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INTRODUCTION

I) Epidémiologie

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est ’'une des hémopathies malignes ayant le plus
bénéfici¢ des progres scientifiques médicaux ces dernieres décennies. Sa chronicité et sa tres
forte incidence dans le monde occidental en font une pathologie propice a 1’exploration de ses

mécanismes immuno-cytologiques, génétiques et moléculaires.

La LLC est I’hémopathie maligne la plus fréquente, survenant principalement dans les
pays occidentaux'. La France est le 5°™ pays avec la plus forte incidence, estimée a 4.0 pour
100 000 personnes-années chez ’homme et 2.1 pour 100 000 personnes-années chez la
femme (environ 4700 diagnostics durant ’année 2018 en France)’. L’adge médian au
diagnostic est de 72 ans, avec cependant 10% des patients ayant moins de 55 ans. Le ratio
homme / femme est de 2 environ. Si I’incidence est stable depuis les années 90, une
augmentation nette du nombre de cas est observée, expliquée par I’accroissement et le
vieillissement de la population. Ces données, associées a 1’augmentation de la survie des
patients LLC grace aux nouvelles thérapeutiques disponibles, promettent une augmentation

notable du nombre de patients dans les années a venir.

Une amélioration de la survie des patients LLC est observée, depuis les années 80-90 a
nos jours, dans de nombreuses études basées sur des registres nationaux européens et
américains®”. Cette diminution de mortalité est liée aux arrivées successives des différentes
thérapies qui ont pris place progressivement dans le paysage de la LLC. La Fludarabine dans
les années 90 puis la Bendamustine dans les années 2010 ont renforcé les traitements
d’attaque de chimiothérapie basés jusque-la sur le Chlorambucil et le Cyclophosphamide
L’arrivée des anticorps monoclonaux anti-CD20 au début des années 2000 a révolutionnée le
pronostic des patients : le Rituximab dans un premier temps, suivi des anti-CD20 de nouvelle
génération qui ont permis d’affiner les stratégies thérapeutiques au début des années 2010.

Mais la vraie révolution est probablement celle de 1’avénement des thérapies orales ciblées

10



(TOC) avec I’Ibrutinib en chef de file, rapidement suivi de I’Idelalisib et du Venetoclax qui
occupent une place prépondérante dans nos algorithmes décisionnels. Le nombre de
molécules disponibles, toujours plus prometteuses, s’accroit d’année en année a travers les
nouvelles autorisations de mise sur le marché (AMM) et les essais cliniques, avec notamment
les nouveaux inhibiteurs de BTK, SYK, Pi3K ou encore MCL-1 ainsi que les CART-cells,

laissant apercevoir un avenir peut-&tre totalement chemo-free pour la LLC.
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—e— Male, < 65 years
—a— Male, 65-74 years
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Figure 1. Evolution de la survie dans la LLC et corrélation avec les nouvelles thérapeutiques.

(Issu de la publication de Yosifov et al. HemaSphere 2019°).

Mais de ces innovations découlent de nouvelles interrogations pour les cliniciens : Quelle
molécule privilégier en premiere ligne pour un patient et lesquelles peut-on réserver aux
lignes suivantes ? Dans quel ordre utiliser ces thérapies chez un patient qui sera amené a
recevoir plusieurs lignes thérapeutiques ? Quelles combinaisons sont envisageables et au prix
de quelle toxicité¢ ? Les TOC, aussi efficaces soient-elles, sont associées a un risque non
négligeable d’effets indésirables parfois fatals et a des interactions médicamenteuses

dangereuses dans cette population vieillissante avec de nombreuses comorbidités.
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Parallelement, la mise en lumiere des différents marqueurs pronostiques complexifie le
paysage de la LLC: si le statut mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines
(IgVH) et les anomalies de TP53 sont connus depuis les années 90 comme principaux
facteurs pronostiques, la stratification du risque reste un débat d’actualité °. Les techniques de
séquencage de nouvelle génération (NGS) nous permettent d’identifier des mutations
impactantes dans ’ensemble du génome et, plus important peut étre, elles nous permettent

d’apercevoir la complexité de 1’évolution clonale propre a chaque patient.

Tailored Barcelona 1GHV
approach -Brno '“:;:::"

Figure 2. Plusieurs scores pronostics validés dans la LLC. (Issu de la publication de

Gonzdlez-Gascoén-Y-Marin et al. Clinical Lymphoma, Myeloma & Leukemia 2020°).

L’incroyable hétérogénéité de la LLC, la diversité des patients et I’arrivée fréquente de
nouvelles molécules rendent de plus en plus difficile la mise en place de stratégies
thérapeutiques de référence. Etablir des algorithmes décisionnels, qui deviennent rapidement
obsolétes, devient complexe dans un monde qui tend vers une médecine individualisée pour

chaque patient.
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1) Physiopathologie de la LL.C

1) Lalymphopoiése B

Le lymphocyte B est issu d’une cellule souche hématopoiétique ayant subi I’ensemble de
la différenciation lymphocytaire B. La cellule souche multipotente évolue successivement
dans la moelle osseuse en stade pré-pro-B, puis pro-B puis pré-B au sein de niches propres a
chacun de ces précurseurs. Le microenvironnement a un réle trés spécifique a chaque étape :
les cellules réticulaires expriment CXCL 12, une chimiokine permettant le maintien des
précurseurs B dans ces niches via sa liaison 3 CXCR4®, puis la sécrétion d’IL-7 par les
cellules stromales périvasculaires va permettre la croissance et la maturation des cellules dés
le stade pro-B puis la diminution de I’expression des molécules d’adhésions afin que les pré-B

se détache des cellules stromales.’

Dés le stade pro-B, chaque lymphocyte débute les premiers réarrangements de son
immunoglobuline (Ig) de surface. Ces réarrangements, appelés recombinaison V(D)J, vont
aboutir a la formation d’une Ig de spécificité différente pour chaque lymphocyte B afin de
reconnaitre I’ensemble des antigeénes extérieurs. Chaque Ig est constituée de 2 chaines lourdes
(IgH) et de 2 chaines légeres (IglL), elles-mémes composées de domaines constants et de
domaines variables. Parmi les domaines variables, certaines régions appelées CDR
(complementarity-determining region) sont dites hypervariables et détermineront la spécificité

des anticorps.

La partie variable des chaines lourdes est codée par 3 segments : V, D et J ; alors que celle
des chaines légeres ne 1’est que par 2 : V et J. La recombinaison de ces segments va se faire
en 2 étapes : le clivage (via les protéines RAGI et RAG2) puis la jonction (via les facteurs de
réparation de la voie NHEJ (non-homologous end-joining)), qui se fera par un mécanisme
d’addition ou de délétion de nucléotides. Il existe donc une double diversité de
recombinaison : combinatoire (fonction des segments VDJ) et jonctionnelle ; qui aboutit a

10"’ combinaisons possibles, ce qui explique la grande diversité des immunoglobulines.
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L’IgM de surface obtenue signe le passage a un stade mature du lymphocyte, le
lymphocyte B naif, qui va subir une épreuve de sélection positive puis négative avant de
pouvoir sortir de la moelle osseuse. Ces cellules B immatures sont nommées cellules B
transitionnelles. A la suite de la stimulation antigénique, elles vont devenir des lymphocytes B
matures de type B1 ou B2, les cellules B2 étant des lymphocytes soit de la zone marginale
(MZ), soit folliculaires (FO). La stimulation antigénique sur les différents récepteurs
cellulaires tels que le B-cell receptor (BCR), le tool-like receptor (TLR) ou encore le B-cell
activation factor (BAFF)-receptor et les signaux qui en découlent vont guider cette

différentiation.?®

Les lymphocytes B1 et B2 ZM, localisés respectivement dans les séreuses et dans la zone
marginale de la rate (a la périphérie de la substance blanche), sont responsables d’une
immunité T indépendante et ce sont les lymphocytes B2 FO sont responsables de I’immunité
B-T dépendante. Ils sont localisés dans les organes lymphoides secondaires et vont subir une
phase de maturation antigéne-dépendante. L’interaction B-T aboutit a la migration du
lymphocyte B dans le centre germinatif (GC) du follicule lymphoide. C’est dans le GC que
s’effectue I’hypermutation somatique (HMS), ainsi que la commutation isotypique qui
aboutira a une nouvelle classe d’Ig: A, E ou G. C’est également un lieu d’intense

prolifération cellulaire.

2) B-cell receptor

Le BCR est composé de I’Ig membranaire permettant la reconnaissance antigénique, et de
I’hétérodimere Iga(CD79a) - IgB(CD79b) constituant le module de signalisation
intracytoplasmique. Cet hétérodimere présente dans sa portion intracytoplasmique des ITAMs
(Immunoreceptor tyrosine-like activation motifs) qui, aprés liaison de 1’antigéne au BCR
seront phosphorylés par LYN et SYK, deux tyrosines kinases de la famille SRC. Cette double

phosphorylation permet la liaison et I’activation de le Phosphatidylinositol-3 kinase (Pi3K)
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qui va ensuite attirer la Bruton’s tyrosine kinase (BTK) a la membrane cellulaire ou elle sera
phosphorylée par SYK et LYN avant de s’autophosphoryler. SYK et LYN vont également
permettre de recruter 3 autres protéines, VAV ; SLP65 et PLCy2 qui forment, avec BTK et
PI3K, le microsignalosome qui va activer les différentes voies de signalisations

intracytoplasmiques.

ﬁTuTnufTil||ﬁ|TTfﬁ||lﬁﬁ|[ﬁﬁﬁﬁ

Figure 3. B-cell receptor, microsignalosome et voies d'activation. (Issu de la publication de

Chavez et al. Core Evidence 2013").

3) Bruton’s tyrosine kinase

BTK a un rdle vital pour I’ensemble des cellules de la lignée B. Elle est d’abord
nécessaire pour la survie et la différentiation des cellules B immatures médullaires. Dans les
lymphocytes B matures, la stimulation du BCR permet la double phosphorylation de BTK
puis D’activation de PLCy2 qui engendre D’activation des voies Nuclear factor-kappa B
(NFkB), Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) et de ERK 1/2"*. NFkB a un rdle de

régulation de la transcription de nombreux genes responsables de la réponse immunitaire et
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des facteurs anti-apoptotiques. NFAT permet la production d’IL2 nécessaire a la réponse
immunitaire via I’activation des LT CD8 et des macrophages. ERK, qui appartient a la famille

des MAP-kinases, a un role dans la survie, la prolifération et la différentiation cellulaire.

Le role de BTK est plus vaste que celui de la voie du BCR : elle permet d’activer la voie
NFkB via les récepteurs BAAF et possede un role dans I’immunité innée en interagissant avec

les TLR (en association notamment avec MYD 88).

BTK est enfin activée via CXCR4/5, molécules transmembranaires du lymphocyte B et
récepteurs aux chimiokines CXCL12 et CXCL13, responsables du soming des lymphocytes B

dans les tissus lymphoides.

TLR BAFF-R BCR CXCR4/5
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Figure 4. Les différents modes d'activation et les voies de signalisation de BTK. (Issu de la

publication de C. Thieblemont. Bulletin du cancer 2015%).

4) B-cell ymphoma-2

B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) est une famille de protéines participant a la régulation de
I’apoptose, comprenant des protéines pro-apoptotiques (dont Bax, Bad, Bmf, Bik, Bid et Bim)

et anti-apoptotiques (dont Bcl-2, Bel-x;, Bel-w). Ces protéines posseédent jusqu’a 4 séquences
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d’acides aminés, dites séquences d’homologie a Bcl-2 (BH). Les membres de la sous-famille
anti-apoptotique présentent des homologies de séquence dans les 4 domaines (BH1, BH2,
BH3 et BH4) ; Bax et Bad présentent des homologies de séquence dans les domaines BH1,
BH2 et BH3 alors que d’autre protéines pro-apoptotiques n’en présentent que dans le domaine

BH3 (cette sous famille est appelée « famille a BH3 seulement »)

Bel-2 subfamily BH4 BH3 BH1 BH2
Bel-2 [T Jiii TARTAAIR tatal ] anti-apoptotic
Bel-x, [ Ed T Feee] | anti-apoptotic
Bolx, (NN - — B pro-apoptotic
Bel-w [T | T P | anti-apoptotic
Bax subfamily :
Bax L | . T ]  pro-apoptotic
Bak E || TN, ] ] pro-apoptotic
Bik subfamily
Bik pro-apoptotic
Bid pro-apoptotic

Figure 5. Les protéines de la famille Bcl-2 et leurs séquences d’homologie. (Issu de la

publication de Tsujimoto et al. Genes to Cells 1998").

Ces protéines peuvent se lier 2 a 2 via leurs séquences d’homologie pour former un
homodimére avec une protéine similaire (I’homodimere aura un effet pro ou anti-apoptotique
en fonction de la protéine impliquée) ou un hétérodimere avec une protéine antagoniste afin
de bloquer la fonction de cette antagoniste. Les protéines pro-apoptotiques agissent via
I’activation de caspases ou encore en modifiant la perméabilit¢ de la membrane
mitochondriale et Bcl-2 agit en « retenant » les protéines pro-apoptotiques en les liant via
BH3. C’est donc le ratio entre les protéines pro et anti-apoptotiques qui va permettre de

définir la susceptibilité de survie et d’apoptose de la cellule.

L’action individuelle de chaque protéine de la famille Bcl-2 peut également étre modulée
par des mécanismes spécifiques : la phosphorylation de Bad permet son inactivation, la

séquestration de Bmf et Bim par le cytosquelette protege les cellules de 1’apoptose.
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III) Leucémogénése

La prolifération des lymphocytes B matures de la LLC est caractérisée par un phénotype
bien particulier, permettant de différencier la LLC des autres hémopathies lymphoides B.
L’expression caractéristique du CD5 et du CD23, I’absence d’expression de FMC7 ainsi que
I’expression faible des Ig de surface et du CD22 sont regroupées dans le score de Matutes
permettant d’affirmer avec certitude le diagnostic de LLC dans 95% des cas. L’expression des
marqueurs pan-B est systématique. Si la cellule d’origine n’est pas clairement identifiée, il est
dorénavant établi que les premicres anomalies aboutissant a la formation de la LLC
surviennent au stade de cellule souche hématopoiétique pluripotente™*. Les cellules B vont
subir plusieurs mutations génétiques et épigénétiques qui aboutiront ensuite a la cellule

pathologique de LLC.

1) IgVH

La partie variable de I’Ig du BCR, apres liaison a ’antigéne, est susceptible d’accroitre
son affinité pour celui-ci via ’HMS. Dans le cadre de la LLC, peuvent étre individualisées 2
populations en fonction du degré de mutation de la partie variable des IgVH : celle avec une
homologie de séquence d’au moins 98% a la séquence germinale du gene, appelée IgVH non
mutée, et celle avec une homologie de séquence a moins de 98%, appelée IgVH mutée. Ces 2

groupes sont tres distincts sur le plan physiopathologique et sur le plan pronostique.

Si le modele physiologique précis ne reste que partiellement connu, il semblerait que les
LLC IgVH non mutées soient dérivées de lymphocytes B matures au stade pré-GC, n’ayant
donc pas subit ’'HMS. Les LLC IgVH mutées seraient elles issues de lymphocytes B post-GC
ayant bénéficiés de l’interaction B-T et de 'HMS'™V. La prédisposition & la stimulation

antigénique serait donc trés différente entre ces 2 sous-types avec, pour les non mutés, un
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BCR moins spécifique et polyréactif pouvant reconnaitre de nombreux auto-antigenes (issus
de I’apoptose et de 1’oxydation) et des antigénes microbiens, et pour les mutés, un BCR de

haute affinité mais mono ou oligoréactif.

Ces 2 sous types de LLC présentent un répertoire génétique de leur Ig trés restreint, avec
environ 200 sous types différents retrouvés dans I’ensemble de la population LLC, ce qui
suggere un précurseur commun aux LLC et la forte influence de la pression de sélection de

certains antigenes dans la leucémogénése.

Early-immature

Mature

* Lymphoid-lineage priming
= Expansion

= Clonal selection
= Expansion

* Clonal selection
= Transformation

5
@E

* BCR signalling

B cell :
* Microenvironment

Genetic and
epigenetic lesions Polyclonal

Oligoclonal

Figure 6. Les 2 voies de la leucémogénese selon le statut mutationnel IgVH. (Issu de la

publication de Fabbri et al. Nature Reviews Cancer 2016").

2) Hpyperstimulation du BCR

Le répertoire restreint des Ig dans la LLC suggere I’importance majeure de la stimulation
chronique antigénique du BCR dans la leucémogénése bien que, dans la LLC, la voie du BCR

puisse étre directement hyperactivée via certaines kinases et étre donc antigéne-indépendante
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Les protéines kinases LYN et SYK sont anormalement surexprimées dans la LLC et
capables de jouer leur réle de phosphorylation indépendamment de la stimulation de 1’Ig de
surface du BCR. Cette surexpression contribue a la mise en place du microsignalosome et a
I’activation des voies de signalisation dépendante du BCR (telles que ERK, MAPK ou

NFkB)*®.

L’expression de la protéine kinase ZAP-70 est retrouvée dans 20 a 60% des LLC*. ZAP-
70 est normalement présente dans les lymphocytes T mais peut également se retrouver dans
les lymphocytes B ou elle facilite le recrutement de la protéine SYK et donc participe a
I’hyperactivité de la voie du BCR. La présence de ZAP-70 n’est pas indispensable a la
leucémogénese mais est corrélée a un mauvais pronostic et presque constamment associée au

statut IgVH non muté?',

L’expression de CD38 est également 1’un des marqueurs pronostiques péjoratifs des LLC,
souvent associée a ZAP-70”. CD38 est un récepteur qui, associé a son ligand CD3I,

phosphoryle CD19 (co-récepteur du BCR) et favorise 1’activation de SYK et LYN.

3) Le microenvironnement

Le microenvironnement correspond au tissu de soutien dont les cellules de LLC
dépendent pour survivre et proliférer. Ce tissu de soutien se trouve dans la moelle osseuse ou,
préférentiellement, dans les organes lymphoides secondaires. Il est organisé en sites micro
anatomiques appelés pseudo-follicules et est composé de nombreuses cellules capables
d’interagir avec les cellules de la LLC telles que des cellules stromales mésenchymateuses
dans la moelle, ou des lymphocytes T, des cellules dendritiques et des « nurse-like cells »

dérivées des monocytes dans les pseudo-follicules.

Ces cellules de soutien vont interagir avec les cellules de la LLC en ayant, dans un

premier temps, un effet attractif via la production des chimiokines CXCL12 et CXCL13 dont
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les récepteurs CXCR4 et CXCRS sont fortement exprimés par les cellules de LLC. Les
cellules du microenvironnement vont ensuite favoriser la survie et la prolifération des
lymphocytes B via la sécrétion de cytokines de la famille du TNF (CD40 ligand, BAFF,
APRIL), d’IL4 ou de VEGF dont les récepteurs (BCMA, TACI, BAFF-receptor) sont
exprimés en nombre par les cellules de la LLC. De plus, les « nurse-like cells » et les cellules
dendritiques ont un rdle de présentatrice d’antigénes et vont accroitre la stimulation
antigénique des lymphocytes B et donc leurs capacités de survie et de prolifération. Au sein
du microenvironnement, le pool tumoral présente une capacité de renouvellement jusqu’a 1%

du clone par jour”*,

4) Anomalies génétiques et moléculaires

Comme toute néoplasie, la LLC résulte de I’accumulation de mutations génétiques et
épigénétiques. La LLC est 'une des néoplasies avec la plus faible prévalence mutationnelle
avec ~0.9 mutation par mégabase contre >1 pour les lymphomes B et >10 pour les
mélanomes™. Les nouvelles techniques de NGS ont permis d’identifier les anomalies

récurrentes :

Délétion 17pl3 et inactivation TP53 : Le géne codant pour P53 se situe sur le bras court du

chromosome 17. La protéine P53 est un facteur de transcription qui active I’expression de
genes capables de bloquer le cycle cellulaire. Cette activation a lieu en cas de 1ésion de ’ADN
ou en cas de stimulation par un oncogene. Elle active aussi des geénes de réparation de ’ADN
mais peut, en cas d’altération de I’ADN trop importante, activer 1’apoptose via les protéines
pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. La dell7p est retrouvée chez 10% des patients au
diagnostic. Elle est retrouvée en revanche chez 30 a 50% des patients réfractaires au
traitement par analogues des purines, ce qui en fait I’anomalie acquise apres traitement la plus

fréquente.
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Délétion 13g14 : Le locus 14 du bras long de chromosome 13 contient la séquence codant

pour le gene DLEU-7, qui a un role de régulation négative sur le complexe transcriptionnel
NFkB. Cette portion code aussi pour le cluster MIR15A — MIR16-1 qui a un rdle suppresseur
de tumeur®. La dell3ql4 est associée a un bon pronostic dans les LLC, excepté certaines
formes de « grande » délétion qui incluent le géne RBI et qui seraient associées a des formes

plus agressives.

Délétion 11g22-23 : Cette portion contient le gene ATM, qui code pour une protéine agissant
en amont de TP53 dans la réparation des dommages de I’ADN, ainsi que BIRC3, inhibiteur
de la voie NFkB. La delllq est associée a une chimio-résistance, et donc a un plus mauvais
pronostic. Des mutations isolées d’ATM peuvent également étre retrouvées, et sont de

mauvais pronostic.’®.

Trisomie 12 : Elle est présente dans environ 15% des cas et est associée, lorsqu’elle est isolée,
a un pronostic intermédiaire. Elle est fréquemment concomitante d’autres anomalies
génétiques et mutations, notamment du géne NOTCH, et est alors associée a une fréquence

accrue de syndrome de Richter.

IV)  Evolution clonale

1) Principe de I’évolution clonale dans la LLC

La LLC est trés souvent décrite comme une maladie « hétérogene ». Cette hétérogénéité
est expliquée par le principe d’évolution clonale, qui est la caractéristique clé de la rechute
post traitement. La chronicit¢é de la LLC en fait un modele d’étude particulierement
intéressant en ce qui concerne 1’évolution clonale. La théorie d’une carcinogénese faite de
I’accumulation de mutations somatiques et de sélection clonale a été décrite en 1976”, avec
un principe darwinien d’émergence des clones possédant des capacités de prolifération et

résistance accrues. Les nouvelles techniques de séquencage haut débit, et particulierement le
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whole-exome sequencing (WES)®®, ont permis depuis le début des années 2000 de définir ce
principe : chez un méme patient, il existe un pool de cellules pathogeénes composé du clone
initial et de différents sous clones, issus du premier mais ayant acquis des nouvelles

anomalies.

Trois mécanismes sont actuellement admis pour expliquer 1’émergence de nouveaux
clones aprés traitement™: le premier est celui d’un sous clone possédant une ou plusieurs
mutations le rendant résistant au traitement. Il prendrait donc de I’ampleur apres 1’éradication
des clones plus sensibles. Le second est celui d’un sous clone d’une sensibilité au traitement
équivalente aux autres mais avec des capacités de prolifération plus importantes, ce qui lui
permettrait de gagner en ampleur plus rapidement a distance du traitement. Enfin, une
derniére explication peut étre celle de mutations acquises induites par la chimiothérapie, et

donc émergentes en fin de traitement.
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Figure 7. Mécanismes d'évolution clonale post traitement. (Issu de la publication de Landau

et al. Leukemia 2014°°).
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La prolifération sous-clonale est en somme régie par des facteurs intrinseques a la cellule
(les capacités de prolifération, d’apoptose et de résistance propres aux mutations) et des
facteurs extrinséques (de compétition entre les différents clones, et la pression de sélection
des traitements). L’apparition de nouvelles anomalies cytogénétiques ou moléculaire dites
« driver » contribuent au développement tumoral. En 1’absence de traitement, une évolution

30-32

clonale a été observée dans 17% a 46% dans les 2 a 5 ans suivant le diagnostic™ ", mais dans

93 11 apparait donc logique et

la quasi-totalit¢ des LLC ayant recu de la chimiothérapie
nécessaire de rechercher de nouvelles mutations a chaque rechute. Il reste cependant

impossible de savoir si une mutation, lorsqu’elle apparait, était présente des le diagnostic mais

dans un sous clone minoritaire, ou si elle a été acquise avec le temps.

Il a ét¢ démontré que la présence de sous clones des le diagnostic est un facteur pronostic
indépendant de diminution du délai entre diagnostic et traitement et que d’une manicre
générale, la présence d’une évolution clonale au cours du temps est un facteur de risque

28313234 ot de déces®. La diversité des sous clones,

indépendant de progression de la maladie
plus encore que la simple accumulation de mutations driver, impacte la survie sans rechute et

la survie globale des patients™.

2) Anomalies récurrentes dans la LLC

Plus d’une quarantaine de genes ont été identifiés, grace au WES, comme driver dans la
LLC. Parmi les génes les plus fréquemment impliqués, sont retrouvés 7P53, ATM, NOTCH1,
SF3B1, MYDS8S, IGLL5, CARDII, CHD2 ou encore BIRC3. Plusieurs anomalies
chromosomiques récurrentes ont pu étre mises en évidence via la recherche de variations du

nombre de copies, notamment les délétions 17p, 11q, 13q, 8p et la trisomie 12.

La mutation MYDS8S est par exemple observée dans les stades précoces de la maladie,

essentiellement au diagnostic, ce qui lui suggere un role dans la leucémogénése. De méme, la
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trisomie 12, la dell3q et la delllq ont ét¢ identifiées comme anomalies driver précoces, car
associées au clone initial. A I’inverse, les mutations de TP53, ATM, NOTCH ou SF3B1 ont
été observées chez les patients plus avancés dans leur pathologie, donc d’acquisition plus

tardive et liées a un sous clone émergent.

Des associations systématiques ont ét¢ mises en évidence entre des anomalies clonales et
sous clonales, traduisant la présence indispensable des premieres a 1’acquisition des secondes.
De méme, il est apparu une récurrence significative des associations d’anomalies driver
comme la co-occurrence de la délétion 17p avec la mutation 7P53, la délétion 11q avec la
mutation ATM ou encore la trisomie 12 avec les mutations NOTCH et BIRC3. A 1’'inverse,

certaines anomalies driver ne sont que trés rarement associées>.

Concernant I’impact clinique des mutations et de leurs associations, les anomalies
touchant 7P53 (translocations ou délétion 17p, ou mutations 7P53) sont les seules a avoir une
incidence indiscutable directe sur la survie®”. Les LLC identifiées avec un sous clone TP53
muté mineur (présent a une tres faible fréquence allélique) ont la méme évolution péjorative
en survie que celles avec une mutation 7P53 dans un clone dominant, le sous clone mineur
devenant systématiquement dominant aprés traitement par chimiothérapie®. Une expansion
simultanée de plusieurs sous clones 7P53 mutés apreés chimiothérapie a été également été
décrite®®, ainsi qu’une évolution mutationnelle convergente (plusieurs mutations différentes

touchant le méme géne)™®.

3) Pression de sélection des différentes thérapeutiques

Des molécules ayant la méme capacité apparente de destruction tumorale sur une tumeur
induisent une pression de sélection différente en fonction des résistances spécifiques des

différents sous clones. Cette différence de pression de sélection impacte a plus long terme
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I’évolution de la LLC et explique que la réponse initiale ne soit pas forcément corrélée au

pronostic global.

Trois types de génes ont pu étre identifiés en fonction de 1’évolution des mutations driver
en post chimiothérapie : ceux présents en sous clonal avant traitement puis fortement enrichis
apres celui-ci (comme 7P53), ceux présents dans le clone dominant avant traitement et
diminuant ensuite apres traitement (principalement les mutations d’acquisition précoce

comme MYD88) et enfin ceux pouvant étre sporadiquement enrichis aprés traitement™ .

L’émergence de sous clones plus fit apreés traitement traduit le principe de pression de
sélection, comme il 1’a ¢ét¢ démontré avec 1’émergence de la mutation 7P53 apres
chimiothérapie. L’impact de I’immunochimiothérapie (ICT) sur 1’évolution clonale a été
largement mis en évidence dans les nombreuses études post-hoc de I’essai CLL8*® (qui
¢valuait I’ajout du rituximab au régime de chimiothérapie Fludarabine — Endoxan). Si
I’évolution clonale est la régle dans les LLC en rechute post ICT, qu’en est-il des thérapies

orales ciblées ?

Deux mécanismes d’échappement a I’Ibrutinib ont été décrits : la transformation (ou
syndrome de Richter) « on-therapy » et I’émergence de sous clones résistants a I’Tbrutinib®*".
La transformation en lymphome agressif se fait généralement dans les 12 a 15 premiers mois
suivant I’introduction de I’Ibrutinib et serait due a I’expansion d’un sous-clone présent avant

la mise en traitement et évoluant pour son propre compte™*.

Chez les patients avec une bonne réponse initiale, la progression de la LLC est
généralement plus tardive et est associée dans la quasi-totalit¢ des cas a ’apparition de
mutations impactant BTK ou PLCy2 : La mutation C481S affecte le site de liaison covalente
de I’Ibrutinib sur BTK et empéche la liaison irréversible de I’Ibrutinib****. D’autres mutations
affectant le méme domaine ont été décrites, tels que C481F ou T316A, mais extrémement
rares en comparaison de C481S qui n’est par ailleurs que trés peu retrouvée dans les Richter™.

Les mutations ciblant PLCy2 sont des mutations gains de fonction : elles permettent une

26



activation de PLCy2 en aval de BTK et donc une activation de la voie du BCR. Une délétion
8p a été retrouvée a la rechute chez des patients ne présentant pas de mutation BTK / PLCy2.
Le bras court du chromosome 8 porte le géne codant pour le récepteur de TRAIL, une
cytokine exprimée par les lymphocytes T, NK et les macrophages et capable d’induire
I’apoptose des cellules tumorales. D’autres mutations driver ont anecdotiquement été décrites

sur EP300, MLL?2 et EIF24™.

De la pression de sélection induite par I’Ibrutinib émerge une importante hétérogénéité
des différents sous clones a la rechute avec des combinaisons mutationnelles nouvelles et un
nombre de sous clones plus important, ce qui génere probablement de nombreuses résistances

et un pronostic sombre pour ces patients.**.

L’évolution clonale est également la clé de la rechute chez les patients traités par
Venetoclax. Différentes ¢tudes ont mis en lumicre, par WES, la survenue de la mutation
Gly101Val chez ces patients* ™. Cette mutation affecte le domaine BH3 de Bcl-2 et empéche
la fixation du Venetoclax sur Bcl-2 sans affecter (ou en affectant peu) la fixation des autres
protéines pro-apoptotiques sur Bcl-2. La survenue de cette mutation entraine dont un défaut
de libération des protéines pro-apoptotiques et favorise la survie et la prolifération cellulaire.
Cette mutation n’est jamais retrouvée sur les prélévements précédents le traitement par
Venetoclax, elle est donc acquise et sous clonale. Il reste encore débattu de savoir si G101V
est suffisante a expliquer la rechute a elle seule, mais d’autres mutations associées ont
¢galement ¢été mises en lumicére récemment chez ces patients progressifs, telles que
Phel04Leu, Aspl03Tyr/Glu ou encore des mutations affectant les autres protéines de la
famille Bcl-2 (Bax et Bad)*™. L’accumulation de ces anomalies génétiques durant le
traitement et leur co-occurrence lors de la progression traduisent, de maniere similaire aux

progressions post-Ibrutinib, le caractére oligo-clonal de la rechute.
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4) L’évolution clonale pour guider la stratégie thérapeutique ?

La présence d’une évolution clonale durant le suivi et I’émergence de sous clones plus
virulents, spontanément ou apres traitement, sont donc des facteurs indépendants de mauvais
pronostic pour les patients. La problématique est d’anticiper cette évolution clonale afin de
cibler les patients les plus a risque. Plusieurs études ont cherché a mettre en évidence les
facteurs pronostics d’une évolution clonale, sans résultat clairement établi : une association
significative a d’abord été suggérée entre le statut IgVH non muté et 1’apparition d’une
évolution clonale®. Une association significative a également été mise en évidence entre
I’expression de ZAP-70 et 1’évolution caryotypique, ainsi qu’avec la forte expression du
CD49d au diagnostic®. Des études plus récentes et plus robustes n’ont par la suite pas
retrouvé d’influence des marqueurs pronostics « classiques » tels que le statut mutationnel

31,32

IgVH, ZAP-70 ou I’expression CD38 sur 1’évolution clonale

Les mutations BTK/ PLCy2 ont été mises en évidence a 9.3 mois de médiane avant la
rechute, ce qui suggére qu’une adaptation thérapeutique pourrait étre possible avant la rechute

clinique™®.

La question reste donc pleinement ouverte sur I’implication de I’évolution clonale dans le
management des patients : A I’heure ou la PCR digitale sur ADN tumoral circulant s’immisce
dans les essais et semble fiable pour détecter 1’évolution clonale en méme temps que la
maladie résiduelle dans les LLC*, quels outils utiliser en routine ? A quelle fréquence pour

détecter 1I’émergence de sous clones ?
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V)  Traitements

1) Chimiothérapie

a) Alkylants

Le Cyclophosphamide (Endoxan) est un alkylant bifonctionnel de la famille des
moutardes azotées, et plus spécifiquement de la sous-famille des Oxaza-phosphorines : C’est
une prodrogue nécessitant une activation par le CYP450 pour pouvoir €tre active et créer des

liaisons covalentes sur I’ADN des cellules en réplication et inhiber leur transcription.

L’Endoxan était initialement utilisée en monothérapie jusqu’a ce que I’étude CLL-4
démontre la supériorité de I’association Fludarabine-Endoxan (FC), avec une survie sans
progression (SSP) médiane obtenue a 40 mois contre 24 mois pour la monothérapie, ce qui a
conduit 1’association FC & devenir le traitement de de référence dans la LLC® Plusieurs
¢tudes ont ensuite validé cette association, retrouvant des SSP médianes supérieures ou égales
a 3 ans et des réponses globales de 74 a 94% avec des réponses complétes chez environ 25%

des patients

Parallé¢lement la fréquence des effets indésirables (EI) augmente
(notamment d’EI de grade > 3) avec cette association, principalement des cytopénies, ce qui

restreint la possibilité d’utiliser le FC chez les personnes dgées ou en mauvais état général.

Le Chlorambucil (Clb) est un agent alkylant du groupe des moutardes azotées ayant
obtenu sa premiére AMM dans la LLC en 1956. Sa recommandation actuelle d’utilisation est
en association avec I’Obinutuzumab en 1°° ligne des patients atteints de LLC avec des

comorbidités contre-indiquant la Fludarabine.

De nombreuses données sont disponibles concernant 1’utilisation du Clb en monothérapie,
mais elles sont dorénavant obsolétes compte tenu de la supériorit¢ de son utilisation en
association et des autres molécules. L’¢tude MABLE, comparant Rituximab-Bendamustine
(BR) a R-CIb chez des patients inéligibles a la Fludarabine retrouvait une supériorité
significative de BR chez les patients en premiere ligne avec un taux de réponse compléte de

24% vs. 9% (p=0.002) ainsi qu’un bénéfice en termes de SSP et de maladie résiduelle (MRD)
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indétectable chez les patients en réponse compléte, sans augmentation du taux d’EI tous

grades confondus (avec toutefois plus d’EI de grade> 3 dans le groupe BR a 74% vs. 65%)®.

b) Bendamustine

La Bendamustine est une moutarde azotée a 1’origine de liaisons covalentes induisant des
ponts intra et inter-caténaire au sein de I’ADN rendant déficiente sa synthése et sa réparation.
Contrairement aux autres alkylants, la Bendamustine a également un réle pro apoptotique via
I’activation de P53, de la protéine Bax et en interférant avec des molécules responsables de la

mitose.

La Bendamustine a été créée dans les années 1970 en RDA et a obtenu sa premiere AMM
frangaise dans la LLC en 2010 (apres une utilisation en autorisation temporaire d’utilisation
(ATU) depuis 2005) a la suite des résultats de 1’é¢tude 02CLL III, qui comparait la
Bendamustine au CIb en 1% ligne chez des patients de moins de 75 ans non éligibles 4 la
Fludarabine. Il était démontré un bénéfice significatif de la Bendamustine en termes de
réponse globale (68% dont 31% de réponse complete vs. 31% dont 2% pour le Clb) et de
survie sans progression (médiane a 21.5 mois vs. 8.3 mois). Il était observé une fréquence
accrue d’El de grade 3-4 dans le groupe Bendamustine, essentiellement d’ordre
hématologique (40.4% vs. 19.2%). Les EI de grade 3-4 non hématologiques (41% vs. 17.2%)

étaient principalement d’ordre infectieux ou des réactions d’hypersensibilité®.

¢) Fludarabine

La Fludarabine est un analogue fluor¢ de I’adénine (une purine) de la famille des
antimétabolites. C’est une prodrogue, qui va s’incorporer dans I’ADN comme un « faux »

nucléotide et inhiber les différentes enzymes responsables de la synthése d’ADN et d’ARN.
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2) Anticorps anti-CD20

a) Rituximab

Le Rituximab est un Ac monoclonal anti-CD20 de type IgGl dont la portion Fab
(Fragment antigen binding) va se lier a I’antigéne CD20 des lymphocytes B. Son mode

d’action est multiple : il induit :

- Une apoptose directe par I’activation des caspases dans la cellule cible,

- Une cytotoxicité dépendante du complément (CDC) en activant la voie alterne,
commune et celle des lectines,

- Une cytotoxicit¢ dépendante des anticorps (ADCC) le fragment constant (Fc) du
Rituximab va se lier aux récepteurs FcyRI-II-III présents sur les monocytes, les

macrophages et les lymphocytes NK pour les recruter™.

I1 existe également d’autres mécanismes d’action directe moins bien connus : la formation
du complexe Ac-CD20 va induire une internalisation du complexe au sein des radeaux
lipidiques présents dans la membrane cellulaire, induisant un afflux calcique pro-apoptotique
en méme temps que favoriser la CDC par accumulation des fragments Fc dans la cellule®. La
synergie  Rituximab-chimiothérapie = témoigne  également  d’autre = mécanismes

complémentaires qui ne sont pas clairement identifiés®.
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Figure 8. Mécanismes d'action du Rituximab. (Issu de la publication de Jaglowski et al. Blood

2010").

L’¢tude CCL8 est une étude de phase III, qui a évalué¢ I’apport du Rituximab a la
chimiothérapie en randomisant un bras ICT Rituximab — Fludarabine — Endoxan (R-FC) a un
bras de chimiothérapie par FC en 19 ligne de traitement chez 817 patients atteints de LLC®,
Cette étude a montré un bénéfice de SSP en faveur du groupe R-FC avec une médiane de
56.8mois vs. 32.9 mois (p<0.001). Un bénéfice de survie globale (SG) était également
retrouvé avec, apres 5.9 ans de suivi, un SG médiane non atteinte vs. 86 mois. Un bénéfice en
termes de réponse globale et de rémission compléte a également été démontré. Ces résultats
restaient significatifs dans les analyses en sous-groupe quel que soient le statut mutationnel
IgVH, ZAP-70, CD38 et la cytogénétique. Ces résultats sont concordants aux différentes
¢tudes de phase II et III évaluant I’ajout du Rituximab a un régime de polychimiothérapie par

Fludarabine-Endoxan® 7>,

Le Rituximab a ainsi obtenu une AMM en janvier 2010 en association avec la Fludarabine
et I’Endoxan en premicre ligne de traitement des sujets fir. Le Rituximab a également une
AMM en association avec la Bendamustine en 2014 et I’Idelalisib en 2015 pour les LLC en
rechute / réfractaires, ou en premiere ligne en association avec la Bendamustine chez les

patients non éligibles a la Fludarabine.
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L’effet indésirable principal du Rituximab est une réaction liée a la perfusion,
correspondant & un syndrome de relargage cytokinique (SRC) qui survient dans les premieres
minutes de perfusion et jusqu’a24h suivant I’administration. Elle s’observe principalement a
la premicre injection et peut parfois étre sévere avec jusqu’a 10% de grade 3-4 et <1% de
déces. Les facteurs de risques principaux seraient le taux de lymphocytes circulants, le
caractere Bulky (plutot que le stade), les lymphomes B de bas grade et le taux élevé
d’expression du CD20 (malgré la faible expression du CD20 dans la LLC, le taux de
lymphocyte souvent trés élevé explique la fréquence importante des SRC). Des réactions
d’hypersensibilité médiées par les IgE sont plus rarement observées et pouvant conduire a un
choc anaphylactique, mais requi¢rent des expositions préalables et ne surviennent pas lors de

. . 4
la premiére perfusion’”.

A moyen et long terme, 1’ajout de Rituximab a la chimiothérapie augmente le taux de
leucopénie (agranulocytose et lymphopénie prolongée) sans augmentation significative du
taux d’infection ni du risque de déces lié¢ aux infections dans la LLC chez les patients non-
VIH” ", bien que plusieurs études alertent sur le risque de survenue de réactivations

d’hépatite B et de leuco-encéphalopathie multi-focale progressive’ ™ .

b) Obinutuzumab

L’Obinutuzumab (G) est un Ac anti-CD20 (IgG1) de 3éme génération. Contrairement au
Rituximab, qui reconnait 1’épitope de type I, il reconnait I’épitope de type II du CD20 et
possede donc des propriétés d’action légerement différentes : la liaison au CD20 n’induit pas
d’internalisation du complexe Ac-CD20, donc moins de CDC et de toxicité directe via les
caspases, mais induit une réorganisation du réseau actinique et une libération de cathepsine
lysosomale responsable d’une toxicité direct plus importante que celle du Rituximab™. Cette

absence d’internalisation permettrait de déjouer certains mécanismes de résistance.
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L’Obinutuzumab possede par ailleurs des capacités d’ADCC in vitro plus importantes que le

Rituximab®',

A la suite de 1’étude CLL11, I’Obinutuzumab a obtenu une AMM dans le traitement de
1° ligne de la LLC en février 2015, en association avec le Chlorambucil, chez les patients
non ¢ligibles, en raison de leur age et de leurs comorbidités, a un traitement par Fludarabine.
Cette étude de phase III randomisée démontrait dans un premier temps la supériorité¢ de
I’association Ac anti-CD20 (Rituximab ou Obinutuzumab) au Clb vs. Clb seul, puis visait a
démontrer la supériorité de 1’association G-Clb vs. R-Clb (I’association R-Clb était a cette

période recommandée en Europe malgré I’absence d’AMM)*.

L’ajout d’un anticorps monoclonal au Clb était associée a un allongement significatif de
SSP et de SG. Les derni¢res données présentées a I’ASCO 2018 montrent, aprés un suivi
médian de prés de 5 ans (59.4 mois), un allongement de SSP en faveur de G-Clb en
comparaison a R-Clb (SSP médiane a 28.9mois vs. 15.7mois, p<0.001), ainsi qu'un bénéfice
significatif de SG avec une SG médiane non atteinte vs. 73.1 mois (p<0.03). L’association G-
Clb apportait également un avantage de réponse compléte, de temps jusqu’au prochain
traitement et de maladie résiduelle indétectable. En termes d’effets indésirables, 1’association
G-Clb était en revanche associée a une augmentation des effets indésirables séveres (grade
>3) dont neutropénie, thrombopénie et réactions lies a la perfusion (20% vs. 4%), sans

augmentation du taux d’infection grave.

3) Inhibiteurs du B-cell receptor

a) Ibrutinib

Mode d’action :

L’Ibrutinib (PCI-32765) est le premier inhibiteur de la Bruton’s Tyrosine Kinase (BTK).

I a été synthétisé en 1993, les premiers essais cliniques chez I’homme ont débuté en 2009 et
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il a obtenu sa premicre autorisation de commercialisation en France en 2013. L’Ibrutinib
inhibe de fagon sélective et irréversible BTK en se fixant sur son site actif par une liaison
covalente a un résidu cystéine (Cys 481). BTK est une cible particuliére intéressante dans la
LLC car elle est largement hyper-phosphorylée et transloquée vers la membrane cellulaire ou
elle participe a I’hyperactivit¢ du BCR et des voies de signalisations (NFkB, MAP Kinases,
NFAT, ERK) qui en découlent. L’inhibition du BCR se traduit par une altération de la
prolifération des cellules de la LLC avec cependant une faible induction de I’apoptose mais
une inhibition importante des mécanismes de homing, de migration et d’adhésion

lymphocytaire™ ™.

L’Ibrutinib inhibe également les autres voies BTK-dépendantes dont CXCR 4/5, les
récepteurs au chimiokines CXLC 12/13, et inhibe le homing et 1’adhésion cellulaire dans les
tissus lymphoides. Les cellules tumorales sont alors dissociées de leur microenvironnement.
Les voies du BAFF-receptor et du TLR (BTK-dépendantes) qui sont, elles aussi,
hyperactivées et qui coopérent avec le BCR pour favoriser la prolifération des cellules

tumorales autoréactives, sont inhibées par I’Ibrutinib®**’.

Un réle immunomodulateur plus complexe a également été observé : premicrement via
une inhibition de STAT-3 qui est un facteur de transcription impliqué dans la pathogénése de
la LLC mais surtout dans le maintien d’une tolérance immunitaire en favorisant I’expression
des inhibiteurs de checkpoint PD1 par les lymphocytes T et PD-L1 par les cellules de la LLC.
STAT-3 est régulé en parti par BTK et son inhibition par I’Ibrutinib a ét¢ démontrée in vivo.
Enfin, d’autres molécules appartenant, comme BTK, a la famille des TEC kinases peuvent
étre ciblées par I’Ibrutinib. C’est le cas de I’IL-2-inductible T-cell kinase (ITK), qui possede
un résidu cystéine homologue a BTK et va étre inhibée de maniére irréversible par 1’Ibrutinib.
Cette inhibition va permettre de restaurer une immunit¢ de type Thl et donc I’activité

immunitaire & la fois anti tumorale et anti infectieuse qui était défaillante dans la LLC™¥.
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Ces mécanismes d’action additionnels de 1’Ibrutinib ne ciblant pas BTK (ITK, TEC
kinases, ...) sont nommés les effets off-target et seraient responsables d’une grande partie des
effets indésirables y compris la fibrillation auriculaire (FA) (via TEC) et le défaut
d’agrégation plaquettaire. Les surrisques hémorragiques et de FA sous Ibrutinib sont liés a la
fois a des effets off-target et on-target car BTK posseéde un role physiologique dans la

. . . : . 9091
coagulation primaire et est présent dans le tissu myocardique™ .

L’Ibrutinib a pour action de diminuer de la prolifération cellulaire et de restaurer une
activit¢ immunitaire anti tumorale, en n’induisant toutefois qu’une apoptose mineure. Il
permet de soustraire les cellules a leur microenvironnement lymphoide favorable ce qui
explique son efficacité sur les formes tumorales ganglionnaires, et I’effet flair-up temporaire

de la lymphocytose sanguine qui suit généralement I’introduction de 1’Ibrutinib.
Résultats cliniques :

En 2014, a la suite des résultats de 1'é¢tude RESONATE, I’Ibrutinib devient le premier
inhibiteur de BTK obtenant une AMM pour le traitement des patients en rechute de LLC.
L’¢tude RESONATE est une étude de phase Il comparant I’Ibrutinib a I’Ofatumumab (un

anticorps monoclonal antiCD20 de 2"%

génération qui n'est aujourd'’hui plus commercialisé)
chez des patients atteints de LLC en rechute ou réfractaire. Les résultats de l'analyse
intermédiaire publiés en 2013 montraient un bénéfice de survie globale en faveur de la
thérapie ciblée. Ceci a permis l'obtention en France d'une ATU des 2013 puis de 'AMM en
2014. L'analyse finale publiée en 2019 aprés un suivi médian de 65.3 mois montre un net
bénéfice de SSP en faveur de I’Ibrutinib avec une SSP médiane de 44.1 mois vs.8.1 mois pour
I’Ofatumumab (p<0.001)>. Le bénéfice significatif était observé quel que soit le statut
mutationnel IgVH, TP53, la présence ou non d’une dell7p ou d’une delllq. Le taux de
réponse globale dans le groupe Ibrutinib était de 91% (dont 11% de réponse compléte) et

I’Ibrutinib permettait une amélioration des paramétres de qualité de vie. Avec 5 ans de recul,

il n'existe plus de bénéfice de survie, sans doute grace aux différentes molécules développées
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ces cinqg dernieres années, qui ont permis une amélioration sans précédent du pronostic de ces
patients. L’AMM de 2014 permettait également ’utilisation de I’Ibrutinib chez les patients en
lere ligne en cas de dell7p ou de mutation 7P53 lorsqu’un traitement par ICT est inadapté, et

faisait suite & une étude de phase II qui incluait des patients en 1°° ligne et ultérieur’.

Aujourd'hui, 1'Ibrutinib a également une AMM en premiére ligne pour tout patient
considéré comme inéligible a un traitement par Fludarabine. Cette AMM a été obtenue en
2017 sur les résultats de I'¢tude RESONATE-2 qui démontrait la supériorité¢ d’un traitement
par Ibrutinib par rapport au Clb en monothérapie en premiére ligne des patients non dell 7p*.
Le bras comparateur par Clb, qui est un médicament qui n'est plus utilis¢é en monothérapie
depuis des années est discutable. Cependant les résultats au long terme sont intéressants : a 5
ans la SSP est de 70% vs.12% en faveur d’Ibrutinib avec une différence significative de survie
globale de 83% vs.68%. Le taux de réponse global sous Ibrutinib était de 92% (dont 30% de

réponse compléte).

Sont parus fin 2018 les résultats de 2 études randomisées de phase III qui viennent
consolider les résultats de I'¢tude RESONATE-2 et utilisent des bras comparateurs plus
« pertinents » : I’étude ALLIANCE, qui comparait L’Ibrutinib seul ou en association avec le
Rituximab & une ICT par Rituximab-Bendamustine (BR) en 17 ligne de patients de plus de
65ans inéligibles a la Fludarabine; et I’étude ECOG-1912, qui comparait 1’association
Rituximab-Ibrutinib a une ICT par R-FC en 1°° ligne chez des patients de moins de 70ans non
dell7p”%%. Les résultats de I’étude ALLIANCE sont issus de la 2"* analyse intermédiaire
apres un suivi médian de 38 mois. Il était observé un bénéfice significatif de SSP en faveur de
I’Ibrutinib seul par rapport a BR avec une SSP a 2 ans a 87% vs.74% (p<0.001) et un bénéfice
de réponse globale a 93% vs.81%. Ces différences étaient observées quel que soit le risque
cytogénétique (dell7p, et/ou delllq, ou absence de cytogénétique défavorable) mais elles
¢taient moins marquées dans le sous-groupe « sans cytogénétique défavorable ». Le statut

mutationnel IgVH ¢était disponible pour peu de patients car non réalisé en pratique courante a
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cette époque. Il est important de noter en revanche le faible taux de réponse compléte sous
Ibrutinib a 7% (contre 26% pour BR) et de MRD indétectable a 1% (contre 8%). Les résultats
du groupe Rituximab-Ibrutinib étaient globalement superposables a ceux du groupe Ibrutinib

seul.

Les résultats de 1’étude ECOG-1912 sont issus de la premicre analyse intermédiaire a 3
ans et rapportent une supériorité significative de 1’association Rituximab-Ibrutinib sur la SSP
(89.4% vs.72.9%) et la SG (98.8% vs.91.5%) par rapport au R-FC. Il n’y avait cependant pas
de bénéfice de SSP dans le sous-groupe IgVH mutées (87.7% vs.88%). Si les taux de réponse
globale étaient supérieurs dans le groupe Rituximab-Ibrutinib (95% vs.81.1%), les taux de
réponse complete et de MRD indétectable a 12 mois étaient nettement inférieurs (17.2%

v5.30.3% et 8.3% vs5.59.2% respectivement).

L’ensemble de ces résultats plaide pour une efficacité supérieure de 1’Ibrutinib par rapport
a I’'ICT, avec un bénéfice plus marqué pour les cytogénétiques défavorables. Cette supériorité
semble en revanche absente en 1% ligne dans le sous-groupe le plus favorable (IgVH mutées
et absence de cytogénétique défavorable) et elle est a mettre en balance avec une action
« suspensive » sur la maladie, comme en témoigne le faible de taux de réponse compléte et de

MRD indétectable.

Le profil de toxicité est jugé dans ces études comme acceptable, avec moins d’EIl
hématologiques de grade 3-4 que les associations d’ICT (15% a 25% de neutropénies de
grade 3-4 avec I’Ibrutinib) et jusqu’a 45% d’infections de grade 3-4 a 5 ans, principalement
des pneumopathies bactériennes mais avec un signalement sur un surrisque d’infection
fongique aspergillaire’’. Les EI non-hématologiques de grade 3-4 étaient plus fréquents avec
I’Ibrutinib, avec 10 a 30% d’hypertension artérielle (HTA), jusqu’a 7% d’hémorragies
(principalement chez les patients sous anti-agrégants) et des EI cardiaques dominés par la FA

(5% a 9% de FA de grade 3-4 dans ces 4 études).
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L’Ibrutinib doit étre prescrit jusqu’a progression ou intolérance en raison de son caractere
purement suspensif. L’intolérance est 1’argument d’arrét le plus fréquent, essentiellement 1ié
aux toxicités non hématologiques (diarrhées, infections, douleurs, saignement et FA). Dans
les études RESONATE et RESONATE-2, les taux d’arrét de traitement pour intolérance
¢étaient respectivement de 16% a 41 mois et 28% a 60 mois, et diminuaient avec le temps. Les
patients ayant arrété leur traitement présentaient une évolution beaucoup plus défavorable que
les autres. L’interruption de traitement due a une toxicité semble survenir indépendamment de
la ligne de traitement mais c’est chez les patients en rechute et/ou réfractaires (R/R) qu’elle

. . 98
est associée au plus sombre pronostic " .

Les progressions sous Ibrutinib sont rapportées plus fréquemment chez les patients traités
en 2"% ligne ou ultérieur, mais cette différence peut en partie étre expliquée par la fréquence
accrue d’anomalies 7P53. Les progressions sous Ibrutinib sont rapportées chez 10-13% des

patients et correspondent en majorité a des syndromes de Richter’”"’.

I est de plus clairement démontré I’impact péjoratif d’un arrét temporaire de 1’Ibrutinib
sur la SSP, contrairement a 1’ajustement de dose durant le traitement ou a I’initiation a dose
plus faible, qui ne semblaient pas impacter Defficacit¢ de I’Ibrutinib'®. Ces données
suggerent une vigilance particuliere pour identifier les patients a risque de complication afin

d’adapter la posologie et d’éviter les interruptions de dose.

b) Acalabrutinib

L’ Acalabrutinib (ACP-196) est un inhibiteur de BTK de seconde génération développée
dans le but d’avoir une efficacité similaire a 1’Ibrutinib avec des effets off-target moindres.
Comme I’Ibrutinib, il inhibe BTK en la liant de maniére irréversible en formant une liaison
covalente sur Cys481, mais agit de manicre plus sélective, de sorte qu’il posséde moins

d’effets off-target, notamment au niveau plaquettaire. L’Acalabrutinib permettrai également
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une meilleure synergie que 1’Ibrutinib avec les Ac anti-CD20 grace a une interaction moindre

avec leur mécanisme d’action s''.

Si I’ Acalabrutinib ne posseéde pas encore d’indication en France, il a déja été approuvé par
la FDA en novembre 2019 suite aux résultats de 2 ¢tudes de phase III, ASCEND et

ELEVATE-TN!'0%103,

ELEVATE-TN est une étude de phase III qui randomisait Acalabrutinib monothérapie vs.
Obinutuzumab — Acalabrutinib vs. Obinutuzumab — Chlorambucil (G-Clb) en premicre ligne.
Il était retrouvé un bénéfice significatif de SSP en faveur des 2 bras contenant de
I’Acalabrutinib en comparaison avec le bras G-Clb (SSP a 24 mois a 93% pour G-
Acalabrutinib, 87% pour Acalabrutinib seul et 47% pour G-Clb) et ce bénéfice restait

significatif dans tous les sous-groupes, y compris les patients avec anomalies 7P53.

L’étude de phase III ASCEND évaluait 1’ Acalabrutinib en monothérapie chez des patients
en rechute ou réfractaires, en comparaison aux associations R-Idelalisib et BR.
L’ Acalabrutinib permettait d’obtenir un bénéfice significatif de SSP avec une SSP a 12 mois
de 88% vs.68% pour le groupe R-Idelalisib / BR, ce bénéfice restant significatif chez les
patients dell7p. L’ Acalabrutinib avait également un profil de tolérance plus satisfaisant avec

moins d’arréts de traitement dus aux EI (11% vs.49%).

Un profil de toxicité bien spécifique semble se dévoiler sous Acalabrutinib avec la
persistance, dans une moindre mesure en comparaison a 1’Ibrutinib, d’un surrisque
hémorragique et de FA, mais également des taux importants de céphalées et de diarrhées
(environ 20% de céphalées et de diarrhées tous grades confondus dans ASCEND et 35% dans

ELEVATE-TN).
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Ibrutinib  Acalabrutinib  Zanubrutinib  Tirabrutinib
Target BTK BTK BTK BTK
Major off-targets ITK Minimal ITK (weak) TEC (weak)

EGFR

TEC

BMX
Anti-platelet Yes No No No
activity

Figure 9. Les inhibiteurs de BTK et leurs effets off-target. (Issu de la publication de Owen et

al. Current Oncology 2019'").

¢) Idelalisib

L’Idelalisib est le premier inhibiteur de Phosphoinositide-3kinase (Pi3K), et plus
particuliérement de son isoforme delta dont la fonction est restreinte a I’hématopoicse. Pi3Ko
participe en premier lieu a I’hyperactivation de la voie du BCR, par une expression et une
activité aberrante et son inhibition sélective par 1’Idelalisib entraine une diminution des
signaux de survie et de prolifération médiés par les voies NFkB et ERK. Une répression des
voies de signalisation AKT et mTOR est également observée. L’inhibition de Pi3Kd entraine
également une diminution d’expression des chimiokines CCL 4 et 5, responsables de
I’interaction des cellules tumorales avec les lymphocytes T, et une diminution de I’interaction
des chimiokines CXCL 12/13 avec leur récepteur CXCR 4/5 sur les cellules tumorales, ce qui
inhibe la migration et 1’adhésion des cellules de LLC dans le microenvironnement tissulaire
lymphoide. L’inhibition de ce phénoméne de homing est responsable d’une « fuite » des
cellules hors des ganglions et explique la lymphocytose transitoire survenant dans les

premiéres semaines de traitement' %",
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L'Idelalisib a obtenu sa premiere AMM en 2015 en association avec le Rituximab dans les
LLC ayant recu au moins 1 traitement antérieur suite a la publication d’une étude de phase III
randomisée comparant 1’association R — Idelalisib a 1’association R — placebo chez des
patients avec une LLC en progression dans les 2 ans suivant une précédente ligne
thérapeutique ayant déja recu au moins 1 anti CD20 ou 2 agents cytotoxiques'®. Cette étude a
¢été arrétée suite & une premiere analyse intermédiaire en raison d’un bénéfice significatif en
faveur du bras expérimental avec un bénéfice de SSP (médiane non atteinte vs.5.5 mois). Ces
résultats restaient significatifs quels que soient le statut del/7p / TP53 et IgVH. Etait observé

un bénéfice de réponse globale (81% vs.13%, p<0.001)'%.

L’AMM initiale incluait également les LLC non précédemment traitées avec une dell7p

ou une mutation 7P53 pour lesquelles une ICT n’est pas appropriée.

Les données de tolérance de I’ldelalisib ont mise en lumicre un profil de toxicité
important avec un surrisque de réaction cutanée sévére, de neutropénie (jusqu'a 31% de
neutropénie de grade 3-4 avec un délai de survenu médian a 1.4 mois), de colite et diarrhée
(jusqu’a 14% de grade >3 pour un délai de survenu médian a 1.9 mois), d’hépatotoxicité (
jusqu’a 14% d’atteinte hépatique sévere) et jusqu’a 48% d’infection grave dont 2 cas de
pneumopathie fatale chez des patients en premiére ligne pour une LLC'®. Ces effets
indésirables ont été particulierement importants dans les études associant Idelalisib et
Bendamustine, ayant entrainé 1’arrét prématuré de certains essais. Suite aux publications de
ces données, I’Idelalisib a subi une restriction d’utilisation en 17 ligne en 2016 avant d’étre
de nouveau autoris¢, mais chez les patients inéligibles a I’Ibrutinib. L’AMM a été modifiée en
2017 pour les LLC dell7p / TP53 en 1°° ligne, avec une indication exclusivement réservée
aux patients inéligibles a 1’Ibrutinib. D’autres inhibiteurs de Pi3k sont en cours de

développement pour en diminuer la toxicité.
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4) Inhibiteurs de Bcl-2 : Venetoclax

Mode d’action :

Le Venetoclax (ABT-199) est un antagoniste de Bcl-2, protéine anti-apoptotique au sein
de la famille Bcl-2, qui est fortement surexprimée dans la LLC. 1l se lie de fagon sélective a
Bcl-2 via son domaine BH3 (BH3 mimétique) et permet donc de « libérer » les protéines pro-
apoptotiques que Bcl-2 séquestrait via ce domaine, et particulierement Bix et Bid qui sont des
protéines dites a « BH3 seulement ». Ces protéines pro-apoptotiques libérées vont pouvoir
aller se dimériser avec d’autres protéines pro-apoptotiques (Bax et Bak) pour perméabiliser la
membrane mitochondriale et entrainer une libération du Cytochrome C qui va, avec les
caspases, permettre 1’apoptose cellulaire. Ce mécanisme d’action semble indépendant de

I’intégrité de TP53"1%'1.

Figure 10. Mécanisme d'action du Venetoclax. (Issu de la publication de Konopleva et al.

Cancer Discovery 2016'").

Résultats cliniques :

Le Venetoclax a obtenu sa premicre AMM en 2016 en monothérapie dans les LLC en
échec ou inéligibles a un inhibiteur du BCR (et a une ICT en I’absence de dell7p / mutation

TP53). Cette indication a été élargie en 2018, en association avec le Rituximab, pour toutes
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les LLC ayant recu au moins 1 traitement antérieur, quel que soit le statut dell7p / TP53, suite
aux résultats de I’étude de phase III MURANO, qui randomisait la combinaison R-
Venetoclax a BR chez des patients atteints de LLC en rechute ou réfractaire a au moins 1
ligne thérapeutique' '>''®. Le Venetoclax était donné oralement pendant 2 ans aprés un mois
d’escalade de dose et le Rituximab tous les 28 jours pendant les 6 premiers mois apres
I’escalade de dose. Il était observé un bénéfice significatif en faveur du bras expérimental
avec, a 4 ans, une SG de 79% vs. 73% (p<0.0001) et une SSP de 57.3% vs. 4.6% (p<0.001).
Ce bénéfice de SSP était conservé quel que soit le statut del/l7p / TP53 ou IgVH. La MRD
sanguine, mesurée a la fin des 6 cycles de RB ou aprés les 6 perfusions de Rituximab dans le
R-Venetoclax, était indétectable (au seuil 10™) chez 62.4% des patients du bras expérimental
contre 13.3% des patients controles. De plus, la MRD en fin de traitement était prédictive sur
le risque de rechute post-traitement et, chez les patients en MRD indétectable aprés R-

Venetoclax, seul 2.4% ont vu leur maladie progresser dans les 9 mois suivants.

Les premiers résultats a 2 ans retrouvaient, malgré un taux de réponse globale de 92.3%,
seulement 8.2% de réponse compléte''’. La différence entre le taux de MRD indétectable et le
faible taux de réponse compléte s’explique par une réponse clinique nodulaire partielle (taux

de réponse nodulaire >90% évaluée a 12.4%),).

Le Venetoclax a été récemment évalué en 17 ligne thérapeutique dans I’essai CLL14
chez des patients inéligibles a la Fludarabine, avec ou sans anomalie 7P53, en association
avec I’Obinutuzumab (G-Venetoclax) et comparé a 1’association G-Clb, chaque bras ayant

une durée fixe de traitement de 12 mois''®

. Il était observé un bénéfice du bras expérimental
avec une SSP a 3 ans a 81.9% vs. 49.5% (p<0.001). Ce bénéfice était présent
indépendamment du statut dell7p / TP53 et du statut mutationnel IgVH. Le bénéfice en
termes de MRD indétectable était cependant présent dans tous les sous-groupes de maniére

significative (MRD indétectable dans le sang a 75.5% vs.35.2% et dans la moelle a 56.9%

vs.17.1%).
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Le syndrome de lyse tumorale (SLT) sous Venetoclax est 1’événement indésirable
principal ayant émergé des études de phase précoce, avec notamment des cas d’insuffisance
rénale terminale et de décés'"®. Dii a I’apoptose cellulaire rapidement induite, il est désormais
prévenu par un schéma d’escalade de dose sur 5 semaines, de 20 mg au palier 1 a 400 mg au
palier 5 ou la 1% perfusion de Rituximab est réalisée. Le profil de toxicité de ’association
Rituximab-Venetoclax était globalement similaire au bras BR dans 1’étude MURANO avec
toutefois un exces d’El de grade 3-4 (82% vs.70%), principalement des neutropénies (57.7%
vs.38.8%) mais moins d’anémie (10.8% vs.13.8%), de thrombopénie (5.7% vs.10.1%) et
d’infection (17.5% vs.21.8%). Le nombre d’EI fatal était identique (5.2% vs.5.9%) et un SLT

de grade 3-4 est survenu dans 3.1%.

VI) Recommandations thérapeutiques

1) Premiére ligne

La présence d’une anomalie TP53 (dell7p et/ou mutation 7P53) et le statut mutationnel

IgVH sont les éléments clés dans le choix thérapeutique en premicre ligne des LLC.

Les 3 combinaisons d’ICT classiquement admises sont : R-FC ; BR et G-Clb. Le choix
entre ces 3 associations repose sur I’état général du patient, son age, ses comorbidités (et
particuliérement sa fonction rénale) et ses antécédents infectieux récents afin de déterminer
son aptitude a recevoir ou non une association a base de Fludarabine. Les patients inéligibles

a la Fludarabine sont amenés a étre traités par BR et les moins fif par G-Clb.

L’apport régulier de résultats exaltants des immunothérapies et des associations chemo-
free, ainsi que les précisions sur les marqueurs pronostiques modifient en permanence les
algorithmes thérapeutiques. La discussion actuelle basée sur les plus récentes
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en cours de publication) et européennes'>"'>* deviendra donc obsoléte & la lumiére des futurs

essais cliniques.

a) Enl’absence de dell7p ou de mutation TP53

L’Ibrutinib a montré un bénéfice de SSP dans cette situation en c