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INTRODUCTION

1. Epidémiologie

Les cancers pédiatriques sont rares. IIs concernent environ 1 enfant sur 440 avant 1’age de 15 ans. En
2023, 1843 nouveaux cas de cancer chez les moins de 15 ans ont été recenses par le Registre National des
Cancers de I’Enfant (RNCE), dont 28% de leucémies aigues. Avec environ 500 diagnostics par an, la leucémie
aigle est ainsi le cancer pédiatrique le plus fréquent dans notre pays, devant les tumeurs du systéme nerveux

central et les lymphomes.

1843

NOUVEAUX CAS
DE CANCER PAR AN

CANCERS
LES PLUS FREQUENTS

LEUCEMIE

TUMEUR DU SYSTEME
NERVEUX CENTRAL
LYMPHOMES

Figure 1 : Répartition des différents cancers pédiatriques en France chez les enfants de 0 a 15 ans. (1)

Il existe deux grands types de leucémies aigues : les leucémies aigues lymphoblastiques et les leucémies
aigue myeéloblastiques. Contrairement a ce qui est observé en population adulte, seulement 15 a 20% des
leucémies aigues pédiatriques sont de type myéloide (LAM). L’incidence annuelle des LAM chez les enfants
de moins de 15 ans est de 65 a 85 nouveaux cas. L’dge médian au diagnostic est de 6 ans avec un pic

d’incidence chez le nourrisson. Les LAM sont aussi fréquentes chez les filles que chez les garcons.

<lan 1-4 ans 5-9 ans 10-14 ans
Nouveaux cas par
an N =10 N =22 N =20 N =22
TI=146 TI=75 TI=5 TI=55

Tableau 1 : Nouveaux cas annuels de LAM pédiatriques par tranche d’age en France métropolitaine entre
2014 et 2020. (Données issues du Registre National des Cancers de I’Enfant).

N (nombre de cas annuel moyen), Tl (taux d'incidence annuel spécifique en cas par million d'enfants).
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La tres grande majorité des LAM pédiatriques survient de novo. Seulement 5 % a 10% sont secondaires
a des hémopathies familiales ou a des anomalies génétiques constitutionnelles prédisposant aux LAM telles
que la trisomie 21, ’anémie de Fanconi, les téloméropathies, le syndrome de Schwachman-Diamond, le
syndrome de Bloom, le syndrome de Li-Fraumeni, la neurofibromatose de type 1 ou encore les mutations du
gene GATAZ, etc. (2)

La survie globale (OS) a 5 ans s’est progressivement ameliorée depuis 50 ans. L’OS est ainsi passée de
60% dans I’essai frangais LAME89/91 a 73% dans I’essai ELAMO02.(3) Ces progrés sont attribuables a
I’optimisation des protocoles thérapeutiques, a I’intégration de nouvelles techniques de biologie moléculaire
permettant une meilleure stratification des patients, a I’introduction de nouvelles molécules anticancéreuses,
a une meilleure gestion de 1’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et a 1’optimisation des soins de
support. (4) Cependant, peu de progrés ont eu lieu depuis les années 2010 en raison d’innovations peu
nombreuses ou peu accessibles en pédiatrie. De plus, la survie sans événement (EFS) ne s’est pas améliorée
entre les essais LAMES89/91 et ELAMO2.

100
Non-relapse deaths

=== Non-relapse deaths

& Relapse-Deaths Non-remission deaths
2
‘g Relapse-deaths
‘s 50+
2 | — wem  Alive after relapse
o
g Alive in first remission
& Alive in first remission
Alive after non-response
0 Alive after non-response
v ) o Q
& & (190 Yy
& o o &
N N NS o

Figure 2 : Amélioration des résultats des LAM pédiatriques entre 1987 et 2010. (5)
Augmentation continue de la survie en premiére rémission (rouge), aprés une non-réponse initiale (vert) et aprés rechute

(bleu). Parallélement, la mortalité liée au traitement (noir) et les décés sans rémission (gris) ont diminué de maniére

significative.
<1lan 1-4 ans 5-9 ans 10-14 ans
Taux de survie a5
ans 66.1 66.9 80.8 67.6
[58,9-72,4] [61,9-71,3] [75,6-85,1] [62,4-72,3]

Tableau 2 : Estimation du taux de survie & 5 ans des LAM pédiatriques par tranche d’age en France

métropolitaine, entre 2000 et 2016. (Données issues du Registre National des Cancers de 1’Enfant)
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2. Leucémogénése

Les leucémies aigues myéloides correspondent a un ensemble hétérogéne d’hémopathies malignes

clonales caractérisées par un blocage de différenciation, une prolifération incontrélée et 1’acquisition d’une

capacité d’auto renouvellement des progéniteurs myéloides. Ces anomalies aboutissent a 1’accumulation de

blastes immatures dans la moelle osscuse et dans le sang périphérique. L aspect morphologique des blastes

différe en fonction de leur stade de différenciation, et est a I’origine de la classification FAB établie en 1976.

LAM 0

LAM 1

LAM 2

LAM 3

LAM 4

LAM 4 Eo

LAM 5a

LAM 5b

LAM 6

LAM 7

Nom

Indifférenciée

My¢loblastique sans différenciation

My¢éloblastique avec différenciation

Promy¢locytaire

Myélomonocytaire

My¢élomonocytaire avec ¢osinophilie

Monocytaire sans différentiation

Monocytaire avec différentiation

Erythroblastique

M¢égacaryoblastique

Tableau 3 : Classification FAB des LAM. (6)

Aspect cytologique

Blastes indifférenciés, MPO < 3%, pas de
maturation granuleuse, phénotype my¢loide
Blastes d’aspect variable avec ou sans corps

d’ Auer, maturation granuleuse
<10%

Blastes granuleux et/ou avec corps d’Auer,

maturation granuleuse > 10%

Promy¢locytes malins, présence de corps
d’Auer en fagots
Blastes > 20%, maturation granuleuse
> 20%, lignée monocytaire > 20% ou
monocytose sanguine > 5 G/L
Blastes > 20%, maturation granuleuse
> 20%, lignée monocytaire > 20% +
€osinophiles anormaux

Blastes monocytaires > 80%

Blastes monocytaires > 80% incluant une
maturation monocytaire > 20%

Blastes my¢loides > 20% et lignée
érythroblastique > 50%

Blastes mégacaryocytaire > 20%
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Figure 3 : Aspect cytologique d’'une LAM 1 (1), LAM 3 (2), LAM 5 (3) et LAM 7 (4) selon la classification

FAB. (7)

Au-dela du stade de différenciation des blastes, des classifications prenant en compte les anomalies

cytogenétiques et moléculaires des LAM sont régulierement actualisées par ’OMS. La derniére version date

de 2022 et est présentée dans le Tableau 4.
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LAM AVEC ANOMALIES
CYTOGENETIQUES
RECURRENTES

LAM DEFINIES SELON LE
NIVEAU DE
DIFFERENCIATION

SARCOME
GRANULOCYTAIRE

LAM avec RUNXI::RUNXITI

LAM avec fusion CBFB::MYH11

LA promy¢locytaire avec fusion PML::RARA

LAM avec réarrangement de KMT2A4

LAM avec fusion DEK::NUP214

LAM avec réarrangement de MECOM

LAM avec fusion RBM15::MRTFA

LAM avec fusion BCR::ABLI

LAM avec réarrangement de NUP9S

LAM avec mutation NPM [

LAM avec mutation bi allélique CEBPA

LAM avec anomalies de type myélodysplasie

Mutations somatiques : ASXLI, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF] et/ou ZRSR2

Anomalies cytogénétiques : caryotype complexe (> 3 anomalies),
del(5q) ou perte de 5q due a une translocation déséquilibrée, -7/del(7q)
ou perte de 7q due a une translocation déséquilibrée, del(11q), del(12p)
ou perte de 12p due a une translocation déséquilibrée, -13/del(13q),
del(17p) ou perte de 17p due a une translocation déséquilibrée, i(17q),
idic(X)(q13)

LAM avec autre altération génétique définie

LAM avec différenciation minime
LAM sans maturation

LAM avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique / monocytaire
LA érythroide

LA mégacaryoblastique

LAM a composante basophile

Tableau 4 : Classification OMS 2022 des LAM. (8)

La leucémogenese correspond a I’ensemble des mécanismes responsables de la transformation d’une

cellule hématopoiétique normale en cellule leucémique. Elle se déroule souvent de maniére progressive, par

le biais d’une accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques dans des cellules souches

hématopoiétiques préleucémiques avant I’émergence de cellules souches leucémiques et le développement de

la LAM. (9) Le modele « two-hit » de la leucémogénése repose sur la coopération de 2 types d’altérations

génétiques. Les aberrations génétiques de type | impliquent des genes comme FLT3, KIT, N-RAS, K-RAS et

PTPN11. Elles sont responsables d’une augmentation de la prolifération et/ou de la survie des cellules
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leucémiques. Les aberrations de type II altérent la différentiation des cellules ou leur permettent d’acquérir
une capacité d’auto-renouvellement. Les aberrations génétiques de type Il les plus fréquentes dans les LAM
pédiatriques correspondent a la t(8;21)(q22;q22), I'inv(16)(p13.1q22), la t(15;17)(q22;q21) et les
réarrangements de KMT2A (11g23). Ces aberrations représentent a elles seules environ la moitié des cas de
LAM pédiatriques. (9)

La coopération entre les altérations de type | et 11 ne semble pas complétement aléatoire. En effet, certaines
associations sont plus fréquentes. On peut notamment citer 1’association entre les mutations de la voie RAS
et les réarrangements de KMT2A, I’association entre les mutations de KIT et le Core Binding Factor (t(8;21)
et I’inv(16)) et enfin I’association entre les mutations de FLT3-1TD et la t(15;17) (9)

Pediatric acute myeloid leukemia
Type Il mutations

... t712)

MlLL-rearranged .

WT1 and NRAS
WT1 and KRAS

NRAS

—\ g >
|
l xoas NRAS and KRAS
FLT3/ITD and NRAS |

arspm C R EE

Type | mutations

Figure 4 : Distribution des aberrations de type | et Il et leur coopération dans les LAM pédiatriques de novo.
(10) La longueur de I'arc correspond a la fréquence de la mutation de type Il et la largeur du ruban au pourcentage de

patients présentant une mutation de type | spécifique ou une combinaison de mutations de type 1.

Seulement 20 a 25% des LAM pédiatriques ont un caryotype normal. Dans ce sous-groupe, les aberrations
de type Il correspondent principalement aux mutations de NPM1 et CEBPA. On peut également rencontrer
certaines translocations cryptiques, telles que la t(5;11)(g35;p15.5) et son géne de fusion NUP98::NSD1.
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Cytogenetically normal AML
Type Il mutations

_NPMI I

<o MLL-PTD

. Unknown

FLT3/ITD and NRAS" " AT3/mD

Type | mutations

Figure 5 : Distribution des aberrations de type | et 1l et leur coopération dans les LAM pédiatriques sans
anomalie cytogénétique. (10)
La longueur de I'arc correspond a la fréquence de la mutation de type Il et la largeur du ruban au pourcentage de patients

présentant une mutation de type | spécifique ou une combinaison de mutations de type I.

Certaines aberrations observées dans les LAM ne correspondent ni & des aberrations de type | ni a des
aberrations de type Il. Elles concernent des genes modificateurs épigénétiques impliqués dans la méthylation
de ’ADN et la modification des histones, tels que EZH2, ASXL1, TET2, IDH1, IDH2 et DNMT3A. Ces génes
sont rarement mutés chez les patients pédiatriques, mais le sont fréquemment chez les patients adultes. (11)

Ces mutations sont responsables d’un blocage de maturation et de la prolifération des cellules immatures.

Au total, les LAM se caractérisent par un clone leucémique majoritaire composé de plusieurs mutations,
mais également par des sous-clones minoritaires présentant des mutations additionnelles. Ces sous-clones
peuvent emerger a la rechute sous la pression thérapeutique. Le profil génétique d’un méme patient peut alors

se retrouver complétement modifié, ce qui correspond a 1’évolution clonale.
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3. Premiere ligne thérapeutigue

Comme nous I’avons évoqué, de nombreuses altérations génétiques peuvent étre responsables du
développement d’une LAM. Ces anomalies génétiques doivent impérativement étre identifiées dés le
diagnostic car elles conféerent un pronostic plus ou moins favorable a la maladie. Leur détection permet
d’identifier les patients les plus a risque de mauvaise réponse thérapeutique et/ou de rechute, qui nécessitent

une intensification thérapeutique.

3.1. Facteurs pronostiques

3.1.1. Cytogénétique

L’analyse des anomalies cytogénétiques, indispensable pour définir le pronostic des LAM, se compose de

plusieurs techniques complémentaires.

En premier lieu, le caryotype conventionnel, réalisé a partir d’un prélévement sanguin ou
préférentiellement médullaire, étudie les chromosomes en métaphase apres culture cellulaire de 16h et 40h. I
permet la détection des anomalies de nombre, appelées aneuploidies, et de structure telles que les délétions et
les translocations. Cette technique a I’avantage d’étre pangénomique et de mettre en évidence des anomalies
a la fois équilibrées et déséquilibrées. En revanche, sa résolution est limitée, de I’ordre de 5 a 10 Mb. L’analyse

cytogénétique est donc complétée par des techniques plus précises.

La FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) (12) analyse des régions chromosomiques précises au
moyen de sondes spécifiques. Sa résolution est de ’ordre de 150 a 200 Kb. Les sondes correspondent a des
séquences d'ADN marquées par un fluorochrome. Les translocations et réarrangements de génes sont ainsi
mis en évidence. La FISH est réalisée si nécessaire en complément du caryotype en fonction de la fréquence
de I’anomalie recherchée, de la corrélation avec 1’aspect morphologique au caryotype et de 1’existence de
formes cryptiques non visibles au caryotype. Dans tous les cas, il est obligatoire de rechercher des
réarrangements de KMT2A, NUP98 et ETV6 qui peuvent étre cryptiques. En effet, la translocation cryptique
t(5;11)(g35;p15.5) impliquant les genes NSD1 et NUP98 est retrouvée dans 16 % des LAM pédiatriques a
caryotype « normal ». De plus, le gene NUP98 peut étre remanié avec d’autres partenaires. La translocation
cryptique, t(7;12)(g36;p13) impliquant les génes HLXB9 et ETV6 doit particulierement étre recherchée chez
les enfants de moins de 18 mois. Enfin la recherche de réarrangement de GLIS2 avec notamment I’inversion
cryptique du chromosome 16, impliquant également le géne CBFA2T3 (ou ETO?2), est a effectuer en présence
d’une leucémie aigue mégacaryoblastique (LAM7 de la classification FAB), en raison de son mauvais

pronostic. (12)
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L’analyse chromosomique par Puce 8 ADN (ACPA) explore I’intégralité du génome avec une résolution
nettement supérieure a celle du caryotype conventionnel (30 a 100 Kb). Elle permet la détection de
remaniements déséquilibrés correspondant a des pertes ou gains de copies, aussi appelées CNV pour « copy
number variation ». Deux types de puces existent actuellement. D une part, la CGH-array (Comparative
Genomic Hybridization) consiste a co-hybrider la méme quantité d’ADN d’un patient et d’un témoin sur une
lame de verre sur laquelle sont déposées des séquences d’ADN (sondes), dont la position sur le génome sont
connues. L’ADN du patient et du témoin sont marqués par un fluorochrome différent : vert pour le patient,
rouge pour le témoin. Apres hybridation, les signaux générés par les deux fluorochromes sont numerisés et
leur intensité respective est comparée. En 1’absence de CNV, le signal est jaune. En revanche, le signal est
vert en cas de gain de copie et rouge en cas de perte. D’autre part, la SNP array (Single Nucleotide
Polymorphisms) utilise une puce composée de millions d’oligonucléotides courts, suffisamment spécifiques
pour discriminer des séquences différant d’un seul nucléotide. Elles ne nécessitent pas d’ADN de référence.
L’ADN du patient est hybridé sur la puce et I’intensité du signal émis par le fluorochrome est analysée. Pour
un locus donné, des oligonucléotides sont présents pour les 2 alléles du SNP, ce qui permet la détection des

pertes d’hétérozygotie (LOH).

Enfin, la cartographie optique du génome (COG) est une technologie récente de reconstruction a haute
résolution du génome a partir de molécules d'ADN marquées par une enzyme. Son principe est de
cartographier les sites de liaison d'une enzyme sur I'ADN, ce qui permet de marquer spécifiguement chaque
région du génome et de l'identifier de maniere unique. Cette technique détecte aussi bien les anomalies de
nombre que de structure, des plus simples aux plus complexes, y compris les réarrangements équilibrés. La
COG pourrait a I’avenir remplacer en une seule analyse I’ensemble des techniques actuellement utilisées pour

la caractérisation cytogénétique des LAM.

Certaines anomalies cytogénétiques sont associées a des sous-types de LAM. La translocation
t(8;21)(q22;q922) est ainsi principalement retrouvée dans les LAM 2 alors que I'inv(16)(p13g22) ou
t(16;16)(p13;0922) est une aberration récurrente dans les LAM 4 avec éosinophilie. Ces 2 anomalies
cytogénétiques constituent le groupe Core Biding Factor (CBF), de pronostic favorable. Les réarrangements
impliquant le géne KMT2A situé en 11g23.3, sont associés dans 73% des cas a des LAM 4 ou 5 mais peuvent
également étre retrouves dans les sous-types MO0 (3%), M1 (6%) et M7 (3%). (13)Par ailleurs, la translocation
t(15;17) est pathognomonique des LAM 3.
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GATA2; EVI1(MECOM) 2% NPM1-MLF1 <0.5%

DEK-NUP214 1-2%
PICALM-MLLT10 <1%
Nonn;;k;sr,y‘otypc KAT6A-CREBBP <1%

FUS-ERG 0.4% RUNX1-CBFA2T3 0.2%
RBM15-MKL1 0.3%
KMT2A-MLLT4 6%

KMT2A-ENL (MLLTI)

CBFA2T3-GUS2 2-3% KMT2A-ELL 7-8% P

Trisomy 8*
10-14%

KMT2A-MLLT6
rare

KMT2A-SEPTE
rare

KMT2A-AF10 (MLLT10)
10-13%

del(7q)*
% KMT2A with multiple partners
16-21%

KMT2Ar other
16-28%

Monosomy 7*
%

Monosomy 5,
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12p13 abnormalities

% KMT2A-AF9 (MLLT3) 39-43%

NUP98 with multiple
partner 3-5%

CBFB-MYH11
5-9% RUNX1-RUNX1T1 12-15%

Figure 6 : Fréguence des anomalies cytogénétiques dans les LAM pédiatriques. (13)

3.1.2. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire sont devenues essentielles dans la prise en charge des leucémies
aigues a la fois au diagnostic et au cours du suivi. Etant donné leur sensibilité importante, elles permettent de

préciser I’évaluation diagnostique et pronostique des patients.

Les transcrits de fusion peuvent étre recherchés par plusieurs méthodes. Tout d’abord, le RNAseq
correspond a un séquencage haut débit explorant I’ensemble des ARN issus de la transcription du génome. La
premiere étape consiste a extraire I’ARN du prélevement médullaire du patient. L’ARN est ensuite convertis
en ADN complémentaire par reverse transcription. L’ADNc ainsi obtenu, est alors fragmenté. Une réaction
de PCR permet ensuite d’amplifier les fragments pour permettre un séquengage de I’ensemble du

transcriptome.

Une autre méthode, développée au Centre Henri Becquerel a Rouen par Philippe Ruminy, permet de
rechercher des transcrits de fusion déja décrits. Il s’agit de la RT-MLPA (Reverse transcription-Multiplex
ligation-dependent Probe Amplification), variante de la RT-PCR multiplexe standard. Cette méthode utilise
des sondes de MLPA constituées de 2 oligonucléotides différents congus pour s’hybrider sur des séquences
cibles. Aprés une étape de ligation enzymatique, les 2 oligonucléotides sont joints et forment une sonde
unique. Une réaction de PCR permet alors d’amplifier uniquement les oligonucléotides joints. Les produits de
PCR font alors I’objet d’une migration par électrophorese afin d’identifier la présence d’une amplification.

Les échantillons positifs sont ensuite séquencés pour déterminer le réarrangement amplifié.

25



Ligase

\ RUNX1 ﬂ RUNXITI

:.l:]

[ I : =) T ]

Figure 7 : schéma de RT-MLPA.
Ligation de 2 oligonucléotides hybridés au sein d’un transcrit de fusion RUNX1::RUNX1T1.

Le séquencage nouvelle génération (NGS), réalisé a partir d’ADN, est aujourd’hui effectué pour tous les
diagnostics de leucémie aigiie. Il détecte les mutations présentes au sein d’un panel de génes d’intérét,
impliqués dans la physiopathologie des LAM. Son importante sensibilité lui permet de déceler des clones
minoritaires pouvant étre responsables des rechutes. Cet outil a permis de mettre en évidence des différences
majeures entre les profils mutationnels des patients adultes et pédiatriques. A titre d’exemple, les mutations
de DNMT3A, TET2, TP53, EZH2, ASXL1, IDH1 et IDH2, tres fréquentes chez les adultes, sont rares chez les
enfants. A I’inverse, les mutations NRAS, KRAS, KIT, WT1, MYC, CBL, GATA2, SETD2, PTPN11 et FLT3
sont plus fréquentes chez les enfants. De plus, son impact est également thérapeutique. Il permet d’identifier
des anomalies pour lesquelles une thérapie ciblée est disponible (FLT3, IDH1, IDH2, etc.). En I’absence de

marqueur de maladie résiduelle pouvant étre suivi par PCR quantitative, le NGS pourra étre réitéré au cours

du suivi.
ASXLI CBL EZH?2 IDH1 MLL NRAS RUNXI TET?2
BCOR CEBPA FLT3 IDH?2 MPL PHF6 SETBP] TP53
BCORLI CSF3R FGFRI JAK? MYDS8S8 PPMID SF3B1 UBAI
BRAF DDX41 GATA2 KIT NF1 PRPFS8 SRSF?2 U2AF1
CALR DNMT3A4 GNBI KRAS NPM] PTPNI] STAG?2 WTl1

Tableau 5 : 40 génes étudiés au sein du panel myéloide.

3.1.3. Groupes pronostiques

Les analyses cytogénétiques et moléculaires aboutissent classiquement a la répartition des patients dans

3 groupes de risque distincts : favorable, intermédiaire et défavorable (cf Tableau 5).

On notera que I'importance pronostique des mutations FLT3-TKD, RAS, KIT, ainsi que d'autres
anomalies fréquentes comme la trisomie 8 et I'hyperdiploidie, est actuellement discutée. Il semblerait que

leur influence sur le pronostic dépende des anomalies associées. (9)
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PML::RARA t(15;17)(q24.1;921.2)

CBFB::MYHII inv(16)(p13.1;q22) ou t(16;16)(p13.1;q22)
RUNXI::RUNXITI t(8;21)(q22;q22)

Mutation de NPM1 sans FLT3-ITD

Double mutation de CEBPA sans FLT3-ITD

FAVORABLE

MLL::MLLT3 t(9;11)(p22;q23)

MLL::MLLTI t(11;19)(q23;p13.1)

Autres réarrangements MLL non classés dans le groupe défavorable
Autres anomalies non classées dans les groupes de risque favorable et
défavorable

INTERMEDIAIRE

MECOM (EVII) t(3;3)(q21;926.2) or inv(3)(q21;q26.2)
Monosomie 5, del5q

Monosomie 7

Anomalies du 12p

DEK::NUP214 t(6;9)(p22;q34)
BCR::ABLI 1(9,22)(q34 ;q11)
MLL::MLLT4 1(6;11)(q27;q23)
MLL::MLLTI10t(10;11)(p12;923)
MLL::AFF1 t(4;11)(q21;923)
NUP98::NSD1 t(5;11)(q35;p15.5)
MNXI::ETV6 t(7;12)(q36;p13)
CBFA2T3::GLIS2 inv(16)(p13.3;q24.3)
FLT3-ITD sans NPM1, CEBPA ou CBF
Caryotype complexe

Toutes fusions de NUP98

DEFAVORABLE

Tableau 6 : Groupes de risque des LAM pédiatriques selon les anomalies cytogénétiques et moléculaires

présentes au diagnostic. (4,9)

3.1.4. Reéponse thérapeutique et maladie résiduelle

L’objectif du traitement est d’induire une rémission compléte chez les patients aprés la 1°® cure ou au plus
tard aprés la 2°™ cure de chimiothérapie. Elle est évaluée par la réalisation d’un nouveau myélogramme. La
rémission compléte est établie en présence d’une moelle osseuse de richesse normale avec moins de 5% de
blastes et d’une récupération hématologique compléte (PNN > 0.1 G/L et plaquettes > 100 G/L sans

transfusion). A I’inverse, on parle de maladie réfractaire s’il persiste plus de 20% de blastes médullaires.
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Le suivi de la maladie résiduelle (MRD), réalisé aux différentes étapes de la prise en charge, est base sur
la détection sensible et spécifique des marqueurs moléculaires et immunophénotypiques caractérisant le clone
leucémique. Ce suivi permet de détecter, dans un premier temps, les patients en mauvaise réponse
thérapeutique nécessitant une intensification de traitement. Par la suite, il détecte précocement les rechutes et

permet d’anticiper au mieux les traitements de rattrapage.

L’immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) consiste a rechercher a 1’aide d’anticorps
monoclonaux marqués par un fluorochrome, des antigénes de différenciation membranaires ou intra
cytoplasmiques, appelés CD (Cluster Différenciation). Pour suivre la maladie résiduelle en CMF, il existe 2
stratégies complémentaires. La premiére consiste a définir, au moment du diagnostic, un immunophénotype
associ¢ a la leucémie (LAIP) en mettant a profit 4 types d’anomalies pour différentier les blastes normaux et
leucémiques : I’expression concomitante d’antigénes de maturité et d’immaturité, la co-expression de
marqueurs myéloides et de marqueurs non myéloides dits aberrants et enfin la surexpression ou le défaut
d’expression de certains antigénes. (14) Lors du suivi, la CMF quantifie un pourcentage de blastes porteurs
du LAIP identifié au diagnostic, rapporté au nombre de cellules mononuclées analysées. Le seuil discriminant
dans les LAM a été établi a 10, En d’autres termes, la MRD est considérée comme positive si au moins une
cellule sur 1000 est porteuse du LAIP identifié. La seconde stratégie dite DfN (Different from normal cells)
ne nécessite pas de connaitre I’immunophénotype du diagnostic. Elle repose sur la mise en évidence de cellules
présentant des caractéristiques les différenciant de I’hématopoi¢se normale. Cette stratégie permet donc de
détecter I’apparition de nouveaux marqueurs sur les blastes au cours de la maladie. L utilisation grandissante
de 'immunothérapie favorise en effet les shifts phénotypiques, ce qui peut rendre difficile le suivi par LAIP.

(15)

La biologie moléculaire est un outil plus précis pour suivre la MRD, avec un seuil de détection & 106, Les
marqueurs de choix sont les transcrits de fusion identifiés au diagnostic et les mutations récurrentes impliquant
au moins 2 nucléotides telles que les mutations de NPM1. En revanche, la surexpression de genes tel que WT1
et les mutations ponctuelles comme celles de IDH1 et IDH2 sont respectivement moins spécifiques et

sensibles. La quantification des transcrits de fusion se fait par PCR a partir d’ARN. (14)
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Figure 8 : schéma de suivi de MRD en biologie moléculaire dans le cadre d’une LAM. (15)

3.2. Traitement de 1°¢ ligne

A T’exception des LAM promyélocytaires (LAM 3) qui sont traitées a part des autres sous-types de LAM,
le traitement de référence actuel en France repose sur le protocole de 1’essai randomisé europeen de phase IlI
MyeChild01, dont les inclusions se sont terminées en juin 2022. L’objectif de cette étude était de déterminer
la dose recommandée du Gemtuzumab-ozogamicine, un anticorps monoclonal anti-CD33, en association a
une chimiothérapie d’induction et de comparer des stratégies d’induction, de consolidation et de
conditionnement pour une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. La cure n°1 du protocole consiste
en ’administration de Cytarabine pendant 10 jours, de Mitoxantrone pendant 4 jours et d’une ou 3 doses de
Gemtuzumab-ozogamicine (GO). A I’issue de cette premicre cure, les patients sont répartis dans le groupe
non HR (non-high risk) en cas de cytogénétique favorable ou intermédiaire et de rémission compléte avec ou
sans récupération hématologique compléte. A I’inverse, les patients réfractaires ou ayant une cytogénétique
défavorable sont assignés au groupe HR (high risk) et bénéficient d’une intensification de traitement avec
indication d’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH). La 2°™ cure est constituée de Cytarabine
et de Mitoxantrone pour le groupe non HR ; de Fludarabine, Cytarabine et Idarubicine pour le groupe HR. Les
cures 3 et 4 consistent en I’administration de Cytarabine haute dose pour le groupe non HR, alors que les

patients HR recoivent si possible une 3°™ cure par Fludarabine et Cytarabine avant 1’allogreffe de CSH.

Le traitement neuroméningé, constitué d’injections intrathécales de chimiothérapie, est indiqué en cas

d’infiltration blastique du LCR ou a titre prophylactique.

L’allogreffe de CSH est indiquée en 1% intention pour les patients classés dans le groupe défavorable au

diagnostic, ainsi que pour les patients en mauvaise réponse thérapeutique. Elle concerne donc environ 20/25%
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des patients en 1% ligne. La survie globale des patients avec cytogénétique défavorable recevant une allogreffe
de CSH hématopoiétique en premiere rémission (RC1) s’est améliorée de maniére significative entre les essais
francais randomisés de phase 111 LAMES89/91 et ELAMO2. En effet, la survie globale a 5 ans de ces patients
est passée de 50% dans 1’essai LAME89/91 a 80,9% dans ELAMO02 (p=0,026). Ces progrés peuvent
s’expliquer par les nouveautés du protocole ELAMO?2 : traitement pré-greffe comprenant de la Cytarabine,
conditionnement par Busulfan administré en 1V, arrét du Méthotrexate post-greffe et recours aux dons de sang

de cordon et aux donneurs HLA-identiques non apparentés. (16)

L’allogreffe de CSH consiste a remplacer I’hématopoic¢se défectueuse du malade par une hématopoicse
saine. Son intérét réside également dans 1’interaction du systéme immunitaire du greffon avec I’environnement
du receveur. Les lymphocytes T matures du donneur vont ainsi reconnaitre et éliminer les cellules leucémiques
du receveur. C’est ce que 1’on appelle I’effet greffon contre leucémie ou GVL. Plusieurs types de donneurs
sont possibles. Les donneurs HLA-identiques, issus de la fratrie sont & privilégier. Les donneurs non
apparentés HLA-identiques (10/10) sont choisis en 2°™ intention. Enfin des donneurs dits alternatifs sont
également possibles en derniére intention : les donneurs 9/10, les donneurs haplo identiques intrafamiliaux (5
a 8/10) et les greffes a partir de sang de cordon. Le don de cellules souches hématopoiétiques a partir d’un
membre mineur de la fratrie, est réalisé par prélevement de moelle osseuse sous anesthésie genérale. Le
prélevement de cellules souches périphériques apres stimulation par facteur de croissance n’est réalisé qu’en
cas de contre-indication formelle au prélévement de moelle osseuse. L’allogreffe de CSH est précédée d’un
conditionnement qui prépare 1’organisme du malade a recevoir le greffon. Plusieurs types de conditionnements
existent actuellement. Certains myéloablatifs, d’autres d’intensité réduite. Le conditionnement repose sur 2
principes fondamentaux : la myelosuppression qui permet de détruire la moelle dysfonctionnelle du receveur
et I’'immunosuppression qui est indispensable pour empécher le systeme immunitaire du receveur de rejeter le

greffon.

Contrairement aux leucémies aigues lymphoblastiques, la stratégie thérapeutique actuelle des LAM ne
comporte pas de traitement d’entretien. Plusieurs essais randomisés de phase I11 dont ELAMO2 n’ont en effet
pas prouvé de bénéfice en termes de survie globale et de survie sans rechute. Dans cet essai, les patients de
risque standard étaient randomisés avec ou sans traitement d’entretien par IL-2 aprés la 4°™ cure de
chimiothérapie. La survie sans rechute a 4 ans était de 62% dans le groupe sans IL-2 et de 66% dans le groupe
avec IL2 (p=0.74). La survie globale a 4 ans était quant a elle de 88% dans le groupe sans IL-2 et de 85% dans
le groupe avec IL-2 (p=0.49). (3)
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4. Rechute

4.1. Resultats récents et facteurs pronostiques
Gréce aux protocoles thérapeutiques actuels, la rémission compléte est obtenue chez plus de 80% des

enfants. Malgré tout, les rechutes restent fréquentes et concernant 30 a 40% des patients.

Au cours des 20 derniéres années, les groupes de travail COG (Children’s Oncology group) et BFM
(Berlin-Frankfurt-Miinster) ont démontré une amélioration de la survie des patients pédiatriques en 1°°
rechute, malgré 1’absence d’introduction de nouveaux agents anticancéreux. Cette amélioration a été attribuée
a ’optimisation des soins de support et a I'utilisation accrue de 1’allogreffe de CSH, notamment grace aux
donneurs haploidentiques. Parmi la cohorte du COG, la survie globale a 5 ans des enfants en 1°* rechute est
ainsi passée de 29 % entre 2007 et 2009 a 40 % entre 2013 et 2017. Les études BFM ont également fait état
d'une amélioration de la survie globale a 5 ans, qui est passée de 39 % entre 2009 et 2013 a 49 % entre 2013

et 2017. (17)
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Figure 9 : Survie globale & 5 ans lors de la 1 rechute. (17) (1) Survie globale 4 5 ans de la 1¢* rechute entre 2009-
2013 vs 2013-2017 dans la cohorte BEM. (2) Survie globale a 5 ans de la 1™ rechute entre 2007-2009 vs 2010-2013 vs
2014-2017 dans la cohorte COG.

La stratification du risque au moment du diagnostic initial de la LAM est un facteur influengant le
pronostic de la rechute. En effet, dans 1’essai de phase III COG AAML1031, les patients en rechute avec
caractéristiques cytogénétiques et moléculaires défavorables au diagnostic avaient une survie globale a 5 ans

de 15 % contre 44 % pour les patients initialement a faible risque. (17)

La réponse au traitement lors du diagnostic initial de la LAM est également un facteur prédictif de survie

des patients en rechute. Dans la cohorte BFM, les patients classés comme non-répondeurs a I’induction avaient
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une survie globale a 5 ans de 0% contre 45% pour ceux qui avaient répondu au traitement initial (P=0,031).
Dans la cohorte COG, les patients avec MRD détectable en fin d’induction avaient une survie globale a 5 ans

de 24 % contre 41 % (P<0,001) pour les patients avec MRD indétectable. (17)

Les rechutes précoces, survenant moins de 12 mois apres la rémission compléte initiale, sont depuis
plusieurs décennies associées a un mauvais pronostic. En effet, dans 1’essai frangais LAME®89/91, la survie
globale a 5 ans était de 24% en cas de rechute précoce contre 54% en cas de rechute tardive (p=0,001). (18)
Plus récemment, dans les études BFM, la survie globale a 5 ans était de 29 % pour les patients en rechute
précoce contre 55 % pour les patients en rechute tardive. Les études COG ont également rapporté une survie

globale a 5 ans de 25 % chez les patients en rechute précoce et 51 % chez les patients en rechute tardive
(P<0,001). (17)

Contrairement aux résultats obtenus en 1 rechute, la survie des patients pédiatriques aprés une deuxieéme

rechute ne s'est pas améliorée ces derniéres années. La survie globale a 5 ans est stable, autour de 15%. (19)
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Figure 10 : Survie globale a 5 ans lors de la 2™ rechute dans la cohorte BFM. (19)
Survie globale a 5 ans de la 2°™ rechute entre 2004-2008 vs 2009-2013 vs 2014-2017.
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Dans la cohorte BFM, les régimes de réinduction intensive n'ont pas amélioré les résultats, ce qui souligne
la nécessité d'étudier I’efficacité de nouveaux agents anticancéreux en 2™ rechute. En revanche, le recours a
une allogreffe de CSH, en cas d’obtention d’une rémission compléte, améliore la survie (31 % de survie

globale a 5 ans). (19)

100 ] Treatment 100 HSCT at Second Relapse

80
80

60
Log-rank (paliative care vs. intensive): p < 0.0001

60

Probability of overall survival (%)
Probability of overall survival (%)

Log-rank (palkative care vs. others) p=0017
Log-rank (intensive vs. others) p=072
40
30,0, SE = 145 40
31.1,SE=94
20 16.7, SE=56
20
0 0.0,SE=0.0 .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Years from relapse 0
Palliative care (n=17,17 events) 0 1 2 3Y fr4 . 5 6 7 8
——— Other treatment approaches (n = 10, 7 events) ears from relapse
— Intensive treatment (n =46, 39 events) — All (n =25, 17 events)

Figure 11 : Survie globale a 5 ans aprés 2°™ rechute dans la cohorte BEM. (19)
(1) Survie globale a 5 ans de la 2°™ rechute en fonction du traitement : palliatif vs intensif ; palliatif vs autre approche
thérapeutique ; intensif vs autre approche thérapeutique.

(2) Survie globale a 5 ans de la 2°™ rechute en cas d’allogreffe de CSH.

Le délai avant la rechute reste également un facteur pronostique lors de la deuxiéme rechute avec une
survie globale a 5 ans de 2 % pour les rechutes précoces et de 33 % pour les rechutes tardives. Les altérations
génétiques de haut risque, en particulier la mutation FLT3-ITD, sont également associées a de plus mauvais

résultats. (19)

4.2. Traitement de 2°™ ligne

Différents protocoles de ré induction ont fait I’objet de publications ces derniéres années. Le régime FLA
(Fludarabine, Aracytine) est le plus fréqguemment utilisé en premiére rechute, associé ou non a une
anthracycline. L’ajout d’Idarubicine est en effet conditionné par la fonction cardiaque du patient et par sa dose
cumulée d’anthracycline qui ne doit pas excéder 450 mg/m2 d’équivalent de Doxorubicine. D’autre part, le
groupe BFM a comparé I’efficacité du régime FLAG (G-CSF) avec ou sans préparation liposomale de
Daunorubicine. Dans cet essai, la survie globale a 5 ans des patients CBF était significativement meilleure

dans le groupe FLAG-Daunoxome avec une survie de 82% contre 58% dans le groupe FLAG (p=0,04). (20)
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Plus recemment, des études suggérent une amélioration du taux de rémission compléte avec 1’ajout de
Gemtuzumab-ozogamicine (21), raison pour laquelle son utilisation est actuellement recommandée en
association avec le régime standard FLA (22). Cependant, il n’est pas impossible que le risque de maladie
veino-occlusive (MVO) soit majoré chez les patients ayant déja recu du GO en 1% ligne thérapeutique. Son
utilisation est donc a discuter a la rechute, notamment pour les patients initialement traités selon le protocole
MyeChild01. Par ailleurs, Iutilisation d’un inhibiteur de FLT3 est également indiquée en cas de mutation
FLT3.

Ce traitement de 2°™ ligne est généralement composé de 2 cures. L’objectif du traitement est d’induire

une rémission complete chez le patient afin de proposer une allogreffe de CSH dans les plus brefs délais.

4.3. Nouvelles approches thérapeutiques

4.3.1. CPX-351

Le CPX-351 (Vyxeos®) est une formulation liposomale innovante composée de Cytarabine et de
Daunorubicine & un ratio molaire fixe de 5:1. Son utilisation a été approuvée dans un premier temps par la
FDA pour le traitement des patients adultes nouvellement diagnostiqués avec une LAM secondaire & un
traitement (LAM-t) ou avec anomalies associees aux myélodysplasies. Cette approbation, basée sur une étude
de phase Il (23)démontrant son efficacité en comparaison au traitement d’induction standard, a ensuite été
étendu aux enfants de plus de 1 an apres la réalisation de 2 études pédiatriques (AAML1421 (24)et CPX-MA-
1201 ; NCT01943682) démontrant sa sécurité. Son schéma d’administration difféere du schéma d’induction
classique. Il consiste en une perfusion intraveineuse de 90 min a J1, J3 et J5 de I’induction. Cette nouvelle
formulation optimise la délivrance et I’activité des deux chimiothérapies. Le ratio synergique 5:1 permet en
effet une action prolongée au-dela de 24h, une accumulation dans la moelle osseuse et une toxicité plus
spécifique pour les cellules leucémiques. (25,26)

4.3.2. Inhibiteurs de FLT3

Les mutations de FLT3 sont particulierement fréquentes dans les LAM pédiatriques, et leur prévalence
augmente avec 1’age. Le géne FLT3 code pour un récepteur tyrosine kinase transmembranaire de type 111 qui
joue un réle dans la prolifération et la différentiation des cellules hématopoiétiques. Les récepteurs tyrosine
kinase, une fois activés par un ligand spécifique, régulent I’hématopoiése par la phosphorylation de cibles en
aval telles que STATS et par I’activation de voies oncogéniques critiques, telles que Ras/Raf/MAPK et
PI3K/Akt/mTOR. Les mutations de FLT3 entrainent une activation constante de la tyrosine kinase, provoquant
une prolifération cellulaire incontrélée. Les deux principaux types de mutations de FLT3 correspondent aux

mutations de duplication en tandem interne dans le domaine juxtamembranaire (FLT3-ITD) et aux mutations
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ponctuelles dans le domaine de la tyrosine kinase (FLT3-TKD). Comme nous I’avons vu plus tot, les mutations
de FLT3-ITD sont associées a un mauvais pronostic. A 1’inverse, les mutations de FLT3-TKD n’ont pas
d’impact pronostique. Deux générations d'inhibiteurs de FLT3 ont été développées. La 2"% génération est plus
spécifique et présente moins d’effets « off target » que la premiére. (27) Certains inhibiteurs de FLT3 ciblent
spécifiquement la mutation FLT3-ITD, d’autres agissent également sur la mutation FLT3-TKD. A ce jour,
trois inhibiteurs de FLT3 ont été approuvés pour le traitement de la LAM chez I'adulte : la Midostaurine et le
Quizartinib en association a une chimiothérapie pour les patients nouvellement diagnostiqués et le Gilteritinib

en monothérapie pour les patients réfractaires ou en rechute.

Molécule MIDOSTAURINE SORAFENIB GILTERITINIB QUIZARTINIB
Génération qere 168re 28me 2&me
Cible FLT3-ITD + FLT3-TKD FLT3-ITD FLT3-ITD + FLT3-TKD FLT3-ITD
Associé aune En monothéranie chez les Associé a une
Utilisation approuvée chimiothérapie chez les . P chimiothérapie chez les
atients nouvellement Non patients en rechute ou atients nouvellement
par la FDA P . L réfractaires P . L
diagnostiqués diagnostiqués
Cytopénies sévéres Fatigue, HTA, diarrhée, rash Diarrhée, pancréatite, Cytopénies séveres,
Prmclpales toxicites hausées/vomissements cutane, syndrome pieds- neuropathies allongement du QT,

mains périphériques, céphalées nauseées

Tableau 7 : Récapitulatif des principaux inhibiteurs de FLT3 actuellement disponibles. (28)

Aucun médicament n'est pour le moment autorisé pour les LAM pédiatriques, mais des études sont en
cours. La Midostaurine fait ainsi ’objet d’une étude de phase 11 (NCT03591510) en association avec une
chimiothérapie standard chez des patients pédiatriques nouvellement diagnostiqués. L’¢tude de phase III
AAMLI1831 (NCT04293562) menée par le COG, étudie également 1’efficacité d’un traitement de 1% ligne
par Gilteritinib associé a une chimiothérapie en comparaison au régime standard de chimiothérapie
(NCTO04293562). Enfin, le Quizartinib est actuellement testé dans un essai de phase I/11 (NCT03793478) chez

des patients pédiatriques en rechute. (29)

Le Sorafenib, autre inhibiteur de FLT3 de premiere génération approuve par la FDA dans le traitement de
cancers solides (carcinome hépatocellulaire, carcinome rénal et cancer de la thyroide) a été évalué dans 1’essai
AAML1031 du COG, en association avec une chimiothérapie standard. Comparé a un groupe témoin non
randomisé n'ayant pas regu de Sorafenib, la cohorte traitée par Sorafenib a connu des améliorations

significatives en termes d’EFS (55,9% vs 31,9% ; P =.001) avec un risque de rechute plus faible (17,6% vs
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44.1% ; P = .012). En raison de I’absence de randomisation, une analyse multivariée tenant compte de la
transplantation de CSH et des mutations concomitantes favorables a été effectuée et a confirme le bénéfice du
Sorafenib. Cette étude a également testé le Sorafenib en tant que traitement d’entretien. Malheureusement,
seulement 38% des patients ont recu au moins un cycle de traitement de maintenance (4 mois) et 25% ont recu
tout le traitement. Les autres patients n’avaient pas les critéres ou sont sorti du protocole avant le début du
traitement d’entretien. (30) D’autre études sont donc nécessaires pour évaluer 1’efficacité d’une maintenance

par Sorefenib.

4.3.3. Inhibiteurs de BCL2

La protéine BCL2 contrdle I’activation de la voie intrinséque du processus apoptotique. Sa surexpression
favorise la survie des cellules leucémiques et est associée a une résistance accrue a la chimiothérapie. Le
Venetoclax, inhibiteur sélectif de BCL2, a démontré son efficacité dans des essais cliniques en population
adulte, en association avec 1’ Azacitidine. (31)Cette association posséde ainsi I’AMM pour le traitement des

patients adultes atteints de LAM nouvellement diagnostiquées et inéligibles a une chimiothérapie intensive.

Des données solides concernant sa sécurité¢ d’utilisation en association a une chimiothérapie intensive
(Cytarabine +/- ldarubicine) chez des patients pédiatriques réfractaires ou en rechute, ont été fournies par un
essai de phase | (32), qui a inclus 38 patients. Des réponses globales ont été observéees chez 24 (69%) des 35
patients évaluables apres le cycle 1. Parmi les 20 patients traités a la dose recommandée de 360 mg/m2 pour
la phase 2, 14 (70%, 95% CIl 46-88) ont présenté une réponse compléte avec ou sans récupération
hématologique compleéte, et 2 (10%) ont présenté une réponse partielle.

Dans une étude rétrospective (33), les résultats de 27 patients pédiatriques avec LAM réfractaire ou en
rechute traités par 1’association Azacitidine/Venetoclax avec ou sans GO ont été rapportés. Sur les 25 patients
atteints de LAM qui ont terminé le cycle 1, 12 (48%) ont obtenu une rémission compléte avec MRD
indétectable. Huit de ces patients sont restés en rémission compléte avec MRD indétectable aprés d'autres
cycles. Par ailleurs, les patients traité par GO en plus de I'association Azacitidine/Venetoclax (n=9) ont eu un

taux de rémission compléte similaire (4/9, 44%) a ceux traités sans GO.

4.3.4. Inhibiteurs de IDH1 et IDH2

Les protéines IDH1 et IDH2 ont pour rdle principal de protéger les cellules du stress oxydatif. Elles sont
fréguemment mutées chez les patients adultes mais rarement chez les enfants. Leurs mutations ne
concerneraient que 5 % des cas de LAM pédiatriques. Elles induisent la formation d’un oncométabolite appelé
2-HG qui perturbe le remodelage épigénétique, la réparation de I’ADN et le processus de différentiation(9).

L’Ivosidenib possede I’AMM, en association avec 1’ Azacitidine, pour le traitement des patients adultes atteints
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de LAM nouvellement diagnostiquees avec mutation de IDH1, non éligibles a une chimiothérapie intensive.

Cette molécule n’a pas encore fait I’objet d’étude clinique pédiatrique.

4.3.5. Modificateurs épigénétiques

De nombreuses mutations modifiant 1’épigénétique interviennent dans la leucémogenése. Parmi les genes
impliqués, on peut notamment citer IDH1, IDH2, TET2 et DNMT3A. Ces mutations particulierement
fréquentes dans les LAM de ’adulte, le sont beaucoup moins dans les LAM pédiatriques. Les 2 mécanismes
d’inhibition épigénétique les plus fréquemment rencontrés dans les LAM correspondent a I’hyperméthylation

de I’ADN et la désacétylation des histones.

Les agents hypométhylants, Azacitidine et Décitabine, bloquent la méthylation de I’ADN ce qui entraine
un arrét de la prolifération des cellules leucémiques et la poursuite de la différentiation. L’ Azacitidine posséde
I’AMM en association avec le Venetoclax pour le traitement des patients adultes atteints de LAM
nouvellement diagnostiquées et inéligibles a une chimiothérapie intensive. Concernant [ utilisation
pédiatrique, la sécurité de cette association a été démontrée par une analyse rétrospective monocentrique

incluant des patients atteints de LAM ou de syndromes myélodysplasiques. (34)

Les inhibiteurs des histones-désacétylases (HDAC) ciblent une famille d’enzymes qui catalysent les
modifications d’acétylation des histones. L’équilibre de 1’acétylation des histones est assuré par les histone-
acetyltransférases (HAT) et les histone-désacétylases (HDAC) qui jouent un rdle important dans la
transcription des génes. Bien que les génes codant pour les HDAC ne soient pas mutés dans les LAM, des
protéines de fusion oncogénes présentes de maniére récurrente dans les LAM, telles que PML::RARA,
PLZF::RARA et RUNX1::RUNXL1T1, ont la capacité de recruter des HDAC sur des promoteurs de genes
spécifiques, ce qui entraine un silencage génétique et favorise la leucémogenese par 1’arrét de la
différentiation(9,27). Les inhibiteurs des HDAC permettent ainsi la reprise d’une différenciation, un arrét du
cycle cellulaire et une apoptose des cellules tumorales. 2 inhibiteurs des HDAC ont été évalués dans les LAM
pédiatriques. Une étude de phase | (35)a démontré la sécurité du Panobinostat dans la prise en charge des
LAM pédiatriques en rechute. Le Vorinostat a quant a lui été testé en monothérapie dans le traitement des
rechutes de tumeurs solides, lymphomes et leucémies pédiatriques dans une étude de phase I/Il. (36)

Malheureusement, aucune preuve de bénéfice clinique n’a pu étre démontrée.

4.3.6. Inhibiteurs de ménine

KMT2A est un gene situé sur le bras long du chromosome 11. Il code pour un facteur de transcription
impliqué dans le développement embryonnaire et I'hnématopoiese. Il régule des genes clés tels que HOXA et
HOXB, MEIS1, PBX3, MEF2C et CDKG®. (37)
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Les réarrangements de KMT2A concernent 15 a 20% des LAM pédiatriques mais sont encore plus
fréquents chez les patients de moins de 2 ans, représentant 47 a 55% des cas. (13) Ces réarrangements se
rencontrent également dans la leucémie aigtie lymphoblastique (LAL) et dans la leucémie aigué a phénotype
mixte (MPAL). KMT2A posséde plus 80 partenaires potentiels de fusion. La plupart des réarrangements sont

associés a un mauvais pronostic avec des taux de rechute importants et une résistance médicamenteuse.

La ménine est un cofacteur intracellulaire qui régule I'expression des genes en interagissant avec divers
facteurs de transcription et régulateurs de la chromatine. Son site de liaison a KMT2A est conservé dans toutes
les protéines de fusion et constitue un cofacteur essentiel pour la liaison aux promoteurs des genes HOX. Les
leucemies KMT2A réarrangées se caractérisent par la surexpression aberrante des génes HOX et de leur
cofacteur MEIS1, entrainant un blocage de la différenciation hématopoiétique et une transformation
leucémique. (38) De plus, dans la LAM avec mutation de NPM1, KMT2A régule I'expression oncogénique de
HOXA, MEIS1 et FLT3, stimulant ainsi la prolifération des cellules progénitrices myéloides. (37)D’autres
génotypes de leucémie ont récemment ét¢ identifiées comme sensibles a 1’inhibition de ménine tels que les

LAM avec réarrangements NUP98 de pronostic défavorable.

Les inhibiteurs de ménine, comme le Revuménib ou le Ziftoménib perturbent I’interaction ménine-
KMT2A, ce qui entraine I'inhibition du programme de transcription leucémogene aberrant. Dans un essai de
phase I, le Revuménib a été administré en monothérapie a 68 patients adultes et pédiatriques en rechute ou
réfractaires atteints de LAM ou LAL avec réarrangements de KMT2A ou mutations de NPM1. Dix-huit
patients (30%) ont obtenu une rémission compléte avec ou sans récupération hématologique, avec un délai
médian de 1,9 mois. La MRD étaient indétectable chez 14 d’entre eux. (39)D’autres essais cliniques testant
les inhibiteurs de ménine a la fois en monothérapie et en association avec d’autres classes médicamenteuses

sont également en cours. (37)

4.3.7. Immunothérapie

L’immunothérapie consiste a stimuler le systtme immunitaire du patient afin d’obtenir une action
antitumorale. L’étape primordiale est d’identifier une cible moléculaire hautement exprimée par les cellules
tumorales et absente de la surface des cellules normales. Actuellement, plusieurs types d’immunothérapies

sont utilisées dans les LAM.

Les anticorps monoclonaux conjugués (ADC) font partie des immunothérapies les plus efficaces dans la
prise en charge des LAM pédiatriques. Les anticorps sont couplés a un agent cytotoxique via une liaison
clivable. L’anticorps monoclonal se lie a I’antigéne présent a la surface cellulaire tumorale, entrainant une
internalisation de I’ADC dans la cellule. La liaison entre I’antigéne monoclonal et 1’agent cytotoxique est alors
clivée par une réaction enzymatique ou par hydrolyse, ce qui a pour conséquence la libération de la molécule

cytotoxique. L’effet antitumoral est ainsi amélioré et se focalise exclusivement sur les cellules tumorales en
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réduisant les effets secondaires. (27) Le Gemtuzumab ozogamicine (Mylotarg®) est un ADC dirigé contre le
CD33. Cet antigéne de surface est exprime par les cellules tumorales chez plus de 80% des patients atteints
de LAM. Le GO posséde I’AMM dans les LAM nouvellement diagnostiquées CD33+ chez les patients de
plus de 15 ans, a I’exception des LAM avec mutation de FLT3 et les LAM promyélocytaires. Son efficacité
est actuellement évaluée dans des études pédiatriques internationales de phase Il dont le protocole
Myechild01 (NCT02724163).

Plusieurs ADC dirigés contre le CD123 sont également en cours d’étude. Cet antigéne de surface est
exprime par les cellules leucémiques dans plus de 90% des cas alors que son expression est faible voire absente
des cellules hématopoiétiques normales. De plus, il est un excellent marqueur de MRD du fait de la stabilité
de son expression au cours de la maladie. (9)A titre d’exemple, ’'IMGN632, anticorps humanisé anti-CD123
lié & un agent alkylant, est actuellement testé dans une étude de phase I/11 par le COG (NCT05320380) chez
des patients atteints de LAL ou LAM réfractaires ou en rechute.

Le STRO-002 est un ADC ciblant le récepteur de folate-o (FOLR1), cible connue dans le cancer de
I'ovaire, également exprimée dans les cellules leucémiques avec transcrit de fusion CBFG2AT3::GLIS2. Cette
protéine de fusion, uniquement rencontrée chez les patients pédiatriques, résulte de la translocation cryptique
inv(16)(p13.3g24.3), responsable de la majorité des leucémies aigues mégacaryoblastiques non associées au
syndrome de Down. Les patients présentant cette fusion sont réfractaires au traitement conventionnel et
rechutent fréquemment apres allogreffe de CSH. Les taux de survie a 5 ans se situent entre 15 et 30 %. Le
STRO-002 a récemment fait I’objet d’une étude de phase I qui a démontré son activité anti-leucémique et sa
bonne tolérance a la fois en monothérapie et en association avec d’autres classes médicamenteuses. Parmi les
16 patients réfractaires ou en rechute inclus, 7 ont obtenu une rémission compléte dont 6 avec MRD

indétectable (3 patients en monothérapie et 4 patients en association). (40)

Les anticorps bispécifiques (BITEs, BiKEs, DARTS) constituent une nouvelle approche thérapeutique. Ils
agissent en facilitant I’interaction entre cellules effectrices de I’'immunité et cellules tumorales. Ils possédent
2 domaines distincts de reconnaissance d’antigéne : I’un reconnait spécifiquement un antigéne présent a la
surface de la cellule tumorale, I’autre reconnait une glycoprotéine présente a la surface des lymphocytes T
(CD3) pour les BiTEs ou des cellules natural killer (CD16) pour les BiKEs. L’activation des cellules
cytotoxiques entraine ainsi la lyse des cellules tumorales. Plusieurs anticorps bispécifiques font actuellement
I’objet d’études dans les LAM en rechute ou réfractaires. On peut notamment citer I’AMG 330 (CD33-CD3)
et le Flotetuzumab (CD123-CD3). (41)

Les inhibiteurs de checkpoint ciblant PD-1 (Nivolumab et Pembrolizumab) constituent également une
piste thérapeutique intéressante. En effet, il a été démontré que 1’administration d’Azacitidine augmentait

I’expression de PD-1 a la surface des cellules tumorales. (42) C’est dans ce contexte qu’une étude de phase
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I/IT (NCT03825367) testant 1’association Nivolumab-Azacitidine est en cours chez des patients pédiatriques

atteint de LAM réfractaires ou en rechute.

Enfin, la thérapie cellulaire par CAR-T cells qui constitue aujourd’hui 1’une des approches thérapeutiques
les plus prometteuses pour les patients atteints de LAL B en rechute ou réfractaire, demeure un défi dans les
LAM. En effet, bien que de nombreux antigenes cibles aient été testés, tels que CD33, CD123, CD38, FLT3

et CLL1, aucune cible idéale n’a pour le moment été trouvée.

5. Drug testing

5.1. Contexte

L’essor de la biologie moléculaire avec le séquengage nouvelle génération (NGS) a permis une meilleure
compréhension des mécanismes de la leucémogénese par I’identification de nombreuses altérations génétiques
somatiques, révélant ainsi 1’hétérogénéité moléculaire des LAM. Comme nous 1’avons vu précédemment,
certaines altérations génétiques récurrentes sont liées a des cibles médicamenteuses accessibles. Ainsi, des
thérapies ciblées sont proposées aux patients réfractaires ou en rechute, mais peuvent parfois s’avérer
inefficaces pour controler la maladie. Dans certains cas, les mutations identifiées au NGS sont uniquement
présentes au sein de clones minoritaires. Dans d’autres cas, la thérapie ciblée n’est efficace que

temporairement avant 1’acquisition d’une résistance thérapeutique par la tumeur.

Dans un objectif de stratégie thérapeutique personnalisée pour ces patients en rechute ou réfractaires, il
s’avere donc primordial de mieux définir 1’utilité potentielle des médicaments anticancéreux disponibles.
Plusieurs modeles expérimentaux tels que le drug testing ex vivo permettent d’étudier la sensibilité des cellules

leucémiques a ces nouveaux agents anticancéreux.

Le concept de test de sensibilité aux médicaments n’est pas nouveau. En effet, ces tests guident depuis
longtemps le choix des traitements antibiotiques ou antifongiques. L’intérét de I’utilisation de ces tests en
cancérologie est grandissant du fait des progres technologiques, de 1’optimisation des protocoles de culture
cellulaire et de I’émergence de nouvelles thérapies ciblées. Bien que ces tests puissent théoriquement étre
réalisés pour tout type de cancers, la coexistence de différents types cellulaires et leur accessibilité rend leur
application difficile dans le cadre de tumeurs solides. Au contraire, les cellules blastiques sont en général
facilement accessibles en grande quantité dans la moelle osseuse ou le sang périphérique des patients atteints
de LAM. (43)
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5.2. Principe général et limites
Malgré la multitude de protocoles utilisables pour la réalisation d’un drug testing ex vivo, son principe

général repose sur 3 étapes fondamentales :

= | ’isolement des cellules leucémiques,
= |a mise en culture au contact des médicaments anticancéreux,

= L’évaluation de la viabilité cellulaire apres exposition médicamenteuse.

Drug(s) of interest FRRACOx Egeciin

intervention °

°
°
l s
) Isolate and Culture ‘

&  purify cells Examine Q

j Sty Lo O L, &

el ~—
Sample selection Culture techniques Readout method
Experimental design Experimental design Experimental design
- Sample selection: PB/BM, fresh or viably frozen - Material and medium choice - Morphology, cell count
- Isolation: Ficoll Pague - Suspension culture, co-culture, colony - Colorimetric assay
- Purification: None, MACS, FACS forming assays or three-dimensional - Multi-parameter flow
culture cytometry (MFC)

Figure 12 : Principe général du drug testing ex vivo. (44)

Chacune de ces étapes comporte des pieges a connaitre. Un biais de sélection des cellules leucémiques
peut survenir lors de la phase d’isolement. Ainsi, on peut par exemple sélectionner un sous clone moléculaire
au détriment du clone majoritaire. Par ailleurs, un enrichissement insuffisant ou la présence de lymphocytes
en exces peuvent faire échouer la technique. Il est ainsi recommandé d’effectuer un tri cellulaire pour extraire
les lymphocytes de 1’échantillon biologique avant mise en culture. Pendant la phase de culture cellulaire,
I’interaction entre le milieu de culture et le médicament peut avoir un impact sur son action. Enfin, 1’évaluation
de la viabilité cellulaire peut étre rendue difficile par la présence de cellules stromales en cas de lecture

métabolique. (44)

5.3. Publications dans les LAM
A ce jour, trés peu d’études ont été publiées concernant 1’utilisation du drug testing ex vivo pour guider le

choix thérapeutique des LAM réfractaires ou en rechute.
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On retrouve notamment une étude publi¢e en 2018 dans Leukemia research (45), dans laquelle 12 patients
agés de 21 a 81 ans, en rechute ou réfractaires de leur LAM, ont été inclus. Un drug testing ex vivo a été
réalisé pour tous les patients a partir d’échantillons de leur moelle osseuse ou de leur sang périphérique. Les
blastes isolés puis purifiés ont été testés avec un panel de 215 drogues et la viabilité cellulaire a été évaluée a
72h de la mise en culture. 4 patients/12 ont été sélectionnés pour recevoir une thérapie guidée par les résultats
de leur drug testing ; les 8 autres ont été traités selon le choix de leur médecin. Trois des quatre patients traités
selon les résultats du drug testing ont répondu au traitement : un patient a obtenu une rémission compléte et a
pu bénéficier d’une allogreffe de CSH ; les 2 autres ont eu une diminution temporaire de leur blastose
circulante. A I’inverse, dans le groupe non traité selon les résultats du drug testing, tous les patients ont

progressé sous traitement.

On peut également citer une étude prospective publiée en 2020 dans Blood Cancer Journal (43), dont
I’objectif était d’étudier la faisabilité de la mise en place d’une stratégie thérapeutique personnalisée guidée
par les résultats du NGS et du drug testing ex vivo. 55 patients adultes agés de 24 a 81 ans ont été inclus dans
cette étude. Une stratégie thérapeutique personnalisée a pu étre définie chez 47 patients, dont 6 basées sur le
drug testing seul et 36 basées sur les 2 techniques. Parmi les 8 patients dont la stratégie thérapeutique n’a pas
pu étre établie, 7 patients avaient des échantillons biologiques trop pauvres en cellules et 1 patient n’avait ni
mutation exploitable au NGS ni aucune sensibilité aux drogues testées. En moyenne, 3 a 4 molécules
potentiellement actives ont été sélectionnées par patient sur un panel de 78 drogues testées. Les classes
thérapeutiques les plus fréquemment sensibles étaient les inhibiteurs de kinase (52 fois), les chimiothérapies
(36 fois), les modificateurs épigénétiques (32 fois) et les agents ciblant I’apoptose (25 fois). Le temps médian
entre prélevement et analyse du drug testing était de 6 jours. Au total, 17 patients ont été traités selon la
stratégie thérapeutique personnalisée (STP) proposée, dont 9 basées sur le drug testing seul, 5 basées sur le
drug testing et le NGS et 3 basées uniquement sur le NGS (groupe STP). 12 patients ont recu un traitement
non recommandé et 19 n’ont pas été traités (groupe non STP). Dans le groupe STP, 4 patients ont ét¢ mis en
rémission compléte, un patient a répondu de manicre partielle et 5 patients ont eu une diminution de leurs
blastes circulants. A I’inverse, il n’y a eu qu’une seule réponse partielle parmi les patients traités dans le groupe

non STP.

Le drug testing ex vivo a également été étudi¢ dans le cadre de LAM nouvellement diagnostiquées. En
effet, dans une étude américaine publiée en 2022 dans Cancers, 1’objectif était de démontrer cette fois-ci une
corrélation entre résultats du drug testing ex vivo et réponse clinique chez des patients pédiatriques. Parmi les
31 patients inclus, 24 ont recu un traitement d’induction standard par ADE (Cytarabine, Daunorubicine,
Etoposide) dans le cadre d’une LAM de novo. Des prélévements médullaires ou sanguins ont été collectés
pour 22 patients/24 et la sensibilité ex vivo a I’ADE a été déterminée pour 13 de ces patients. Dans cette
cohorte, une corrélation a été observée entre sensibilité ex vivo a I’ADE et maladie résiduelle en fin

d’induction, avec un r = 0,63. Ainsi, les 10 patients avec MRD < 1% avaient une sensibilité ex vivo plus
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importante a I’ADE comparativement aux 3 patients avec MRD > 1%. De plus, une corrélation entre la
sensibilité¢ ex vivo a I'ADE et la survie sans rechute a un an a également été observée avec r = 0,70 et un

AUROC = 0,94. ((46)

A Minimal Residual Disease B Relapse Free Survival after 1 year

1.4 r=0.70,
AUROC = 0.94

Normalized blast count
Normalized blast count

MRD <=1%  MRD > 1%

Figure 13 : Diagrammes en violon pour mesurer la corrélation entre le nombre normalisé de blastes ex vivo
et (A) la maladie résiduelle et (B) la rechute a un an. (46)
La ligne inférieure en pointillés a 0,0 indique qu'il ne reste plus de blastes ex vivo apres le traitement par le médicament.

La ligne en pointillés supérieure a 1,0 indique que le nombre de blastes est comparable a celui du controle DMSO.
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OBJECTIFS ET METHODES

1. Obijectifs

Comme nous I’avons évoqué dans l'introduction, le drug testing ex vivo semble étre un outil prometteur
pour orienter le choix thérapeutique des LAM réfractaires ou en rechute, en complément d’autres techniques
telles que le NGS. Bien qu'il soit actuellement réservé a la recherche, ce type de test pourrait étre, a I’avenir,
intégré dans la pratique clinique. L’objectif de ce travail était d’explorer sa faisabilité dans le cadre des LAM

pédiatriques, tant au moment du diagnostic qu'en cas de rechute ou de maladie réfractaire.

2. Méthodes

2.1. Sélection des patients

Afin d’atteindre 1’objectif fixé, les patients étaient inclus dans CONECT-AML, un projet de recherche
collaboratif, ancillaire de 1I’é¢tude de phase III MyeChild01. Ce projet, coordonné depuis 1’hdpital Trousseau
par le Pr Arnaud Petit (chef de Service d’Hématologie et d’Oncologie Pédiatrique), a vu le jour en 2016.
L'objectif de ce projet était d'améliorer le pronostic des patients pédiatriques atteints de LAM et de diminuer
les conséquences a long terme de leur prise en charge. Ce projet s’est articulé autour de 5 groupes de travail,
avec un total de 12 équipes de recherche. La mission de 1’une de ces équipes consistait a développer des
modeles expérimentaux tels que le PDX et le drug testing ex vivo pour faciliter 1’étude des cellules
leucémiques et ainsi permettre 1’identification de biomarqueurs prédictifs de la réponse thérapeutique. Cette

équipe de recherche, dirigée par le Dr Meyling Cheok, était basée a I’institut ONCOLille.

L’inclusion dans CONECT-AML était proposee a tous les patients pédiatriques francais atteints de LAM
de novo, secondaire ou en rechute, y compris aux patients non inclus dans 1I’étude MyeChild01, a ’exception
des LAM3. La période d’inclusion dans CONECT-AML s’est étalée de mars 2018 a juillet 2023. Le
consentement éclairé et signé des parents était recueilli pour tous les patients inclus. Les prélevements
biologiques réalisés au moment du diagnostic dans les 28 centres investigateurs locaux étaient envoyeés dans
I’un des 2 laboratoires référents MyeChild01 (Lille et Trousseau) pour analyses immunophénotypiques et
moléculaires. Les échantillons non utilisés a des fins diagnostiques étaient ensuite répartis dans les 12 équipes
de recherche. Pour la réalisation d’un drug testing, il était recommandé de prélever 1 a 2 tubes EDTA
supplémentaires de moelle osseuse et 1 tube EDTA supplémentaire de sang. Les échantillons biologiques
étaient stockés puis transportés a température ambiante, et accompagnés si possible d’une fiche décrivant le

contexte clinique.

Pour évaluer la faisabilité du drug testing ex vivo a la fois au diagnostic et a la rechute, nous avons inclus

dans cette étude tous les participants au projet CONECT-AML.
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2.2. Technique du drug testing ex vivo

La technique du drug testing ex vivo mise au point par I’équipe de recherche nécessite en premier lieu une
¢étape d’isolement des cellules leucémiques selon un principe reposant sur un gradient de densité entre les
cellules et le séparateur (Ficoll). Apres centrifugation, les cellules mononucléées se rassemblent en un anneau

opaque surnageant au-dessus du séparateur. Celui-ci est ensuite préleve délicatement.

e

» ulu w
Pl

<«— Plasma

e «— Cellules mononuclées

<— Ficoll

' ' <+— Hématies

Figure 14 : Isolement des cellules mononuclées par Ficoll.

Aprés centrifugation, 1’obtention d’un culot rouge indique la présence d’hématies en excés qui peuvent
altérer le résultat final. Dans ce cas, du tampon de lyse est ajouté et une nouvelle centrifugation a lieu afin de
séparer les hématies des cellules mononuclées. En cas de lymphocytose > 20% dans I’échantillon biologique,
un tri cellulaire est réalisé afin d’extraire du culot les lymphocytes. Des billes marquées par des anticorps anti
CD3 et anti CD19 sont ajoutées au culot. En effet, ces anticorps ont la capacité de se fixer aux antigénes de
surface portés respectivement par les lymphocytes T et B. Aprés exposition a un champ magnétique (aimant),

les billes ayant capturé les lymphocytes sont extraites du culot.

Apres ces différentes étapes, un compte cellulaire automatisé par fluorescence est effectué. L’automate
permet alors de distinguer les cellules vivantes des cellules mortes afin de définir un pourcentage de viabilité
cellulaire initial. Un prélévement est considéré de bonne qualité en cas de viabilité cellulaire supérieure ou
égale a 95%. A noter que la viabilité cellulaire est directement impactée par le délai entre prélevement et
manipulation de 1’échantillon biologique. La quantité de cellules détermine ensuite le nombre de drogues

pouvant étre testées par échantillon, en sachant que chaque molécule nécessite environ 2 millions de cellules.

L’équipe de recherche a opté pour un panel de 26 drogues a tester. Certaines molécules font partie du
traitement historique des LAM : anthracyclines, antimétabolites. D’autres font partie des classes
thérapeutiques émergentes : agents hypométhylants, inhibiteurs de tyrosine kinase, inhibiteurs HDAC ou

encore immunothérapie.
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= MITOXANTRONE
= IDARUBICINE
INHIBITEURS DE LA TOPOISOMERASE II * DAUNORUBICINE
= AMSACRINE
= ETOPOSIDE
= CYTARABINE
= FLUDARABINE
= CLOFARABINE
= ELACYTARABINE
= AZACITIDINE
= DECITABINE
= VORINOSTAT
= PANOBINOSTAT

ANTIMETABOLITES

AGENTS HYPOMETHYLANTS

INHIBITEURS HDAC

INHIBITEUR CYCLINE KINASE * FLAVOPIRIDOL

= MIDOSTAURINE
= PONATINIB

= SORAFENIB

= DESATINIB

= RUXOLITINIB

= GILTERITINIB

= QUINTARZINIB
= TRAMETINIB

= VENETOCLAX

= NAVITOCLAX

= EPRENETAPOPT
= |DASANUTLIN

= GEMTUZUMAB OZOGAMICINE
= CPX-351

INHIBITEURS TYROSINE KINASE

AGENTS CIBLANT L’APOPTOSE

AUTRES

Tableau 8 : Panel des 26 molécules testées.

En cas de matériel limité, le choix des drogues a tester repose sur le contexte clinique. Certaines drogues

sont testées en priorité pour le diagnostic, d’autres pour la rechute. Les molécules choisies sont ensuite
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réparties sur une plaque 96 puits a 8 concentrations différentes, obtenues par dilution en série. La dilution est
réalisée avec du milieu de culture. Les cellules leucémiques sont secondairement ajoutées dans les puits.
Certains puits sont volontairement dépourvus de drogues pour témoigner de la bonne réalisation de la
technique. Les témoins positifs contiennent a la fois du milieu de culture et des cellules. Les témoins négatifs
contiennent uniquement du milieu de culture pour les molécules incolores et uniquement la dilution des

drogues pour les molécules colorées (exemples : Idarubicine, Mitoxantrone).

La plaque est ensuite placée dans une étuve a 37°C, 5% de CO2 et 95% d’humidité pour permettre une
incubation de 4 jours. L’Azacitidine a la particularité de devoir étre renouvelée tous les jours dans les puits.
A I’issue de I’incubation, on ajoute dans les puits du MTT ou sel de tétrazolium. Ce dernier permet alors une
évaluation rapide de la viabilité cellulaire. En effet, ce sel contient un anneau de tétrazolium qui est réduit en
formazan en présence de la succinate déshydrogénase mitochondriale, une enzyme de la chaine respiratoire
des mitochondries. Cela forme alors un précipité de couleur violette dont I’intensité est proportionnelle a la
quantité de mitochondries, et donc de cellules vivantes présentes. Apres une incubation de trois heures avec
le MTT, la plaque est ensuite analysée par I’automate SpectraMax qui quantifie I’absorbance de chaque puit
par spectrophotométrie avec une longueur d’onde de 570 nm. Les valeurs d’absorbance des différents puits
sont ensuite comparées aux témoins positifs dépourvus de drogues. Le pourcentage de prolifération des

cellules est défini par la formule suivante :

% cell viability = (Abs treatment — Abs blank)/(Abs control — Abs blank) x 100% (Abs = absorbance)

La viabilité cellulaire est définie a 8 concentrations médicamenteuses différentes afin d’obtenir une courbe
de réponse en fonction de la concentration (cf Figure 15). Les courbes de réponse sont créées a ’aide du
logiciel GraphPad Prism. Le bas de la courbe (Bottom) correspond a la viabilité cellulaire a la concentration
médicamenteuse maximale testée ex vivo. Cela permet de définir I’IC 50 ou concentration inhibitrice médiane
qui correspond a la concentration induisant 50 % de I’inhibition maximale du médicament ex vivo. Enfin I’aire
sous la courbe (AUC) est également calculée. Les valeurs de ces 3 parametres sont ensuite comparées a celles
d’une cohorte de patients (cf Figure 16). Un score de 1 a 5 permet ensuite de classer les molécules de trés

sensible a trés résistant :

| ]
p—

: <25e percentile (tres sensible)
2 : 25 - 33e percentile (sensible)
3 : 33 - 66¢ percentile (intermédiaire)
= 4:66— 75e percentile (résistant)
5

: > 75e percentile (tres résistant)

Les résultats sont rendus indépendamment pour chacun des 3 paramétres étudiés.
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Figure 15 : Courbe de réponse méedicamenteuse.
AUC = aire sous la courbe ; IC50 = concentration inhibitrice médiane ; EC50 = concentration efficace médiane ;
BOTTOM = viabilité cellulaire a la concentration maximale testée ; TOP = viabilité cellulaire avant exposition

médicamenteuse ; Hill slope = pente.
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Figure 16 : Exemple de résultat de drug testing.

Chaque plot correspond a I’étendue des valeurs d’AUC (aire sous la courbe) obtenues au sein de la cohorte comparative
pour une molécule testée. L astérisque rouge correspond au patient étudié. Plus I’astérisque rouge se situe a I’extrémité
inférieure du plot, plus le patient est sensible a la molécule testée. Au contraire, plus 1’astérisque rouge se situe a

I’extrémité supérieure du plot, plus le patient est résistant a la molécule testée.
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2.3. Recueil des donnees

La collecte des données clinico-biologiques des patients inclus dans CONECT-AML a éteé possible grace
a la collaboration du Pr Arnaud Petit et de Maxime Ferreboeuf, attaché de recherche clinique. Ce dernier m’a
donné accés a la liste compléte des patients ayant participé au projet. J’ai ainsi pu recueillir les informations
suivantes : age, sexe, date de diagnostic, caractéristiques cytologiques, cytogénétiques et moléculaires, groupe
de risque, traitement, date des dernieres nouvelles. La consultation des fiches de réunion de concertation
pluridisciplinaire (RCP) des patients CONECT-AML m’a également permis d’obtenir des données
complémentaires : réponse thérapeutique post cure, MRD, indication et date des allogreffes de cellules

souches hématopoiétiques, date et traitement des rechutes, discussion du drug testing ex vivo.

Pour mieux comprendre les spécificités techniques du drug testing ex vivo, le Dr Meyling Cheok m’a
convié a I’institut ONCOLille en mai 2024. Djohana Laurent, ingénieur en biologie, m’a expliqué en détail la
technique du drug testing, de la réception des échantillons biologiques aux rendus des résultats. Le Dr Meyling
Cheok m’a ensuite transmis la liste exhaustive des patients CONECT-AML pour lesquels un ou plusieurs
échantillons biologiques ont été adressés a son équipe pour la réalisation d’un drug testing. J’ai recueilli la
date de prélevement et de réception des échantillons biologiques, leur provenance, leur nature (moelle et/ou
sang), leur concentration en blastes et en lymphocytes, la quantité et la viabilité initiale des cellules, le nombre
et la nature des molécules testées, le statut de la maladie au moment de la réception de 1’échantillon et enfin

les résultats du drug testing ex vivo.

2.4. Criteres de jugements principal et secondaires

Afin d’évaluer la faisabilité du drug testing dans le cadre des LAM pédiatriques, nous avons défini comme
critere de jugement principal, le taux de succes du drug testing chez les patients inclus dans CONECT-AML,
a la fois au diagnostic et a la rechute. Nous avons considéré comme succeés 1’obtention d’un profil de
sensibilité/résistance pour minimum deux molécules testées. Nous avons ensuite établi des critéres de
jugement secondaires : nombre de molécules testées par patient, nombre de drug testing réalisés par patient
au cours du suivi, proportion de résultats rendus par 1’équipe de recherche et proportion de drug testing

discutés en RCP de rechute.
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2.5. Analyse des données en sous-groupes

2.5.1. Faisabilité du drug testing ex vivo au diagnostic et a la rechute

Pour I’étude de la faisabilité du drug testing au diagnostic, nous avons défini le groupe « inclus au
diagnostic » en excluant de I’analyse les patients inclus a 1’occasion d’une rechute. Nous avons ensuite séparé

la cohorte en 3 sous-groupes distincts :

= Sous-groupe « échantillon biologique qualifié »,
= Sous-groupe « échantillon biologique adressé, non qualifié »,
= Sous-groupe « échantillon biologique non adresse ».

Afin de vérifier la représentativité des patients du sous-groupe « échantillon biologique qualifié » par
rapport a I’ensemble des LAM de novo inclues dans CONECT-AML, nous avons comparé les caractéristiques
des patients grace a un test de distribution du Khi-deux. Au sein du sous-groupe « échantillon biologique
qualifié », nous avons extrait les échecs de technique afin d’identifier les différentes causes possibles. Parmi
les succés de technique, nous avons déterminé le nombre médian de molécules testées. Nous avons ensuite
comparé la composition et le délai d’acheminement des échantillons biologiques au sein des sous-groupes
« échantillon biologique qualifié » et « échantillon biologique adressé, non qualifié » afin d'identifier les

causes les plus fréquentes de non-réalisation de la technique.

Pour I'étude de la faisabilité du drug testing en cas de maladie réfractaire ou de rechute, nous avons défini

le groupe « rechute ou maladie réfractaire » en retirant de la cohorte globale les patients non concernés :

= Rémission compléte prolongée en 1° ligne,
= Décés en 1° ligne,

= Données manquantes aprés la 1% ligne,

= Inclusions & tort dans CONECT-AML.

A noter que pour cette analyse en sous-groupe, les échantillons biologiques recus en 2¢™ rechute par
rapport a I’inclusion dans CONECT ont été exclus. Nous avons ensuite procédé de maniére identique a
I'analyse de faisabilité du drug testing au diagnostic. Enfin, nous avons comparé la proportion d’échantillons
biologiques adressés et qualifiés au sein des 2 groupes « inclus au diagnostic » et « rechute ou maladie
réfractaire », ainsi que le nombre de molécules testées a 1’aide d’un test d’homogénéité du Khi-deux. Nous
avons ensuite représenté, a 1’aide d’un diagramme en violon, la distribution du nombre de molécules testées

au sein des 2 groupes.
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2.5.2. Répétition du drug testing ex vivo au cours du suivi

Pour évaluer la faisabilité de la répétition du drug testing au cours du suivi, nous avons défini le groupe

« > 2 lignes thérapeutiques dans CONECT », en excluant les patients suivants :

= Rémission prolongée apres ligne thérapeutique d’inclusion,
= Déces apres ligne thérapeutique d’inclusion,
= Données manquantes apres ligne thérapeutique d’inclusion,

= Inclusions a tort dans CONECT-AML.

Les patients sélectionnés ont ensuite été répartis dans 3 sous-groupes distincts :

= Sous-groupe « > 2 échantillons qualifiés »,
= Sous-groupe « > 2 échantillons adressés mais < 2 qualifiés »,

= Sous-groupe « < 2 échantillons adressés ».

Au sein du sous-groupe «> 2 échantillons qualifiés », nous avons sélectionné les patients ayant eu
minimum 2 succes de technique. Parmi ces patients, nous avons conservé ceux pour lesquels un drug testing
avait été réalisé au diagnostic puis a la rechute/maladie réfractaire afin de comparer 1’évolution du profil de

résistance entre les 2 techniques.

2.5.3. Communication des résultats et discussion RCP du drug testing ex vivo

Pour I’analyse de la communication et de la discussion des résultats du drug testing, nous avons défini le
groupe « rechute ou maladie réfractaire + drug testing réalisé ». Nous avons ensuite séparé les patients en

fonction des données issues des fiches RCP :

= Sous-groupe « drug testing discuté »,
= Sous-groupe « drug testing non discuté »,

= Sous-groupe « fiche RCP indisponible ».

Au sein des sous-groupes « drug testing non discuté » et « fiche RCP indisponible », nous avons répertorié

les résultats communiqués a I’investigateur principal par 1’équipe de recherche.

Enfin, a I’aide des fiches RCP, nous avons pu identifier les molécules les plus frequemment choisies pour
traiter la premiére rechute. Nous avons ensuite décrit la distribution de sensibilité/résistance des patients vis-

a-vis de ces molécules lors du drug testing de rechute.
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RESULTATS

1. Faisabilité du drug testing ex vivo

a. Pour toutes les LAM pédiatriques

Au total, 395 patients ont été inclus dans CONECT-AML entre mars 2018 et juillet 2023, dont 245 patients
(62%) inclus dans le protocole MyeChildO1. Parmi ces participants, 365 (92,4%) étaient nouvellement

diagnostiqués et 30 (7,6%) étaient en rechute ou maladie réfractaire au moment de leur inclusion.

Entre avril 2018 et aott 2024, 338 échantillons de 278 patients différents ont été adressés pour drug testing
(DT). Les échantillons comprenaient de la moelle osseuse et du sang pour 173 demandes, uniquement de la
moelle osseuse pour 122 demandes, et uniquement du sang pour 43 demandes. Le nombre médian de cellules
par échantillon biologique était de 47,7 millions (IIQ = 130,4 [143-12,6]), la viabilité cellulaire médiane était
de 97,9% (1QQ =3 [99-95,3] et le délai d’acheminement médian était de 2 jours (IIQ = 2 [3-1]).

Total échantillons recus

N =338
Echantillons au diagnostic Echantillons R/R

N=231 N=107

Qualité insuffisante Qualité insuffisante
N =62 (26,8%) N =38 (35.5%)
Echantillons qualifiés Echantillons qualifiés

N=169 N=069

Echec de technique Echec de technique
N=28(4,7%) N=2(2,9%)
Succes de technique Succes de technique
N=161 N=67

Figure 17 : Flow chart des échantillons biologiques adressés pour drug testing ex vivo.

Cent échantillons pour 96 patients (62 prélevés au diagnostic initial et 38 prélevés ultérieurement) ont été
exclus d’emblée pour absence de satisfaction aux criteéres qualité pré-test. Les principales causes d’exclusion
¢taient : un nombre insuffisant de cellules (< 10 millions de cellules, n = 75), une viabilité¢ cellulaire
insuffisante (< 95%, n = 23) et une proportion trop importante de lymphocytes (> 50%, n= 23). Une minorité
de tests n’a pas été réalisée pour d’autres raisons : prélévement adressé au mauvais laboratoire (n=3), mauvais

conditionnement (n=1), personnel de laboratoire indisponible pour réaliser la technique (n=2), hémodilution
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du prélevement (n=1), manque d’information concernant la formule sanguine et le myélogramme (n=1),
patient en cours de radiothérapie (n=1). Concernant les 23 échantillons biologiques avec viabilité cellulaire

insuffisante, le délai médian d’acheminement au laboratoire de recherche était de 3 jours (IIQ = 2,5 [4,5-2]).

9 1.5

2.5

Log (nombre de cellules)
Log (nombre de cellules)

DT non réalisé DT réalisé DT non réalisé DT réalisé

Figure 18 : Diagrammes en violon de la répartition des échantillons adressés en fonction de la richesse
cellulaire.

(1) Echantillons du diagnostic.

(2) Echantillons a la rechute/maladie réfractaire.

DT = drug testing

Parmi ces demandes, 238 (70,4%) drug testing ont été réalisés chez 207 patients, soit 52,4% des
patients inclus dans CONECT-AML : 169 (71%) au diagnostic, 64 (26,9%) a la 1% rechute, 4 (1,7%) a la 2%
rechute et 1 dans le cadre d’une 2"* LAM sur greffon. La technique a été un succés dans 95,4% des cas, avec
un nombre médian de molécules testées de 18 (IIQ = 14 [20-6]). Seulement 10 techniques (4,6%) ont échoué
dont 7 en raison d’un signal trop faible, 2 en raison de témoins négatifs contaminés et une en raison d’une

impossibilité de lecture secondaire a la fermeture du laboratoire dans le contexte de pandémie de Covid19.
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Inclus dans CONECT AML
N = 395 patients

Aucun échantillon biologique adressé
N = 117 patients

= 1 échantillon biologique adressé
N = 278 patients

Aucun échantillon biologique qualifié
N =71 patients

> 1 échantillon biologique qualifié
N = 207 patients

Aucun succés de drug testing
N = 7 patients

> 1 succés du drug testing
N = 200 patients

Figure 19 : Flow chart de faisabilité¢ du drug testing ex vivo au sein du projet CONECT-AML.

b. Pour les LAM pédiatriques nouvellement diagnostiquées

Parmi les 365 patients inclus au diagnostic, 231 (63,3%) ont eu un échantillon biologique adressé au
laboratoire pour drug testing avant de débuter leur traitement. Au total, 169 échantillons (73,2%) ont été

qualifiés pour I’analyse, avec un taux de succes de 95,3%.
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Inclus dans CONECT AML
N = 395 patients

Inclus a la rechute
N = 30 patients

Inclus au diagnostic
N = 365 patients

Aucun échantillon biologique adressé
N = 134 patients

Echantillon biologique adressé
N =231 patients

Echantillon biologique non qualifié
N = 62 patients

Echantillon biologique qualifié
N = 169 patients

Succés du drug testing Echec du drug testing
N =161 patients N = 8 patients

Figure 20 : Flow chart de faisabilité du drug testing ex vivo au diagnostic.

Les caractéristiques des patients inclus dans CONECT-AML au diagnostic ainsi que ceux du sous-

groupe « DT réalisé au diagnostic » sont détaillées dans le Tableau 9.
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Sous-groupe DT réalisé au diagnostic  Groupe inclus dans CONECT au diagnostic

p-value
N = 169 patients N = 365 patients
Genre
Gargons 89 (52,7%) 190 (52%) p=0,8631
Age médian au diagnostic
10 ans [0-17] 8 ans [0-17]
Classification FAB
LAM 1 30 (17,7%) 50 (13,7%) p = 0.1256
LAM 2 36 (21,3%) 74 (20,3%) p=0,7461
LAM 4 37 (21,9%) 67 (18,4%) p=0,2412
LAM 5 43 (25,4%) 78 (21,4%) p =0,1999
LAM 7 4 (2,4%) 35 (9,6%) p = 0.0014
Autre FAB ou hors FAB*
19 (11,2%) 61 (16,7%) p =0,0572
Cytogénétique
RUNX1-RUNX1T1 22 (13%) 47 (12,9%) p =0,9636
Inv(16) CBFB-MYH11 20 (11,8%) 39 (10,7%) p=0,6333
Réarrangements MLL 38 (22,5%) 74 (20,3%) p=0,48
Réarrangments NUP98 6 (3,5%) 12 (3,3%) p = 0,8555
Cytogénétique normale 36 (21,3%) 61 (16,7%) p =0,1087
Caryotype anormal non stratifiant 28 (16,6%) 82 (22,5%) p =0.0648
Biologie moléculaire
NPM1 muté 14 (8,3%) 30 (8,2%) p = 0,9682
FLT3 ITD muté 16 (9,5%) 32 (8,8%) p =0,7594
Double mutation CEBPA 12 (7,1%) 16 (4,4%) p = 0,0869
Surexpression WT1 70 (41,4%) 162 (44,4%) p = 0,4356
Autre(s) gene(s) muté(s) 90 (53,2%) 183 (50,1%) p=0,4121
Groupe pronostique
Favorable 63 (37,3%) 124 (34%) p =0,3683
Intermédiaire 50 (29,6%) 131 (35,9%) p = 0,0836
Défavorable 47 (27,8%) 92 (25,2%) p=0,4344
Donnée manquante 9 (5,3%) 18 (4,9%) p=0,7978
Traitement lere ligne
Inclusion MyeChild non HR 83 (49,1%) 181 (49,6%) p=0,8991
Inclusion MyeChild HR 34 (20,1%) 64 (17,5%) p=0,3703
Non inclus MyeChild 52 (30,8%) 120 (32,9%) p = 0,5555
HSCT en 1ére ligne
41 (24,3%) 87 (23,8%) p = 0,8882
Outcome
Déces lere ligne 6 (3,5%) 16 (4,4%) p = 0,5902
Réfractaires 1ére ligne 6 (3,5%) 14 (3,8%) p =0,8652
Rechute 44 (26,0%) 88 (24,1%) p = 0,5563
Rémission complete prolongée 105 (62,1%) 228 (62,5%) p =0,9209
Autre ** 8 (4,7%) 19 (5,2%) p=0,7848

Tableau 9 : Comparaison des caractéristiques des patients du sous-groupe « DT réalis¢ au diagnostic » par
rapport a I’ensemble des patients inclus dans CONECT-AML au diagnostic.
* LA biphénotypiques, LAM indifférenciées, syndrome my¢lodysplasique, sarcome granulocytaire, LAL T ;

** Inclus a tort ou données manquantes.

A DI’exception d’une sous-représentation des LAMY7, les caractéristiques des patients du sous-groupe
« DT réalisé au diagnostic » étaient équivalentes a celles de I’ensemble des patients inclus dans CONECT-
AML au diagnostic. Le taux d’échantillons qualifiés était significativement inférieur pour les LAM7, avec
seulement 4 techniques réalisées sur les 15 demandes (26,7%), majoritairement en raison d’un nombre
insuffisant de cellules (n=10). La médiane de richesse cellulaire pré-test était de 15 millions (IIQ = 18,8 [24,6-
5,8]) contre 65 millions de cellules (IIQ = 193,6 [212-18,4]) pour I’ensemble des échantillons biologiques

regus au diagnostic.
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c. Pour les LAM pédiatriques réfractaires ou en rechute

Sur les 395 patients inclus dans CONECT-AML, 117 ont présenté une rechute et 14 une maladie
réfractaire. La totalité des patients réfractaires avaient été inclus au diagnostic. Six (42,9%) avaient bénéficié
d’un DT au moment du diagnostic, avec un taux de succes de 100%. Devant le caractére réfractaire, un
¢chantillon a été adressé pour 9 d’entre eux (64.3%) et 4 DT ont été réalisés avec succes. Cinq échantillons
ont été exclus : 2 en raison d’un nombre insuffisant de cellules, 2 en raison d’une proportion trop importante
de lymphocytes et une par manque d’information concernant la formule sanguine et le myélogramme.
Concernant les patients en rechute, 87 ont été inclus au diagnostic, 27 a la premiére rechute et 3 a la seconde
rechute. Parmi les patients inclus au diagnostic, 44 (50%) ont eu un DT en 1°° ligne thérapeutique dont 42

avec succes (95,4%).

Au moment de la rechute faisant suite a I’inclusion dans CONECT-AML, 82 patients (70,1%) ont eu une
demande de drug testing. Soixante-quatre techniques ont été réalisées pour 63 patients. En effet, 2 techniques

ont été réalisées a 7 jours d’intervalle pour un méme patient (1 succes et 1 échec).

Inclus dans CONECT AML
N =395 patients Non concernés : N = 264 patients

RC prolongge : N = 229 patients
»  Décés en 1°* ligne : N = 16 patients
« Inclus a tort : N = 9 patients

Rechute ou maladie réfractaire e e

N = 131 patients !

Aucun échantillon biologique adressé
N = 40 patients

Echantillon biologique adressé
N = 91 patients

Echantillon biologique non qualifié
N = 28 patients

Echantillon biologique qualifié
N = 63 patients 2

Succés du drug testing Echec du drug testing
N = 61 patients N = 2 patients 3
Figure 21 : Flow chart de faisabilité¢ du drug testing ex vivo en cas de maladie réfractaire ou de rechute.

1: 117 patients en rechute et 14 patients réfractaires
2 : 59 patients en rechute et 4 patients réfractaires

3 : 2 patients en rechute
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Les caractéristiques des patients du sous-groupe « DT réalisé a la rechute/maladie réfractaire » sont

détaillées dans le Tableau 10 et comparées a celles de I’ensemble des patients réfractaires ou en rechute.

Sous-groupe DT réalisé a la rechute  Groupe rechute ou maladie réfractaire

p-value
N = 63 patients N = 131 patients
Genre
Garcon 37 (58,7%) 77 (58,8%) p=0,991
Age médian a la rechute/maladie réfractaire
10 ans [0-18] 10 ans [0-18]
Classification FAB
LAM 0 5 (7,9%) 8 (6,1%) p = 0,5425
LAM 1 9 (14,3%) 18 (13,7%) p = 0,8925
LAM 2 9 (14,3%) 25 (19,1%) p=0,331
LAM 4 13 (20,6%) 24 (18,3%) p =0,6317
LAM 5 17 (27%) 27 (20,6%) p =0,2102
LAMTY ou hors classification FAB*
10 (15,9%) 29 (22,1%) p =0,2336
Cytogénétique
CBF** 7 (11,1%) 23 (17,6%) p =0,1762
Réarrangements MLL 15 (23,8%) 29 (22,1%) p=0,7436
Monosomie 7 5 (7,9%) 11 (8,4%) p =0,8945
Cytogénétique normale 7 (11,1%) 15 (11,4%) p=0,9425
Caryotype anormal non stratifiant 22 (34,9%) 31 (23,7%) p =0,03623
Autre 7 (11,1%) 22 (16,8%) p=0,2271
Biologie moléculaire
FLT3 ITD muté 6 (9,5%) 16 (12,2%) p=0,5163
Surexpression WT1 25 (39,7%) 56 (42,7%) p =0,6282
Autre(s) gene(s) muté(s) *** 35 (55,5%) 69 (52,6%) p =0,6385
Groupe pronostique au diagnostic
Favorable 9 (14,3%) 22 (16,8%) p = 0,5935
Intermédiaire 30 (47,6%) 53 (40,5%) p =0,2497
Défavorable 20 (31,7%) 51 (38,9%) p =0,2441
Donnée manquante 4 (6,3%) 5 (3,8%)
Traitement 1ére ligne
Inclusion MyeChild non HR 23 (36,5%) 48 (36,6%) p =0,9879
Inclusion MyeChild HR 10 (15,9%) 29 (22,1%) p = 0,2336
Non inclus MyeChild 30 (47,6%) 54 (41,2%) p = 0,3006
Drug testing au diagnostic
Réalisé 26 (41,3%) 50 (38,2%) p=0,616
Demandé non réalisé 6 (9,5%) 13 (9,9%) p =0,9204
Non demandé 31 (49,2%) 68 (51,9%) p =0,6687

Tableau 10 : Comparaison des caractéristiques des patients du sous-groupe « DT réalisé a la rechute/maladie

réfractaire » par rapport a ’ensemble des patients réfractaires ou en rechute inclus dans CONECT-AML.

* LA biphénotypiques, LAM indifférenciées, syndrome my¢lodysplasique ;
** Core Binding Factor : CBFB::MYHI1 et RUNXI::RUNXITI ;
**% Dont mutation de NPM1 et double mutation de CEBPA.

AT’ exception d’une surreprésentation des LAM avec caryotype anormal non stratifiant, les caractéristiques
des patients du sous-groupe « DT réalisé a la rechute/maladie réfractaire » sont équivalentes a celles de
I’ensemble des patients réfractaires ou en rechute inclus dans CONECT-AML. La proportion de demandes de
drug testing parmi les patients avec caryotype anormal non stratifiant était de 77,4% contre 69,5% pour
'ensemble des patients, ce qui ne représente pas une différence significative (p = 0,3382). En revanche, le taux
de réalisation de drug testing pour cette catégorie de patients était de 91,6% contre 69,2% pour 1’ensemble des

patients, ce qui est significativement différent (p = 0,0171). Cela s’explique par une richesse plus importante
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des échantillons biologiques dans cette catégorie avec un nombre médian de 47,7 millions de cellules (IIQ =

81,7 [98,1-16,4]) contre 20 millions de cellules (IIQ = 51,2 [60-8,8]) pour I’ensemble des échantillons

biologiques regus a la rechute/maladie réfractaire.

2. Comparaison de la faisabilité du drug testing ex vivo au diagnostic et en cas de rechute ou de

maladie réfractaire

La proportion de patients pour lesquels un échantillon biologique a été adressé et/ou qualifi¢ au diagnostic

et a la rechute/maladie réfractaire est détaillée dans le Tableau 11.

Echantillon adressé, non

Echantill lifié
chantillon qualifié qualifié

Echantillon non adressé

Groupe « inclus au

diagnostic » 169 (46,3%) 62 (17,0%) 134 (36,7%)
N = 365 patients

Groupe « rechute ou
maladie réfractaire » 63 (48,1%) 28 (21,4%) 40 (30,5%)
N = 131 patients

p-value p=0,8371 p=0,4777 p = 0,4495

Tableau 11 : Comparaison de la répartition des échantillons biologiques non adressés, adressés et qualifiés au

sein des groupes « inclus a la rechute » et « maladie réfractaire ou rechute ».

Il n’y a pas de différence significative en ce qui concerne la proportion de patients ayant bénéficié d’une
demande et/ou d’une réalisation de drug testing entre diagnostic et rechute/maladie réfractaire. De la méme
maniere, la proportion de succes de technique est comparable entre les 2 groupes (cf Tableau 12). En revanche,
davantage de molécules ont pu étre testées sur les échantillons du diagnostic avec une médiane de 19
molécules (IIQ = 8,5 [20-11,5]) contre 11 (IIQ = 14 [19-5]) sur les échantillons de rechute/maladie réfractaire
(cf Figure 22). Cela s’explique par un nombre médian de 113 millions de cellules (IIQ = 209,3 [257-47,7])
dans les échantillons du diagnostic contre 20 millions de cellules (IIQ = 81,5 [93,9-12,4]) dans les échantillons

de la rechute/maladie réfractaire.
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« DT réalisé a la rechute ou
maladie réfractaire » p-value
N = 63 patients

« DT réalisé au diagnostic »
N = 169 patients

Succes 161 (95.,3%) 61 (96.8%)
p = 0.9793

Echec 8 (4.7%) 2 (3.2%)

Tableau 12 : Comparaison du taux de succes de drug testing entre diagnostic et rechute/maladie réfractaire.
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Figure 22 : Comparaison du nombre de molécules testées par patient au diagnostic et a la rechute/maladie
réfractaire.

Significativement plus de patients ont eu moins de 5 molécules testées a la rechute/maladie réfractaire
(n=6; 21, 3%) par rapport au diagnostic (n=13; 3,7%) (p < 0,001). A I’inverse, significativement plus de
patients ont eu 15 a 24 molécules testées au diagnostic (n=109 ; 67,7%) par rapport a la rechute/maladie

réfractaire (n=23 ; 37,7%) (p = 0,0035).
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3. Répétition du drug testing ex vivo au cours du suivi

Pendant leur participation au projet CONECT-AML, 111 patients ont recu plusieurs lignes thérapeutiques.
Parmi ces derniers, on retrouve 87 patients inclus au diagnostic ayant rechuté, 14 patients inclus au diagnostic
réfractaires a la 1°© ligne thérapeutique, 8 patients inclus a la rechute ayant rechuté une 2"% fois et 2 patients
inclus a la rechute réfractaires a la 2°™ ligne thérapeutique. Au total, 50 patients (45%) ont bénéficié de
plusieurs demandes de drug testing au cours de leur suivi et 30 d’entre eux, de plusieurs réalisations de
technique. Les autres patients n’ont eu qu’une seule demande de drug testing pour 72,1% d’entre eux et aucune
demande pour 27,9% d’entre eux. Parmi les 44 patients n’ayant eu qu’une seule demande, 30 ont obtenu une

réalisation de technique.

Inclus dans CONECT AML

N = 395 patients Non concernés : N = 284 patients

*  RC prolongée apres ligne d’inclusion : N = 239
patients
»  Deéces ligne d'inclusion : N = 24 patients
¢ Inclus a tort : N = 9 patients
2 2 lignes thérapeutiques dans +  Données manquantes : N = 12 patients
CONECT AML

N= 111 patients
< 2 échantillons biologiques adressés
N = 61 patients !

> 2 échantillons biologiques adressés
N = 50 patients

< 2 échantillons biologiques qualifiés
N = 20 patients 2

> 2 échantillons biologiques qualifiés
N = 30 patients

1 succés + 1 échec du
drug testing
N = 3 patients

3 succes du drug testing 2 succes du drug testing
N = 1 patient N = 25 patients

2 échecs du drug testing
N =1 patient
Figure 23 : Flow chart de répétition du drug testing ex vivo au cours du suivi.
1 : Aucune demande de drug testing pour 17 patients, une demande de drug testing sans réalisation de technique pour
14 patients, une demande de drug testing avec réalisation de technique pour 30 patients.

2 : Deux demandes de drug testing dont une sans réalisation de technique pour 18 patients, deux demandes sans

réalisation de technique pour 2 patients.

Parmi les 26 patients ayant bénéficié de minimum 2 drug testing au cours de leur suivi, 23 ont eu un succes
de drug testing au diagnostic et a la rechute. La Figure 24 compare le profil global (toutes drogues confondues)
au diagnostic et a la rechute de 20 patients/23. A noter que le profil de rechute des 3 derniers patients n’est

actuellement pas disponible car réalisation trés récente du drug testing.
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Figure 24 : Boites a moustaches comparant le profil de sensibilité/résistance global de 20 patients au
diagnostic et a la rechute.

D : Diagnostic ; R1 : 1°° rechute. Le paramétre étudié est I’AUC.

Graduations de 1 a 5 correspondant au score de résistance établi par comparaison des valeurs de I’AUC du patient a
celles d’une cohorte. Plus la boite & moustaches se situe pres du 1, plus le profil global du patient est trés sensible ;
plus la boite 2 moustaches se situe prés du 5, plus le profil global du patient est trés résistant.

I n’y a pas de différence significative entre le profil global du diagnostic et de la rechute pour 14 patients
(70%). En revanche, le profil global est significativement plus résistant a la rechute pour 3 patients (n°57, 100
et 328) et significativement plus sensible a la rechute pour 3 patients (n°16, 228 et 290). La Figure 25 compare

les profils de résistance par molécule testée au diagnostic et a la rechute, tous patients confondus.

ABT199_AUC | I Amsa_AUC | I Ara_AUC I [ Aza_AUC | | Ida_AUC | | Midosto AUC | | Mito_AUC | | Mylotarg_AUC | f[udarabme AUCI | DNR_AUC I

Y e, Bt 111 et

p=0084 p=067 =076 p=071 p=057

o = N W & O

Figure 25 : Boites a moustaches comparant le profil de sensibilité/résistance au diagnostic et a la rechute par
molécule testée, tous patients confondus, selon I’AUC (n = 20 patients).

D : Diagnostic ; R1 : 1 rechute ; ABT199 = Venetoclax ; Amsa = Amsacrine ; Ara = Aracytine ; Aza = Azacitidine ;
Ida = Idarubicine ; Midosto = Midostaurine ; Mito = Mitoxantrone ; Mylotarg = Gemtuzumab-Ozogamicine ; DNR =
Daunorubicine.

Graduations de 1 a 5 correspondant au score de résistance établi par comparaison des valeurs d’AUC des patients testés
a celles d’une cohorte. Plus la boite a moustaches se situe prés du 1, plus les patients testés sont trés sensibles a la
molécule ; plus la boite a moustaches se situe prés du 5, plus les patients testés sont treés résistants a la molécule.
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Il n’y a pas d’évolution significative du profil de sensibilité/résistance entre diagnostic et rechute vis-a-vis des
molécules représentées sur la Figure 25. Les profils complets de sensibilité/résistance des 20 patients sont détaillés en

Annexe.

4. Communication et discussion des résultats du drug testing ex vivo

Parmi les 131 patients réfractaires ou en rechute, 88 (67,2%) ont obtenu au moins un succes de drug testing
au cours de leur suivi. Les résultats du drug testing ont été rendus a I’investigateur principal de maniére
certaine pour 68 patients (77,3%). Les drug testing réalisés au diagnostic (n=50) ont été rendus a la
rechute/maladie réfractaire pour 35 patients (70%), tandis que les drug testing réalisés a la rechute ont été

rendus avec un délai médian de 13 jours par rapport au prélévement du patient (IIQ = 11 [19,5-8,5]).

Les fiches RCP ont pu étre consultées pour 69 patients (78,4%). Les résultats du drug testing apparaissent
dans 56,5% des fiches RCP consultées.

Inclus dans CONECT AML
N = 395 patients

* RC prolongée : N = 229 patients
+  Déceés en 1€ ligne : N = 16 patients
¢ Inclus a tort : N = 9 patients

* Données manquantes : N = 10 patients
Rechute ou maladie réfractaire

N = 131 patients

Aucun drug testing réalisé
N = 43 patients

> 1 drug testing réalisé
N = 88 patients

Fiche RCP de rechute indisponible
N =19 patients

Fiche RCP de rechute disponible
N = 69 patients

Drug testing discuté Drug testing non discuté
N = 39 patients N = 30 patients

Figure 26 : Flow chart de discussion du drug testing ex vivo en RCP de rechute.
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Dans les fiches RCP disponibles, le traitement choisi pour traiter la 1°° rechute était précisé pour 66
patients. Les molécules les plus fréquemment choisies étaient : I’ Aracytine (n = 42), la Fludarabine (n = 37),
I’Idarubicine (n = 29), le Gemtuzumab-ozogamicine (n = 23), le Venetoclax (n = 20) et I’ Azacitidine (n = 15).

Le profil de sensibilité/résistance de ces molécules au moment de la rechute (n = 64 drug testing) est détaillé

.
dans la Figure 27.
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Figure 27 : Répartition des profils de sensibilité/résistance aux principales options thérapeutiques de 1°°
rechute selon les 3 parameétres étudiés (AUC, Bottom et IC50).

*64 drug testing de rechute pour 60 patients.

On observe dans la Figure 27, des différences de répartition selon le paramétre étudié. En effet, aucun
patient n’est sensible ou tres sensible a 1’ Azacitidine selon I’IC50, contrairement a ce que 1’on peut observer

selon les 2 autres parametres étudiés.

Parmi les 60 patients étudiés, 8 (13,3%) étaient classés dans le groupe de risque standard, 29 (48,3%) dans
le groupe de risque intermédiaire et 20 (33,3%) dans le groupe de haut risque. Cette donnée était manquante
pour les 3 derniers patients. La Figure 28 précise la répartition des profils de sensibilité/résistance au sein de

ces 3 groupes pronostiques.
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Figure 28 : Répartition des profils de sensibilité/résistance aux principales options thérapeutiques de 1°°
rechute en fonction du groupe pronostique.

Le paramétre étudié sur cette figure est I’AUC.

Enfin, parmi les 60 patients étudiés, 6 (10%) avaient une LAM a Core Binding Factor, 15 (25%) avaient
un réarrangement de MLL (ou KMT2A4) et 6 (10%) avaient une mutation FLT3-ITD. La Figure 29 précise la

répartition des profils de sensibilité/résistance au sein de ces 3 sous-groupes cytogénétiques et moléculaires.

PATIENTS CBF PATIENTS MLL PATIENTS FLT3 ITD
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Figure 29 : Répartition des profils de sensibilité/résistance aux principales options thérapeutiques de 1°
rechute en fonction du profil cytogénétique et moléculaire.

Le paramétre étudié sur cette figure est I’AUC.
CBF (Core Binding Factor) : CBFB::MYHII et RUNXI.::RUNXITI.
GO non testé chez les patients mutés FLT3-ITD.
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DISCUSSION

1. Discussion globale

Le projet CONECT-AML a permis de montrer la faisabilité du drug testing ex vivo a grande échelle pour
les LAM pédiatriques. En effet, plus de deux tiers des échantillons biologiques recus étaient d’une qualité
suffisante pour I’analyse, avec un taux de succes de technique d’environ 95 %. La faisabilité était identique
que ce soit en premiere ligne, en rechute, ou en cas de maladie réfractaire, et ce pour tous les sous-groupes
cytologiques et moléculaires, a I’exception des LAM7 qui étaient sous-représentées. Les myélogrammes des
LAMY7 sont en effet souvent difficiles a aspirer en raison de la myélofibrose associée. Par ailleurs, le délai de
rendu des résultats relativement court (en moyenne 13 jours pour les DT de rechute) est compatible avec une

décision de traitement précoce.

L’acheminement plus rapide des échantillons biologiques pourrait permettre d’augmenter la proportion
d’échantillons qualifiés. En effet, la dégradation de la viabilité cellulaire est intimement corrélée au délai
d’acheminement des prélévements. Dans le cadre de CONECT-AML, les prélévements étaient d'abord
envoyés aux laboratoires référents MyeChildO1 pour servir en priorité au diagnostic, puis étaient transférés
vers les différentes équipes de recherche, ce qui a pu entrainer des délais d’acheminement allongés et in fine
des échantillons de moins bonne qualité. Il est intéressant de noter que le nombre médian de molécules testées
¢tait significativement plus important au diagnostic qu’en cas de rechute ou de maladie réfractaire. Cela
s’explique par un nombre médian de cellules plus important dans les échantillons biologiques du diagnostic
comparativement a ceux de la rechute, probablement en lien avec une proportion plus importante de moelles

pauciblastiques, ou simplement avec MRD positive chez les patients réfractaires ou en rechute.

Un grand nombre de patients a bénéficié d’un drug testing au diagnostic, sans que les résultats soient
communiqués aux cliniciens. L’intérét et la place de ce drug testing au moment du diagnostic restent encore a
¢tablir. Actuellement, il est impossible de savoir si cet outil pourrait constituer un €élément prédictif de la
chimiosensibilité de la leucémie au traitement de premiere ligne, ou si le profil de résistance pourrait constituer
un facteur pronostic indépendant. L’intégration des données de CONECT-AML et de MyeChild01, qui seront
communiquées prochainement, permettront d’avancer sur cette question en explorant la corrélation entre les

profils du drug testing au diagnostic, les criteres pronostiques de stratification et le devenir des patients.

L’analyse de I’évolution du profil de sensibilité entre le diagnostic et la rechute, qui a pu étre réalisée chez
uniquement 20 patients, a montré une variabilité notable. Certains profils étaient proches, tandis que d’autres
présentaient des évolutions significatives. Ceci souligne I’intérét de réitérer le drug testing au moment de la
rechute. Le nombre médian plus faible de drogues testées en rechute intensifie 1’intérét d’un acheminement
rapide et d’un dialogue précoce entre les cliniciens et 1’équipe de recherche afin d’adapter la liste des drogues

testées et d’envisager rapidement, si nécessaire, un second prélevement.
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En situation de premiere rechute ou de maladie réfractaire, la grande majorité des patients de CONECT-
AML a été traitée par des associations médicamenteuses comprenant 6 molécules principales : Fludarabine,
Aracytine, Idarubicine, Gemtuzumab-ozogamicine, Azacitidine et Venetoclax. Le traitement de 2"% ligne,
actuellement bien codifié, différe donc peu entre les patients. Bien que discuté lors des RCP de 1% rechute
dans la moitié des cas, le drug testing ne semble pas avoir eu de véritable impact sur la décision thérapeutique.
Son intérét est plus important lorsque les options de traitement sont moins standardisées, c’est-a-dire a partir

de la 3™ ligne thérapeutique.

2. Limites de I’étude

Dans la cadre de CONECT-AML, le profil de sensibilité/résistance a été établi en monothérapie pour tous
les patients. Or, les protocoles thérapeutiques actuels exploitent le potentiel synergique des molécules pour
accroitre leur efficacité. Les résultats des drug testing en monothérapie ne reflétent donc pas précisément les
conditions de traitement in vivo. Il est possible que certains patients aient un profil de sensibilité ex vivo plus
favorable a une association médicamenteuse, plutdt qu’a 2 molécules distinctes. Cet aspect n’a pas été évalué
dans cette étude, mais des combinaisons médicamenteuses sont depuis peu utilisées par le Dr Meyling Cheok

et son équipe.

Une autre limite actuelle concerne I’interprétation des résultats du drug testing qui se base sur les 3
parameétres suivants : AUC, Bottom et IC50. Les valeurs de ces 3 paramétres sont comparées a celles d’une
cohorte de patients. Or, comme nous 1’avons vu, il y a parfois des discordances entre parameétres. Certaines
molécules apparaissent ainsi sensibles pour un parametre et résistantes pour un autre. Nous avons notamment
identifié une surestimation possible du Bottom en cas de taux lymphocytaire important dans I’échantillon
biologique testé. De plus, il n’y a pas de corrélation établie entre les résultats ex vivo de la cohorte comparative

et la réponse clinique de ces patients.

Enfin, les résultats des drug testing étaient rendus a I’investigateur principal uniquement pour les patients
réfractaires ou en rechute. Pour environ % des patients, il n’y a pas de preuve formelle de la communication
des résultats. Des améliorations sont donc nécessaires en termes de tragabilité. Par ailleurs, afin d’avoir une
idée plus précise de I’'impact thérapeutique potentiel du drug testing, il est crucial d’évaluer la communication

secondaire des résultats aux cliniciens en charge des patients, ce qui n’a pas été fait dans cette étude.

3. Perspectives

La validation d’un parameétre ou d’une combinaison de parameétres pour prédire la résistance thérapeutique

aux différentes molécules testées est essentielle pour communiquer des résultats fiables aux cliniciens et ainsi
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les aider a élaborer une stratégie thérapeutique efficace en cas de rechute ou de maladie réfractaire. Pour cela,
il est nécessaire d’évaluer la corrélation indépendante ou combinée des 3 parametres actuellement utilisés avec
la réponse clinique des patients. Les seuils actuellement définis pour classer les molécules de trés sensible a
trés résistant doivent également étre validés pour chaque molécule en mono ou bithérapie. Des données fiables
permettront également de comparer les profils établis au diagnostic avec ceux de la rechute pour les 23 patients
concernés dans notre étude, et d’ainsi déterminer 1’impact du traitement sur I’acquisition de résistance par les

cellules blastiques.

Au-dela de I’aspect strictement prédictif de la réponse thérapeutique, le drug testing ex vivo pourrait avoir
d’autres intéréts. A Dinstar des techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire, il pourrait
hypothétiqguement servir de facteur pronostique indépendant et avoir un impact sur la stratification
thérapeutique initiale. Il est en effet plausible de penser qu'un patient présentant un profil de résistance ex vivo
défavorable au diagnostic ait un risque de rechute plus élevé qu'un patient affichant un profil favorable.
D’autre part, il serait pertinent de comparer les différents profils ex vivo des patients afin de mettre
éventuellement en évidence des clusters de résistance. Cela permettrait de déterminer si les profils de
résistance sont semblables au sein des différents sous-types moléculaires et cytogénétiques.

Ces différentes perspectives nécessitent d’évaluer la corrélation entre les résultats du drug testing ex vivo
et la réponse clinique des patients a la fois en 1°° ligne et en 2°™ ligne thérapeutique. Cette évaluation sera
prochainement possible, lorsque les données des 245 patients (62%) inclus dans I’essai randomisé de phase
IIT MyeChildO1 seront communiquées et accessibles. Par ailleurs, une application innovante, appelée Breeze
2.0, a récemment été développée pour faciliter I’interprétation des données complexes issues du drug testing.
Cet outil prometteur ne requiert pas de compétence spécifique en programmation et permet de comparer les
réponses médicamenteuses de plusieurs échantillons afin d’identifier des tendances, des variations et des
anomalies au sein des données brutes. Le recours a ce type d’application semble indispensable pour développer

le drug testing a grande échelle et standardiser les résultats.

4. Conclusion

Les résultats de notre étude indiquent que la réalisation du drug testing est faisable dans le cadre de la prise
en charge des LAM pédiatriques. Les contraintes en termes de prélévement, de conditionnement,
d’acheminement et de technique sont peu nombreuses. Malgré tout, des ajustements sont nécessaires avant de

pouvoir I'appliquer en clinique.
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RESUME

Malgré des avancées thérapeutiques majeures au cours des dernieres décennies, 30 a 40% des patients
pédiatriques atteints de leucémie aiglie myé¢loide (LAM) rechutent, avec une survie globale a 5 ans de
seulement 40%. Dans un objectif de stratégie thérapeutique personnalisée pour ces patients en rechute ou
réfractaires, il s’avére donc primordial de mieux définir 1’utilité potentielle des médicaments anticancéreux
actuellement disponibles. Plusieurs modeéles expérimentaux tels que le drug testing ex vivo permettent

d’étudier la sensibilité des cellules leucémiques a ces nouveaux agents anticancéreux.

L’objectif de ce travail était d’étudier la faisabilité du drug testing ex vivo a la fois au diagnostic et en cas
de rechute ou de maladie réfractaire chez les participants du projet CONECT-AML. Dans le cadre de ce projet,
ancillaire de I’essai randomisé européen de phase 111 MyeChild01, les échantillons biologiques non utilisés a
des fins diagnostiques, étaient adressés a différentes équipes de recherche dont celle du Dr Meyling Cheok,

pour réalisation d’un drug testing ex vivo.

Au total, 395 patients ont été inclus dans CONECT-AML entre mars 2018 et juillet 2023. 338 échantillons
biologiques ont ét¢ adressés pour drug testing ex vivo, dont 238 (70,4%) de qualité suffisante pour réaliser la
technique. Le taux de succes de la technique, de 95%, était équivalent entre diagnostic et rechute/maladie
réfractaire. In fine, 200 patients (50,6%) inclus dans CONECT-AML ont obtenu au moins un succés de
technique et la répétition du drug testing a été possible pour 26 patients. Enfin, le nombre médian de molécules

testées était significativement supérieur au diagnostic par rapport a la rechute/maladie réfractaire.

Les résultats de notre étude indiquent que la réalisation du drug testing est faisable dans le cadre de la prise
en charge des LAM pédiatriques. Malgré tout, des ajustements sont nécessaires avant de pouvoir I'appliquer

en clinique.

o,

** Mots clés : leucémie aigiie myé¢loide, pédiatrique, drug testing, ex vivo, rechute, réfractaire.
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