >18 months 45.6% (n=26)
< 18 months 22.8% (n=13)
Undetermined 31,6% (n=18)
Stage NRB II 3.5% (n=2)
III 7% (n=4)
IV 31.6% (n=18)
Undetermined 42,1% (n=33)
NMyc Mutation Positive 43.9% (n=25)
Negative 12.3% (n=7)
Undetermined 43.8% (n=23)
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Figure 2 : Caractéristiques des patients et de leur tumeur

A — Caractéristiques générales des patients

B — Localisation de la tumeur ptimitive

C — Localisations méastatiques
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Figure 3 : Validation du modele:

A - Fit of the LDH data

B- Fit of the SIOPEN data

C - Correlation matrix of all features including clinical variables and (log) of the mathematical parameter

Wu. Level of darkness indicates positive correlation whereas brightness indicates negative correlation
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Figure 4: OS and PFS pour la population globale de notre cohorte

100 | T
I - QOverall survival
: -—— Progression-free survival
80 - Y [ |
£ | KM
= Lmki I
2 us :
E 40 i : I . -l_l | - |
: I L 'ﬂ | I: :-I |
w I I Fe
20 L
I |
| |
0 J T 1 T 1 T

100

o
N
o
S
-..‘
o

Months

30



Figure 5: PFS and OS — Analyse statistique classique
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Figure 6 : Analyses de survie et valeur pronostique de notre modele
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Figure 7 : Survival analysis and Research of factors associated with PFS

> 18months

A —Univariate
B — Multivariate analysis with only significant variables

C — Multivariate analysis.
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Annexes

Annexe 1 : Classification du neuroblastome

A. The International Neuroblastoma Staging System (INSS)
B. The INRG Staging System
A

Table 4. The International Neuroblastoma Staging System (INSS) [34, 35]

Stage 1:  Localized tumor* with complete gross excision, with or without microscopic residual disease; representative ipsilateral lymph nodes
negative for tumor microscopically (nodes attached to and removed with the primary tumor may be positive).

Stage 2A:  Localized tumor with incomplete gross excision; representative ipsilateral nonadherent lymph nodes negative for tumor microscopically.

Stage 2B:  Localized tumor with or without complete gross excision, with ipsilateral nonadherent lymph nodes positive for tumor. Enlarged
contralateral lymph nodes must be negative microscopically.

Stage 3:  Unresectable tumor infiltrating across the midline** with or without regional lymph node involvement; or localized unilateral tumor
with contralateral regional lymph node involvement; or midline tumor with bilateral extension by infiltration (unresectable) or by
lymph node involvement.

Staged:  Any primary tumor with dissemination to distant lymph nodes, bone, bone marrow, liver, skin and/or other organs (except as defined
in Stage 45).

Stage 4S:  Localized primary tumor (as defined for Stage 1, 2A, or 2B), with dissemination limited to skin, liver, and/or bone marrow***
(limited to infants less than one year of age).

* Multifocal primary tumors (e.g., bilateral adrenal primary tumors) should be staged according to the greatest extent of disease, as defined
above, and followed by a subscript “M” (e.g., 3y).

The midline is defined as the vertebral column. Tumors originating on one side and “crossing the midline” must infiltrate to or beyond the
opposite side of the vertebral column.

Marrow involvement in stage 4S should be minimal, i.e., less than 10% of total nucleated cells identified as malignant on bone marrow biopsy
or on marrow aspirate. More extensive marrow involvement would be considered to be stage 4. The mIBG scan (if done) should be negative
in the marrow.

B

INRG Age Histologic Grade of Tumor 11q Pretreatment
Stage (months) Category Differentiation MYCN  Aberration Ploidy Risk Group
L1/L2 GN maturing; A Very low
GNB intermixed
L1 Any, except NA B Very low
GN maturing or .
GNB intermixed Amp K High
L2 Any, except No D Low
<18 GN maturing or NA -
GNB intermixed Yes G Intermediate
No E Low
Differentiating NA Yes
218 GNB nodular; Hintermadiate
neuroblastoma Poorly differentiated NA
or undifferentiated
Amp N High
M <18 NA Hyperdiploid F Low
<12 NA Diploid | Intermediate
12t0< 18 NA Diploid J Intermediate
<18 Amp O High
>18 P High
MS No C Very low
NA :
o Yes Q High
Amp R High

34



Annexe 2 : Protocole HRNBL1

CBDCA

VP16

CbbP

CcYcC

INDUCTION:

Rapid COJEC

Sx

MAT/PBSC

LV. BU

L -PAM
140mg/m%d short i.v.

'l

K

G

R x

1. ¥

Aldesleukin (IL-2) Treatment: R2 B

Aldesleukin (IL-2) SC
6 MIU/m?/day x 5 Days
every 4 weeks

1 10|
AIRCRERE DN

R2B
ACTIVATED

*

* R AN
Day 0 10 20 30 40 50 60 70 90 95
A B C B A B € B Course
* Staging local MRI/ CT /US, mIBG, BM(aspirate/biopsy)
W BM aspirates only/ local ubtrasound
Y local MRI/ CT and mIBG  post surgery
G - CSF
v . ﬂv Ccbbr 80 mgy/m?
Neupogen ® Spg/kg =
\ 4 B [ VCR 1.5 mg/m2
l CBDCA 750 mg/m2 l CYC 1050 mg/m2
A VP16 175 mg/m2 C [1 VP16 175 mg/m?
ﬂ VCR 1.5 mgm? ﬂ VCR 1.5 mym?

150 /2xTVD:210

CBDCA

4x ctn iv 425mg/m?
VP16

4x ctn iv338mym?
L -PAM

3x short iv 70mg/m2

<ﬁ> / N \ ‘Zéi’ 21Gy

21Gy

0 28 56 84 112 140

R2 A

ey
I

|:| 20mg/m?¥day x 5 days

every 4 weeks

13-cis retinoic acid PO
160mg/m¥day x 14 days

every 4 weeks

Days after Start of 13-cis RA

* Dosage given according to body weight

Information™, 23.9.

INFANTS :

TVD

Note:

. For details of Busilvex® see Appendix “Drug

ENLARGED ELIGIBILITY CRITERIA ALLOWING 2 T'VI) CHEMOTHERAPY CYCLES IN
ADDITION, IF INSUFFICIENT RESPONSE TO RAPID COJEC TO REACH PREVIOUS R1
RESPONSE CRITERIA

PROTOCOL!
Topotecan 1.5mg/m%day for 5 days short infusion, Doxorubicin 22.5mg/m? /24 ctn infusion,
Vincristine 1 mg/m?day 48h ctn infusion. SPECIAL GUIDELINES AND DRUG DOSING IN THE

RELEVANT CHAPTERS OF AMENDED PROTOCOL!

SPECIAL GUIDELINES AND DRUG DOSING IN THE RELEVANT CHAPTERS OF AMENDED

ENLARGED ELIGIBILITY CRITERIA ALLOWING ALL PATIENTS REGISTERED ON HR-NBL-
1/SIOPEN AND HAVING RECEIVED MAT/PBSC TO RECEIVE CH14.18/CHO WITH OR
WITHOUT ALDESLEUKIN (IL-2) IF R2 RANDOMISED

Once results of R1 become available the superior arm of the randomisation or in case of equivalent
results the current standard arm (BUMEL) will be continued until R2 may be closed.
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Annexe 3 : Cohorte de patients

B WN R

10
11
12
13
14

15
16
17

18
19

20
21

22
23

24
25

26
27

28
29
30

31

32
33
34

35
36
37

38
39

40
41

42
43

44
45

46
47

48

49

Age
45
50
54
54

11

50

16
24

27
45
47
13
28
21

30
44
31

48
27

27
140

28
36

33
111

33
74

34
65
101

25

107
29
36

44
26
54

16
11

53
22

17
26

110
47

39
37

21

38

Sex
girl
boy
boy
girl

boy

boy

boy
boy

boy
boy
boy
boy

boy
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mass
surrenal
surrenal
surrenal
surrenal

surrenal

thoracic

surrenal
surrenal
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dominal
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girl
boy
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508
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882
1689

2126
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15
20
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96

104
97
67
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96

96
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10
37
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57
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11
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30
49
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1
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13
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Annexe 4 : Score SIOPEN

Before performing sintigraphy, we must avoid interfering
treatment and protect thyroid with stable iodine thyroid
saturation.

Then, in practice, [123 mIBG is slowly

Injected by peripheric venous pathway

(to avoid side effect), and the radiation gamma
Recording (346keV) come after 24h, with an exposition
Time to radiation <10minutes if patient cooperate.

To score patient, we divide the skeleton in 12 segments, and
for each of whom, extension of lesions is noted as :

- 0:no lesion

1 for 1 lesion

- 2 for 2 lesions

- 3 for 3 lesions

- 4 for > 3 lesions but <50% of the concerned segment

- 5 for diffuse disease but <95% of hole segment

- 6 for diffuse disease > 95% of hole segment
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Annexe 5 : Temps de doublement cellulaire

In

Accession/Cell line name Origin Sex Age Risk Staging Métastasis Nmyc vivo/vitro CDT (h)
CVCL9880/VA N BR H M 712 STADE Il ABDOMINAL NC NC 36
CVCL 6594/CHLA15 H F 18 NC MO NC NC 21
CVCL 9898/SK N BE(1) H M 22 NC MO NC NC 96
CVCL EO58/MC NB 1 H M 24 NC MO NC NC 35
CVCL 7135/SMS MSN H M 60 NC MO NC NC 85
CVCLS102/JH H M 11 ABDO STADE llI NC NC NC 35,7
CVCL B322/KELLY H F 12 ALK NC NC NC 35
CVCLAQ17/CHLA 61 H M 14 NC NC NC NC 102
CVCL 9896/NUB 6 H NC 21 NC NC NC NC 48
CVLC S099/AS H F 33 NC NC NC NC 35,8
CVCL S100/AST H 36 NC NC NC NC 40,7
CVCL IV95/CH9100S H F 144 NC NC NC IN VITRO 26
CVCL AQ24/COG N 421 H M NC NC NC NC NC 65
CVLC AQ16/CHLA 53 H NC NC P53 NC NC NC 92
CVCL 3041/NB(TU)1 H F 20 STADE IlI NC NC NC 49
CVCL IV94/CHP100L H F 144 TP53 NC NC IN VITRO 21
CVCL 0019/SH SY5Y H F 48 IV N TYPE MO NEG NC 50
SKNAS H MO NEG 37
CVCL 2136/NBLS H M 43 NC NC NEG NC 36
SKNAS H MO NEG 37
CVCL 2136/NBL S H M 43 NC NC NEG NC 36
CVCLAQ11/CHLA 12 H NC NC P53 NC NEG NC 65
CVCL 0346/IMR 32 H M 13 METASTATIC ABDOMINAL NMYC IN VITRO 48
CVCL 9896/NUB 7 H M 6 INTERMEDIATE(1) ADRENAL NMYC NC 38
CVCL 1234/GOTO H M 13 NC ADRENAL NMYC NC 48
CVCL 1771/TGW H M 23 NC ADRENAL NMYC IN VIVO 32
CVCL 1695/SiMa H M 20 NC ADRENAL NMYC NC 74
CVCL 2141/NGP H M 30 v LUNG NMYC NC 60
CVCL 144/NB1 H M 27 NC LYMPH NODE  NMYC NC 45
CVCL 0167/SK N BE(2) M17 H M 22 IVNTYPE /TP53 MO NMYC NC 24
CVCL 2143/NMB H F 10 IVNC MO NMYC NC 45
CVCL W474/JK NB1 H M 12 NC MO NMYC NC 48
CVCL 8904/PER 106 H M 17 NC MO NMYC IN VITRO 252
CVCL 2548/LA1 55n H M 24 NC MO NMYC NC 48
CVCL 7136/SMS SAN H F 36 NC MO NMYC NC 71
CVCL 9902/UKF NB 2 H NC NC STADE IV MO NMYC NC 22,5
CVCL 9907/UKF NB 4 H NC NC STADE IV MO NMYC NC 20
CVCL 9904/UKF NB 3 H NC NC STADE IV + MO NMYC NC 22
CVCL 2105/LS H F 16 ABDO - STADE Il NC NMYC NC 45
CVCL AQ23/COG N 415 H NC 24 ALK NC NMYC IN VITRO 50
CVCL5627/NB 1643 H M 36 ALK - ADRENAL NC NMYC NC 43
CVCL 7133/SMS KCN H M 11 ALK - EBV NC NMYC NC 109
CVCL 7131/SMS KAN H F 36 N TYPE NC NMYC NC 95
CVCL 1124/CHP134 H M 13 NC NC NMYC IN VITRO 57,6
CVCL 1123/CHP126 H F 14 NC NC NMYC IN VITRO 44,5
CVCL AQ25/COG N 440 H NC 18 NC NC NMYC NC 65
CVCL 1829/LAN 2 H F 36 STADE Il NC NMYC NC 60
CVCLAQ22/COG N 399 H M NC NC NC NEG NC 40
CVCL AQ21/COG N 347 H M 24 P53 NC NEG NC 126
CVCL AQ18/COG N 291 H NC NC P53 NC NEG NC 224
IGR N91 66
NB39 48
NB45 240
CHP212 20
HTB10 54
HSNB 50
P.YEUNG 20 50,88
P. YEUNG 50 74,16
P. YEUNG 80 88,56

H: Human, F: Female, M: Male, NEG: Negative, NC: Unknown
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Abbréviations

Anti GD2 : anticorps anti GD2 (Dinutuximab)

AP-HM : Assistance Publique Hopitaux de Marseille

CDT : Temps de doublement cellulaire

DPI : Dossier Patient informatisé

Scanner CTAP: Scanner Cervico-Thoraco-Abdomino-Pelvien
EFS : Event Free Survival.

HR : Hazard Ratio

HRNB : High-Risk Neuroblastoma

IC : Intervalle de confiance 95%

IL-2: Interleukine 2

INRC : International Neuroblastoma Response Criteria

INGR : International Neuroblastoma Risk Group

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

KM : Kaplan Meier

LDH : Lactate Deshydrogenase

OS : Overall Survival

MIBG : meta-lodine-Benzyl-Guanidine

PFS : Progression Free Survival

PCR : Polymerase Chain Reaction

SIOPEN : International Society of Pediatric Oncology Europe Neuroblastoma Group

UHRNB : Ultra-High-Risk Neuroblastoma
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Abstract

BACKGROUND: High Risk Neuroblastoma (HRNB), is the second most frequent solid tumor
in children. Its prognosis remains poor even with multimodal therapies and risk-adapted
strategies (Syears Event Free Survival (EFS) <50%). Several mathematical models were
developed over recent years to describe primary and metastatic tumor burden, but none in

neuroblastoma and their prognosis value has yet to be determined.

AIMs to build a mechanistic model, check its validity, and assess its prognostic value.

MATERIAL AND METHODS': We established a mechanistic mathematical model for HRNB,
using the tumor size associated with 2 coefficients: y (dissemination) and a (growth). The model
was calibrated using the lactate dehydrogenase (LDH) circulating level and the MIBG SIOPEN
score. Data from a cohort of 49 HRNB patients treated according to the HRNBLI

recommendations over the last 10 years were used.

RESULTS The model was able to describe the metastatic burden of the disease. We found
existence of a subgroup of HRNB with poorer prognosis in PFS and OS for a high LDH level
(70-80™) and SIOPEN score at diagnosis (90" percentile) with a p < 0,05 with classical survival
analysis, confirmed in our model for the LDH rate. We found also that a high u value is

associated with a better OS (p < 0,05)

CONCLUSION: Mathematical mechanistic model can describe and predict tumoral burden
using clinico-biologic data in human patients. It allowed the identification of a new p risk
factors, associated with better outcomes in OS in our population. The physiological substrate

underlying these results have yet to be explored.




I. Introduction

Neuroblastoma is the second solid tumor in children (8-10% children cancers in USA and Europe)
with a median age at diagnosis of 2 years (1), (2). Neuroblastoma is responsible of almost 15% of
childhood deaths by cancer (3). Neuroblastoma is a quite heterogeneous disease at clinical,
histological and biological levels (4). Consequently, its prognostic spectrum is also wide (5). The
International Neuroblastoma Risk Group (INRG) proposed in 2009 a classification model
depending of cancer data (dissemination of neuroblastoma, histology category, grade of tumor
differentiation, genetic abnormalities such as MY CN amplification (6) and patient age (3) (7) with
a cut off of 18months (8) (Appendix 1). Therefore, neuroblastoma is currently divided in 3 groups:
Low, Intermediate and High-Risk Neuroblastoma (HRNB), who display quite different survival
rates. For patients treated according to the International Society for Paediatric Oncology European
(SIOPEN) recommendations, the 5 years overall survival is more than 90% for the first group
thanks to minimal therapeutics (surgery and/or chemotherapy or simple overseeing), 60 to 80%
for the second (5) (according LINES recommendations) and < 50% for the lasts group whom
representing nearly 50% of patients (according HRLBN1 recommendations) (3) ,(9), (10), (11),
(12) despite intensive multimodal treatments. Furthermore, patients progressing during induction
or after initial response to induction have a dismal Syears EFS (<20%) (13), (14). For these
refractory patients, the current therapeutics are unsatisfactory, and new treatments are needed to

try to reach better outcomes.

In the early sixties (15) efforts have been made to develop mathematical models to assist cancer
research. Their aim was to understand tumor growth kinetics and metastatic dissemination (16)
and to propose rational tools for the design of schedules of administration of chemotherapy

(17,18).

Three main types of mathematical models can be distinguished. On one hand, highly complex,
multiscale models try to integrate many biological data ranging molecular processes to cancer
spreading at the whole organism level. This approach requires many parameters and consequently
are often hard or impossible to reliably calibrate for clinical purpose (19). On the other hand, purely
statistical model and artificial intelligence techniques rely on agnostic algorithms that try to learn
directly patterns from the data (20). In between, mechanistic or semi-mechanistic models seek to

describe only the main determinants of a cancer disease, for a given purpose (e.g., understanding



(21,22) or prediction (23,24) of metastatic relapse). To our knowledge no mechanistic model has

been established and validated for neuroblastoma yet.

In this study, we have established a semi-mechanistic model of high-risk neuroblastoma (HRNB)
to describe the metastatic burden using two coefficients: a patient specific parameter pu for the
dissemination process and a patient nonspecific parameter o for the growth process. This model
was built and validated with the clinical, biological and radiological data from a cohort of 49 with
HRNB and treated according to the HRNBL1 protocol (10 and Appendix 2). We then evaluated

the prognostic value of this model and tried to identify Ultra High-Risk patients.

II. Materials and Methods

A. Cohort collection and data

Our population is made up of 49 patients with HR-NB, treated according to HR-NBL1 protocol
recommendations, treated in the pediatric hematology and oncology Unit of the children hospital
of AP-HM between 26/11/2007 and 30/08/2018. (Appendix 3). We choose for entry date the study
the date of diagnosis. For survival analyses, end date was either the date of patients’ death or the

date of the last news.
Inclusion Criteria are inclusion criteria of the HRNBL1 Protocol (10).

HRNBL1 Protocol: Details of the protocol are given in appendix 2. Briefly, induction
chemotherapy with « rapid COJEC » or “modified N7 induction” was given for 10 weeks, followed
by surgery it’s possible, then myeloablative chemotherapy with hematopoietic peripheral stem cell
transplantation. Treatment was completed with radiotherapy and maintenance therapy with

immunotherapy (antigGD2 + IL2) and retinoic acid for 6 months.

Collected Data: All data were gathered from Personalized Computerized Folder (PFC) by Axigate
platform used in our University Hospital of Marseille, including neuroblastoma risk factors as age
at diagnosis, LDH values who could be correlated to the total tumoral volume or as a reflect of a
quick tumoral renewal (6), (10), (25), (26) or MYCN amplification, researched by PCR from
peripherical blood and/or from primary or metastatic tumoral tissue at diagnosis and allows patient

ranking as MYCN + if MYCN amplification was present in one of both collections.



The SIOPEN score (Appendix 4)

The meta-iodo-benzyl-guanidine (mIBG) is known to bind to neuroblastoma cells using iodine
123 (I123) (27) and the mIBG scintigraphy is consequently used to evaluate the extent of the
neuroblastoma, in agreement with INRG. Indeed, almost 90% of neuroblastoma fix mIBG (28)
both in primary tumor, and metastatic sites such as bones, bone marrow (29) or even soft tissues
with a high sensibility (85-94%) (30). We used a semi quantitative score SIOPEN that was
elaborated to predict extension and severity of the disease (31). A high score has been shown as
pejorative but no reproductible cut off has not yet been found (28,31). We established the SIOPEN
score with the data of PCF by Centricity program or by retrospective double scoring scintigraphy

with an experiment nuclear doctor (Dr Tessonnier).
Tumor characteristics:

- Location and size of primary tumor was evaluated using radiological reports performed at
diagnosis. Primary tumoral volumes were estimated by the formula: 4/3 m abc with a as half longest

axis, b as half medium axis and c as half little axis of an ellipsoid tumor.

- Location of metastases and “total metastatic mass”: We must search metastatic locations by
Imaging, mIBG scintigraphy being currently the gold standard. But CTAP scan or MRI are also
performed to confirm or detect possible visceral metastasis, difficult to highlight with scintigraphy
and unrecorded by SIOPEN score. Metastasis location were mainly evaluated with MIBG. In
addition, bone marrow location was also valuated with myelograms and bone marrow biopsies.

Data were available on PFC.
Disease evolution data:

- Date of the Best Treatment Response according the International Neuro-blastoma Response
Criteria (INRC) criteria (32): Complete Response or no visualizable disease, Partial Response or

regression at least of 30% of the disease, Stable Disease or regression of <30% of the disease.

- Date of Relapse or Disease Progression after regression under treatment : Date on which an
unfavorable evolution of disease has been highlighted by radiology (scanner and/or MRI),
Nuclear imaging (TEP TDM and/or mIBG 1123 scintigraphy MIBG). We defined Ultra-High-
Risk (UHRNB) group as a group of patients who relapse or progress precociously, as soon as 18

months after diagnosis.



B. Mathematical model

The mathematical model was adapted from a previously published mathematical framework for
description of metastases (22,24,33). This construct allows to simulate a cancer disease, including
growth of the primary tumor (PT), as well as birth and growth of secondary lesions (Figure 1). We

assumed growth of both the primary and secondary tumors to follow an exponential law:
Sp(t) = S(t) = e™,

where S,,(t) and S(t) denote the sizes of a primary and a secondary tumor (expressed in number

of cells), starting from one cell at time ¢ = 0. The parameter a denotes the proliferation rate and

was estimated from the doubling time determined as explained above, using the following formula:

l . . . . : .
a= %; Assuming a birth rate of metastasis proportional to the size of the PT with parameter u,

the number of metastasis at time t is given by (22):

t

N(t) = uf Sp(s)ds.
0

The parameter u corresponds to the per day probability for each cell of the PT to spread and
establish a distant metastasis. The total metastatic burden (total number of metastatic cells in the
organism) is given by (24)

t

M(t) = uf Sp(s)S(t — s)ds.
0

Visible metastases at time t (i.e. metastases with size larger than a visibility threshold S,,;5) are the

ones that were born early enough to have reached S,;,, that is, before t — 7,5, where 7, is the

time to reach S, (see Figure 1). This time is given by 7,5 = % and the mass of only visible

metastases can then be computed as:

L=Tyjs

Sp(s)S(t —s)ds = ,uj Sp(t — Tpis — $)S(s + Ty55)ds,
0

t=Tyis

Muis(©) = |

0

where 7,5 is the time to reach a visibility threshold S,,; starting from one cell. It is given by 7,;s =

M. The visibility threshold S,,;5 is considered as a model parameter. Numerical simulations of

M and M,,;; were performed using the fast Fourier transform algorithm as implemented in the scipy

python package (python 3.7), exploiting the convolution structure of the equations (34)
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For forward simulations of the model, a discrete version was employed with initiation time 7; and

size S; of the i-th metastasis given by:

T, =inf{t >0;N(t) =i}, S;=e*T) fort>T,.

Calibration of the model: To determine the age of the tumor (or time of diagnosis T,;), we used the
PT size and the assumption of exponential growth with rate a:
_ In(Sq)

d — a )

where S, is the size of the PT at diagnosis. This quantity was derived from three diameters,
obtained by Imaging measurements, which allowed computation of the PT volume assuming
ellipsoidal shape. This volume was converted into a number of cells using the standard assumption

of 1 mm3 = 106 cells (35)

Then, for each patient, two quantitative measurements were used to compare the metastatic model
to the data: the SIOPEN score and the LDH blood level. The former was assumed to be a surrogate
of the visible metastatic mass while the latter was assumed to represent the total cancer burden in
the organism (PT + metastases), see Figure 1. Denoting with i superscript the quantities that
depend on individual i and explicitly writing dependencies of the model functions on their

parameters, we thus assumed:

SIOPEN' = My;o(TE; 1%, Spis) X (14 aet), e ~ N (0,1)

LDH' = (¢S,(T5) + M(T4 1, Syis) ) X (1+0€2), €2 ~ N(0,1)
which expresses a proportional error model for the observations with standard deviation o = 0.1,
corresponding to a 10% measurement error. Note that only one parameter (') was patient specific.

Maximization of the log-likelihood for the expression above leads to minimization of the following

objective function:

l(svisr o, Ili) = lsiopEN (Svis; #i) + lipn (¢; #i)
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(SIOPENi — SIOPEN} 5 401(Sviss u"))2

2 (0SI0PEN 501 (Sviss 1t ))

. . \2
(LDH! = LD Hipqei(¢,129))

2 (O-LDH1l;rlodel(¢l .ui))z

+ In (0V2TSIOPE N soqer(Suis: ') ) +

+In (UmLDHyinodel(¢’ “i))

with
SIOPENrinodel(Qi) = Mvis(Tcg; .uirsvis)

LDHrinodel(ei) = ¢Sp (Tcll) + M(Té; .uir Svis)-
Minimization was performed by separating population-level and individual-level parameters, i.e.:

—

Spisr @ argmmz mln l(SmS, o, u )
SULS d)

—~

it = argminl(Sys, ¢, 4t),
ut

and was implemented using the Nelder-Mead algorithm of the minimize function of the scipy

python package (python 3.7).

Cells doubling time (CDT) in neuroblastoma was an essential prerequisite of mathematical model
establishment to estimate the growth potential of this cancer. Thus, we searched studies relating to
CDT in PubMed and known CTD for specific neuroblastoma cell stains from a Cellosaurus
(database of commercial cell population (36)). When they were available, age, sex, stage of
neuroblastoma and/or the presence of metastasis and the NMyc status were referenced. All cells
population were obtained from human patient, CDTs were established in vitro. (Appendix5) Of
the 73 strains studied, 15 were excluded due to a lack of knowledge of the possible exposure to

chemotherapy (all cells must be free of chemotherapy exposure to do not incite confusion).

In the end we had 57 cells populations. Average age of patients was 30.8months (median 22

months). In average, the CDT were of 62.4h (median 48h (20-258h)) (Table 1)
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C. Statistical analysis

Due to ranges spanning several orders of magnitude, individual values of LDH levels and the
mathematical parameter pu were log-transformed beforehand. Association between clinical
variables and/or the individual mathematical parameter In u with progression-free survival or
overall survival was assessed using univariate and multivariate proportional hazard Cox regression
models were used. The /ifelines python package was used to fit the models. Resulting models were
evaluated for their predictive power by computing the mean of Harrell’s c-index (37) during a ten-

folds cross-validation procedure.
D. Authorizations and Ethic

Authorization to perform the study was obtained at APHM (Public Assistance of Marseille’s
Hospitals) Health Data Access Portal (number request 32PTJ5)). We respect the Informatic and
Liberty Law (1978) for the use of data.

II1. Results: Description of the cohort

A. Patients and Tumor Characteristics (Figure 2)

- Population: 49 patients were included in our cohort. But 2 girls of 26 and 11 months have been
included after diagnosis of low risk neuroblastoma and after their surgery treatment, due to an
early progression. The MYCN status for both patients were negative but have changed for the
younger one. We excluded 4 patients for the construction of the mathematical model as the date

of inclusion in the HRNBL protocol was delayed when compared to the initial diagnosis.

- Neuroblastoma known risk factors (Figure 2A): In our cohort, median age was 36 months
(11-140). LDH levels at diagnosis were high with a median level of 842 UI/L (302-22022) with
laboratory standards that vary over time, but still <300UI/L. The SIOPEN score was overall
high, with a median score of 27 (0-60). In our cohort, 3 patients who had a negative MIBG (no
fixing primary tumor on scintigraphy) were excluded. Metastases were presents for most patients
(87,6%). 45 patients (91.8%) had TDM, 11 patients MRI (22.4%). All patients benefited of bone

marrow aspirate and or/biopsy (42 patients).
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- Location and size of primary tumor

Location of primary tumor were adrenal for 55,1% patients (n=27) and abdominal for 34,7%
(n=17). Details are given in Figure 2B. Primary tumoral median volume was 400cm3 (range

0.5cm3 -22265cm3).

- Location of metastases are detailed in figure 2C. The most frequent metastatic site was bone
marrow (77,6% - n=38). Renal, medullar canal or pancreatic locations were considered as local

extension of the disease.
B. Patient outcomes

All patients presented a response to overall chemotherapy. 23 patients had a complete response
(46.9%), 24 a partial response (49%) and only 2 obtained just a lesion stability (4.1%). However
only 20 patients did not progress (40,8% of patients). Among those who have progress (59,2%),
25 died (51% of all cohort patients). Details of patient’s survival are showed in the Kaplan Meier
(KM) curve (figure 4) The median for survival without progression was 29 months. At 3 years
44,1%, at Syears 29,1%. The median for overall survival (OS), time between the date of diagnosis

and the date of last news, was 43 months. At 3years 55,8% and at Syears 38,9%.
C. Mathematical Modeling

To describe the metastatic state of HRNB patients, we developed a semi-mechanistic modeling
approach whereby the metastatic process is reduced to two main phenomena: growth and
dissemination (see Figure 1 and Methods). Growth was assumed to be exponential and the
dissemination rate to be proportional to the primary tumor size, with a proportionality factor p.
This parameter is thus the per cell per day probability for a given cell in the primary mass to
disseminate and form a metastatic colony at a distant site. To rely to the data and estimate p! in a
patient i, we assumed that the LDH level was a surrogate of the total metastatic mass, whereas
the SIOPEN score reflected the visible metastases only (see Figure 1 and Methods). We also
used the primary tumor size at diagnosis to infer the age of the tumor and simulate the pre-
diagnosis history of the disease. This analysis resulted in predicted ages of 75 + 4 days (mean +
standard deviation, media 76 days) between the first cancer cell and diagnosis. The model was
able to accurately reproduce the LDH levels (Figure 3A). Descriptive power of the SIOPEN
score was much less important (Figure 3B), with most patients either predicted to have no visible
mass (SIOPEN = 0) despite visible mass in the data (SIOPEN >0), or conversely. The parameter
13



In p revealed no correlation with either the log(LDH) (R = 0.25) or the SIOPEN (R = 0.201,
Figure 3C), suggesting independent added value of this parameter — possibly informative of

progression or survival — as compared to the data alone.

IV. Results: Classical Prognosis Factor Analyses

A-PFS analyses (Figure 5)

Using KM analysis, no differences by classical survival log rang test between patients were found
for gender (p=0,207), MYCN status (p=0,342), age (p=0,948 with a cut off of 12 months and
p=0.255 with a cutt off of 18 months). Nevertheless, a statistically significant difference in PFS
was found for LDH rate (with a cut of off 1603UI/L (70th percentile)), p=0,0385. Similarly, a
significant difference in PFS was found for SIOPEN score (with a cut off 45,4 (90th percentile),
p=0.000861).

With Cox regression model including individual features, confirmed by multivariate analyses, only
LDH rate seems to present tendency for PFS with a Hazard Ratio (HR) of 1,6 (IC95%: 1-2,56),
p=0,05 with a mean c-index in 10-fold cross-validation (MCI) of 0.618.

B- OS analyses (Figure 5)

Using KM analysis, no difference by the classical survival log rang test between patients were
found for gender (p=0,217), MYCN status (p=0,217), or the age of patient whatever the cut-of
(p=0,217 for cut off of 12 months, p=0,706 for one of 18months). A statistically significant
difference in OS between patients was found for LDH levels with a cut-off of 2541UI/L (80th
percentile), p=0,0198. There was also a statistically significant difference in OS between patients

SIOPEN score with a cut-off of 45,4 (90th percentile), p= 0.000169.

With Cox regression model including individual features, confirmed by multivariate analyses,
only LDH rate seems to present a difference statistically significant for OS with an HR of 1,74
(I1C95%: 1,07-2,84), p=0,0268, with an MCI of 0.596
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V. Results: Mechanistic Model

A. Establishment of the Mathematical Model

To describe the metastatic state of HRNB patients, we developed a semi-mechanistic modeling
approach whereby the metastatic process is reduced to two main phenomena: growth and
dissemination (see Figure 1 and Methods). Growth was assumed to be exponential and the
dissemination rate to be proportional to the primary tumor size, with a proportionality factor u.
This parameter is thus the per cell per day probability for a given cell in the primary mass to
disseminate and form a metastatic colony at a distant site. To rely to the data and estimate y' in a
patient i, we assumed that the LDH level was a surrogate of the total metastatic mass, whereas the
SIOPEN score reflected the visible metastases only (see Figure 1 and Methods). We also used the
primary tumor size at diagnosis to infer the age of the tumor and simulate the pre-diagnosis history
of the disease. This analysis resulted in predicted ages of 75 + 4 days (mean + standard deviation,
media 76 days) between the first cancer cell and diagnosis. The model was able to accurately
reproduce the LDH levels (Figure 3A). Descriptive power of the SIOPEN score was much less
important (Figure 3B), with most patients either predicted to have no visible metastatic mass
(SIOPEN = 0) despite visible metastases in the data (SIOPEN >0), or conversely. The parameter
In p revealed no correlation with either the log(LDH) (R =0.25) or the SIOPEN (R =0.201, Figure
3C), suggesting independent added value of this parameter — possibly informative of progression

or survival — as compared to the data alone.
B. Validation of the model

We proved previously our mechanistic modeling of tumoral growth and expansion was valid, since
it is able in one hand to estimate the tumoral evolution (Figure 1) and in another hand to reproduce
other parameters as LDH rate or SIOPEN scores, without limiting himself to them. Indeed, the
model fit with one only patient-specific parameter: the u value, which is an independent factor

from LDH rate, SIOPEN score, or any clinical variable. (Figure 3).
C. Survival analyses and Prognosis Value of the Model (Figure 6)

PES Analyses: p value was not statistically significantly associated with PFS (p=0.475) in KM
analyses. But a tendency seems to appear using a Cox regression model including all individual

features for p value (HR of 0.754 (IC 0.559-1.02), p=0.0639). On the other hand, multivariate Cox
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regression model with all features or only significant features shows again a statistically significant
association between LDH rate and PFS (respectively HR=2.48 (I1C=0.995-6.16), p=0.0513 and
HR=1.75 (IC 1.04-2.96), p=0.0363). MCI of the model is 0.52 for PFS.

OS Analyses: In KM analyses, p value seems to be associated with OS (p=0.105). With a
statistically significant difference in Cox regression model including all individual features for p
with an HR of 0.667 (IC 0.484-0.919), p=0.0133), confirmed in Cox regression model including
only significant features with HR=0.655 (IC 0.468-0.916), p=0.0134. On the other hand,
multivariate Cox regression model with all features or only significant features shows again a
statistically significant association between LDH rate and OS (Respectively HR=4.2 (IC=1.6-11),
p=0.00349 and HR=4.49 (IC 1.82-11.1), p=0.00111). MCI of the model is 0.66 for OS.

VI. Determination of an Ultra High-Risk Neuroblastoma?

No parameter seems to be statistically significantly associated with precocious relapse

(>18months) even according to our model. (Figure 7)

VII. Discussion

We report here about the development of a mathematical modeling of metastatic neuroblastoma
using a semi-mechanistic model. The model is based on usual risk factors, easy to collect at
diagnosis and used routinely by clinicians, for a better relevance, from a cohort of 49 patients with
HRNB, all treated according to HR-NBL1 recommendations. Our model can adequately describe
metastatic spreading but also to significantly predict outcomes for patients. We introduce a new
clinic-biologico-mathematical factor, p, that is a reflect of the capacity of the tumor to generate

metastases.

Tumor growth is a complex biological process, that includes tumoral proliferation regulation
abnormalities of cancer stem cells (38), neoangiogenesis (32,33), microenvironnement
interactions (38,39) immune interactions between tumoral cells and immune regulation
mechanisms (4),((39—41). These complex interacting processes are regulated by many genes or
epigenetic regulators (42) currently still being identified. How to model these complex properties
remains an open debate. We have used a mechanistic approach relying on the metastatic spreading
and human clinico-radiological data to model neuroblastoma growth. Such mechanistic models

have already been used for different kind of cancers as renal (21) breast (24) or lung cancer (43).
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They allow global tumoral volume progression estimation according to time based not only on
clinico-biological data but also can incorporate therapeutic effects (i.e. surgery, chemotherapy) or
cancer cells interaction to describe and predict tumoral dynamics. Moreover, the limited number

of parameters used in these models allows a quick translation to potential clinical applications.

A very limited number of studies have focused on the mathematical modeling of neuroblastoma
genesis, growth and metastatic evolution. Indeed, Ciccolini and al. in 2017 (44) have reported a
mechanistic model of neuroblastoma, using a classical Gompertzian model. Anyhow, their model
was used to optimize gemcitabine metronomic chemotherapy administration but did not intend to
model tumor growth. Elsewhere, He and al. in 2018 (45) coupled a complex vasculature model
fitting the dynamic growth of the human neuroblastoma cell line IMR32 in mice and a PK/PD
model of bevacizumab, an anti-VEGF to predict the most effective regimen for this treatment.
Kasemeier-Kulesa and al. in 2018 (46) have computed a molecular network model of
developmental genes and signaling pathways in a 6 gene inputs logic model, using the discrete
Boolean logic, and based on 4 cell states (differentiation, proliferation, angiogenesis, apoptosis).
The model was able to predict the stage of the human neuroblastoma SHSYS5Y and then the
outcome of 77 early stage patients. Recently, Hidalgo and al. (47) modelized the whole cell
signaling pathways data to link t pathways (molecular mechanisms) involved in cancer
physiopathology and patient survival. They identified numerous pathways implicated in the
activation or deactivation of several cell functions responsible of poor outcomes in patients with
neuroblastoma by for instance promoting of proliferation and apoptosis inhibition (TP53),

angiogenesis (FASLG), or metastasis (THBS1, PTPN11 and cAMP AFDN).

All the models proposed above are nevertheless not easily translated in the clinics. Therefore,
alternatively, although it is not the mainstay, individual molecular profiling has been studied in
neuroblastoma (3,4). Several studies explored genome wide associations to predict outcomes for
HRNB patients (48,49) but there are not used yet in usual clinical practice and also questioned the
relevance of the identified markers, due to the lack of evidence of a cause-and-effect relationship

(50)

The model we developed is able to adequately describe metastatic spreading but also to
significantly predict outcomes for patients thanks to a new clinic-biologico-mathematical factor,
u, representing the per cell per day probability for a given cell in the primary mass to disseminate

and form a metastatic colony at a distant site. This factor is simple, unique, reproducible, is
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supported by physiology and clinical experience, and is generated by the model from LDH rates,

SIOPEN score and primary tumoral size.

In our cohort p is a better prognostic tool than the validated SIOPEN score at diagnosis and
inversely proportional to the LDH rates to predict OS. Interestingly, a high p factor value is
paradoxically an independent and statistically significant factor of better OS in our cohort.
This might be explained by 2 hypotheses. According to the first one, patients with high p value,
might have an aggressive neuroblastoma with a high replicative potential. It may explain a better
sensitivity to chemotherapy and therefore better survival for these patients (51). According the
second hypothesis, patients with low p value have a bigger tumoral burden, but are slower
progressor (52) or differentiate in more mature form of neuroblastoma. This is consistent with the
fact that p factor is a good prognosis factor for OS but not for PFS. To further confirm one of the
two hypotheses, linking p to molecular analysis of the tumor should be able to unveil the molecular
pathways involved and then the behavior of the tumor. The micro-environment and more
specifically the immune system might also be implicated in slow tumoral progression and a host’s
tumoral long-term control. Therefore, correlation between high p and molecular or immunologic
specificities, could be done by performing an analysis of the immune microenvironment at the

tumor level.

One of the current challenges is to identify an Ultra High-Risk Neuroblastoma (UHRNB) group.
While no consensus exists to define UHRNB (53) (refractory disease (death in the first 6 months
after diagnosis, 5y EFS <15%, non-response or early relapse after first chemotherapy induction),
we chose as criteria relapse or progression in the first 18 months after diagnosis. The model was
not able to identify these patients. This may be because our definition of Ultra High Risk was

inadequate or, because of the very limited number of such patients in our series.

Our study focuses on a monocentric cohort, whose number of patients is limited. In order to test,

with greater power, the value of our model, a larger-scale study would be useful.

On the other hand, we have chosen to study the prognostic factors that can be found at the time
of diagnosis, in order to be able to provide as soon as possible therapies adapted to the patients
most likely to be unresponsive to a conventional high-risk neuroblastoma treatment. But,
currently, in the absence of marker to identify them at diagnosis time, patients with poorer
outcome are rather determined according to their response to the induction chemotherapy. For

UHRNB patients different approaches mast be evaluated such as the double hematopoietic stem
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cell transplant (54) Further studies, after UHRNB terminology consensus, are needed to shed
light to these subjects.

VIII. Conclusion

We developed a mechanistic mathematical model, using human data and a limited number of usual
risk factors required in the clinics. The model can reproduce tumoral spreading of high-risk
neuroblastoma in our patients and also predict patient prognosis, better than the SIOPEN score at
diagnosis. It also led to the creation of a new risk factors, p parameter, which seems to be
associated with better outcomes in OS in our population. These findings must be confirmed in a

larger cohort and the physiological substrate underlying this result shall be explored.
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X. Figures :

Figure 1: Clinical and Preclinical History of neuroblastoma:

simulation of growth and dissemination of neuroblastoma by

mechanistic mathematical modeling
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Table 1: Cells line characteristics for establishment of cell doubling

time (CDT)

Sex Patients Female 22 8% (n=13)
Male 43.9% (n=25)
Undetermined 33,3% (n=19)
Age Patients >18 months 45.6% (n=26)
< 18 months 22 8% (n=13)
Undetermined 31,6% (n=18)
Stage NRB II 3.5% (n=2)
III 7% (n=4)
IV 31.6% (n=18)
Undetermined 42,1% (n=33)
NMyc Mutation Positive 43.9% (n=25)
Negative 12.3% (n=7)
Undetermined 43.8% (n=23)
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Figure 2: Patients and Tumor Characteristics

A — General Patients Characteristics

B — Primitive Tumoral Location

C - Metastasis Locations
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Figure 3: Validation of the model:

A - Fit of the LDH data

B- Fit of the SIOPEN data

C - Correlation matrix of all features including clinical variables and (log) of the mathematical parameter

Wu. Level of darkness indicates positive correlation whereas brightness indicates negative correlation
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Figure 4: OS and PFS for overall population
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All features

Only significant

Figure 5: PFS and OS - Classical statistical analysis
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Figure 6: Survival analyses and Prognosis Value of mechanistic

model
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Figure 7: Survival analysis and Research of factors associated with

PES > [8months

A — Univariate

B — Multivariate analysis with only significant variables

C — Multivariate analysis.
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XI. Appendix

Appendix 1 : Neuroblastoma classification

A. Thel
B. Thel

A

nternational Neuroblastoma Staging System (INSS)

NRG Staging System

Stage 1:

Stage 2A:
Stage 2B:

Stage 3:

Stage 4:

Stage 4S:

Table 4. The International Neuroblastoma Staging System (INSS) [34, 35]

Localized tumor* with complete gross excision, with or without microscopic residual disease; representative ipsilateral lymph nodes
negative for tumor microscopically (nodes attached to and removed with the primary tumor may be positive).

Localized tumor with incomplete gross excision; representative ipsilateral nonadherent lymph nodes negative for tumor microscopically.

Localized tumor with or without complete gross excision, with ipsilateral nonadherent lymph nodes positive for tumor. Enlarged
contralateral lymph nodes must be negative microscopically.

Unresectable tumor infiltrating across the midline** with or without regional lymph node involvement; or localized unilateral tumor
with contralateral regional lymph node involvement; or midline tumor with bilateral extension by infiltration (unresectable) or by
lymph node involvement.

Any primary tumor with dissemination to distant lymph nodes, bone, bone marrow, liver, skin and/or other organs (except as defined
in Stage 45).

Localized primary tumor (as defined for Stage 1, 2A, or 2B), with dissemination limited to skin, liver, and/or bone marrow***
(limited to infants less than one year of age).

Multifocal primary tumors (e.g., bilateral adrenal primary tumors) should be staged according to the greatest extent of disease, as defined
above, and followed by a subscript “M” (e.g., 3y).

The midline is defined as the vertebral column. Tumors originating on one side and “crossing the midline” must infiltrate to or beyond the
opposite side of the vertebral column.

##%  Marrow involvement in stage 4S should be minimal, i.e., less than 10% of total nucleated cells identified as malignant on bone marrow biopsy
or on marrow aspirate. More extensive marrow involvement would be considered to be stage 4. The mIBG scan (if done) should be negative
in the marrow.

INRG Age Histologic Grade of Tumor 11q Pretreatment
Stage (months) Category Differentiation MYCN  Aberration Ploidy Risk Group
L/L2 GN maturing; A Very low
GNB intermixed
L1 Any, except NA B Very low
GN maturing or .
GNB intermixed Amp K High
L2 Any, except No D Low
<18 GN maturing or NA -
GNB intermixed Yes G Intermediate
No E Low
Differentiating NA Vo
218 GNB nodular; . b Intermediate
neuroblastoma Poorly differentiated NA
or undifferentiated
Amp N High
M <18 NA Hyperdiploid F Low
<12 NA Diploid | Intermediate
12t0< 18 NA Diploid J Intermediate
<18 Amp O High
>18 P High
MS No C Very low
NA .
<18 Yes Q High
Amp R High
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Appendix 2 : HRNBLI Protocol

INDUCTION: Rapid COJEC

MAT/PBSC

LV.BU

L -PAM
140mg/m¥d short i.v.

Aldesleukin (IL-2) Treatment: R2 B

=T Aldesleukin (I1.-2) S(
‘H 6 MIU/m?/day x 5 Days

every 4 weeks

1011
AIRCREREREN

-
&
=
.
\7A
<
v
CcpDP / /
- u u < o
R2 > ACTIVATED
X oo kg o 1* ol
0 28 56 84 112 140
Day 0 10 20 30 40 50 60 70 90 95 \ 150 /2xTVD:210
R2 A
A B C B A B c B Course \
]
* Staging local MRI/ CT/US, mIBG, BM(aspirate/biopsy) A
T >
Y BM aspirates only/ local ultrasound :
Y local MRI/ CT and mIBG  post surgery
G - CSF 13-c¢is retinoic acid PO
v " ﬂv Ccbbpr 80 mgy/m? CBDCA - - i
v Neupogen — ® Sug/kg i ﬂ VER S 4 o iv425me/m? = 60mg/ny E,l)fx ays
VP16 < every 4 weeks
a
l CBDCA 750 mg/m? l cYc 1050 mg/m? 4X ctn iv338mg/m?
” > 20mg/m?¥day x 5 days
A VP16 175 mg/m? C [1 VP16 175 mg/m? L -PAM o/ 8
every 4 weeks
VCR 5 2 VCR 1.5 mg/m2 3x short iv 70mg/m?
! L5 mg/m | i Days after Start of 13-cis RA

* Dosage given according to body weight
Information™, 23.9.

. For details of Busilvex® see Appendix “Drug

ENLARGED ELIGIBILITY CRITERIA ALLOWING 2 T'VI) CHEMOTHERAPY CYCLES IN
ADDITION, IF INSUFFICIENT RESPONSE TO RAPID COJEC TO REACH PREVIOUS R1

SPECIAL GUIDELINES AND DRUG DOSING IN THE RELEVANT CHAPTERS OF AMENDED

Topotecan 1.5mg/m?day for 5 days short infusion, Doxorubicin 22.5mg/m? /24 ctn infusion,

Vincristine 1mg/m?day 48h ctn infusion. SPECIAL GUIDELINES AND DRUG DOSING IN THE
RELEVANT CHAPTERS OF AMENDED PROTOCOL !
ENLARGED ELIGIBILITY CRITERIA ALLOWING ALL PATIENTS REGISTERED ON HR-NBL-
1/SIOPEN AND HAVING RECEIVED MAT/PBSC TO RECEIVE CH14.18/CHO WITH OR

WITHOUT ALDESLEUKIN (IL-2) IF R2 RANDOMISED

RESPONSE CRITERIA
INFANTS :

PROTOCOL!
TVD:
Note:

Once results of R1 become available the superior arm of the randomisation or in case of equivalent
results the current standard arm (BUMEL) will be continued until R2 may be closed.
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Appendix 3 : Patient Cohort

primitive
Sex mass
girl surrenal
boy surrenal
boy surrenal
girl surrenal

boy surrenal
boy thoracic

boy surrenal
boy surrenal
thoracoab
boy dominal
boy surrenal
boy surrenal
boy surrenal
cervicotho
boy  racic

boy abdominal

girl abdominal
girl surrenal
boy surrenal

boy abdominal
boy surrenal

girl surrenal
boy surrenal

girl abdominal
girl olfactive

girl abdominal
boy surrenal

girl abdominal
girl surrenal

girl abdominal
boy abdominal
boy surrenal

girl abdominal

boy surrenal
girl abdominal

boy surrenal

boy abdominal
girl surrenal
boy surrenal

girl abdominal
boy surrenal

girl abdominal
girl surrénal

girl abdominal
girl surrenal

boy thoracique
boy surrenal

girl abdominal
boy surrenal

girl abdominal

boy abdominal

Metastases / Local extension
marrow, pulmonary and pleural
nods, marrow, renal and serous
bones, marrow and mediastinal

nods, bones and marrow

nods, bones, marrow, mediastinal,
renal, pulmonary, medullar canal,

nods, bones, marrow, medullar canal,

serous
nods, bones, marrow, mediastinal,
renal, serous
bones and marrow

nods, bones, marrow and renal
nods, bones and marrow
bones and marrow
no one

marrow, medullar canal
renal

nods, bones, renal and serous
marrow
bones

nods and marrow
bones and marrow

nods, bones, marrow and hepatic
nods, bones and mediastinal
nods, marrow, mediastinal and
medullar canal
nods, bones and marrow

nods, marrow and mediastinal
bones and marrow

marrow and renal
marrow, mediastinal and renal

nods, bones and marrow
nods, bones, marrow, medullar canal
and psoas
nods, bones and marrow

bones, marrow and mediastinal
bones, marrow, medullar canal and
hepatic

bones and marrow
marrow, renal and pulmonary

nods, bones, marrow and mediastinal
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nods and marrow

medullar canal
nods, marrow and renal

bones, marrow and hepatic
nods and bones

bones, marrow, mediastinal,
medullar canal, serous and hepatic
nods, bones, renal and serous

bones, marrow and medullar canal
bones and marrow

nods and marrow
pancréatique

bones, marrow and mediastinal

no one
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Appendix 4 : SIOPEN Scoring

Before performing sintigraphy, we must avoid interfering
treatment and protect thyroid with stable iodine thyroid
saturation.

Then, in practice, 1123 mIBG is slowly

Injected by peripheric venous pathway

(to avoid side effect), and the radiation gamma
Recording (346keV) come after 24h, with an exposition
Time to radiation <lOminutes if patient cooperate.

To score patient, we divide the skeleton in 12 segments, and
for each of whom, extension of lesions is noted as :

- 0:no lesion

1 for 1 lesion

- 2 for 2 lesions

- 3 for 3 lesions

- 4 for > 3 lesions but <50% of the concerned segment

- 5 for diffuse disease but <95% of hole segment

- 6 for diffuse disease > 95% of hole segment
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Appendix 5 : Cells Doubling Time (36)

In

Accession/Cell line name Origin Sex Age Risk Staging Métastasis Nmyc vivo/vitro CDT (h)
CVCL9880/VA N BR H M 72 STADE Il ABDOMINAL NC NC 36
CVCL 6594/CHLA15 H F 18 NC MO NC NC 21
CVCL 9898/SK N BE(1) H M 22 NC MO NC NC 96
CVCL EO58/MC NB 1 H M 24 NC MO NC NC 35
CVCL 7135/SMS MSN H M 60 NC MO NC NC 85
CVCLS102/JH H M 11 ABDO STADE Il NC NC NC 35,7
CVCL B322/KELLY H F 12 ALK NC NC NC 35
CVCL AQ17/CHLA 61 H M 14 NC NC NC NC 102
CVCL 9896/NUB 6 H NC 21 NC NC NC NC 48
CVLC S099/AS H F 33 NC NC NC NC 35,8
CVCL S100/AST H M 36 NC NC NC NC 40,7
CVCL IV95/CH9100S H F 144 NC NC NC IN VITRO 26
CVCL AQ24/COG N 421 H M NC NC NC NC NC 65
CVLC AQ16/CHLA 53 H NC NC P53 NC NC NC 92
CVCL 3041/NB(TU)1 H F 20 STADE Il NC NC NC 49
CVCL IV94/CHP100L H F 144 TP53 NC NC  INVITRO 21
CVCL 0019/SH SY5Y H F 48 IV N TYPE MO NEG NC 50
SKNAS H MO NEG 37
CVCL 2136/NBL S H M 43 NC NC NEG NC 36
SKNAS H MO NEG 37
CVCL 2136/NBL S H M 43 NC NC NEG NC 36
CVCLAQ11/CHLA 12 H NC NC P53 NC NEG NC 65
CVCL 0346/IMR 32 H M 13 METASTATIC ABDOMINAL NMYC IN VITRO 48
CVCL 9896/NUB 7 H M 6 INTERMEDIATE(1) ADRENAL NMYC NC 38
CVCL 1234/GOTO H M 13 NC ADRENAL NMYC NC 48
CVCL 1771/TGW H M 23 NC ADRENAL NMYC IN VIVO 32
CVCL 1695/SiMa H M 20 NC ADRENAL NMYC NC 74
CVCL 2141/NGP H M 30 v LUNG NMYC NC 60
CVCL 144/NB1 H M 27 NC LYMPH NODE  NMYC NC 45
CVCL 0167/SK N BE(2) M17 H M 22 IVNTYPE /TP53 MO NMYC NC 24
CVCL 2143/NMB H F 10 IVNC MO NMYC NC 45
CVCL W474/JK NB1 H M 12 NC MO NMYC NC 48
CVCL 8904/PER 106 H M 17 NC MO NMYC IN VITRO 252
CVCL 2548/LA1 55n H M 24 NC MO NMYC NC 48
CVCL 7136/SMS SAN H F 36 NC MO NMYC NC 71
CVCL 9902/UKF NB 2 H NC NC STADE IV MO NMYC NC 22,5
CVCL 9907/UKF NB 4 H NC NC STADE IV MO NMYC NC 20
CVCL 9904/UKF NB 3 H NC NC STADE IV + MO NMYC NC 22
CVCL 2105/LS H F 16 ABDO - STADE Il NC NMYC NC 45
CVCL AQ23/COG N 415 H NC 24 ALK NC NMYC IN VITRO 50
CVCL 5627/NB 1643 H M 36 ALK - ADRENAL NC NMYC NC 43
CVCL 7133/SMS KCN H M 11 ALK - EBV NC NMYC NC 109
CVCL 7131/SMS KAN H F 36 N TYPE NC NMYC NC 95
CVCL 1124/CHP134 H M 13 NC NC NMYC IN VITRO 57,6
CVCL 1123/CHP126 H F 14 NC NC NMYC IN VITRO 44,5
CVCL AQ25/COG N 440 H NC 18 NC NC NMYC NC 65
CVCL 1829/LAN 2 H F 36 STADE Il NC NMYC NC 60
CVCLAQ22/COG N 399 H M NC NC NC NEG NC 40
CVCLAQ21/COG N 347 H M 24 P53 NC NEG NC 126
CVCLAQ18/COG N 291 H NC NC P53 NC NEG NC 224
IGR N91 66
NB39 48
NB45 240
CHP212 20
HTB10 54
HSNB 50
P.YEUNG 20 50,88
P. YEUNG 50 74,16
P. YEUNG 80 88,56

H: Human, F: Female, M: Male, NEG: Negative, NC: Unknown
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Acronyms

Anti GD2 : anti GD2 antibodies (Dinutuximab)

AP-HM : Assistance Publique Hopitaux de Marseille

CDT : Cell Doubling Time

CTAP scann: Cervico-Thoracic-Abdomino-Pelvian scanner

EFS : Event Free Survival. Event most commonly being progression of the disease, relapse,

or death

HR : Hazard Ratio

HRNB : High-Risk Neuroblastoma

IC : Confidence Interval 95%

IL-2: Interleukine 2

INRC : International Neuroblastoma Response Criteria
INGR : International Neuroblastoma Risk Group

KM : Kaplan Meier

LDH : Lactate Deshydrogenase

OS : Overall Survival

MIBG : meta-lodine-Benzyl-Guanidine

MRI : Magnetic Resonance Imaging

PFES : Progression Free Survival

PCF : Personalized Computerized Folder

PCR : Polymerase Chain Reaction

SIOPEN : International Society of Pediatric Oncology Europe Neuroblastoma Group

UHRNB : Ultra-High-Risk Neuroblastoma
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Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure
d’étre fideéle aux lois de I'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la
santé dans tous ses éléments, physiques et mentaux, individuels et
sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans
aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions. J'interviendrai
pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans
leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas
usage de mes connaissances contre les lois de I'humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de
leurs conséguences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n‘exploiterai pas le pouvoir hérité
des circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je
ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la
gloire.

Admis(e) dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront
confiés. Recu(e) a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des
foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas
abusivement les agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a |'accomplissement de ma
mission. Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui
me seront demandés.

J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu‘a leurs familles dans
I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele
a mes promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.
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