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LISTE DES PRINCIPAUX CRITERES DE REPONSE ET DE
SURVIE

Critéres de réponse

Rémission compléte (RC) : Blastes médullaires < 5%, absence de blastes circulants
ou de blastes avec des corps d’Auer, absence de maladie extramédullaire, PNN = 1 x
10%/L, plaquettes = 100 x 10%/L

Rémission compléte avec récupération hématologique partielle (RCh) : PNN =
0,5 x 10%L et plaquettes = 50 x 10°/L, tous les autres critéres de RC doivent étre
atteints

Rémission compléte avec récupération hématologique incompléte (RCi) : Tous
les critéres de RC doivent étre atteints excepté une neutropénie < 1 x 10%/L ou une
thrombocytopénie < 100 x 10%/L

Rémission compléte avec récupération plaquettaire incompléte (RCp) : Tous les
critéres de RC doivent étre atteints excepté une thrombocytopénie résiduelle < 100 x
10%L, sachant que les patients doivent étre indépendants de la transfusion

plaquettaire
Surtout pour les études de phase /1l :

Morphologic leukemia-free state (MLFS) : Blastes médullaires < 5%, absence de
blastes circulants ou de blastes avec des corps d’Auer, absence de maladie

extramédullaire, la récupération hématologique n’est pas requise

Rémission partielle (RP) : Tous les critéres hématologiques de RC doivent étre
atteints, blastes médullaires compris entre 5% et 25%, diminution du pourcentage de
blastes médullaires d’au moins 50% par rapport au début du traitement
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Criteres de survie

Survie globale (SG) : Survie mesurée a partir du jour de la randomisation dans I'étude
clinique jusqu’a la date de déces quelle qu’en soit la cause

Survie sans événement (SSE) : Survie mesurée a partir du jour de la randomisation
dans I'étude clinique jusqu’a la date d’échec du traitement, de la rechute ou du décés

quelle qu’en soit la cause

Survie sans rechute (SSR) : Définie uniquement pour les patients atteignant la RC,
la RCh ou la RCi : survie mesurée a partir de la date ou la rémission est atteinte jusqu’a

la date de la rechute ou du décés quelle gqu’en soit la cause

Incidence cumulée de rechute (ICR) : Définie uniquement pour les patients
atteignant la RC, la RCh ou la RCi : survie mesurée a partir de la date ou la rémission

est atteinte jusqu’a la date de la rechute
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INTRODUCTION

PARTIE | : GENERALITES SUR LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES

Définition

Les leucémies aigués forment un groupe hétérogéne d’hémopathies malignes
caractérisées par la prolifération de cellules immatures appelées « blastes ». On
distingue deux types principaux de leucémies aigués : les leucémies aigués myéloides
(LAM) et les leucémies aigués lymphoides (LAL). Les LAM se définissent par
linfiltration de la moelle osseuse (MO), du sang et potentiellement d’autres tissus par
des cellules hématopoiétiques myéloides anormalement bloquées dans leur

différenciation, a la différence des LAL qui impliquent des cellules lymphoides.
Epidémiologie
Les LAM représentent 1,0% des nouveaux cas de cancers et sont ainsi
considérées comme un cancer rare (Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program 2024). Leur incidence n’a pas varié significativement entre 2012 et 2021 et

se situe autour de 4,2 cas pour 100 000 personnes par an (Figure 1) (Surveillance,

Epidemiology, and End Results Program 2024).

3WM—V—V—V—V+V4—'—V—‘—V—V—'—V4—FF¢¥H

Rate Per 100,000 Persons

0
1992 1996 2000 2004 2008 2012 2016 2022
Year

Rate of New Cases v Death Rate

Figure 1 : Taux de nouveaux cas de leucémies aigués myéloides et taux de déces
liés aux leucémies aigués myéloides entre 1992 et 2022 (Surveillance,
Epidemiology, and End Results Program 2024)
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Les LAM touchent préférentiellement les hommes : le sex ratio hommes/femmes
estde 1,19 (Linet et al. 2024). L’age médian au diagnostic est de 69 ans (Surveillance,
Epidemiology, and End Results Program 2024). La survie relative a 5 ans a augmenté
de facon linéaire entre 1975 et 2016 (Figure 2) et s’éleve désormais a 31,9%

(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program 2024).

40
35
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5-Year Relative Survival

Figure 2 : Survie relative a 5 ans des patients atteints de leucémies aigués
myéloides entre 1975 et 2016 (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program
2024)

Les études cliniques distinguent classiquement trois types de LAM : les LAM
secondaires a une hémopathie maligne, les LAM secondaires a un traitement, et les
LAM de novo, par opposition aux deux premiéres catégories. Au total, 16 a 24% des
LAM sont secondaires a une autre hémopathie maligne, le plus souvent un syndrome
myélodysplasique (SMD), parfois un syndrome myéloprolifératif (SMP) ou encore un
SMD/SMP (Juliusson et al. 2009; Lachowiez et al. 2023). Les LAM secondaires a un
SMD sont associées a des mutations et des anomalies cytogénétiques spécifiques
(RFL-Tableau 1). Dix a quinze pour cent des LAM sont secondaires a un traitement
(H. Déhner et al. 2022). L’incidence de ce type de LAM augmente en raison de
I'évolution des chimiothérapies employées dans les tumeurs solides (Morton et al.
2019) et de la hausse du nombre de survivants de cancers (Voso, Falconi, et Fabiani
2021). Parmi les traitements en cause, on peut citer les agents alkylants, la
radiothérapie, les inhibiteurs de topoisomérase Il et les sels de platine (Morton et al.
2019; Voso, Falconi, et Fabiani 2021). Le traitement peut avoir un effet mutagéne
direct (Schwartz et al. 2021) ou alors sélectionner des clones chimio-résistants qui
préexistaient a l'introduction du traitement (T. N. Wong et al. 2015).
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Plusieurs facteurs prédisposant aux LAM ont été identifiés, notamment des
mutations germinales et I'exposition a certains agents non thérapeutiques. Plus de
10% des patients atteints de LAM présentent une prédisposition germinale aux
hémopathies, impliquant un éventail de génes trés large dont la liste est régulierement
actualisée (Yang et al. 2022). On distingue les mutations germinales associées a des
syndromes affectant plusieurs organes (e.g trisomie 21, maladie de Fanconi), les
mutations germinales associées a des anomalies plaquettaires constitutionnelles (e.g
RUNX1, ETV6), et les mutations germinales qui ne sont pas associées a des
syndromes ou des anomalies plaquettaires constitutionnelles (e.g DDX41, CEBPA)
(Khoury et al. 2022). Parmi les agents non thérapeutiques associés au développement
de LAM, on peut citer le tabac (Fircanis et al. 2014), le benzéne (Linet et al. 2019), les
dioxines, les pesticides, le formaldéhyde, ou encore les radiations ionisantes (Shallis
et al. 2021).

Circonstances de découverte

e Eléments cliniques

L’accumulation de blastes dans la MO conduit a une insuffisance médullaire
d’apparition brutale. Ainsi, les signes cliniques peuvent inclure une fatigue, une paleur
et un essoufflement (en lien avec le syndrome anémique), une susceptibilité aux
infections (en lien avec la neutropénie) et un syndrome hémorragique, en particulier
cutanéo-muqueux (en lien avec la thrombopénie et éventuellement une coagulation
intravasculaire disséminée [CIVD] associée). L’accumulation de blastes dans d’autre
organes peut se traduire par une splénomégalie, une hépatomégalie, des
adénopathies, des douleurs osseuses, des atteintes cutanéo-muqueuses, un

syndrome de leucostase ou encore des atteintes neuroméningées.

e Eléments biologiques

L’apparition rapide de cytopénies inexpliquées et d’une hyperleucocytose
associée a la présence de blastes circulants doivent faire évoquer une LA. Par ailleurs,
d’autres anomalies biologiques peuvent étre observées en lien avec un syndrome de

lyse tumoral ou une CIVD.
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Bilan initial et classification

Deux classifications diagnostiques distinctes des LAM ont émergé en 2022 : |la
classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 2022 (Khoury et al. 2022)
et I'International Consensus Classification (ICC) (Arber et al. 2022). Toutefois, les deux
propositions se recoupent largement. Etant donné que la classification pronostique de
référence (I'European LeukemiaNet [ELN] 2022) (H. Doéhner et al. 2022) se référe a la
classification ICC, ce manuscrit s’appuie sur la classification ICC dans un souci de

simplification.

Les examens biologiques a réaliser au diagnostic de LAM comprennent un
examen cytologique du sang et de la MO, un immunophénotypage, un caryotype
conventionnel (accompagné ou non d’une technique d’ hybridation fluorescente in situ
[FISH]) et une recherche des mutations récurrentes par biologie moléculaire (H.
Dohner et al. 2022).

L’examen cytologique du sang et de la MO demeure indispensable pour établir
le diagnostic de LAM. Tout d’abord, il permet de réaliser un décompte des blastes. La
classification ICC distingue les LAM avec anomalie génétique récurrente, dont le
diagnostic nécessite plus de 10% de blastes dans le sang ou la MO, et les autres LAM,
dont le diagnostic nécessite plus de 20% de blastes dans le sang ou la MO (RFL-
Tableau 1). Par ailleurs, une nouvelle catégorie nommée SMD/LAM a été créée et
désigne les patients sans anomalie génétique récurrente présentant entre 10 et 19%
de blastes dans le sang ou la MO (RFL-Tableau 1) (Arber et al. 2022). De plus,
'examen cytologique ainsi que les tests cytochimiques (e.g le test a la
myélopéroxydase) permettent de mettre en évidence la nature myéloide des blastes.
Le systéme de classification French American British (FAB) est trés utilisé par les
cytologistes et se fonde sur des critéres cytologiques et cytochimiques (Bennett et al.
1976, 1985).

L’immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) consiste en 'étude de
marqueurs de surface et de marqueurs intracellulaires. Au diagnostic de LA, il convient
d’étudier les marqueurs associés a la lignée myéloide ainsi que les marqueurs
associés aux lignées lymphoides B et T, afin de distinguer les LAM, les LAL et les LA
bi-phénotypiques (H. Déhner et al. 2022). La mise en évidence d’une LAM repose sur
I'évaluation de I'expression de plusieurs marqueurs car aucun marqueur n’est exprime

dans la totalité des LAM (H. Déhner et al. 2022). La CMF peut également mettre en
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évidence des immunophénotypes aberrants spécifiques des clones leucémiques
(Leukemia-associated immunophenotypes [LAIP]), qui constituent des marqueurs de

suivi de la maladie résiduelle (MRD).

Il est indispensable de réaliser un caryotype conventionnel au diagnostic de LAM,
afin de rechercher des anomalies chromosomiques numériques et structurelles (H.
Doéhner et al. 2022). Cet examen permet de préciser le sous-type diagnostique de LAM
(RFL-Tableau 1) et le pronostic associé (RFL-Tableau 2). Si le caryotype
conventionnel échoue, la FISH peut étre utilisée afin de rechercher des anomalies
spécifiques telles que les translocations RUNX1::RUNX1T1 et CBFB::MYH11, les
translocations impliquant KMT2A ou MECOM, et les anomalies associées aux SMD

(perte des segments 5q, 7q ou 17p) (H. Déhner et al. 2022).

Les approches de biologie moléculaire permettent de rechercher un grand
nombre d’altérations récurrentes ayant un impact diagnostique, pronostique et/ou
thérapeutique dans la LAM (RFL-Tableau 3) (H. Déhner et al. 2022). La place actuelle
des outils moléculaires dans la prise en charge des LAM est approfondie dans la revue
« Place des outils moléculaires dans les leucémies aigués myéloides en 2023 ». Cette
revue est reproduite d’aprés Romane Joudinaud, Elise Fournier et Augustin Boudry.
Place des outils moléculaires dans les leucémies aigués myéloides en 2023. Revue
Francophone des Laboratoires 2023. 551 : 52-63. Copyright © 2023 Elsevier Masson
SAS. Tous droits réservés.
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RESUME

Les nouvelles classifications génétiques des leucémies aigués myéloides parues en 2022 ont accru considérablement
le nombre de marqueurs d’intérét diagnostique, pronostique ou thérapeutique. Les outils biologiques permettant
la recherche simultanée de ces altérations, tels que le séquengage a haut débit et la RT-MLPA, se révelent ainsi
précieux. Ces techniques offrent un débit important compatible avec la décision clinique. De surcroit, 'importance
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capitale de 'évolution de ces marqueurs génétiques pendant et aprés traitement a été
démontrée. Si la PCR quantitative et la PCR digitale demeurent les techniques molé-
culaires les plus sensibles et les plus largement utilisées pour 'évaluation de la maladie
résiduelle, la place et les performances du séquengage a haut débit, permettant en
théorie le suivi de toutes les leucémies aigués myéloides, sont encore a I'étude.

ABSTRACT

The role of molecular tools in acute myeloid leukemia
in 2023

New genetic classifications of acute myeloid leukemia published in 2022 have
substantially increased the amount of markers of diagnostic, prognostic or the-
rapeutic significance. Biological tools allowing for simultaneous assessment of
these alterations, such as high-throughput sequencing and RT-multiplex ligation-
dependent probe amplification, are thus proving to be highly valuable. These
technologies provide a high flow rate suitable for clinical management. More-
over, crucial relevance of the course of these genetic markers both during and
following treatment has been demonstrated. Although quantitative PCR and
digital PCR remain the most sensitive and widely used molecular techniques
for measurable residual disease monitoring, the position and performances of
high-throughput sequencing, theoretically enabling the follow-up of all acute
myeloid leukemias, are still under investigation.
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D Introduction

Les leucémies aigués myéloides (LAM) forment
un groupe d’hémopathies malignes agressives
phénotypiquement et génotypiquement hété-
rogénes [], diagnostiquées a un dge médian
de 68 ans [2]. Elles se définissent par l'infil-
tration de la moelle osseuse, du sang et
potentiellement d’autres tissus par des
cellules hématopoiétiques myéloides anorma-
lement bloquées dans leur différenciation.
Plus de 70 % des adultes agés de moins de
60 ans parviennent a la rémission complete [3].
Cependant, une part importante de ces
patients rechute : les taux de deuxiéme rémis-
sion compléte sont alors beaucoup plus
faibles. Ainsi, la survie a cinq ans demeure
inférieure a 25 % [2]. Le diagnostic des LAM
a longtemps reposé sur des critéres morpho-
logiques, cytochimiques et immunologiques [4,5].
Les caractéristiques cytogénétiques et molé-
culaires ont été intégrées peu a peu dans
les classifications utilisées en pratique cli-
nique afin de diviser les LAM en catégories
de pronostic distinct, en termes de survie
globale et de risque de rechute [6-8]. La strati-
fication pronostique est déterminante pour le
recours a certaines options thérapeutiques.
Ainsi, I'allogreffe de cellules souches hémato-
poiétiques (CSH) est réservée aux patients ne
présentant pas un pronostic favorable [9].

Les nouvelles classifications de I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), de I’Inter-
national consensus classification (ICC) et de
I’European LeukemiaNet (ELN) parues en
2022 ont accru considérablement le nombre
de marqueurs génétiques d’intérét diagno-
stique, pronostique ou thérapeutique dans la
LAM [1,10,11] (tableaux I et 2). Les outils
biologiques permettant de regrouper la
recherche initiale des variations ponctuelles
de 'ADN ou des transcrits de fusion de
maniére simultanée — respectivement le
séquencage a haut débit (HTS) et I'amplifi-
cation multiplex de sondes dépendant d’une
ligation aprés rétrotranscription de '’ARN
(RT-MLPA) — se révélent ainsi précieux.
Ces techniques offrent un débit important
compatible avec la décision clinique [1]. De sur-
croit, 'importance capitale de 'évolution de ces
marqueurs génétiques pendant et aprés traite-
ment a été établie [12]. La PCR quantitative
en temps réel (QPCR) demeure la technique
de biologie moléculaire la plus utilisée pour
I’évaluation de la maladie résiduelle (MRD).
La PCR digitale (ddPCR) offre des perfor-
mances similaires et présente 'avantage d’une
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Tableau 1. Classification ICC des LAM.

LAM (si plus de 20 % de blastes

dans le sang/MO) ou SMD/LAM

(si 10a 19 % de blastes dans le
sang/MO)

LAM avec anomalie génétique
récurrente (plus de 10 % de blastes
dans le sang/MO)'

LAM avec mutation TP53
(si VAF supérieure ou égale a 10 %)

LAP avec t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA
ou autre translocation impliquant RARA

LAM avec mutation d’un géne
associé aux SMD :ASXL17, BCOR,
EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, ZRSR2

LAM avec t(8;21)(q22:q22.1)/
RUNX1:RUNXTTT

LAM avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)
(p13.1;922)/CBFB:MYH 11

LAM avec des anomalies
cytogénétiques associées aux SMD?

LAM avec t(%11)(p21.3;q23.3)/
MLLT3::KMT2A ou autre translocation
impliquant KMT2A

LAM sans autre particularité

LAM avec t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK:NUP2 14

LAM avec inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)
(921.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVIT) ou
autre translocation impliquant MECOM

LAM avec d’autres translocations
récurrentes rares’

LAM avec mutation NPM1

LAM avec mutation CEBPA touchant le
domaine bZIP sans décalage du cadre de
lecture (monoallélique ou biallélique)

LAM avec t(9;22)(q34.1:q1 1.2)/BCR:ABLT’

ICC : International consensus classification ; LAM : leucémie aigué myéloide ;
LAP :leucémie aigué promyélocytaire ; MO : moelle osseuse ;
SMD : syndrome myélodysplasique ; VAF : fréquence allélique.

I Le seuil de blastes est fixé 2 10% dans le sang ou la moelle osseuse, excepté
concernant les LAM avec t(9;22)(q34.1;q1 1.2)/BCR::ABL7 pour lesquelles
le seuil est fixé a 20 %, afin de tenir compte du chevauchement avec les
formes accélérées de leucémie myéloide chronique BCR::ABL7-positive.

LAM avec d’autres translocations récurrentes rares :

LAM avec t(1;3)(p36.3;921.3)/PRDM16::RPNT ; LAM (mégacaryoblastique)
avec t(1;22)(p13.3;q13.1)/RBM15:MRTF1 ; LAM avec t(3;5)(q25.3;q35.1)/
NPM1:MLF1 ; LAM avec t(5;11)(g35.2;p15.4)/NUP98:NSD 1 ; LAM avec
t(7;12)(q36.3;p13.2)/ETV6:MNX1 ; LAM avec t(8;16)(pl 1.2;p13.3)/
KAT6A::CREBBP ; LAM avec t(10;11)(p12.3;q14.2)/PICALM::MLLT10 ; LAM
avec t(11;12)(p15.4;p13.3)/NUP98::KMD5A ; LAM avec NUP98 et d’autres
partenaires ; LAM avec t(16;21)(p|1.2;q22.2)/FUS::ERG ; LAM avec
t(16;21)(q24.3;q22.1)/RUNX1::CBFA2T3 ; LAM avec inv(16)(p13.3q24.3)/
CBFA2T3:GLIS2.

Anomalies suffisantes pour établir le diagnostic de LAM

avec des anomalies cytogénétiques associées aux SMD :

* caryotype complexe :au moins trois anomalies chromosomiques
clonales indépendantes en I'absence d’anomalies génétiques récurrentes
définissant une autre classe ;

* anomalies clonales : del(5q)/t(5q)/add(5q) ; -7/del(7q) ; +8;del(12p)/t(12p)/
add(12p) ; i(17q),-17/add(17p) ou del(17p) ;del(20q) ; et/ou idic(X)(ql 3).

~

@'aprés [r. J
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Tableau 2. Stratification pronostique des
LAM en fonction des altérations génétiques

identifiées au diagnostic, selon I'ELN 2022.

g:tﬁfg:;i: Anomalie génétique
* t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1:RUNXTT 1
« inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22)/
CBFB:MYH 11!
Favorable * Mutation de NPM1 sans mutation FLT3-ITD'?

* LAM avec mutation CEBPA touchant le
domaine bZIP sans décalage du cadre de
lecture (monoallélique ou biallélique)

* Mutation FLT3-ITD avec mutation NPM1'2
* Mutation FLT3-ITD sans mutation NPM1
* t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3:KMT2A!
* Autre anomalie moléculaire

ou cytogénétique non classée

comme favorable ou défavorable

Intermédiaire

* t(6;9)(p23;q34.1)/DEK::NUP2 14

* t(v;11q23.3)/KMT2A-réarrangé?

* 1(9;22)(q34.1;q1 1.2)/BCR::ABL1

= t(8;16)(p!l I;p13)/KAT6A::CREBBP

* inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)
(921.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVI1)

* t(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-réarrangé

* -5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)

* Caryotype complexe, caryotype
monosomal*

* Mutation ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3BI, SRSF2, STAG2, U2AF1 ou ZRSR2°

* Mutation TP53 (si VAF supérieure ou
égale a 10 %)

Défavorable

ELN : European LeukemiaNet ; LAM : leucémie aigué

myéloide ; VAF : fréquence allélique.

I La catégorie de risque assignée initialement peut
étre modifiée au fil de la prise en charge en fonction
des résultats des analyses de maladie résiduelle.

2 Les LAM mutées NPM 1 présentant des anomalies
cytogénétiques de mauvais pronostic sont
catégorisées de mauvais pronostic.

3 Duplications partielles de KMT2A (PTD) exclues.

4 Caryotype complexe : au moins trois anomalies
chromosomiques indépendantes en I'absence
d’anomalies génétiques récurrentes définissant une
autre classe ; excluant les caryotypes hyperdiploides
avec au moins trois trisomies (ou polysomies)
sans anomalies structurales.

Caryotype monosomal : présence d’au moins

deux monosomies distinctes (excluant les pertes de
X ou deY), ou d’une seule monosomie autosomique
combinée a au moins une anomalie chromosomique
structurale (excluant les LAM a Core binding factor).

> Ces marqueurs ne conférent pas un pronostic
défavorable s’ils sont associés a des anomalies
de pronostic favorable.

\D'aprés [l] J
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quantification absolue. Elle permet ainsi d’augmenter
le nombre de marqueurs éligibles en se passant de
plasmides de calibration. Le HTS, encore a I'étude dans
I’évaluation de la MRD, permettrait le suivi simultané de
plusieurs marqueurs. Le principe de ces technologies
récentes, ainsi que leur positionnement envisageable
en 2023, sont décrits ici.

D Principes techniques
Séquencage a haut débit

Bien que les techniques conventionnelles, telles que le
séquencage direct de Sanger (permettant la recherche
de variations ponctuelles de TADN) ou l'analyse de frag-
ments (permettant d’identifier des insertions ou délétions
de nucléotides), soient encore employées dans de nom-
breux laboratoires, le séquengage a haut débit, ou séquen-
cage de nouvelle génération (NGS), a représenté un
véritable saut technologique et tend ainsi naturellement
a les remplacer. Si ses premiéres applications ont surtout
été axées sur le séquengage du génome entier dans le but
d’identifier de nouvelles anomalies moléculaires, il s’est
implanté au cours des dix derniéres années dans la plupart
des laboratoires hospitaliers avec essentiellement
des approches de séquengage ciblé. Contrairement au
séquencage standard de Sanger,le HTS permet la mutua-
lisation des échantillons et des cibles d’intérét (génes,
exons, hotspots, etc.) dans une analyse rapide unique
entrainant in fine une diminution drastique du temps,
du colt et du matériel biologique nécessaires a I'établis-
sement d’un profil génomique complet.

Plusieurs technologies de HTS ont été développées
présentant chacune certains avantages et certaines
contraintes selon le type d’enrichissement des librai-
ries (capture ou PCR multiplex) et le type de lecture
du séquenceur (variation de pH, détection de fluores-
cence) [13-15]. Lapproche la plus utilisée demeure
celle de la société lllumina® qui a progressivement
monopolisé le marché mondial a I'aide d’'une méthode
brevetée fondée sur des terminateurs de chaine réver-
sibles fonctionnant en quatre grandes étapes (figure 1) :

la préparation de la librairie, qui consiste a indexer les
différents échantillons et a enrichir en régions d’intérét ;

’amplification clonale des produits d’enrichissement
sur une surface appelée flow-cell aboutissant a la
formation de clusters ;

le séquencage des clusters, fondé sur 'emploi de
nucléotides terminateurs réversibles. Ce procédé
permet la détection des bases au fur et a mesure de
leur incorporation, grace a une caméra haute précision
générant des données brutes ;

I'analyse bio-informatique des données brutes a I'aide
d’un pipeline comprenant le traitement, le nettoyage,
I’alignement au génome de référence et enfin I'identi-
fication (ou appel) des variants.
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Figure 1. Procédure de séquencage a haut débit avec la technologie Illumina®.

(i) Préparation de la librairie (ii) Amplification clonale
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(i) Apres fragmentation de ’ADN génomique, des index (permettant 'identification de I’échantillon), ainsi que des adaptateurs, sont

couplés aux extrémités des fragments par ligation.
(ii) Les fragments d’intérét, préalablement sélectionnés, sont amplifiés individuellement sur une surface appelée flow-cell afin de former

des clusters.

(iii) Le séquencage est réalisé grice 4 la synthése de brins complémentaires. A chaque cycle de séquengage, chaque brin ’ADN en
formation incorpore un type de nucléotide terminateur réversible (A, T, C ou G) marqué par un fluorophore caractéristique du
type de nucléotide. Les bases sont détectées au fur et a mesure de leur incorporation grace a une caméra haute précision per-
mettant de discerner la séquence de chaque cluster. En définitive, chaque fragment initial ayant donné naissance a un cluster est

ainsi associé a une séquence appelée read.
(iv) Les reads sont alignés au génome de référence afin d’identifier les variants. La VAF d’un variant correspond a la proportion de

reads variants parmi les reads totaux.
kALT : alternatif ; CHROM : chromosome ; POS : position ; REF : référence ; VAF : fréquence allélique. j
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Figure 2. Principe de la technologie RT-MLPA appliquée

a l'identification des transcrits de fusion.

—

Hybridation

Ligation

Il Bl Régions complémentaires aux amorces universelles

Bl " Demi-sondes

Les demi-sondes spécifiques,
couplées a des séquences
reconnues par des amorces
de PCR universelles,

sont ajoutées au milieu
réactionnel contenant ’TADN
complémentaire (isolé par
rétrotranscription de ’ARN
de 'échantillon).

Les demi-sondes s’hybrident
de fagon adjacente sur les
séquences RUNXT et RUNXTT1,
de part et d’autre de la jonction
aberrante du transcrit de fusion.
Puis, la ligase est incorporée
pour catalyser la formation
de liaisons covalentes entre
les demi-sondes hybridées.
La sonde compleéte est

par la suite amplifiée par
PCR a 'aide des amorces
universelles se fixant a ses
deux extrémités.

Outre les ressources informatiques,
le HTS nécessite I'intervention de
personnel qualifié pour P'analyse et
Pinterprétation clinique des données
A I'heure actuelle, bien que de nom-
breuses institutions aient la capacité
d’acheter des équipements de HTS, ces
deux écueils cantonnent sa pratique
a quelques centres.

Amplification multiplex
de sondes dépendant
d'une ligation

La MLPA est une technique de biologie
moléculaire semi-quantitative commu-
nément employée dans le domaine
de I'onco-hématologie depuis son
développement en 2002 [21].Elle pos-
sede un large champ d’application
incluant la détermination du nombre
de copies d’un geéne ou partie d’un

\_

J
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A noter que si la plupart des laboratoires de biologie
moléculaire francais impliqués dans la prise en charge
des hémopathies malignes proposent actuellement
un séquencage ciblé confinant I'analyse a quelques
régions de génes ou génes entiers, des plateformes
dites de trés haut débit réalisent le séquencage de
I’exome entier (whole exome sequencing), explorant
toutes les régions codantes, voire le séquencage du
génome entier (whole genome sequencing) permettant
d’appréhender a la fois les régions codantes et non
codantes, ces derniéres représentant plus de 98 % du
génome [16].1l existe actuellement deux plateformes
de trés haut débit déployées dans le cadre du plan
France Médecine Génomique 2025 : SeqOIA (en lle-
de-France) et AURAGEN (en Auvergne-Rhéne-Alpes).
Grace a la bio-informatique mise en oceuvre par un
large éventail de langages de programmation, le
domaine d’application du HTS a été élargi bien au-dela
de la simple détection de substitutions et d’insertions/
délétions. Les avancées dans ce champ permettent
notamment la détection des duplications en tandem
(par exemple FLT3-ITD [17]), difficiles a repérer de
maniére fiable avec les approches classiques, des ano-
malies du nombre de copies des génes (CNV) [18]
et des inversions/translocations [19]. Il devient ainsi
envisageable a court terme de disposer de techniques
de HTS permettant de connaitre 'ensemble des carac-
téristiques génétiques nécessaires a la prise en charge
des LAM en pratique clinique [20]. Néanmoins ces
évolutions reposent, d’une part, sur I'acquisition de
systémes informatiques toujours plus sophistiqués
permettant un traitement rapide ainsi qu’un stoc-
kage massif des données et, d’autre part, sur I'exploi-
tation de ces systémes par des bio-informaticiens.
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géne, I'identification de I’état de
méthylation de ’ADN et la détection
de réarrangements chromosomiques. Elle peut
permettre I’analyse de ’ADN ou de ’ARN apreés
rétrotranscription (RT-MLPA).

Son principe général repose sur la réalisation d’'une
PCR multiplex (permettant 'amplification de cibles
diverses) a I'aide de demi-sondes spécifiques cou-
plées a des séquences reconnues par des amorces de
PCR universelles (figure 2). Dans un premier temps,
ces demi-sondes sont ajoutées au milieu réactionnel
contenant la matrice afin de permettre leur hybrida-
tion aux séquences cibles. Puis, une ligase est incor-
porée pour catalyser la formation de liaisons covalentes
entre les demi-sondes hybridées de facon adjacente.
Seules les sondes complétes sont par la suite ampli-
fices par PCR a I'aide des amorces universelles se
fixant a leurs deux extrémités. L'identification des
sondes complétes amplifiées peut étre réalisée
directement (par séquengage) ou indirectement,
en analysant des marqueurs sondes-spécifiques
(par exemple des marqueurs de taille). Les diverses
cibles étant amplifiées a I'aide d’une paire unique
d’amorces universelles, la MLPA contourne les problé-
matiques inhérentes a I'utilisation d’amorces multiples.
Ainsi, elle permet d’étudier des centaines de
séquences différentes de fagon simultanée.

PCR digitale

La ddPCR est une méthode récente développée pour
la quantification de séquences d’acides nucléiques.
A Pinstar de la qPCR, elle repose sur 'amplification
d’une région cible contenant une séquence d’intérét
spécifiquement reconnue par une sonde d’hydrolyse
(sonde TagMan) (figure 3).Le signal résulte de la libération
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Figure 3. Systémes de PCR digitale.
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Q: Sens ; AS : Antisens ; AF : Fréquence allélique ; N : nombre de copies.

La PCR digitale repose sur I'amplification d’une région cible contenant une séquence d’intérét spécifiquement reconnue par une sonde
d’hydrolyse (sonde TagMan). A chaque cycle de PCR, les sondes hybridées a leur séquence complémentaire sont hydrolysées par la DNA
polymérase et libérent alors des molécules fluorescentes. Lorsque I'analyse est effectuée sur ADN, le résultat est volontiers exprimé en
fréquence allélique a l'aide de deux sondes couplées a des fluorochromes distincts : 'une dirigée contre l'allele muté et I'autre contre I'alléle
sauvage. Lorsque I'analyse est effectuée sur ARN (par le biais d’une rétrotranscription), le résultat est volontiers exprimé en ratio a l'aide de
deux sondes couplées a des fluorochromes distincts : 'une dirigée contre I'allele muté et l'autre contre un gene de ménage.

v

de molécules fluorescentes lors du
clivage (par la DNA polymérase) des
sondes hybridées a leur séquence
complémentaire. La ddPCR provient
de l'apport de trois modifications
majeures a la technique de qPCR :
» réalisation de la réaction de PCR
dans des milliers ou millions de
compartiments ;

» mesure « binaire » ou « digitale »
de la fluorescence en point final
(I = présence de signal fluorescent,
0 = absence de signal fluorescent) ;

» estimation du nombre de copies
dans I'échantillon initial a I'aide de
la loi de Poisson (figure 4).

Tout d’abord, le volume réactionnel
total (matrice d’acides nucléiques et
réactifs) est réparti dans un grand
nombre de compartiments de trés
faible volume (de I'ordre du nano-
litre). Les molécules d’ADN sont
distribuées aléatoirement dans ces
compartiments contenant en défi-
nitive aucune copie, une seule copie
ou plusieurs copies ’ADN. La tech-
nique de partitionnement varie

Figure 4. Principe de la PCR digitale en émulsion.

(i) Partitionnement

(i) Amplification

(iii) Détection

00000

OJOI0ION6,

Dans cet exemple, deux séquences différentes
sont spécifiquement ciblées a I'aide de deux
sondes couplées a des fluorochromes distincts
(un bleu et un vert). L'allele variant et l'alléle
sauvage (ou un géne de référence) peuvent ainsi
&tre quantifiés simultanément.

(i) L'échantillon est réparti dans un grand
nombre de gouttelettes aqueuses de
trés faible volume, en milieu huileux.
Les molécules ’ADN sont distribuées
aléatoirement dans les gouttelettes contenant
en définitive aucune molécule, une seule
molécule ou deux molécules d’ADN.

(i) Les réactions de PCR permettant
d’amplifier les séquences cibles sont
accomplies indépendamment dans les
différents compartiments

(iii) Les signaux fluorescents sont mesurés dans
chaque gouttelette a l'issue des réactions
de PCR (lecture en point final). Les fluores-
cences propres a chaque fluorochrome
sont évaluées dans deux canaux d’émission
distincts. Les gouttelettes émettant une
fluorescence supérieure au seuil (trait pointillé
- noir) sont considérées comme positives (1)
et les autres comme négatives (0).
A partir de cette énumération de résultats
positifs ou négatifs, la loi de Poisson permet
d’évaluer le nombre de cibles initialement
présentes dans I’échantillon. J

© A.Boudry

Revue FRANCOPHONE DEs LABORATOIRES * N° 551 ¢ AvriL 2023 57

27



Dossier scientifique

selon les fabricants : la plus employée est la création
de nano-gouttelettes aqueuses dans un milieu huileux
(émulsion eau/huile, Biorad®). A la suite du partition-
nement, les réactions de PCR sont réalisées indépendam-
ment dans les différents compartiments qui constituent
autant de nano-réacteurs distincts. Le partitionnement
permet d’augmenter la proportion relative de I'anomalie
d’intérét dans les compartiments néoformés et de
réduire 'impact des inhibiteurs ainsi que la compétition
entre les cibles. Il facilite de ce fait la détection du signal
et in fine la mise en évidence d’événements rares [22].

Par la suite, les gouttelettes sont alignées dans un fin capil-
laire et analysées individuellement en défilant succes-
sivement devant un détecteur (selon un mécanisme
d’hydrofocalisation). La majorité des appareils actuel-
lement disponibles permettent de mesurer la fluores-
cence dans deux canaux d’émission distincts et sont

ainsi compatibles avec I'emploi de deux fluorochromes.

Les gouttelettes émettant une fluorescence supérieure

Tableau 3. Panel de génes a explorer
par séquencage a haut débit au diagnostic

de LAM, selon I'ELN 2022.

Délai souhaitable
pour le rendu des

Génes a séquencer
au diagnostic

résultats
FLT3',IDH1,IDH2 3a5jours
NPM1 3a5jours

CEBPA, DDX41,TP53,ASXL1,
BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,
SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2

Premier cycle

Autres genes recommandés
au diagnostic? : ANKRD26,
BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R,
DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2,
KIT, KRAS, NRAS, NF1, PHF6,
PPM1D, PTPN11, RAD21,
SETBP1,TET2,WT1

ELN : European LeukemiaNet ; LAM : leucémie aigué

myéloide.

! Les altérations d’intérét comprennent les mutations
FLT3-TKD et FLT3-ITD. Les anomalies FLT3-ITD étant
difficiles a repérer par séquengage a haut débit,

il convient de les rechercher également par
électrophorése capillaire (analyse de fragments).

2 Les résultats de ces génes ne sont pas nécessaires
pour établir le diagnostic ou pour identifier des cibles
thérapeutiques exploitables, mais ils peuvent étre
utilisés pour le suivi ultérieur de la maladie par HTS
(a Pexception des mutations compatibles avec une
hématopoiése clonale pré-leucémique), bien que
le HTS soit encore a I'étude dans cette application.

KD'aprés [
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au seuil sont considérées comme positives et les autres
comme négatives. La technologie étant fondée sur
I’énumération d’une série de résultats positifs (1) ou
négatifs (0), elle a été qualifiée de « binaire » ou « digi-
tale ». La quantification par ddPCR s’appuie sur la mesure
de signaux de fluorescence en point final, tandis que la
quantification par qPCR repose sur la mesure du signal
fluorescent a la phase exponentielle d’amplification de la
PCR. Lanalyse du signal en point final diminue I'exigence
d’efficacité portant sur la réaction de PCR [23].

La distribution aléatoire des cibles lors du partition-
nement ainsi que I'indépendance des réactions de PCR
permettent de modéliser la ddPCR a l'aide de la loi de
Poisson. Le caractére aléatoire de la répartition des
cibles signifie qu’une cible donnée a la méme proba-
bilité d’étre intégrée dans chacun des compartiments
lors du partitionnement. Il implique également que les
molécules cibles se déplacent indépendamment les unes
des autres et n’interagissent pas entre elles. L'appli-
cation de la loi de Poisson a la ddPCR permet d’estimer
le nombre de copies de la cible initialement présentes
dans I'échantillon a partir du nombre de compartiments
positifs mesurés [24]. Au total, la ddPCR permet une
quantification absolue de la cible et dispense ainsi de la
réalisation d’une courbe d’étalonnage.

D Applications dans la prise
en charge des leucémies
aigués myéloides
Exploration initiale

Précision sur les classifications

des leucémies aigués myéloides

Deux classifications diagnostiques distinctes des LAM
ont émergé en 2022 : la classification OMS 2022 et
'ICC [10,11], les deux propositions se recoupant
largement. Etant donné que la classification pronostique
de référence (’'ELN 2022) se réfere a la classification
ICC [I], cette revue s’appuie sur la classification ICC
dans un souci de simplification.

Place du séquencage a haut débit

dans I’exploration initiale

En pratique, le séquencage ciblé permet d’explorer un
grand nombre d’altérations récurrentes ayant un impact
diagnostique, pronostique et/ou thérapeutique dans la
LAM [I] (tableau 3).

La classification ICC des LAM, établie en 2022, a accru
le nombre d’entités diagnostiques moléculairement
définies en regard de la classification OMS 2016 [8,11]
(tableau ). Les patients présentant une mutation tou-
chant ASXL1,BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, ou ZRSR2 sont désormais inclus dans le nouveau
sous-type « LAM avec des mutations génétiques associées



aux syndromes myélodysplasiques (SMD) », indé-
pendamment de I'histoire de la maladie [25-27].
De plus, la présence d’une mutation oncogénique de
TP53 a une fréquence allélique (VAF) supérieure ou
égale a 10 % définit un nouveau sous-type de LAM
(la VAF d’un variant correspond a la proportion de reads
variants parmi les reads totaux). Le seuil de blastes per-
mettant d’établir le diagnostic de LAM a été abaissé a
10 % en présence d’une mutation touchant NPM1 ou
CEBPA. Toutes les mutations incluses dans une entité
diagnostique de I'lCC sont associées a un impact pro-
nostique selon 'ELN 2022 [I] (tableau 2), alors que
seules les mutations des génes NPM1, FLT3 (FLT3-ITD),
CEBPA (bi-alléliques), RUNXT,ASXLT et TP53 étaient
comprises dans la stratification pronostique précé-
dente de 'ELN [28]. Les altérations FLT3-ITD conférent
désormais un risque intermédiaire indépendamment du
ratio allélique de la mutation (tableau 2).1l est recom-
mandé d’explorer les mutations de NPM1

ainsi que certaines altérations pouvant
faire I'objet de thérapies ciblées (FLT3,
IDH1, IDH2) dans les cinq premiers
jours suivant la découverte de la
maladie [I] (tableau 3). En opti-
misant I'organisation du labo-
ratoire, elles peuvent étre recher-
chées par HTS sans retarder
la décision thérapeutique.
Néanmoins, d’autres technologies
telles que le séquencage de Sanger,
I'analyse de fragments ou la ddPCR
permettent d’identifier aisément les
cibles actionnables ainsi que les muta-
tions de NPM1 dans un délai de 48 heures.
Par ailleurs, plus de 10 % des patients atteints

de LAM présentent une prédisposition germinale aux
hémopathies, impliquant un éventail de génes trés large
dont la liste est régulierement actualisée [29]. Les muta-
tions du géne DDX41 étant les plus fréquemment détec-
tées, il est désormais préconisé de les explorer systé-
matiquement a la découverte d’une LAM. Le criblage
des autres genes mis en cause dans les prédispositions
germinales est recommandé en cas de forte suspicion
clinique (age jeune, antécédents personnels/familiaux
d’hémopathie ou autres cancers) et peut étre réalisé
aisément par HTS [1]. Les laboratoires établissant le
profil génétique des LAM par HTS peuvent également
mettre en évidence des prédispositions de maniére
fortuite. Le caractére germinal d’'une altération doit étre
soupgonné lorsqu’elle concerne un géne prédisposant
aux hémopathies et que saVAF est mesurée autour de
50 % (altération monoallélique) ou 100 % (altération
biallélique). Si une mutation germinale est suspectée,
il convient d’orienter le patient vers une consultation
de conseil génétique afin d’établir le caractere soma-
tique ou constitutionnel de laltération et de réaliser
une enquéte familiale pour identifier d’autres porteurs.
Lanalyse et I'interprétation des résultats doivent étre

La RT-MLPA
permet de
cribler la multitude
de partenaires
impliqués dans ces
réarrangements
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réalisées par un praticien ayant obtenu un agrément
de l'agence de la biomédecine. Lidentification d’'une
prédisposition chez les apparentés revét un intérét
majeur en hématologie en raison des possibles indi-
cations d’allogreffe de CSH intrafamiliale. De plus, les
membres de la famille partageant le variant moléculaire
impliqué peuvent faire I'objet d’une surveillance étroite.

Place de la RT-MLPA
dans I’exploration initiale
Selon la classification ICC [I 1], le champ des réarran-
gements productifs définissant un sous-type diagnos-
tiqgue de LAM comprend les altérations suivantes :
t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA, t(8;21)(q22;922.1)/
RUNXT1::RUNXTT1T, inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)
(p13.1;922)/CBFB:MYH 11, t(9;11)(p21.3;923.3)/
MLLT3::KMT2A, t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP2 | 4,
et t(9;22)(q34.1;q1 1.2)/BCR::ABL1. Les autres trans-
locations impliquant RARA ou KMT2A sont
également incluses. Un nouveau sous-type
diagnostique a été créé afin d’intégrer
les variants plus rares a la classifica-
tion (tableau I). Le seuil de blastes
permettant d’établir le diagnostic
de LAM a été fixé a 10 % en pré-
sence d’une de ces altérations,
excepté concernant le réarran-
gement t(9;22)(q34.1;q11.2)/
BCR::ABL1, afin de tenir compte
du chevauchement avec les formes
accélérées de leucémie myéloide
chronique BCR::ABL7-positive [ 1].
La RT-MLPA permet de cribler la multi-
tude de partenaires impliqués dans ces
réarrangements a faible codt. En pratique,
elle peut étre utilisée en complément de la cyto-
génétique afin de mettre en évidence des anomalies
cryptiques méconnues par le caryotype convention-
nel. La recherche des réarrangements par RT-MLPA
comporte toutefois quelques limites : tout d’abord,
les sondes incluses dans les panels diagnostiques de
RT-MLPA sont congues pour détecter les jonctions
les plus classiques. Les transcrits de fusion résultant
de points de cassure plus atypiques peuvent ainsi étre
méconnus, alors méme que les partenaires engagés
sont représentés au sein du panel (par exemple KMT2A,
NUP98). Par ailleurs, certains transcrits faiblement
exprimés ne peuvent pas étre objectivés par RT-MLPA
car la limite de détection de la technologie est d’envi-
ron 30 %. Enfin, les fusions non productives ne peuvent
pas étre détectées par RT-MLPA (par exemple MECOM).
La recherche des réarrangements par technique FISH
permet de pallier ces inconvénients mais nécessite un
panel de sondes de plus en plus large. De maniere géné-
rale, la recherche des génes et transcrits de fusion par
technique de biologie moléculaire présente I'avantage
d’identifier la séquence de jonction spécifique et révele
ainsi un marqueur de suivi moléculaire de la leucémie.
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Tous les réarrangements récurrents précédemment
évoqués sont associés a un impact pronostique [1]
(tableau 2). Les altérations rares ne sont pas
encore stratifiantes, a3 I’exception de I'anomalie
t(8;16)(p! I;p13)/KAT6A::CREBBP, de pronostic défa-
vorable. La RT-MLPA pourrait contribuer a établir
le pronostic des réarrangements rares en élargissant le
champ des altérations explorées de fagon systématique
au diagnostic.

Suivi de la maladie résiduelle

La MRD correspond a la persistance de cellules cancé-
reuses apres traitement, en quantité indétectable par
les approches cytologiques. Les termes de « MRD posi-
tive » et « MRD négative » font référence a la détection,
ou non, d’'une MRD au-dela d’un seuil établi. Les seuils
varient selon la technique utilisée et potentiellement
selon le laboratoire réalisant I'analyse. Le suivi de la
MRD peut permettre :

» de fournir une méthodologie quantitative pour établir
un statut de rémission plus approfondie ;

» d’affiner I'évaluation du risque de rechute et de guider
la prise en charge apres la rémission ;

» d’identifier une rechute imminente pour permettre
une intervention précoce ;

» de controler étroitement la réponse a de nouvelles
thérapies pour accélérer leur développement [12].

La détection d’'une MRD en rémission morphologique
complete (a la suite d’une chimiothérapie standard)
est un facteur de mauvais pronostic puissant, associé
a une augmentation du risque de rechute et une
diminution de la survie globale [30]. L'évolution de
certains marqueurs génétiques sous traitement
peut ainsi conduire a réévaluer le pronostic attribué
initialement [|] (tableau 2). Par exemple, un patient
porteur d’'une mutation conférant un pronostic favo-
rable telle que NPM17 peut basculer dans la catégorie
a risque intermédiaire si la MRD est positive apres
traitement [31].

Les techniques d’étude de la MRD comprennent la
cytométrie en flux (CMF) multiparamétrique et certains
outils de biologie moléculaire pouvant atteindre une
limite de détection inférieure ou égale a 103 (qPCR,
ddPCR et HTS) [12] (tableau 4). Le suivi de la MRD
par qPCR ou par ddPCR est de rigueur pour les
patients présentant une mutation de NPM7 ou un trans-
crit de fusion parmi RUNX7:RUNX1T1 et CBFB:MYH 11,
totalisant moins de 50 % des cas [28]. Les patients ne
possédant aucune de ces anomalies devraient étre suivis
au minimum par CMF [12] ou par mesure de I'expression
de WT1 [32]. L'évaluation de la MRD par CMF n’est
pas discutée ici.

Tableau 4. Comparaison des techniques moléculaires d'évaluation

de la maladie résiduelle dans les LAM, d'aprés 1'ELN 2022.

Méthode | Applicabilité | Sensibilité Cibles Avantages Inconvénients
qPCR 40-50 % des 1043 10¢ Robuste : NPM1, * Sensible, rapide * Applicabilité limitée
LAM < 60 ans CBFB:MYH11, + Colit raisonnable * Etalonnage nécessaire
(robuste) RUNX1:RUNX1TT1 « Facile 3 standardiser
Moins établi :
<30% des LAM KMT2AMLLT3
> 60 ans DEK:NUP214, BCR-ABLT,
(robuste) WT1
ddPCR ~70 % des LAM | 10*a 10 Toute altération * Sensible, rapide * Encore peu utilisée
moléculaire pertinente » Colt raisonnable (peu d’études)
(transcrit de fusion, « Facile a standardiser * Prise d’essai importante
S mutatio iz, * Pas d’étalonnage
mutation privée) b
HTS ~ 100 % des LAM | 1023 10* Toute mutation * Suivi simultané * Long, coliteux
somatique pertinente de plusieurs cibles » Ressources
(non défini actuellement) |« Détection bio-informatiques
de I'émergence de importantes
nouvelles mutations * Expertise nécessaire
* Panel unique adapté pour I'analyse et
a tous les patients I'interprétation
* Analyse non standardisée

ddPCR : PCR digitale ; ELN : European LeukemiaNet ; HTS : séquencage a haut débit ; LAM : leucémie aigué myéloide ;
qPCR : PCR quantitative en temps réel.
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Des travaux suggérent que d’autres altérations géné-
tiques pourraient étre employées comme marqueurs
de MRD (par exemple KMT2A:MLLT3, DEK::NUP2 14,
BCR:ABL1 [1], RUNXT [33], FLT3-ITD [34]), leur place
dans la prise en charge dépendant néanmoins de
I’objectif visé (rémission profonde, éradication d’un
clone ciblé par une chimiothérapie, détection précoce
des rechutes). Elles doivent alors étre sélectionnées
avec attention parmi les anomalies mises en évidence
au diagnostic. Tout d’abord, les mutations germinales
doivent étre exclues des analyses de MRD. De plus,
les mutations retrouvées dans I’hématopoiése clo-
nale liée a I’age (dont les plus fréquentes touchent
les génes DNMT3A et TET2) ne doivent pas étre
prises en compte. En effet, leur seule persistance en
rémission compléte reflete le retour a un état pré-
leucémique et non une maladie active pouvant
conduire a la rechute [35]. Enfin, les mutations
touchant des génes impliqués dans la signa-

lisation (par exemple FLT3, KIT et RAS)
constituent des marqueurs de MRD
insatisfaisants en raison de leur carac-
tére sous-clonal et de leur insta-
bilité a la rechute. Elles peuvent
cependant étre exploitées pour
évaluer la MRD, en combinaison
avec d’autres altérations, car leur
présence trahit une pathologie
active [12].

Bien que la plupart des marqueurs
moléculaires de MRD soient des
mutations oncogéniques, la surex-
pression de certains génes sauvages
tels que WTT est également informative.
Le suivi de I'expression de WT1T présente

deux avantages majeurs : il est applicable a plus de
80 % des patients et il est réalisable sur le sang [32].
Il demeure néanmoins controversé en raison de son
manque de spécificité [12]. En effet, WT1 étant physio-
logiquement exprimé par les progéniteurs hématopoié-
tiques, la MRD est considérée comme positive lorsque
I’expression chez le patient est supérieure a I'expres-
sion basale des individus indemnes d’hémopathie [36].
La gPCR demeure l'outil moléculaire le plus reconnu
pour I'évaluation de la MRD. Cependant, les exigences
techniques associées a cette méthode limitent sa diver-
sification, dont la nécessité d’un étalonnage. Ainsi, son
utilisation est généralement restreinte au suivi de NPM1
muté, de certains transcrits de fusion (CBFB:MYH 11,
RUNX1::RUNXTT1, KMT2A::MLLT3, DEK::NUP2 14,
BCR::ABL1) et de I'expression de WT1 pour lesquels il
existe des plasmides commerciaux [12].

Au contraire, la technique de ddPCR permet une
quantification de la cible en se dispensant de réaliser
un étalonnage. Elle est en théorie applicable au
suivi de toute altération génétique au laboratoire.
En pratique,le nombre de copies de l'altération d’intérét est
normalisé grace a la co-amplification de I'alléle sauvage

La gqPCR demeure
l'outil moléculaire
le plus reconnu pour
l'évaluation de la
maladie résiduelle
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ou d’un géne de ménage (figure 3). Les sondes étant
hautement spécifiques des altérations ciblées, le suivi
d’une nouvelle anomalie moléculaire nécessite la
conception de couples amorces/sondes personnalisés,
pouvant constituer une étape limitante pour certaines
altérations. Les couples sont ensuite expérimentés afin
de définir les conditions techniques permettant d’opti-
miser I'analyse. Ces différentes étapes impliquent l'inter-
vention de personnel qualifié et sont chronophages.
Concernant les techniques de qPCR et de ddPCR, le
choix de la matrice est variable selon la cible :il dépend
du type d’altération génomique et de son niveau
d’expression cellulaire. La matrice ARN peut étre préférée
pour plusieurs motifs. D’une part, elle offre une meil-
leure sensibilité pour certains oncogénes fortement
exprimés (par exemple les mutations NPM 7). D’autre
part, elle permet une plus grande applicabilité (travail
en séries), en particulier pour les génes de fusion en
s’affranchissant de 'hétérogénéité des points de
cassure introniques.
Actuellement, le suivi de la MRD par
HTS n’est pas recommandé en pre-
miére intention lorsqu’il existe
une autre technique molécu-
laire applicable. De surcroit, son
intérét pour guider la prise en
charge n’a pas encore été éva-
lué dans des études prospec-
tives [12]. L'évaluation de la MRD
par HTS est en théorie applicable
a tout patient présentant au moins
un marqueur moléculaire de MRD
pertinent [12,35]. Le HTS permet de
combiner I'étude de plusieurs marqueurs
moléculaires en une seule technique, ce qui peut
s’avérer trés informatif. Par exemple, chez les patients
NPM1 mutés, la détection d’au moins une mutation
additionnelle (hors DTA) en rémission moléculaire
compléte (selon NPM 1) a été associée a une baisse de la
survie globale [37]. De plus, chez les patients traités par
thérapie ciblée (inhibiteurs de FLT3, IDH1, IDH2), il est
recommandé de combiner le suivi du marqueur cible et
d’autres marqueurs moléculaires [12]. En effet, la pression
de sélection exercée par la thérapie peut conduire a
la disparition de la mutation cible [38]. Le suivi de la
MRD par HTS demeure néanmoins peu développé en
raison de difficultés techniques et bio-informatiques.
Le principal défi actuel consiste a discerner les variants
« vrais » présents in vivo, des variants « faux » arte-
factuels liés aux erreurs pouvant survenir a différentes
étapes (préparation de la librairie, séquencage...). Lune
des méthodes permettant de les distinguer repose sur
’indexation de chaque fragment d’ADN initial par un
barcode unique appelé UMI (Unique Molecular Identifier),
préalablement a I'amplification par PCR [39]. Le produit
résultant de I'amplification d’un fragment initial peut
alors étre isolé en regroupant les fragments séquencés
présentant le méme UMI (famille de reads ou duplicats).
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Dossier scientifique

En principe, les variants « vrais » sont identifiés chez
tous les membres d’une famille de reads, tandis que les
variants résultant d’erreurs de PCR/séquencage sont
épars. Cette technologie permet d’une part de corriger
les erreurs de PCR et de séquencgage et d’autre part de
fournir une quantification précise de chaque fragment
d’ADN d’origine.

Exploration a la progression

En raison du développement des traitements de deuxiéme
ligne et de I'avénement des thérapies ciblées parfois
utilisées en premiére intention, il est judicieux de répé-
ter les études moléculaires en situation de progression
(échec d’induction ou rechute). Les échantillons peuvent
étre analysés par HTS afin de rechercher une modifi-
cation de la composition clonale en regard du diagnostic,
en particulier aprés exposition a des thérapies ciblant
spécifiquement certains clones. La pression de sélec-
tion exercée par le traitement peut en effet conduire
trés rapidement a I’expansion de clones initialement
minoritaires ou a I’émergence de clones porteurs
de mutations de résistance pouvant constituer de
nouvelles cibles thérapeutiques actionnables [40].

Conclusion

Actuellement cantonné au criblage d’altérations
génomiques récurrentes, le réle du HTS dans la prise
en charge des LAM pourrait étre diversifié : d’une part,
en couplant la recherche des mutations ponctuelles a
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Pronostic

On distingue classiquement les facteurs pronostiques relatifs au patient et les

facteurs pronostiques relatifs a la maladie.

e Facteurs liés au patient

Les facteurs liés au patient incluent I'age, I'indice de performance et le sexe. Les
patients agés et les patients avec un indice de performance altéré ont une mortalité
précoce (dans les 30 jours suivant le diagnostic) augmentée (Juliusson et al. 2009).
De plus, la survie a un an est inférieure a 50% chez les patients dgés de 60 a 74 ans,
inférieure a 30% chez les patients agés de 75 a 84 ans et inférieure a 20% chez les
patients agés de plus de 85 ans (Linet et al. 2024). Les LAM du sujet agé ont la
particularité d’étre enrichies en maladies (i) secondaires a d’autres hémopathies
myéloides (ii) secondaires a des traitements (iii) de mauvais pronostic cytogénétique
et/ou moléculaire (Sargas et al. 2023). La survie relative a 5 ans est plus élevée chez
les femmes (34,9%) que chez les hommes (29,4%) (Linet et al. 2024).

e Facteurs liés a la maladie

La stratification du risque des LAM repose majoritairement sur l'identification
d’anomalies génétiques (cytogénétiques et moléculaires). Dans un modeéle multivarié
explorant la contribution relative des variables génétiques, cliniques, démographiques
et liées au traitement, la survie globale (SG) des patients était principalement

déterminée par les caractéristiques génétiques (Papaemmanuil et al. 2016).

La derniére classification pronostique de référence (ELN 2022) (H. Déhner et al.
2022) distingue trois catégories de risque en fonction des anomalies cytogénétiques
et moléculaires : favorable, intermédiaire et défavorable, englobant respectivement
27,8%, 20,3% et 51,8% des patients (Sargas et al. 2023) (RFL-Tableau 2). Ces trois
catégories de risque conférent un pronostic distinct, en termes de réponse au
traitement et de SG (Lachowiez et al. 2023; Sargas et al. 2023) (Figure 3). Il est
important de noter que cette classification stratifie correctement les patients
nouvellement diagnostiqués traités par chimiothérapie intensive (CTI), et non les
patients recevant des thérapies non intensives (Lachowiez et al. 2023; Sargas et al.
2023), ni ceux en rechute ou réfractaires (R/R), pour lesquels le pronostic est réservé
de fagon générale.
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Overall Survival ELN 2022 (Intensive induction)
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Figure 3 : Survie globale des patients traités par chimiothérapie intensive selon
le risque attribué par ’ELN 2022 (Lachowiez et al. 2023)

Par ailleurs, la MRD constitue un facteur pronostique post-thérapeutique

indépendant (cf RFL : « Suivi de la maladie résiduelle »).
Hétérogénéité genétique et fonctionnelle

L’hétérogénéité des LAM comprend deux aspects : I'hétérogénéité inter-
leucémique et I'hétérogénéité intra-leucémique. L’hétérogénéité inter-leucémique
désigne la diversité des LAM présentées par des patients difféerents. L’'hétérogénéité
intra-leucémique désigne la coexistence de plusieurs clones leucémiques chez un
méme patient. Dans ce contexte, le terme « clone » qualifie un groupe de cellules

partageant des traits identiques hérités d’'un ancétre commun.

e Hétérogénéité génétique

L’analyse du génome entier de prélevements de LAM retrouve en moyenne plus
de 400 mutations par patient (Welch et al. 2012). Plusieurs données suggérent que la
plupart de ces mutations sont des événements aléatoires sans impact fonctionnel
(mutations  passengers), liées au vieilissement des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) et des progéniteurs multipotents (Mitchell et al. 2022; Welch
et al. 2012). De rares mutations appelées drivers conférent un avantage sélectif aux

cellules leucémiques (e.g en termes de survie, de prolifération, d’auto-renouvellement,
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d’échappement immunitaire). L’étude de I'hétérogénéité génétique se cantonne
généralement a I'analyse de ces mutations drivers. Chaque patient présente un faible
nombre de mutations drivers (le plus souvent compris entre 2 et 4) et ces Iésions sont
trés variables d’'un individu a lautre (Kihara et al. 2014; Metzeler et al. 2016;
Papaemmanuil et al. 2016). L'impact diagnostique et pronostique des différentes
mutations drivers est indiqué dans le RFL-Tableau 1 et le RFL-Tableau 2.

Les mutations drivers identifiées dans les LAM peuvent étre regroupées en 8
classes fonctionnelles (Lars Bullinger, Déhner, et Déhner 2017; H. Déhner, Weisdorf,
et Bloomfield 2015), d’aprés les données du Cancer Genome Atlas (Cancer Genome
Atlas Research Network et al. 2013) (Figure 4).

» Mutations touchant des voies de signalisation (KIT, FLT3, PTPN11,
KRAS, NRAS)

Elles impactent des récepteurs a activité tyrosine kinase tels que KIT et FLT3 ou
des protéines intracellulaires telles que PTPN11, KRAS et NRAS. Elles entrainent un
gain de fonction de ces protéines de signalisation et conférent ainsi un avantage
prolifératif via I'activation des voies RAS/RAF, JAK/STAT, et PI3K/AKT.

» Mutations touchant des génes suppresseurs de tumeur (TP53, WTT,
PHF6)

La protéine p53 joue un réle majeur dans le maintien de la stabilité du génome.
Les mutations de TP53 conduisent a une perte de fonction de la protéine p53. Il s’agit
généralement de mutations de type faux-sens localisées au niveau du domaine de
liaison a 'ADN et qui empéchent la transcription des génes cibles (Grob, Al Hinai, et
al. 2022). La majorité des mutations de WT1 conduisent a une perte de fonction du
facteur de transcription WT1 mais les mécanismes de leucémogenése associes a ces
lésions demeurent mal connus (Rampal et Figueroa 2016).
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Figure 4 : Classes fonctionnelles des mutations drivers impliquées dans les
leucémies aigués myéloides, adapté d’aprés (H. Déhner, Weisdorf, et Bloomfield
2015)

Les prévalences proviennent du Cancer Genome Atlas Research Network (Cancer
Genome Atlas Research Network et al. 2013). 2HG : 2-hydroxyglutarate, hmC : 5-
hydroxymethylcytosine, mC : 5-methylcytosine.

» Mutations impactant la méthylation de 'ADN (DNMT3A, TET2, IDH1
et IDH?2)

=

La protéine DNMT3A (pour DNA méthyl-transférase) catalyse la formation de 5-
méthylcytosine, par 'addition d’'un groupe méthyl au niveau d’un résidu cytosine. Les
mutations de DNMT3A induisent une perte de 'activité enzymatique par effet dominant
négatif et un blocage de la différenciation des CSH (Challen et al. 2012; Ley et al.
2010). La protéine TET2 est une hydroxylase qui catalyse la formation de 5-
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hydroxymeéthylcytosine a partir de 5-méthylcytosine et conduit ainsi a la déméthylation
de 'ADN. Les mutations de TETZ2 ont pour conséquence la perte de la forme
fonctionnelle de la protéine TETZ2, induisant une hausse de I'auto-renouvellement des
CSH (Z. Li et al. 2011). L’enzyme cytosolique IDH1 et 'enzyme mitochondriale IDH2
sont impliquées dans le cycle de Krebs : elles catalysent la transformation de
l'isocitrate en a-cétoglutarate. Les mutations touchant IDH1 et IDH2 conduisent a la
production d’'un oncométabolite, nommé 2-hydroxyglutarate (2HG), responsable de
I'inhibition de TET2 (Figueroa et al. 2010).

» Mutations de facteurs de transcription myéloides : fusions
RUNX1::RUNX1T1 et CBFB::MYH11, mutations de RUNX1 et
CEBPA

Le core binding factor (CBF) est un complexe hétérodimérique régulant
I'lhématopoiese et la différenciation. Il est composé d’'une sous-unité alpha se liant a
'’ADN (impliguant RUNX1, RUNX2 ou RUNX3) et d’une sous-unité beta stabilisant le
complexe et son interaction avec I'ADN (impliquant CBFB). Les fusions
RUNX1::RUNX1T1 et CBFB::MYH11 induisent un blocage de différenciation et une
hausse de I'auto-renouvellement (Kuo et al. 2006; Mulloy et al. 2002). Les mutations
des génes RUNX71 et CEBPA impactent également la différenciation myéloide
(Gombart et al. 2002; Sood, Kamikubo, et Liu 2017).

» Mutations touchant le complexe de la cohésine (STAG2, RAD21,
SMC3, SMC1A)

Le complexe de la cohésine est constitué de différentes sous-unités encodées
par les génes STAG1/2, RAD21, SMC3 et SMC1A. Il assure la cohésion des
chromatides sceurs durant la phase S et est impliqué dans la réparation de 'ADN ainsi
que la régulation de la transcription. Les mutations survenant dans les génes du
complexe de la cohésine altérent la différenciation hématopoiétique (Mazumdar et al.
2015).

» Mutations impactant les modifications de la chromatine (ASXL1,
EZH2, fusions KMT2A)

Les modifications des histones jouent un rdle critique dans la régulation de
I'expression génique responsable du développement hématopoiétique. EZH2 est une

histone méthyltransférase catalysant la triméthylation de H3K27. Elle appartient au
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complexe PRC2 (polycomb repressive complex 2) qui est un régulateur négatif de la
transcription. Des mutations entrainant un gain ou une perte de la fonction d’'EZH2
sont toutes deux impliquées dans les hémopathies myéloides (Lund, Adams, et
Copland 2014). La protéine ASXL1 active BAP1, une enzyme catalysant la
déubiquitination de I'histone H2A (Sahtoe et al. 2016). Les mutations d’ASXL1 sont
généralement des mutations gain de fonction (Balasubramani et al. 2015) qui
conduisent a un blocage de la différenciation myéloide (Asada et al. 2018). Le géne
KMT2A code pour une histone méthyltransférase agissant sur H3K4. Les
réarrangements et les duplications partielles en tandem de KMTZ2A conduisent a une
expression constitutive de HOXA9 via le recrutement aberrant de [Ihistone
méthyltransférase DOT1L agissant sur H3K79 (Bernt et al. 2011; Kuhn et al. 2015).
Les lésions de KMT2A conférent des propriétés d’auto-renouvellement aux cellules
souches leucémiques (CSL) (P. Wong et al. 2007).

> Mutations de NPM1

Le géne NPM1 code pour la nucléophosmine, une protéine localisée
majoritairement dans le nucléole, pouvant toutefois se déplacer entre le noyau et le
cytoplasme. La nucléophosmine est une protéine chaperonne impliquée dans de
multiples processus incluant la duplication des centrosomes, la biogénése des
ribosomes, la réparation de '’ADN et la réponse au stress cellulaire (Falini et al. 2020).
La majorité des mutations de NPM1 sont des insertions de 4 paires de bases (pb)
induisant un décalage du cadre de lecture et la création d’'un nouveau signal d’export
nucléaire. Ces modifications ont pour conséquence une délocalisation cytoplasmique
de la protéine NPM1 (Falini et al. 2005). Les mutations de NPM1 induisent un blocage
de la différenciation via 'augmentation de I'expression des génes HOX (Brunetti et al.
2018).

» Mutations touchant le complexe du splicéosome (SRSF2, SF3B1,
U2AF1, ZRSR2)

Le splicéosome est un large complexe formé de protéines et d’ARNs catalysant
I'élimination des introns contenus dans les ARN pré-messagers. Les mécanismes de
leucémogenéese associés aux mutations touchant les génes du splicéosome sont

hétérogénes et encore peu décrits.
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L’hétérogénéité génétique intra-leucémique peut étre évaluée par la mesure du
nombre de clones distincts (diversité alpha), chaque clone étant défini par une
combinaison spécifique de mutations (Duchmann, Laplane, et Itzykson 2021). Le
séquengcage du bulk leucémique (la population leucémique totale) permet
d’approximer le nombre de clones en regroupant les mutations présentant des
fréquences alléliques (VAFs) similaires dans un méme clone (Cancer Genome Atlas
Research Network et al. 2013; Ding et al. 2012). Il a permis de déterminer que la
majorité des LAM sont constituées de plusieurs clones distincts (Cancer Genome Atlas
Research Network et al. 2013). Par ailleurs, il a permis de distinguer les mutations
drivers clonales ayant un réle initiateur dans les LAM (e.g mutations touchant des
régulateurs épigénétiques) et les mutations drivers secondaires sous-clonales (e.g
mutations touchant des génes de signalisation), qui sont respectivement associées a
des VAFs élevées et faibles (Metzeler et al. 2016). Toutefois, seul le séquengage
unicellulaire permet d’établir la phylogénie clonale et de déterminer précisément le
nombre de clones (Figure 5) (Morita et al. 2020). Il a révélé que l'architecture
leucémique était linéaire dans la moitié des cas, et branchée dans I'autre moitié des
cas (Figure 5) (Morita et al. 2020). Dans le modéle linéaire, le clone ancestral accumule
des mutations les unes aprés les autres, chaque nouvelle mutation lui conférant un
avantage sélectif. Toutefois, I'expansion du clone le plus tardif ne conduit pas
nécessairement a I'extinction des clones antérieurs. Le modele linéaire peut ainsi
s’accompagner d’hétérogeéneéité génétique en lien avec la cohabitation des différents
clones. Dans le modele branché, un clone ancestral donne naissance a plusieurs
populations présentant des mutations différentes, ce qui génére davantage de
diversité génétique (Morita et al. 2020). Certaines mutations drivers sont fréequemment
co-occurrentes a I'échelle cellulaire, indiquant une probable collaboration, tandis que
d’autres sont fréequemment exclusives a I'échelle cellulaire, indiquant une probable

redondance fonctionnelle (Morita et al. 2020).
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Figure 5 : Représentation schématique des différents types d’architecture
leucémique

e Hétérogénéité fonctionnelle

Il existe également une hétérogénéité inter-leucémique et intra-leucémique
fonctionnelle, concernant les programmes transcriptionnels, les réseaux de
signalisation, I'expression des protéines de surface, la sensibilité aux drogues, ou
encore la capacité de prise de greffe.

Les programmes transcriptionnels ainsi que les réseaux de signalisation activés
varient considérablement d’'un patient a I'autre et sont associés a certaines mutations
drivers de la leucémogenése (Assi et al. 2019; Tyner et al. 2018). L’hétérogénéité
transcriptionnelle est trés importante au niveau intra-leucémique également : des
cellules malignes présentant un programme transcriptionnel similaire aux CSH
peuvent cohabiter avec des cellules malignes présentant un programme analogue aux

cellules différenciées (van Galen et al. 2019) (Figure 6).

L’étude du bulk leucémique a révélé certaines associations entre
'immunophénotype et le génotype des patients, par exemple I'absence d’expression
de CD34 chez les patients mutés NPM1 (Falini et al. 2005). De plus, les différents
clones génétiques identifies chez un méme patient peuvent présenter des

immunophénotypes distincts et spécifiques (de Boer et al. 2018; Morita et al. 2020).

Le profil de sensibilité aux chimiothérapies conventionnelles et aux thérapies
ciblées est variable selon les patients (Dal Bello et al. 2022; Malani et al. 2022) et cette
hétérogénéité est sous-tendue par des caractéristiques génétiques et
transcriptionnelles (Malani et al. 2022; Tyner et al. 2018; Zeng et al. 2022).
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La probabilité de succes de la xénotransplantation est également hétérogene et
elle a été corrélée au profil mutationnel des patients (Kawashima et al. 2022). Par
exemple, elle est plus élevée chez les patients présentant un pronostic altéré selon la
classification ELN 2022 (Kawashima et al. 2022). En outre, les clones génétiques
présents chez un méme patient peuvent étre amplifiées de maniére différente apres

xénotransplantation (Kawashima et al. 2022).

Au total, les identités génétiques et fonctionnelles sont inter-corrélées de fagon
complexe. L'étude du bulk leucémique n’est pas optimale pour analyser ces
corrélations car I'hétérogénéité intra-leucémique peut masquer des associations
importantes. Le séquengage unicellulaire multi-omique s’avere tres utile car il permet
de corréler plusieurs identités a I'échelle unicellulaire (van Galen et al. 2019; Morita et
al. 2020) (Figure 6).

Genetic Identity Phenotypic Identity Multi-modal Identity

-
@

N

AC UMAP-1 UMAP-1

GMP-like

UMAP-2
UMAP-2

HSC-like o

@

Figure 6 : Etude de l'identité génétique, fonctionnelle et multimodale par
séquengage unicellulaire (Duchmann, Laplane, et ltzykson 2021)

GMP : granulocyte-monocyte progenitors, HSC : hematopoietic stem cells.

Prise en charge thérapeutique

Les LAM promyélocytaires bénéficient d’'une prise en charge spécifique qui ne
sera pas abordée dans ce manuscrit (Sanz et al. 2019).

Les patients atteints de LAM présentent une évolution rapidement défavorable
en I'absence de traitement. Ainsi, la grande majorité d’entre eux regoivent une thérapie
anticancéreuse au diagnostic (Linet et al. 2024). Aprés le traitement, la plupart des
patients atteignent la rémission compléte (RC) (dans le cas contraire, ils sont qualifiés
de « réfractaires ») (H. Dohner et al. 2022). Toutefois, une part importante des patients
rechutent et les taux de deuxieme RC sont nettement plus faibles, ce qui alourdit le

pronostic des LAM.
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Les modalités de traitement des LAM sont résumeées dans le Tableau 1. Les
critéres d’éligibilité a la CTI ne sont pas unanimes et se fondent généralement sur I'age
(< 75 ans), les comorbidités et l'indice de performance (ECOG < 2) (H. Dohner et al.
2022). Pour les patients nouvellement diagnostiqués éligibles a la CTI, le traitement
se compose d’une phase d’induction visant a I'obtention d’'une RC, suivie d’'une phase
de consolidation et éventuellement d’'une phase de maintenance, permettant
I'obtention d’'une rémission plus profonde et I'allongement de la durée de réponse au
traitement. La chimiothérapie d’induction demeure la seule option curative et
comprend 3 jours d’anthracyclines (daunorubicine, idarubicine ou mitoxantrone) et 7
jours de cytarabine (un antimétabolite), une association connue sous le nom de « 3 +
7 ». Concernant les LAM secondaires, I'induction est réalisée par CPX-351, une
formulation liposomale encapsulant la cytarabine et la daunorubicine a un ratio molaire
de 5 : 1 (Lancet et al. 2018). En I'absence de réponse a l'induction, il convient de
réaliser une seconde induction a l'aide d’anthracycline et de cytarabine, ou de
cytarabine a haute dose (H. Dohner et al. 2022). Le choix du traitement de
consolidation dépend de la stratification pronostique du patient. Dans tous les cas, la
consolidation comprend un traitement par cytarabine, préférentiellement a dose
intermédiaire (LOwenberg 2013). Pour les patients dont le risque de rechute dépasse
35-40% uniquement (ELN défavorable, MRD positive...), une allogreffe de CSH est
recommandée aprés le premier cycle de consolidation (Cornelissen et Blaise 2016).
Le conditionnement de I'allogreffe de CSH est choisi en fonction de I'age du patient et
de ses comorbidités : il existe des conditionnements myéloablatifs et des
conditionnements réduits. Des thérapies ciblées peuvent étre ajoutées aux phases
d’induction et de consolidation, a savoir un inhibiteur de FLT3 (iFLT3), nhommé
midostaurine ou MIDO, pour les LAM mutées FLT3 (Stone et al. 2017) et un anticorps
anti-CD33 combiné a une molécule cytotoxique, nommé gemtuzumab ozogamicine,
pour les LAM exprimant le CD33 (Castaigne et al. 2012). Le traitement de
maintenance, également nommé traitement d’entretien, est effectué a [laide
d’azacitidine (un agent hypométhylant) ou de MIDO. Chez les patients R/R éligibles a
la CTI, I'allogreffe doit étre privilégiée car elle offre les meilleures chances de survie
(H. Déhner et al. 2022).

Pour les patients nouvellement diagnostiqués inéligibles a la CTI, la
combinaison d’azacitidine et de vénétoclax (un inhibiteur de BCL-2) est le nouveau
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standard de traitement (DiNardo et al. 2020). Des inhibiteurs d’IDH1/IDH2 sont
indiqués chez les patients mutés IDH71/IDH2 inéligibles a la CTI, nouvellement
diagnostiqués ou R/R (DiNardo et al. 2018; Montesinos et al. 2022; Stein et al. 2017).
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Tableau 1 : Schémas thérapeutiques utilisés pour la prise en charge des LAM,

adapté d’aprés les recommandations ELN 2022 (H. Déhner et al. 2022)

AU DIAGNOSTIC

Patients éligibles a
la CTI

Mutation de FLT3

Induction : Anthracycline +
Cytarabine + Midostaurine

Consolidation : Cytarabine a
dose intermédiaire +
Midostaurine

Maintenance : Midostaurine

Pas de mutation de FLT3

Induction : Anthracycline +
Cytarabine

Consolidation : Cytarabine a
dose intermédiaire

Maintenance : Azacitidine

Expression de CD33
positive, risque
intermédiaire ou
défavorable

Induction : Anthracycline +
Cytarabine + Gemtuzumab
Ozogamicine

Consolidation : Cytarabine a
dose intermédiaire *
Gemtuzumab Ozogamicine

LAM avec des anomalies
associées aux SMD ou
LAM secondaire a un
traitement

Induction et consolidation :
CPX-351(Daunorubicine +
Cytarabine)

Patients inéligibles
alaCTI

Azacitidine ou Décitabine +
Vénétoclax

Patient inapte a recevoir
un agent hypomeéthylant

Cytarabine a faible dose +
Vénétoclax

Mutation d’IDH1

Azacitidine + Ivosidénib

Patient en mauvais état
général avec une mutation
d’'IDH1

Ivosidénib

Thérapie non
envisageable ou non
souhaitée

Soins de supports, incluant
I'hydroxyurée
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A LA MALADIE REFRACTAIRE OU EN RECHUTE

Mutation de FLT3 Giltéritinib

Cytarabine a dose
intermédiaire £ Anthracycline

FLAG-IDA (Fludarabine +
Cytarabine + Idarubicine + G-
Patients éligibles a CSF)

la CTI MEC (Mitoxantrone +

Etoposide + Cytarabine)

CLAG-M (Cladribine +
Cytarabine + Mitoxantrone +
G-CSF)

Allogreffe de CSH

Mutation de FLT3 Giltéritinib
Patients inéligibles
. Mutation d’IDH1 Ivosidénib
alaCTI
Mutation d’IDH2 Enasidénib

G-CSF : granulocyte-colony stimulating factor.
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PARTIE Il : MUTATIONS DE FLT3

Le récepteur FLT3

Le géne FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3), également nommé FLK-2 (fetal liver
kinase-2), STK-1 (human stem cell kinase-1) et CD135, est localisé sur le bras long
du chromosome 13 en 13912 et contient 24 exons (Carow et al. 1995). Il code pour un
récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase nommé FLT3 comprenant 993
acides aminés. Le récepteur FLT3 appartient a la famille des récepteurs a activité
tyrosine kinase de classe lll, a l'instar de FMS, PDGFR et KIT. Il se compose d’un
domaine extracellulaire comprenant 5 domaines immunoglobulines-like, d'un domaine
transmembranaire (TMD), d’'un domaine juxtamembranaire (JMD) et de deux
domaines tyrosine kinase (TKD1 et TKD2) séparés par une séquence d’insert (kinase
insert) (Figure 7) (Agnés et al. 1994). Il est exprimé de fagon physiologique par les
CSH et les progéniteurs hématopoiétiques (Rosnet et al. 1996).

Domaine extracellulaire

Domaine transmembranaire
Domaine juxtamembranaire
Domaine tyrosine kinase 1

T Séquence d’insert

Domaine tyrosine kinase 2

-

Figure 7 : Structure du récepteur FLT3

Le ligand du récepteur FLT3, nommé FLT3-ligand, existe a la fois sous une forme
transmembranaire (présentant de nombreuses similarités avec KIT ligand et CSF1) et
sous une forme soluble (Lyman et al. 1994; Derek L. Stirewalt et Radich 2003). Il est
exprimé et excrété par les lymphocytes T ainsi que les cellules stromales de la MO

telles que les fibroblastes (Lisovsky, Braun, et al. 1996; McClanahan et al. 1996).

47



FLT3-ligand stimule la formation de colonies de type GM (granulocyte-macrophage) a
partir de cellules CD34+ cultivées sur méthylcellulose (Ebihara et al. 1997). Son
activité est synergique avec d’autres cytokines présentes dans le microenvironnement
médullaire telles que IL-3, G-CSF, CSF-1, GM-SCF et IL-6 (Ebihara et al. 1997; Rusten
et al. 1996).

Les modéles murins ont permis de préciser les fonctions du récepteur FLT3 et
de son ligand. Chez les souris déficientes pour le récepteur FLT3, les CSH ainsi que
les progéniteurs lymphoides B sont impactés (Mackarehtschian et al. 1995). Par
ailleurs, les souris knock-out pour FLT3-ligand présentent un nombre réduit de
progéniteurs myéloides et lymphoides B dans la MO (McKenna et al. 2000).

En I'absence de ligand, le récepteur FLT3 est inactif car le JMD exerce un effet
auto-inhibiteur sur I'activité catalytique du TKD (Giriffith et al. 2004). La liaison du FLT3-
ligand conduit a la dimérisation du récepteur puis a la phosphorylation des TKD,
induisant I'activation des effecteurs situés en aval (Figure 8). Les protéines SHC sont
rapidement phosphorylées (Lavagna-Sévenier et al. 1998), puis elles interagissent
avec d’autres protéines telles que GRB2 (S. Zhang, Mantel, et Broxmeyer 1999),
GAB2 (S. Zhang et Broxmeyer 2000), SHIP (Marchetto et al. 1999), SHP2 (S. Zhang,
Mantel, et Broxmeyer 1999) et CBL (Lavagna-Sévenier et al. 1998), induisant
I'activation de la voie RAS-RAF-MEK-ERK (S. Zhang, Mantel, et Broxmeyer 1999) et
de la voie PI3K-PDK1-AKT-mTOR (S. Zhang et Broxmeyer 2000), qui augmentent la
prolifération cellulaire. Par ailleurs, la signalisation du récepteur FLT3 stimule
I'activateur de transcription STAT5A (S. Zhang et al. 2000) et réprime I'expression des
génes pro-apoptotiques tels que BAX (Lisovsky, Estrov, et al. 1996). Par la suite, les
récepteurs dimérisés sont rapidement internalisés et dégradés (Turner et al. 1996).
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Figure 8 : Représentation schématique des voies de transduction du signal
recrutées en aval du récepteur FLT3, aprés fixation de son ligand (Derek L.
Stirewalt et Radich 2003)
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Pathologies impliquant des mutations de FLT3

Les mutations de FLT3 sont les lésions les plus fréequemment retrouvées dans
les LAM, totalisant 30% des cas (Papaemmanuil et al. 2016). Elle sont également
identifiées dans 3 a 6% des LAL (Ge et al. 2023; Y. Zhang et al. 2020), 4,3% des
leucémies myélomonocytaires chroniques (LMMC) (Daver et al. 2013) et 1 a 4% des
SMD (Daver et al. 2013; Ge et al. 2023). Plus rarement, des réarrangements de FLT3
sont mis en évidence dans d’autres hémopathies malignes (Chao et al. 2020; Tang et
al. 2021)

Les différents types de mutations de FLT3

e Mutations FLT3-ITD

Les duplications internes en tandem du géne FLT3 (FLT3-ITD) ont été
découvertes en 1996 (Nakao et al. 1996). Elles sont observées chez 22 a 24% des
patients adultes atteints de LAM (Papaemmanuil et al. 2016; Susanne Schnittger et al.
2002). Elles sont plus frequemment identifiées dans les LAM de novo (24,5%) que
dans les LAM secondaires a un SMD (15,6%) ou a un traitement (11,5%) (Susanne
Schnittger et al. 2002). Dans les LAM pédiatriques, leur prévalence augmente
progressivementde 0 a 18 ans (<1 an: 1%, 1-5 ans : 7%, 5-10 ans : 11%, 10-20 ans
: 17%) (Meshinchi et al. 2006). Sur le plan clinique, les mutations FLT3-ITD sont
associées a une leucocytose ainsi qu'un envahissement médullaire importants
(Kottaridis et al. 2001; Metzeler et al. 2016; Thiede et al. 2002). Sur le plan biologique,
elles sont plus fréquentes chez les patients présentant un caryotype normal (32% a
39%) (Kottaridis et al. 2001; Metzeler et al. 2016; Susanne Schnittger et al. 2002;
Thiede et al. 2002), une t(15;17)(922;921) (30 a 37%) (Kottaridis et al. 2001; Susanne
Schnittger et al. 2002; Thiede et al. 2002), une t(6;9) (80 a 90%) (Papaemmanuil et al.
2016; Thiede et al. 2002), un réarrangement de NUP98 (Hollink et al. 2011) ou une
duplication de UBTF (Duployez et al. 2023). Elles sont rares chez les patients
présentant un réarrangement t(8;21) (10%) ou une inv(16) (3%) (Duployez et al. 2016).
Elles sont frequemment associées aux mutations touchant NPM1, DNMT3A et WT1
(Metzeler et al. 2016).

Les mutations FLT3-ITD sont définies a la fois par leur longueur, leur site
d’insertion et leur séquence nucléotidique et ces paramétres sont trés hétérogénes
(Figure 9). La longueur de I'l'TD mesure entre 3 et 300 pb environ (Rucker et al. 2022)
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et est toujours multiple de 3, de telle sorte que la mutation ne modifie pas le cadre de
lecture. L’emplacement exact de I'lTD est défini par la position génomique de son site
d’insertion. L’emplacement peut également étre approximé par I'acide aminé situé au
niveau du site d’insertion. Par convention, la position du site d’'insertion est définie sur
la séquence sauvage du reverse strand, qui est le brin codant pour le géne FLT3
(Figure 9). Le site d’insertion est situé dans le JMD dans environ 70% des cas (exon
14) et dans le TKD1 dans environ 30% des cas (exons 14/15) (Figure 10) (Kayser et
al. 2009). Par définition, les mutations FLT3-ITD résultent de la duplication d’un
fragment sauvage du gene FLT3. Toutefois, I'insertion de quelques nucléotides ne
correspondant pas a la séquence sauvage est observée dans 29 a 45% des cas
(Borrow et al. 2019; Kayser et al. 2009; Thiede et al. 2002). Ces insertions sont
systématiquement présentes pour préserver le cadre de lecture lorsque la copie de la
seule séquence sauvage entraine un décalage (Kayser et al. 2009). Par ailleurs, la
duplication en tandem conduit a une modification de la séquence sauvage d’acides
aminés au niveau du site d’'insertion de I'lTD dans environ 70% des cas, comme illustré
sur la Figure 9 (Kayser et al. 2009; Rlcker et al. 2022).
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Exon 14 sauvage
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612 610 608 606 604 602 |600 598 596 594 592 590 588 586 584 582
P NGES S G TEN

Template ]

=
g

Position gé[l\omique —> 28, 60I8, 240 28, 6018, 260 28, 6018. 280 28,6018, 300
28608255
Site d’insertion
TGTACCATCTGTAGCTGGCTTTCATACCTAAATTGCTTCAGAGATGAAATGATGAGTCAGT TAGGAATAGGCAGT TCTGCAGATAGAGGAAAGAATAATGAA 3’
ACATGGTAGACATCGACCGAAAGTATGGATTTAACGAAGTCTCTACTTTACTACTCAGTCAATCCTTATCCGTCAAGACGTCTATCTCCTTTCTTATTACTT 5

580 578 576 574 572 570 <— Reverse Strand
M Q OIS Q <— Acides aminés

El

JMD [ TMD

I I 1 I
28,608,340 28,608,360 28,608,380 28,608,400

Exon 14 contenant une ITD

Longueur : 21 pb.

= >

Forward Strand —> Séquence

5’ TTACCAAACTCTAAATTTTCTCTTGGAAACTCCCATTTGAGATCATATTCATATTCTCTGAGATCATATTCATATTCTCTGAAATCAACGTAGAAGTACTCA
3’ AATGGTTTGAGATTTAAAAGAGAACCTTTGAGGGTAAACTCTAGTATAAGTATAAGAGACTCTAGTATAAGTATAAGAGACTTTAGTTGCATCTTCATGAGT
598 596 594 592 590 588

618 616 614 612 610 608 606 604 602 600
W
< 11D J§

Template
[ TKD1 | IMD i

N

1 | | | |
Position génomique —>» 28,608,240 28,608,260 28,608,280 28,608,300

TTATCTGAGGAGCCGGTCACCTGTACCATCTGTAGCTGGCTTTCATACCTAAATTGCT TCAGAGATGAAATGATGAGTCAGT TAGGAATAGGCAGTTCTGCA 3
AATAGACTCCTCGGCCAGTGGACATGGTAGACATCGACCGAAAGTATGGATTTAACGAAGTCTCTACTTTACTACTCAGTCAATCCTTATCCGTCAAGACGT 5’

586 584 582 580 578 576 574 572 570 <— Reverse Strand
SIS G @il Q M Q'L Q S E'Y R F Q «<— Acidesaminés

|

JMD [TMD ]

21

| | | |
28,608,340 28,608,360 28,608,380 28,608,400

52



Figure 9 : Représentation du site d’insertion, de la longueur et de la séquence
d’une mutation FLT3-ITD

L'ITD représentée mesure 21 pb et son site d’insertion est situé a la position
génomique 28608255 (hg19) ou a l'acide aminé 601. Exon 14 sauvage : le site
d’insertion de I'l'TD est défini sur la séquence sauvage du reverse strand, qui est le
brin codant pour le géne FLT3. La template de I'' TD correspond a la séquence sauvage
qui sert de modeéle pour la duplication. Exon 14 contenant une ITD : I'acide aminé
entouré ne correspond pas a la séquence sauvage car il a été modifié suite a I'insertion
de I'I'TD. La figure a été réalisée a I'aide de la plateforme Benchling.

e Mutations FLT3-TKD

Le terme «mutations FLT3-TKD» désigne généralement des mutations hotspots
qui affectent les codons D835 et 1836 situés dans le TKD2 (Yamamoto et al. 2001).
Dans une large étude incluant 3082 patients atteints de LAM, ces mutations FLT3-
TKD ont été identifiées chez 4,8% d’entre eux (Bacher et al. 2008). La prévalence
varie entre 5 a 10% dans d’autres études (Thiede et al. 2002; Yamamoto et al. 2001)
et est identique dans les LAM pédiatriques (Meshinchi et al. 2006). Parmi les patients
avec une mutation FLT3-TKD, 89,1% présentent une mutation dans le codon D835,
10,2% dans le codon 1836, et 0,7% dans les deux codons (Bacher et al. 2008). Le
séquencage des mutations FLT3-TKD touchant le codon D835 retrouve
principalement des substitutions de type D835Y (56%), D835H (16%), D835V (11%),
D835E (9%), et d’autres substitutions plus rares (Bacher et al. 2008). Les mutations
du codon 1836 sont généralement des délétions du codon (Bacher et al. 2008).

Les mutations FLT3-TKD sont plus fréquentes dans les LAM de novo (5,3%)
que dans les LAM secondaires a un SMD (2,4%) ou a un traitement (2%) (Bacher et
al. 2008). Sur le plan clinique, elles sont associées a une leucocytose et un
envahissement médullaire et sanguin importants (Bacher et al. 2008; Fréhling et al.
2007). Sur le plan biologique, leur prévalence est plus importante dans les LAM a
caryotype normal (6 a 12%) (Bacher et al. 2008; Thiede et al. 2002) et dans les LAM
avec inv(16) (13 a 22%) (Duployez et al. 2016; Kok et al. 2013), mais moins importante
dans les LAM a caryotype complexe (0,9%) (Bacher et al. 2008). Elles sont plus
fréquemment retrouvées chez les patients mutés NPM1 (8,8%) (Bacher et al. 2008).
En revanche, elles sont rares dans les LAM mutées FLT3-ITD (2,9%) (Bacher et al.
2008).
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¢ Mutations non canoniques de FLT3

Les mutations de FLT3 les plus fréquentes sont illustrées sur la Figure 10.

FLT3-ITD

_______

_______

E1 E14 E15 E20 E24
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D835E

Séquence d'insert ©D835N
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Figure 10 : Spectre des mutations de FLT3 impliquées dans les leucémies aigués
myéloides

Seules les mutations identifiées chez plus de 1% des patients sont représentées. Les
effectifs sont indiqués a l'intérieur des cercles. La figure a été réalisée a l'aide de

l'interface PeCan, d’aprés la base de données COSMIC (Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer). E : exon.

Il existe des mutations de FLT3 « non canoniques », a savoir des mutations qui
ne sont ni des ITDs, ni des « mutations FLT3-TKD ». Elles représentent 21,2% de
'ensemble des mutations de FLT3 (Ge et al. 2023) et sont retrouvées chez 5,5% des
patients portant des mutations canoniques de FLT3 (Jahn et al. 2022). Dans 91% des
cas, les mutations non canoniques sont des mutations ponctuelles (Ge et al. 2023).
Elles peuvent toucher le TKD2, a l'instar des mutations D839G (M. L. Smith et al.
2005), R834Q (Frohling et al. 2007) et des mutations du codon N841 (Jiang et al.
2004). La mutation Y842C, touchant également le TKD2, a été identifiee chez des
patients en rechute post-CTl (Kindler et al. 2005). Les mutations non canoniques
peuvent également toucher le TKD1, a linstar de la mutation N676K, initialement
identifiée chez un patient en progression apres traitement par MIDO (Heidel et al.
2006; Roloff et al. 2023) et de la mutation A680V, qui a été décrite principalement dans
les LAM pédiatriques (Bolouri et al. 2018). Les mutations non canoniques ponctuelles
peuvent enfin toucher le JMD (e.g V592G) (Frdhling et al. 2007; Reindl et al. 2006;
Derek L. Stirewalt et al. 2004) ainsi que le domaine extracellulaire (e.g S451F (Fréhling
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etal. 2007) et V491L (M. Levis et al. 2024; Zuo, Medeiros, et Yin 2023)). Plus rarement,
les mutations non canoniques de FLT3 se présentent sous la forme de délétions ou d’
insertions/délétions de petite taille touchant le JMD (Chatain et al. 2015; Young et al.
2021), ou encore d’insertions touchant le TKD1 (Spiekermann et al. 2002).

Physiopathologie des mutations de FLT3

Bien que les conséquences conformationnelles de la mutation FLT3-ITD soient
encore mal connues, il semblerait qu’elle entrave 'action inhibitrice intrinséque du JMD
sur le récepteur FLT3. A I'état basal, le JMD permet de prévenir la dimérisation du
récepteur en 'absence de ligand (Griffith et al. 2004). La transduction de mutations
FLT3-ITD in vitro conduit a une dimérisation ligand-indépendante des récepteurs
FLT3, suivie d’'une auto-phosphorylation et d’'une activation constitutive (Hayakawa et
al. 2000; Kiyoi et al. 1998), impactant la différenciation, la prolifération et I'apoptose
(Mizuki et al. 2000; Zheng, Friedman, et Small 2002). En outre, la majorité des
protéines encodées par l'allele muté FLT3-ITD sont retenues au niveau du réticulum
endoplasmique sous une forme hypoglycosylée (Schmidt-Arras et al. 2009) et activent
la protéine STATS de fagon aberrante (Lv et al. 2021). Le résidu R595 de la protéine
FLT3 jouerait un rble essentiel dans I'activation de STATS (Vempati et al. 2007). II
appartient au motif YYVDFREYEY (acides aminés 591-599) qui semble crucial dans la
physiopathologie des mutations FLT3-ITD, dans la mesure ou plus de 90% des ITDs
dupliquent tout ou partie de ce motif (Kayser et al. 2009; Rulcker et al. 2022).
L’introduction de mutations FLT3-ITD dans des modéles murins génére un SMP
LMMC-like associé a une hausse du nombre, de la prolifération et de la survie des
CSH et des progéniteurs hématopoiétiques (B. H. Lee et al. 2007).

Les mutations FLT3-TKD entrainent également une phosphorylation
constitutive du récepteur FLT3 et une croissance cellulaire ligand-indépendante
(Yamamoto et al. 2001). Bien que la physiopathologie de ces mutations soit mal
connue, il est probable qu’elles augmentent I'activité tyrosine kinase intrinséque du
récepteur (Derek L. Stirewalt et Radich 2003). De fagon analogue aux mutations
canoniques, les mutations non canoniques de FLT3 peuvent induire une activation du
récepteur et des voies de signalisation en aval, conférant une sensibilité aux iFLT3
(Fréhling et al. 2007; Pikman et al. 2021; Reindl et al. 2006; Spiekermann et al. 2002;
Young et al. 2021).
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Méthodes d’étude des mutations de FLT3

e Mutations FLT3-ITD

D’aprés les recommandations de 'ELN émises en 2022, 'analyse de fragments
(AF) demeure la méthode de référence pour détecter et quantifier les mutations FLT3-
ITD (H. Dohner et al. 2022). Cette méthode inclut une étape d’amplification par PCR,
suivie d’'une étape de séparation par électrophorése capillaire (Thiede et al. 2002)
(Figure 11).

5’_nnmn ™ M TK1} |TK2 |—3’

o> << C=
/ Multiplex
PCR RN
2 0%'5‘3 co‘\'d
Wild- type S v,, bases | ?
| 330 bases y <
‘ EcoRV digest
Q
Wild-type
ITD mutant

| > 330 bases <_6
q.p

129 bases | D835 mutant

i 150 bases | Undigested

Figure 11 : Principe de la détection des mutations de FLT3 par analyse de
fragments (Murphy et al. 2003)

TM : domaine transmembranaire, JM : domaine juxtamembranaire, TK1 : domaine
tyrosine kinase 1, TK2 : domaine tyrosine kinase 2.

L’AF permet de mettre en évidence toutes les ITDs, quelle que soit leur longueur,
leur site d’'insertion et leur séquence nucléotidique, a I'aide d’amplicons couvrant les
exons 14 et 15. La présence d’'une ITD se traduit par un allongement de la taille du
fragment amplifié. Afin d’évaluer la longueur de I'ITD, il convient de soustraire la
longueur du fragment sauvage a la longueur du fragment muté. La mutation est
quantifiée a l'aide du ratio allélique (RA) ou plus rarement de la VAF. Le RA de la
mutation est estimé en divisant I'aire sous la courbe (AUC) du fragment muté par ’AUC
du fragment sauvage. La VAF de la mutation est calculée en divisant 'AUC du
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fragment muté par la somme de 'AUC du fragment muté et de 'AUC du fragment
sauvage. La limite de détection des mutations FLT3-ITD par AF est estimée entre
0,017 (Sakaguchi et al. 2020) et 0,053 (Murphy et al. 2003) (en RA). En pratique, le
seuil retenu dans les études varie entre 0,03 et 0,05 (Perl et al. 2019; Schmalbrock et
al. 2021; Stone et al. 2017; Xuan et al. 2020). La recherche de mutations FLT3-ITD
par AF peut étre réalisée a partir dune matrice d’ADN génomique ou d’ADN
complémentaire (ADNc), auquel cas elle est précédée dune étape de
rétrotranscription. La corrélation entre les RAs mesurés sur ADN génomique et sur
ADNCc est satisfaisante (Cucchi et al. 2018; Susanne Schnittger et al. 2002), bien que
certaines études aient révélé un léger déséquilibre d’expression en faveur de l'alléle
ITD (RA médian sur ADN : 0,58 vs RA médian sur ADNc : 0,65) (Cucchi et al. 2021).
Ainsi, 4,2% des ITDs ne sont détectables que sur ADNc (Cucchi et al. 2021). Toutefois,
la recherche de mutations FLT3-ITD sur ADN génomique demeure le standard (Stone
et al. 2017).

A terme, le séquencage a haut débit (HTS) pourrait supplanter 'AF comme
technique de référence car il présente de nombreux avantages. Tout comme 'AF, il
permet de déterminer le RA et la longueur de I'I'TD. Afin de déterminer le RA par HTS,
il convient de diviser le nombre de reads (ou lectures) mutés par le nombre de reads
sauvages. La VAF de la mutation est calculée en divisant le nombre de reads mutés
par la somme des reads mutés et sauvages. En outre, le HTS est une approche
beaucoup plus sensible que I'AF : il offre une limite de détection des mutations FLT3-
ITD atteignant 10/10° (Grob, Sanders, et al. 2022). Ainsi, il a permis de révéler la
présence de mutations FLT3-ITD chez un quart des patients présentant un statut
négatif en AF au diagnostic (Yokoyama et al. 2023; Zuffa et al. 2015). Par ailleurs, le
HTS permet de détecter des clones FLT3-ITD chez les patients en rémission
cytologique (cf : « Impact de la maladie résiduelle FLT3-ITD »). Enfin, contrairement a
I'AF, le HTS permet de déterminer la séquence nucléotidique de I'I'TD ainsi que son
site d’insertion, et est multiplexable.

La recherche des mutations FLT3-ITD par HTS impose néanmoins quelques
précautions. En effet, 'analyse des données de HTS comporte généralement une
étape d’alignement des reads au génome humain de référence. Etant donné que les
mutations FLT3-ITD résultent de la duplication parfaite ou quasi-parfaite d’'une
séquence sauvage du géne FLT3, elles sont difficiles a détecter a I'aide des outils
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d’alignement conventionnels tels que SAMtools, Maq, Dindel, et GATK (Spencer et al.
2013). Selon la longueur de I'ITD, ces outils peuvent aligner les reads mutés de trois
facons difféerentes. Si I'I'TD est de faible longueur, elle est considérée comme une
insertion lors de I'étape d’alignement. Si elle est de longueur moyenne, l'alignement
est réalisé sur I'l'TD ou sur la portion sauvage restante du read et la duplication est
ignorée. Enfin, sila longueur de I'lTD excéde la longueur du read, elle est alignée sans
étre détectée. De nombreux algorithmes ont été développés pour résoudre
spécifiquement cette problématique et ainsi améliorer la détection des ITDs (Yuan et
al. 2021) : pindel (Spencer et al. 2013), ITDseek (Au et al. 2016), Scan-ITD (T.-Y.
Wang et Yang 2020), getITD (Blatte et al. 2019), FLT3_ITD_ext (Tsai et al. 2020), km
(Audemard et al. 2019), Genomon ITDetector (GID) (Chiba et al. 2015), ITD-
Assembler (Rustagi et al. 2016) et FiLT3R (Boudry et al. 2022). Par ailleurs, les
différentes techniques d’enrichissement permettant de préparer la librairie de HTS ne
sont pas équivalentes pour rechercher les ITDs. Afin de détecter une ITD, il convient
de séquencer le site d’insertion et les régions adjacentes, au moins sur quelques pb.
En raison de I'hétérogénéité importante de ces mutations, il est préférable de réaliser
un enrichissement par capture et non par PCR. En effet, dans Il'approche
d’enrichissement par PCR, les sites de fixation des amorces sont fixes et déterminés
lors de la conception du panel. Par conséquent, cette méthode ne permet pas de
détecter certaines ITDs qui sont situées dans I'angle mort des amplicons. Au contraire,
dans I'approche d’enrichissement par capture, ’ADN est fragmenté de fagon aléatoire
avant la fixation d’amorces universelles aux extrémités des fragments. Par la suite, les
régions d’intérét sont capturées a I'aide de sondes spécifiques. Ainsi, les amorces sont
fixées a une infinité de sites distincts (Kozarewa et al. 2015) et toutes les mutations
FLT3-ITD sont théoriquement détectables (He et al. 2020) (Figure 12).
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Enrichissement par PCR Enrichissement par capture
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Séquence FLT3 sauvage “CD a GED a
IS 1 IS 1
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2) FLT3-ITD 2 non couverte 2) FLT3-ITD 2 couverte
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Séquence FLT3 sauvage a E2222221 a Y I?/’,éééééé/% | Y
IS 2 1S 2
. ITD 2 ITD 2
Mutation FLT3-ITD o /— a /- Y
IS 2 IS 2

Figure 12 : Techniques d’enrichissement pour le séquencgage a haut débit

Au total, trois couples d’amorces différents, définis par leur position sur I'exon 14
sauvage de FLT3, sont représentés (a, B et Y). La template d’'une ITD correspond a la
région sauvage qui sert de modele pour la duplication. Le séquengage est réalisé en
paired-end, a partir des amorces sens (lectures R1) et des amorces antisens (lectures
R2). Pour détecter une ITD, il est nécessaire que certaines lectures ou reads couvrent
le site d’insertion de I'l'TD et quelques bases adjacentes de chaque cété. IS : site
d’insertion.

e Mutations FLT3-TKD

L’AF est généralement utilisée pour rechercher les mutations FLT3-TKD touchant
les codons D835 et 1836, selon une méthode décrite en 2003 (Murphy et al. 2003).
Cette méthode inclut une étape d’amplification par PCR, suivie d’'une étape de
digestion du produit de PCR par I'enzyme Eco RV et enfin d’une étape de séparation
par électrophorése capillaire (Figure 11). L’enzyme de restriction Eco RV clive la
séquence palindromique 5’-GATATC-3’ formée par les codons 835 et 836 sauvages.
Si une mutation est présente sur ces codons, I'enzyme ne peut plus cliver 'ADN : les

fragments mutés présentent ainsi une taille supérieure aux fragments sauvages. Par
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ailleurs, un site de restriction additionnel est présent sur une des amorces, ce qui
permet de contrbler que les fragments amplifiés ont bien été digérés. L'AF offre une
limite de détection des mutations FLT3-TKD située autour de 5% (Murphy et al. 2003).
Le HTS permet également de détecter les mutations FLT3-TKD.

¢ Mutations non canoniques de FLT3

Les mutations non canoniques de FLT3 étant disséminées sur plusieurs exons,
elles sont en général recherchées par HTS a l'aide de panels couvrant tous les exons
du géne FLT3 (Jahn et al. 2022).

Pronostic des mutations de FLT3

e Mutations FLT3-ITD

Chez les patients nouvellement diagnostiqués traités par CTI, il est depuis
longtemps admis que les mutations FLT3-ITD sont associées a un mauvais pronostic
en termes de SG et de survie sans événement (SSE) (Kottaridis et al. 2001; Patel et
al. 2012). D’aprés la classification ELN 2022, elles conférent un pronostic intermédiaire
au diagnostic, uniquement en I'absence des anomalies
1(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1, inv(16)(p13.1922) et t(16;16)(p13.1;922)/-
CBFB::MYH11 qui conférent un bon pronostic (RFL-Tableau 2) (H. Déhner et al.
2022). Chez les patients nouvellement diagnostiqués traités par azacitidine et
vénétoclax, la présence d’'une mutation FLT3-ITD est associée a un mauvais pronostic
en termes de SG (H. Dohner et al. 2024).

L’impact pronostique des mutations FLT3-ITD indétectables par AF (en raison
d’'un RA trop faible) a peu été étudié a ce jour. Toutefois, les patients présentant des
clones FLT3-ITD détectables uniquement par HTS ont un taux de rechute a un an plus
élevé que les patients au statut FLT3-ITD doublement négatif, par HTS et AF
(Yokoyama et al. 2023).

La présence d’'une mutation FLT3-ITD est associée a une baisse de la SG chez
les patients réfractaires recevant des CTI de deuxiéme ligne (Wattad et al. 2017) ainsi
qu’a un taux de rémission compléte/rémission compléte avec récupération
hématologique incompléte (RC/RCi) abaissé chez les patients en rechute traités par
CTI (R. F. Schlenk et al. 2017).
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e Mutations FLT3-TKD

Les mutations FLT3-TKD n’ont pas d'impact pronostique en général (Bacher et
al. 2008). Toutefois, elles possédent une valeur pronostique dans certains sous-
groupes de LAM définis par des anomalies génétiques. Ainsi, elles améliorent la survie
sans rechute (SSR) dans le sous-groupe des LAM mutées NPM1 (Boddu et al. 2017).
Par ailleurs, elles augmentent I'incidence cumulée de rechute (ICR) dans le sous-
groupe des LAM a CBF (lorsque leur VAF dépasse 10%) (Duployez et al. 2016) et
diminuent la SG dans le sous-groupe des LAM avec une duplication partielle en
tandem de KMT2A (aussi nommé MLL) (Papaemmanuil et al. 2016).

Impact pronostique des caractéristiques initiales des mutations FLT3-ITD

e Impact du ratio allélique des mutations FLT3-ITD et du statut NPM1

Le RA médian des mutations FLT3-ITD dépend de la sensibilité de la technique
de mesure : il est estimé entre 0,5 et 0,8 par technique d’AF (Kayser et al. 2009;
Richard F. Schlenk et al. 2014; Thiede et al. 2002) et un log en dessous par technique
de HTS (0,04) (Rucker et al. 2022). La présence d’'une mutation FLT3-ITD avec un RA
élevé a été associée a une diminution du taux de RC, de la SG et de la SSR chez les
patients nouvellement diagnostiqués traités par CTI, en appliquant différents seuils :
0,78 (Thiede et al. 2002) et 0,20/0,53/0,80 (Richard F. Schlenk et al. 2014). En
présence de plusieurs mutations FLT3-ITD, les RAs des différentes ITDs sont
généralement additionnés pour obtenir un RA unique (Richard F. Schlenk et al. 2014;
Thiede et al. 2002).

Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que le statut NPM1 modifiait le
pronostic des mutations FLT3-ITD. Tout d’abord, les patients ont été stratifiés en trois
groupes pronostiques fondés sur les statuts NPM1 et FLT3-ITD, a savoir le groupe de
bon pronostic (FLT3-ITD négatif [neg] NPM1 positif [pos]), de pronostic intermédiaire
(FLT3-ITDneg NPM1neg ou FLT3-ITDpos NPM1pos) et de mauvais pronostic (FLT3-
ITDpos NPM1neg) (Gale et al. 2008). Dans des études ultérieures, ils ont été stratifiés
en fonction du statut NPM1 et du RA de FLT3-ITD, en utilisant un cut-off a 0,5
(Pratcorona et al. 2013; S. Schnittger et al. 2011). Parmi les patients mutés NPM1, les
sujets avec un RA FLT3-ITD < 0,5 présentaient un pronostic similaire aux sujets FLT3-
sauvages, en termes de SG, de risque de rechute et de SSR (Pratcorona et al. 2013).
En comparaison, les patients mutés NPM1 avec un RA FLT3-ITD > 0,5 présentaient
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une SG (Pratcorona et al. 2013; S. Schnittger et al. 2011) et une SSE réduites (S.
Schnittger et al. 2011). Parmi les patients NPM1-sauvages, les sujets avec une
mutation FLT3-ITD présentaient un risque de rechute augmenté et une SG réduite par
comparaison aux patients FLT3-sauvages, quel que soit le RA associé (Pratcorona et
al. 2013). Par ailleurs, l'allogreffe de CSH en premiére RC permettait de réduire le
risque de rechute dans tous les sous-groupes moléculaires excepté le sous-groupe
des LAM mutées NPM1 avec un statut FLT3 sauvage ou un RA FLT3-ITD < 0,5
(Pratcorona et al. 2013). L’année suivante, une étude a démontré que seuls les
patients avec une mutation FLT3-ITD au RA = 0,51 présentaient un bénéfice en termes
de SG et de SSR a la suite d’une allogreffe de CSH en premiére RC (Richard F.
Schlenk et al. 2014). Ces études ont conduit a prendre en compte le RA des mutations
FLT3-ITD (au seuil de 0,5) ainsi que le statut NPM1 pour stratifier les patients dans la
classification ELN 2017 (H. Déhner et al. 2016).

Apres 2017, la MIDO a été largement utilisée en premiére ligne et a permis
d’harmoniser le pronostic des patients NPM1-sauvages avec une mutation FLT3-ITD,
quel que soit le RA associé (K. Déhner et al. 2020). De plus, chez les patients mutés
NPM1, la MRD NPM1 posséde un impact pronostique majeur, surpassant celui du RA
des mutations FLT3-ITD (Balsat et al. 2017). Enfin, il existe un manque de
standardisation de la technique d’AF pour la quantification des ITDs (Thiede et al.
2018). Pour ces différentes raisons, les patients avec une mutation FLT3-ITD ont été
classés a risque intermédiaire dans la classification ELN 2022, indépendamment du
RA de I'I'TD et du statut NPM1 (H. D6hner et al. 2022). Toutefois, il semblerait que la
triple association des mutations DNMT3A, NPM1 et FLT3-ITD ait un impact
pronostique négatif au diagnostic de LAM (Bezerra et al. 2020; Papaemmanuil et al.
2016). Aprés traitement, ces LAM « triples mutées » présentent une MRD FLT3-ITD
positive dans prés d’un quart des cas tandis qu'aucune MRD FLT3-ITD positive n'a
été détectée chez les patients doubles mutés NPM1/FLT3-ITD (Grob, Sanders, et al.
2022).

Par ailleurs, il est important de préciser que la valeur pronostique du RA des
ITDs n’est pas établie chez les patients atteints de LAM R/R.
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¢ |mpact du site d’insertion des mutations FLT3-ITD

Une étude réalisée sur un large panel de 893 ITDs a mis en évidence que 70,8%
d’entre elles étaient insérées dans le JMD tandis que les autres présentaient un site
d’insertion plus distal, quasi-exclusivement dans le feuillet betal du TKD1 (28%)
(Rucker et al. 2022). A de trés faibles fréquences (£1%), le site d’insertion était situé
dans d’autres domaines du TKD1 (nucleotide-binding loop, feuillet beta2, en aval du
feuillet beta2) (Rucker et al. 2022).

Les ITDs s’insérant dans le TKD-1 (ITD-TKD1) et les ITDs s’insérant dans le
JMD (ITD-JMD) présentent des propriétés distinctes. L’analyse du transcriptome
complet de lignées cellulaires et de cellules primaires a révélé que les cellules mutées
ITD-TKD1 présentaient une régulation anormale de la réparation cellulaire, de
I'organisation de la chromatine et de I'adhésion, par comparaison aux cellules mutées
ITD-JMD (Arreba-Tutusaus et al. 2016).

Chez les patients traités par CTI, la présence d’'une ITD-TKD1 a été associée a
une baisse du taux de RC, de la SSE et de la SG, par rapport aux patients mutés ITD-
JMD (Kayser et al. 2009). In vitro, les cellules mutées ITD-TKD1 sont moins sensibles
a la cytarabine que les cellules mutées ITD-JMD et cette résistance serait médiée par
I'activation de la voie CDK2-CCNAZ2 et de la voie CDK7-Cycline H en aval, conduisant
a une accumulation des cellules en phase S (Pugliese et al. 2023).

e Impact du nombre de clones FLT3-ITD

La technique de HTS ayant une meilleure sensibilité que la technique d’AF, le
nombre moyen de clones FLT3-ITD détectés par patient au diagnostic est plus élevé
dans les études s’appuyant sur le HTS (2,009) (Rlcker et al. 2022) que dans les
études antérieures se fondant sur I'AF (1,14-1,33) (Gale et al. 2008; Kayser et al. 2009;
Schranz et al. 2018). En conséquence, la proportion de patients présentant plusieurs
clones FLT3-ITD au diagnostic est plus élevée dans les études fondées sur le HTS
(53,5%) (Rucker et al. 2022) que dans les études se basant sur I'AF (12,4%-27%)
(Gale et al. 2008; Kayser et al. 2009; Kottaridis et al. 2001; Schranz et al. 2018).
Plusieurs études fondées sur I’AF ont indiqué que le nombre de clones FLT3-ITD n’a
pas de valeur pronostique (Gale et al. 2008; Kayser et al. 2009; Meshinchi et al. 2008).
Toutefois, certaines eéquipes ont démontré que la présence de plusieurs clones FLT3-
ITD était corrélée a un taux de RC (Richard F. Schlenk et al. 2014), une SSR et une
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SG abaissés (Kottaridis et al. 2001) en analyse univariée, en se fondant sur I'AF ou le
HTS. Il est nécessaire de préciser que 'augmentation du nombre de clones FLT3-ITD
ne s’accompagne pas d’une augmentation du RA total (Gale et al. 2008; Ricker et al.
2022).

e Impact de la longueur des mutations FLT3-ITD

La longueur des ITDs s’étend de 3 a 300 pb environ (Rucker et al. 2022) et la
médiane se situe autour de 45-48 pb (Gale et al. 2008; Kayser et al. 2009; Rlcker et
al. 2022). L'impact pronostique de la longueur des ITDs est encore débattu. Certaines
études ont démontré qu’une longueur élevée était associée a une baisse de la SSR
(Meshinchi et al. 2008; Derek L. Stirewalt et al. 2006), de la SSE (Y. Kim et al. 2015)
et de la SG (Y. Kim et al. 2015; Meshinchi et al. 2008), en utilisant différents seuils :
40pb (Derek L. Stirewalt et al. 2006), 48 pb (Meshinchi et al. 2008) et 70pb (Y. Kim et
al. 2015). De plus, une étude a démontré que le taux de RC diminuait lorsque la
longueur de I'I'TD augmentait (Gale et al. 2008).

Toutefois, d’autres études ont démontré que la longueur de I'I'TD n’avait pas
d’influence sur le risque de rechute et la SG (Gale et al. 2008; Ponziani et al. 2006). Il
existe une corrélation entre la longueur de I'lTD et le site d'insertion : plus le site
d’insertion est distal (i.e vers I'extrémité C-terminale de la protéine), plus la longueur
de I'I'TD est importante (Kayser et al. 2009; Ricker et al. 2022). Cette corrélation est
logique si on I'envisage d’un point de vue finaliste : plus le site d’insertion est distal,
plus la séquence dupliquée doit étre longue pour inclure le motif YVDFREYEY (codons

591-599) qui est situé dans I'exon 14.

e Impact du statut allélique des mutations FLT3-ITD

Dans les LAM avec mutation FLT3-ITD, on peut observer une perte de l'alléle
sauvage de FLT3. Tout d’abord, ce phénoméne a été suspecté chez des patients
présentant un RA trés élevé en AF, indiquant que l'alléle ITD était plus fréquent que
I'alléle sauvage (Kottaridis et al. 2001; Thiede et al. 2002). Plus tard, des analyses par
FISH (Thiede et al. 2002), puis pas Single Nucleotide Polymorphism-array (SNP-
Array) (Raghavan et al. 2008; Walker et al. 2019) ont permis de démontrer que la perte
de l'alléle sauvage de FLT3 ou perte d’hétérozygotie (LOH) résultait d’'une disomie
uniparentale acquise (UPD) 13qg et non d’une simple délétion de l'alléle sauvage.

L’UPD est un phénoméne dans lequel un segment chromosomique (ici un segment
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d’'un chromosome 13 contenant une ITD) est dupliqué et remplace le segment
homologue.

Bien que des UPDs puissent étre observées dans d’autres régions au
diagnostic de LAM, les UPDs 13q sont les plus fréquemment décrites et touchent 3,8%
(L. Bullinger et al. 2010) a 7% des LAM a caryotype normal de I'adulte (Walker et al.
2019; Yi et al. 2011), soit 18,9% des LAM FLT3-ITD a caryotype normal de I'adulte
(Walker et al. 2019). Elles concernent 14% des LAM pédiatriques au diagnostic, soit
34% des LAM pédiatriques FLT3-ITD (D L Stirewalt et al. 2014). Les UPDs 13q sont
associées dans la quasi-totalité des cas a la présence d’'une mutation FLT3-ITD
(Walker et al. 2019).

Au diagnostic de LAM, la présence d’une UPD 13q (mise en évidence par SNP-
array) a été associée a une diminution de la SG en analyse univariée (Gronseth et al.
2015; Walker et al. 2019) et de la survie sans maladie en analyse multivariée (Walker
et al. 2019). Sur le plan biologique, la LOH de FLT3-ITD, dépistée par AF, a été
associée a une hyperleucocytose (Gale et al. 2008; Kottaridis et al. 2001), une
hyperexpression de CD33 (D L Stirewalt et al. 2014) et une expression aberrante des
génes impliqués dans la recombinaison et la réparation de ’'ADN (D L Stirewalt et al.
2014). Plusieurs études ont suggéré que les LOH de FLT3-ITD seraient plus
fréquentes a la rechute qu’au diagnostic de LAM, en se fondant sur 'AF (Shih et al.
2002) ou sur le SNP-array (Kronke et al. 2013; Raghavan et al. 2008).

Dans des modeles murins, la LOH de FLT3-ITD conduit au développement
spontané de leucémies, alors que ce phénomeéne n’est pas observé chez les souris
hétérozygotes (L. Li et al. 2011). Elle a été associée a une expansion du compartiment
des CSH (Lin- Sca1+ ckit+ ou LSK), présentant également une prolifération et une
survie accrues (B. H. Lee et al. 2007). Concernant les cellules circulantes, elle a été
associée a une augmentation des leucocytes et a une diminution des thrombocytes et
de 'hémoglobine (B. H. Lee et al. 2007; L. Li et al. 2011). Les cellules homozygotes
pour FLT3-ITD présentent une expression membranaire de FLT3 réduite au profit
d’'une expression intracellulaire augmentée, et une hausse de I'activation de STAT5
(L. Lietal. 2011).

Le SNP-array permet de mettre en évidence les clones porteurs d’'une UPD
lorsqu’ils représentent au moins 20% de la population leucémique totale. Or, la
mutation FLT3-ITD homozygote peut étre présente dans un sous-clone de faible taille,
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en particulier au diagnostic de LAM (T. Kim et al. 2022; D L Stirewalt et al. 2014). Le
séquencgage unicellulaire est une approche plus sensible : il permet de détecter les
clones homozygotes pour FLT3-ITD lorsqu’ils représentent au moins 0,1% de la
population leucémique totale (T. Kim et al. 2022; Morita et al. 2020). Ainsi, cette
technique pourrait permettre de préciser limpact des sous-clones FLT3-ITD

homozygotes dans les années a venir.
Evolution des mutations de FLT3 a la progression apreés traitement intensif

La recherche de mutations FLT3-ITD par AF sur des échantillons appariés a
permis d’établir que 80 a 94% des patients initialement mutés FLT3-ITD conservaient
un statut FLT3-ITD positif a la rechute post-CTI (Cloos et al. 2006; Kronke et al. 2013;
Shih et al. 2002). Une étude réalisée par HTS sur une cohorte plus large a estimé que
ce taux de persistance s’élevait a 67% (50/75) (Garg et al. 2015). Dans une de ces
études, les VAFs des mutations FLT3-ITD augmentaient significativement entre le
diagnostic et la rechute, démontrant le role prépondérant des clones FLT3-ITD dans
la progression de la pathologie (VAF moyenne : 17,9% vs 40,5%) (Shih et al. 2002).
Par ailleurs, ces études ont révélé une positivation du statut FLT3-ITD a la rechute
chez environ 8,5% des patients atteints de LAM (Cloos et al. 2006; Shih et al. 2002),
et plus spécifiquement 31% des patients présentant initialement une mutation de
NPM1 (Kronke et al. 2013). Chez les patients allogreffés, le taux de persistance de
FLT3-ITD a la rechute s’éléve a 53% (Xuan et al. 2020).

Les mutations FLT3-TKD étant moins fréquentes que les mutations FLT3-ITD,
les études décrivant leur évolution entre le diagnostic et la rechute sont plus rares.
Toutefois, les mutations FLT3-TKD semblent plus instables que les mutations FLT3-
ITD : seuls 31% (4/13) des patients initialement mutés FLT3-TKD conservent un statut
FLT3-TKD positif a la rechute (Bacher et al. 2008). Ainsi, la mutation FLT3-TKD ne
constitue pas un bon marqueur de MRD.
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Impact de la maladie résiduelle FLT3-ITD

Le suivi de la MRD FLT3-ITD est principalement réalisé par HTS pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, la technique d’AF présentant une limite de détection située
autour de 0,05, elle ne permet pas de repérer les clones indétectables par I'analyse
cytologique et ne convient donc pas pour I'analyse de la MRD. Par ailleurs, les
mutations FLT3-ITD présentent une hétérogénéité trés importante en termes de
longueur et de site d’insertion. Ainsi, les techniques qui sont communément employées
pour le suivi de la MRD, telles que la PCR quantitative et la PCR digitale, ne
conviennent pas car elles nécessiteraient de concevoir des systémes spécifiques pour
chaque mutation FLT3-ITD (Heuser et al. 2021). Par conséquent, le HTS est la
technologie la plus adaptée pour le suivi de la MRD FLT3-ITD car elle offre une bonne
sensibilité et elle permet de détecter un large spectre de mutations FLT3-ITD (Blatte
et al. 2019).

Dans une étude réalisée chez 161 patients traités par CTIl, la MRD FLT3-ITD
était positive aprés deux cycles chez 29% des patients seulement, et |la positivité était
associée de facon significative a un statut NPM1 sauvage (Grob, Sanders, et al. 2022).
Dans cette étude, la présence d’'une MRD positive pour FLT3-ITD (a un seuil de 10
#/10™) était associée a une diminution de la SG et & une augmentation du risque de
rechute en analyse multivariée (Grob, Sanders, et al. 2022). Par ailleurs, la VAF de la
mutation FLT3-ITD au moment de la RC était corrélée au risque de rechute (Grob,
Sanders, et al. 2022). Dans une large étude parue récemment incluant 537 patients,
une MRD FLT3-ITD positive en RC1 pré-allogreffe (au seuil de 10*) était associée a

un risque de rechute et de décés accrus (Dillon et al. 2024).
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PARTIE Il : INHIBITEURS DE FLT3

Généralités sur les inhibiteurs de FLT3

Parmi les iFLT3, on distingue les molécules de premiére génération (sorafénib,
MIDO) et celles de seconde génération (quizartinib, crénolanib, giltéritinib). Les
molécules de premiére génération sont peu spécifiques du récepteur FLT3 (Daver et
al. 2019) et présentent une efficacité limitée en monothérapie ainsi qu’une toxicité
assez importante (Borthakur et al. 2011; Fischer et al. 2010; Stone et al. 2005). Les
inhibiteurs de seconde génération étant plus spécifiques et plus puissants (Daver et
al. 2019), ils sont généralement efficaces en monothérapie (Perl et al. 2019). Ces
agents, toutes générations confondues, sont des inhibiteurs compétitifs se liant au
niveau de la poche ATP du TKD et leur mode d’interaction permet par ailleurs de
distinguer les inhibiteurs de type | (se liant au récepteur placé en conformation active,
tels que la MIDO, le crénolanib, et le giltéritinib) des inhibiteurs de type Il (se liant au
récepteur placé en conformation inactive, tels que le sorafénib, le ponatinib, et le
quizartinib) (Ke et al. 2015). Les mutations de type ITD peuvent étre ciblées par les
deux types d’inhibiteurs alors que les mutations de type TKD ne doivent pas étre
ciblées par les inhibiteurs de type Il car elles stabilisent la conformation active du
récepteur FLT3 (Catherine C. Smith et al. 2012).

Les iFLT3 peuvent avoir des mécanismes d’action différents selon les patients
: ils ont une activité cytotoxique marquée chez certains patients, tandis qu’ils
provoquent une différenciation myéloide des cellules leucémiques chez d’autres
patients (McMahon, Canaani, et al. 2019; Sexauer et al. 2012). La différenciation
pourrait étre médiée par l'inactivation de EZH2 qui appartient au complexe répresseur
PRC2 (Sung et al. 2024).

Les essais cliniques ayant conduit a intégrer les iIFLT3 dans [larsenal

thérapeutique des LAM sont décrits dans le Tableau 2.
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Tableau 2 :

Essais cliniques majeurs incluant des inhibiteurs de FLT3

alaCTI

-Double aveugle

Conception de Schéma Nombre
DCI Indication ,,p , - . Population total de Efficacité
I'étude d’administration -
patients
AMM dans les | RATIFY (Stone Par voie orale de | Patients agés 717 HR SSE 0,78
LAM et al. 2017) J8 aJ21de de 18 a 59 ans HR SG 0,78
nouvellement Phase Il chaque cycle de | avec RA FLT3- SG a4 ans -
Midostaurine dlagnostlguges Midostaurine vs CTI + entretien 1 ITD ou FLT3- 51.4% vs
en association an TKD = 0,05
s Placebo 1:1 44,3%
ala CTl -Double aveugle
g SSE a4 ans:
28,2% vs
20,6%
Entretien post- | SORMAIN Par voie orale a Patients agés 83 HR SSR 0,39
allogreffe (hors | (Burchert et al. partir de J60- de 18 a 75 ans R
SSRa2ans:
- AMM) 2020) J100 post- avec FLT3-ITD
Sorafénib . o 85% vs
Ph " transplantation et | positif 53 39
-rhase 1l pendant 2 ans w7
-Sorafénib vs
Placebo 1:1
-Double aveugle
Entretien post- | NCT02474290 Par voie orale de | Patients agés 202 HR ICR 0,25
allogreffe (hors | (Xuan et al. J30-J60 a J180 de 18 4 60 ans ICR & 1 .
Sorafénib | AMM) 2020) post- avec RA FLT3- 7 a 5 :”5(;/
transplantation ITD 20,03 o VS 24,97
-Phase lll
-Sorafénib vs
Contréle 1:1
-Open label
AMM a la ADMIRAL (Perl Par voie orale en | Patients agés 371 RC 21,1% vs
maladie etal. 2019) cycles de 28 de 18 a 85 ans 10,5%
e el réfractaire ou jours jusqu’a avec RA FLT3-
Giltéritinib en rechute en 'gq?,s'.et.”.lb progression ou ITD ou FLT3- HR SG 0,64
monothérapie -ontentinid vs toxicité TKD = 0,05 SG médiane
chimiothérapie 93vs 56
de rattrapage 2:1 9 VS 9,
-Open label mols
AMM QUANTUM-First Par voie orale de | Patients agés 539 HR SG 0,78
européenne (Erba et al. J8 a J21 de de 18 a 75 ans SG médi
Quizartinib dans les LAM 2023) chaque cycle de avec VAF 31 gme 'ane
nouvellement | CTl + entretien 3 | FLT3-ITD > 3% 15 o
diagnostiquées -Q ?Sert' i ans ,1 mols
en association | ~>u/zZarunio vs
Placebo 1:1

DCI : dénomination commune internationale, AMM
marché, HR : hazard ratio.
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La midostaurine

La MIDO a initialement été développée comme inhibiteur de la protéine kinase
C, sous le nom de CGP41251 puis PKC412 (Thavasu et al. 1999). Elle posséde
également une activité contre KIT, PDGFR et VEGFR-2 (Fabbro et al. 1999). Il s’agit
du premier iFLT3 a avoir obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour
la prise en charge des LAM, suite a I'essai RATIFY ayant démontré son efficacité en
association a la CTI dans les LAM nouvellement diagnostiquées (Stone et al. 2017).
Elle a également été approuvée pour le traitement de la mastocytose avancée (Gotlib
et al. 2016).

Le sorafénib

Le sorafénib est indiqué dans le traitement des cancers rénaux, hépatocellulaires
et thyroidiens (Brose et al. 2014; Escudier et al. 2007; Llovet et al. 2008). Il a
initialement été découvert sous le nom de BAY 43-9006 pour sa capacité a inhiber les
kinases Raf-1 et BRAF ainsi que les récepteurs VEGFRs (2 et 3), PDGFR-f3, KIT et
FLT3 (Wilhelm et al. 2004). Actuellement, il est utilisé en maintenance post-allogreffe
hors AMM (Burchert et al. 2020; Xuan et al. 2020). |l ne permet pas d’améliorer
significativement la SSE lorsqu’il est utilisé en association a la CTI puis en
maintenance dans les LAM nouvellement diagnostiquées (Loo et al. 2023). Au-dela de
son activité directe sur le récepteur FLT3, le sorafénib augmente la production d’IL-15
par les cellules leucémiques et stimule ainsi l'effet Graft versus Leukemia via
I'activation des lymphocytes T CD8+ allogéniques (Mathew et al. 2018).

Le giltéritinib

Le giltéritinib est sélectif du récepteur FLT3 muté mais il posséde également une
activité envers KIT et AXL (L. Y. Lee et al. 2017; Mori et al. 2017). Il est indiqué en
monothérapie chez les patients R/R a la suite de 'essai ADMIRAL qui a démontré son
efficacité en termes de SG (Perl et al. 2019). Toutefois, seuls 6,2% des patients inclus
dans cet essai avaient recu de la MIDO en premiére ligne (Perl et al. 2019). Depuis,
plusieurs études ont démontré que le giltéritinib est aussi efficace en monothérapie
chez les patients ayant précédemment recu un iFLT3 que chez les patients naifs
(Dumas et al. 2023; Numan et al. 2022; Perl et al. 2022). L’essai évaluant I'efficacité
du giltéritinib en entretien post-allogreffe n’ayant pas atteint son objectif principal

d’amélioration de la SSR, le giltéritinib n’aura pas d’AMM dans cette indication (M. J.

70



Levis et al. 2024). Toutefois, I'étude a révélé que les patients qui avaient une MRD
FLT3-ITD positive bénéficiaient du traitement d’entretien en termes de SSR alors que
les patients qui avaient une MRD négative n’en bénéficiaient pas (M. J. Levis et al.
2024). Une étude nommée « HOVON 156 AML » comparant I'efficacité du giltéritinib
a celle de la MIDO en association a la CTl est actuellement en cours (NCT04027309).

Le quizartinib

Le quizartinib est un inhibiteur de FLT3, KIT, PDGFRA, PDGFRB, RET et CSF1R
(Zarrinkar et al. 2009). Il a obtenu une AMM européenne pour le traitement des LAM
nouvellement diagnostiquées, en association a la CTI (Erba et al. 2023). Dans I'étude
de phase lll « Quantum-R » réalisée chez des patients R/R, le quizartinib a permis
d’améliorer la SG (Cortes et al. 2019).

Le crénolanib

Parmi les iFLT3 prometteurs, on peut citer le crénolanib qui est un inhibiteur de
type | et de seconde génération. L’administration de crénolanib en association a la CTI
chez 44 patients mutés FLT3 a permis d’obtenir un taux de réponse (RC/RCi) de 86%
en premiére ligne (E. S. Wang et al. 2024). Un essai randomisé ayant pour objet de
comparer le crénolanib a la MIDO, en association a la CTI, est en cours chez 510
patients (NCT03258931).
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PARTIE IV : RESISTANCE AUX INHIBITEURS DE FLT3

Résistance liée aux caractéristiques des mutations FLT3-ITD

e Impact du site d’insertion sur la réponse aux inhibiteurs de FLT3

Parmi les sujets randomisés dans I'étude RATIFY (évaluant I'apport de la MIDO
en association a la CTI), les patients présentant uniquement des ITDs-TKD1 avaient
une SG diminuée et une ICR augmentée par rapport a ceux présentant uniquement
des ITDs-JMD ou les deux types d’'ITDs (Rucker et al. 2022). Dans cette étude, seuls
les patients présentant uniquement des ITDs-JMD bénéficiaient de I'ajout de la MIDO
en termes de SG et d'ICR (Rulcker et al. 2022). Les patients présentant uniquement
des ITDs-JMD arboraient plus fréequemment des mutations NPM1 que les autres
patients (Rucker et al. 2022). Les patients doubles mutés ITD-JMD/NPM1 étaient ceux
qui bénéficiaient le plus de la MIDO (SG a 4 ans 65% vs 44%) (Rucker et al. 2022).

In vitro, les lignées mutées ITD-TKD1 ont démontré une résistance a I'apoptose
sous traitement par MIDO, quizartinib et giltéritinib (Arreba-Tutusaus et al. 2016;
Breitenbuecher et al. 2009; Massacci et al. 2023), probablement médiée par les
protéines anti-apoptotiques MCL-1 et BCL2 (Breitenbuecher et al. 2009; Massacci et
al. 2023). Il semblerait que les cellules mutées ITD-TKD1 exposées a la MIDO
progressent dans le cycle cellulaire a I'aide de I'accumulation du complexe CDK1-
Cycline B médiée par WEE1, ce qui les protége de I'apoptose (Massacci et al. 2023).

e Impact des autres caractéristiques des ITDs sur la réponse aux
inhibiteurs de FLT3

Une analyse post hoc de I'étude RATIFY a déemontré le bénéfice de la MIDO au
sein des trois catégories pronostiques de la classification ELN 2017 considérées
indépendamment (K. Déhner et al. 2020). Ces catégories étaient définies par le RA de
la mutation FLT3-ITD (au seuil de 0,5) et le statut NPM1 (H. DOhner et al. 2016). Le
RA de FLT3-ITD n’a pas d’'impact sur le pronostic des patients traités par giltéritinib ou
sorafénib (Burchert et al. 2020; Catherine C. Smith et al. 2022).

La mise en évidence d’'un nombre élevé de clones FLT3-ITD par HTS a été
corrélée a un taux de RC abaissé chez les patients randomisés dans I'étude RATIFY,
dans les bras placebo et MIDO confondus (Rucker et al. 2022). Chez les patients

portant uniguement des mutations ITD-JMD, la présence de plusieurs ITDs avait un
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impact négatif sur la SG et I'lCR (Rucker et al. 2022). Toutefois, le nombre de clones
FLT3-ITD n’a pas dimpact sur le pronostic des patients traités par giltéritinib
(Catherine C. Smith et al. 2022).

Impact des co-mutations sur la réponse aux inhibiteurs de FLT3

Une analyse post hoc étudiant lI'influence des mutations additionnelles chez les
patients randomisés dans I'essai RATIFY a révélé que les co-mutations NPM1 et WT1
avaient I'impact le plus important sur la SG, respectivement favorable et défavorable
(Jahn et al. 2022). Concernant les patients doubles mutés FLT3/WT1, la présence
d’'une co-mutation NPM1 ainsi que le traitement par MIDO permettaient d’améliorer la
SG (Jahn et al. 2022). Les patients bénéficiant le plus du traitement par giltéritinib sont
les triples mutés DNMT3A/NPM1/FLT3 (Perl et al. 2019; Catherine C. Smith et al.
2022). Les patients mutés NRAS, KRAS ou PTPN11 traités par giltéritinib ont une SG
diminuée par rapport aux patients non mutés (4,9 mois vs 7,8 mois) (Numan et al.
2022).

Impact de la maladie résiduelle FLT3-ITD sur la réponse aux inhibiteurs de
FLT3

Plusieurs études ont démontré I'apport pronostique du suivi de la MRD FLT3-ITD
apres traitement par iFLT3. Dans une étude de phase Il nommée AMLSG16-10
évaluant I'efficacité de la MIDO en association a la CTI, les patients avec une MRD
positive (au seuil de 10™/107°) aprés 2 cycles de CTI ainsi que les patients positivant
leur MRD aprés la fin du traitement avaient un pronostic altéré en termes d’ICR et de
SG (Rucker et al. 2024). Par ailleurs, I'absence de mutation NPM1 était associée a
une plus haute probabilité d’obtenir une MRD positive (Rucker et al. 2024). De méme,
dans I'essai randomisant le sorafénib vs placebo en association a la CTIl, une MRD
négative (< 0,001%) post-induction était associée a une amélioration de la SSE et de
la SG a 2 ans dans les deux bras confondus (Loo et al. 2023). Dans le bras sorafénib,
la SSR a 2 ans était plus élevée chez les patients ayant une MRD négative que chez
les patients ayant une MRD positive (Loo et al. 2023). Dans I'essai randomisant le
quizartinib vs placebo en association a la CTIl, une MRD négative post-induction (<
0,01%) était associée a une amélioration de la SG dans les deux bras confondus (Erba
et al. 2023). Dans I'essai CHRYSALIS, une MRD positive (> 0,01%) aprés traitement

par giltéritinib était associée a une diminution de la SG (M. J. Levis et al. 2018).
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La MRD FLT3-ITD évaluée a proximité d’'une allogreffe de CSH posséde un
impact pronostique sur le devenir du patient aprés I'allogreffe. Dans une cohorte de
104 patients traités par CTIl en association ou non avec des iFLT3, la SSR a 2 ans
était de 78%, 32%, 40%, et 0% pour des niveaux de MRD pré-allogreffe
respectivement < 0,001%, compris entre 0,001% a 0,1%, compris entre 0,1% a 1%, et
2 1% (Loo et al. 2022). Dans I'étude randomisant le giltéritinib vs placebo en
maintenance post-allogreffe, une MRD positive pré- ou post-allogreffe (au seuil de 10
®) était associée & une diminution de la SSR et de la SG, dans les deux bras de
traitement confondus (M. J. Levis et al. 2024).

Par ailleurs, la MRD FLT3-ITD peut permettre de prédire le bénéfice d’un
traitement par iFLT3. Ainsi, 'étude MORPHO a démontré que les patients présentant
une MRD FLT3-ITD positive pré- ou post-allogreffe (au seuil de 10'6) tiraient profit du
traitement d’entretien post-allogreffe par giltéritinib en termes de SSR alors que les
patients qui avaient une MRD négative n’en bénéficiaient pas (M. J. Levis et al. 2024).
L’'obtention d'une MRD FLT3-ITD négative peut étre utilisée comme témoin de
I'efficacité des iFLT3 dans des essais cliniques, a l'instar de l'essai évaluant le
crénolanib en premiére ligne en association a la CTI (E. S. Wang et al. 2024).

Résistance liée a I’'acquisition de mutations

Les résistances présentées dans ce chapitre sont attribuées a des mutations
émergentes, détectables au moment de la résistance au traitement (stade R/R), mais
indétectables avant lintroduction du traitement (Tableau 3). Toutefois, il n’est pas
toujours possible de déterminer si ces mutations émergentes sont réellement
survenues aprés le traitement ou si elles préexistaient a la thérapie en quantité
indétectable, comme suggéré par plusieurs études (Man et al. 2012; McMahon, Ferng,
et al. 2019; Catherine C. Smith et al. 2012).
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e Résistance liée a I'acquisition de mutations on-target

Les mécanismes de résistance different selon le type d'iFLT3. Comme développé
dans le chapitre « Généralités sur les inhibiteurs de FLT3 », les inhibiteurs de type |
se lient au récepteur FLT3 placé en conformation active tandis que les inhibiteurs de
type Il se lient au récepteur FLT3 placé en conformation inactive. Ainsi, les mutations
touchant le résidu D835 sont frequemment retrouvées a la rechute apres traitement
par inhibiteurs de type Il car elles stabilisent la conformation active du récepteur
(Alotaibi et al. 2021; Catherine C. Smith et al. 2017). Les traitements associés aux
iFLT3 de type Il affectent les mécanismes de résistance : seuls 6% (1/17) des patients
traités par sorafénib ou quizartinib en association a une CTI rechutent avec une
mutation D835 vs 45% (13/29) des patients traités pas sorafénib ou quizartinib en
association a une thérapie non intensive (Alotaibi et al. 2021). La modélisation de
différentes mutations touchant le codon D835 dans des cellules exprimant FLT3-ITD
a démontré que toutes les substitutions ne conféraient pas le méme degré de
résistance aux inhibiteurs de type Il : les variants D835Y/V/I/F étant les plus résistants
tandis que les variants D835E/N sont les plus sensibles (C. C. Smith et al. 2015).

De plus, des mutations gatekeeper touchant le résidu F691 ont été retrouvées
chez les patients résistants au quizartinib et au sorafénib (Baker et al. 2013; Catherine
C. Smith et al. 2015, 2017). Ces mutations déstabilisent la conformation inactive de la
boucle d’activation. Les mutations touchant le résidu D835 ainsi que les mutations
gatekeeper peuvent co-exister chez un méme patient (Catherine C. Smith et al. 2012).

Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de type | sont davantage
hétérogénes selon la molécule considérée. L’étude de patients mutés FLT3 traités par
giltéritinib a révélé que 15% d’entre eux acquéraient des mutations non canoniques de
FLT3 ala rechute post-giltéritinib (6/40), a savoir 10% de mutations gatekeeper F691L,
2,5% de mutations E598D du JMD et 2,5% des deux types de mutations (Catherine
C. Smith et al. 2022). Concernant les patients mutés FLT3-ITD traités par MIDO, 6%
d’entre eux (3/54) acquéraient des mutations non canoniques de FLT3 au stade R/R,
touchant principalement le codon N676 (Schmalbrock et al. 2021).
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Tableau 3 : Principales mutations impliquées dans la résistance aux inhibiteurs
de FLT3

DCI Type | Génération Mutations de Mutations de
résistance on-target | résistance off-target

Midostaurine | | Premiére N676K Voie RAS/MAPK
(Heidel et al. 2006) wr1
RUNX1
(Schmalbrock et al.
2021)
Giltéritinib Seconde F691L Voie RAS/MAPK
(Catherine C. Smith wrt1
et al. 2022) (Catherine C. Smith
et al. 2022)
Sorafénib Il Premiére D835Y/H
(Man et al. 2012) IDH1/IDH2
F691L TP53

(Baker et al. 2013) WT1

— Voie RAS/MAPK
Quizartinib | Il Seconde D835Y/V/F (Alotaibi et al. 2021)

F691L
(Catherine C. Smith
et al. 2012)

DCI : dénomination commune internationale, MAPK : MAP kinases.

e Résistance liée a I'acquisition de mutations off-target

Dans une cohorte de 46 patients traités par inhibiteurs de type Il (incluant 39
patients traités par sorafénib et 7 patients traités par quizartinib), les mutations off-
target les plus fréquemment acquises a la rechute touchaient les génes IDH1/IDH2,
TP53 et WTT1, qui étaient chacun impliqués dans 10% des cas (Alotaibi et al. 2021).
Les mutations de la voie RAS étaient concernées dans seulement 6% des cas (Alotaibi
et al. 2021).

Plus d’'un tiers des patients mutés FLT3 traités par giltéritinib acquiérent une
mutation NRAS, KRAS ou PTPN11 post-giltéritinib (McMahon, Ferng, et al. 2019;
Catherine C. Smith et al. 2022). La majorité de ces patients acquierent plusieurs
mutations dans la voie RAS/MAP kinases (MAPK) (McMahon, Ferng, et al. 2019;
Catherine C. Smith et al. 2022). Par ailleurs, 7,5% des patients traités par giltéritinib
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présentent une nouvelle mutation de WT1 a la rechute post-giltéritinib (3/40)
(Catherine C. Smith et al. 2022). Enfin, 55,2% des patients (16/29) acquierent de
nouvelles anomalies cytogénétiques aprés traitement par giltéritinib, parmi lesquels
12,5% gagnent des fusions BCR-ABL (2/16) (McMahon, Ferng, et al. 2019). Dans une
étude réalisée chez 54 patients traités par MIDO et CTI, les mutations émergeant le
plus fréequemment au stade R/R touchaient les génes WT1 (6%), RUNX1 (6%) et la
voie RAS/MAPK (9%) (Schmalbrock et al. 2021).

Des études in vitro ont suggéré que la dose de giltéritinib avait un impact sur la
nature des mutations de résistance. |l semblerait que I'exposition a de faibles doses
de traitement privilégie la sélection de clones portant la mutation gatekeeper F691L
tandis que I'exposition a de fortes doses privilégie la sélection de clones mutés NRAS
(McMahon, Ferng, et al. 2019).

En conclusion, la majorité des patients traités par iFLT3 présentent au moins
une mutation émergente a la rechute (55% [37/67]), qu’elle soit on-target ou off-target
(Alotaibi et al. 2021). Les patients traités par inhibiteurs de type Il sont davantage
concernés que les patients traités par inhibiteurs de type | (65% [30/46] vs 33% [7/21])
(Alotaibi et al. 2021).

Evolution des mutations FLT3-ITD sous inhibiteurs de FLT3

Parmi les patients traités par CTI et MIDO, 54% (29/54) des sujets conservent
un statut FLT3-ITD positif par AF au stade R/R (Schmalbrock et al. 2021). S’agissant
des patients R/R traités par giltéritinib, 71,4% (10/14) a 77,1% (27/35) d’entre eux
présentent toujours une mutation FLT3-ITD a la rechute post-giltéritinib (Dumas et al.
2023; Catherine C. Smith et al. 2022). Dans une étude associant le sorafénib a la CTI
en premiére ligne, le statut FLT3-ITD était toujours positif a la rechute chez 53% des
patients (10/19), lorsqu’il était évalué par AF. En évaluant le statut FLT3-ITD par HTS
avec une limite de détection & 10, la proportion de patients positifs a la rechute
s’élevait a 71% (10/14) (Loo et al. 2023). Dans une étude réalisée chez 46 patients
traités par sorafénib ou quizartinib, 73% des sujets conservaient un statut FLT3-ITD
positif a la rechute en AF (Alotaibi et al. 2021). Tout iFLT3 confondus, les patients qui
perdent leurs mutations FLT3 a la rechute post-iFLT3 ont une SG améliorée apres la
rechute par comparaison aux patients qui conservent un statut FL T3 muté (Alotaibi et
al. 2021).
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Autres mécanismes de résistance

e Role du micro-environnement

Certains facteurs solubles sous-tendent la résistance des cellules leucémiques
aux iFLT3. Tout d’abord, la persistance initiale de cellules cancéreuses sous iFLT3
dépend de facteurs de survie libérés dans le microenvironnement, tels que FGF2 et
FLT3-ligand (Joshi et al. 2021; Traer et al. 2016). Le FLT3-ligand atténue l'efficacité
des iFLT3 (MIDO, sorafénib, quizartinib) tandis que le FGF2 active FGFR1 et des
effecteurs de la voie des MAPK en aval (Sato et al. 2011; Traer et al. 2016). La
résistance médiée par ces facteurs de croissance pourrait étre liée a I'activation de
CDC7/AURKB (Joshi et al. 2021). Par ailleurs, les couples ligand/récepteur CD62E/E-
sélectine et CXCL12/CXCR4 jouent un réle majeur dans la migration des CSL vers la
MO (Sipkins et al. 2005). En inhibant ERK, les iFLT3 tels que le quizartinib et le
sorafénib provoquent une surexpression de CXCR4 et de I'E-sélectine, favorisant la
résistance des cellules cancéreuses (Jia et al. 2023). La résistance au traitement
dépendante de CXCL12 est médiée par la protéine p38 (Anderson et al. 2023).

De plus, 'enzyme CYP3A4 joue un réle important dans le métabolisme de
plusieurs iFLT3 tels que le sorafénib, le quizartinib et le giltéritinib (Chang et al. 2019).
Elle est sécrétée par le micro-environnement meédullaire et contribue a la résistance

des cellules leucémiques dans la MO (Chang et al. 2019).

L’hypoxie est également impliquée dans la résistance aux iFLT3. Le sorafénib
augmente I'hypoxie médullaire car il possede une action anti-angiogénique meédiée par
l'inhibition de VEGF. L'augmentation de I'hypoxie médullaire contribue a une hausse
de I'expression de BMX et permet ainsi de restaurer la phosphorylation de STATS et
AKT (Oosterwijk et al. 2018).

¢ Mécanismes anti-apoptotiques

Certaines cellules leucémiques exposées aux IFLT3 maintiennent une
expression importante des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL2 et peuvent
ainsi survivre sous traitement (Kohl et al. 2007).
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e Activation de kinases

Les cellules primaires résistantes aux iFLT3 ex vivo présentent une
hyperactivation basale de la voie des MAPK, par rapport aux cellules primaires
sensibles (Malani et al. 2022). De plus, la protéine ERK est réactivée dans les heures
suivant le traitement par iFLT3, probablement car les iFLT3 entrainent une diminution
du rétrocontréle négatif de la voie RAS et potentialisent ainsi la signalisation ligand-
dépendante via les récepteurs FLT3 sauvages exprimés a la surface cellulaire (Bruner
et al. 2017). Par ailleurs, méme si les récepteurs FLT3 sont inhibés de fagon adéquate
par les iFLT3, d’autres kinases peuvent prendre le relai et conduire a 'échappement
au traitement. L'activation du récepteur tyrosine kinase AXL est impliquée dans la
résistance a la MIDO et au quizartinib (Park et al. 2015). Par ailleurs, I'activation de
SYK potentialise la signalisation du récepteur muté FLT3-ITD et conduit & une
résistance au quizartinib (Puissant et al. 2014).

e Activation de facteurs de transcription

Dans les LAM présentant une résistance primaire aux iFLT3 de type | et Il, on
retrouve une hyperexpression du facteur de transcription CEBPA (H. Wang et al.
2023). Par ailleurs, la résistance aux iFLT3 pourrait étre liée a I'inactivation de p53 par
HDACS8, dont I'activation est médiée par les facteurs de transcription FOXO1 et
FOXO3 (Long et al. 2020).

e Modification du métabolisme cellulaire

L’exposition au quizartinib entraine une surexpression de PDP1 qui active le
pyruvate dehydrogenase complex, permettant de détourner le pyruvate vers le cycle
de Krebs. Ce mécanisme permet d’augmenter le métabolisme oxydatif du glucose et
contribue a la résistance au traitement (Alshamleh et al. 2023). Par ailleurs, bien que
les iFLT3 entrainent une diminution globale de la traduction via I'inactivation de mTOR
(X. M. Ma et Blenis 2009), ils augmentent la traduction des protéines liées a
'autophagie (Koschade et al. 2022). L’inhibition pharmacologique ou génétique de
I'autophagie améliore la sensibilité aux iFLT3, dévoilant le role de ce phénoméne dans
la résistance aux iFLT3 (Koschade et al. 2022). Enfin, la résistance au sorafénib
pourrait étre liée a I'activation d’'un échangeur ionique Na+/H+ nommé NHE1 (Man et
al. 2014).
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Nouvelles associations permettant de contourner les mécanismes de

résistance

L’identification de nombreux agents impliqués dans la résistance aux iFLT3 a
conduit a évaluer l'efficacité d’'inhibiteurs spécifiques de ces agents en association
avec des iFLT3. Des inhibiteurs de CXCL12 (Anderson et al. 2023), p38 (Anderson et
al. 2023), CXCR4/E-sélectine (Jia et al. 2023), CYP3A4 (clarithromycine) (Chang et
al. 2019), SYK (Puissant et al. 2014), HDAC8 (Long et al. 2020) ou encore de
'autophagie (Koschade et al. 2022) ont démontré leur efficacité in vitro et/ou in vivo
dans des modeéles murins, en association avec des iFLT3. Une étude de phase |
évaluant la combinaison du sorafénib avec le G-CSF et le plerixafor (un inhibiteur de
CXCR4) chez 28 patients en rechute mutés FLT3-ITD a permis d’obtenir un taux de
réponse de 36% (RC/RCi/rémission partielle [RP]/rémission compléte avec
récupération plaquettaire incompléte [RCp]) (Borthakur et al. 2020).

La combinaison d'iFLT3 avec des agents pro-apoptotiques, tels que le
vénetoclax, est la plus prometteuse et pourrait modifier les standards de traitement
dans les années a venir. Dans un premier temps, des études précliniques conduites
sur des lignées et des cellules primaires mutées FLT3-ITD, ainsi que des souris
xénogreffées avec des LAM FLT3-ITD, ont démontré une synergie entre les iFLT3 et
le vénétoclax, médiée par I'inhibition de MCL-1et Bcl-xL (J. Ma et al. 2019; Singh Mali
et al. 2021). Par la suite, une étude de phase Ib (NCT03625505) a été réalisée chez
54 patients R/R afin d’évaluer la réponse a 'association vénétoclax/giltéritinib. Le taux
de réponse (RC/RCi/Morphologic leukemia-free State [MLFS]/RCp) s’élevait a 74,5%
chez les patients mutés FLT3 (38/51), avec une survie médiane de 10 mois et une
durée médiane de réponse de 5,4 mois (Daver et al. 2021). L’association
vénétoclax/giltéritinib serait également efficace dans les LAM FLT3-sauvages
(Janssen et al. 2022).

L’association d'iFLT3 avec des agents déméthylants est également
prometteuse. La combinaison de 5-azacitidine et de sorafénib a donné des résultats
encourageants dans une étude de phase Il menée sur 43 patients (Ravandi et al.
2013). Par la suite, une étude de phase Il a évalué I'association décitabine
/vénétoclax/iFLT3 chez 25 patients atteints de LAM mutées FLT3, nouvellement
diagnostiqués ou R/R (Maiti et al. 2021). Le choix de I'IFLT3 était a la discrétion du

clinicien. Les résultats étaient trés encourageants : chez les patients nouvellement
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diagnostiqués, le taux de RC composite (RC/RCi/RCp) s’élevait a 92%. De plus, les
patients répondeurs présentaient une MRD négative dans 56% des cas par CMF, et
dans 91% des cas par HTS. Chez les patients R/R, le taux de RC composite s’élevait
a 62% et les patients répondeurs présentaient une MRD négative dans 63% des cas
par CMF, et dans la totalité des cas par HTS (Maiti et al. 2021). Plus tard, une étude
de phase I/ll a évalué I'association décitabine/vénétoclax/quizartinib chez 10 patients
nouvellement diagnostiqués et 40 patients R/R, présentant tous une LAM mutée FLT3-
ITD (Yilmaz et al. 2023). Chez les patients nouvellement diagnostiqués, le taux de
réponse (RC/RCi/MLFS) était de 100%. Chez les patients R/R, le taux de réponse était
de 68% et la MRD FLT3-ITD était négative par HTS dans 36% des cas (8/22) (Yilmaz
et al. 2023). Enfin, une étude de phase I/ll publiée en 2024 a évalué I'association
azacitidine/vénétoclax/qiltéritinib chez 30 patients nouvellement diagnostiqués et 22
patients R/R, présentant tous une LAM mutée FLT3-ITD et/ou FLT3-TKD (Short et al.
2024). Chez les patients nouvellement diagnostiqués, le taux de RC/RCi était de 96%,
et 65% des patients évaluables présentaient une MRD FLT3-ITD négative par HTS.
Chez les patients R/R, le taux de RC/RCi était de 27% (Short et al. 2024).
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OBJECTIFS

Au diagnostic de LAM, les approches de biologie moléculaire permettent de
rechercher un grand nombre de mutations récurrentes ayant un impact diagnostique,
pronostique et/ou thérapeutique. Parmi ces anomalies, les plus fréquentes sont les
mutations de NPM1 et les mutations FLT3-ITD.

Les LAM mutées NPM1 ont un pronostic globalement favorable. Toutefois, elles
peuvent présenter des co-mutations et des phénotypes trés hétérogénes qui sont
susceptibles d’influencer le pronostic ainsi que la réponse au traitement. Le premier
objectif de ce travail fut d’explorer le lien entre les mutations somatiques et la
différenciation phénotypique a I'échelle unicellulaire dans les LAM mutées NPM1.

Bien que les mutations FLT3-ITD soient historiquement associées a un mauvais
pronostic, de nombreux travaux ont révélé que celui-ci pouvait étre pondéré en
fonction de certaines caractéristiques telles que le RA, le site d’insertion et la longueur
des mutations ou encore le nombre de clones FLT3-ITD. L'utilisation de la MIDO en
premiére ligne depuis 2017 a permis d’améliorer la survie des patients mutés FLT3.
Cependant, les taux de RC obtenus demeurent proches de 60-70% et les rechutes
surviennent encore dans plus de 40% des cas. Nous avons cherché a identifier les
mécanismes moléculaires sous-tendant I'échec d’'induction et/ou la rechute chez les
patients mutés FLT3. En particulier, nous avons cherché a déterminer si les
caracteéristiques initiales des mutations FLT3-ITD modulaient les mécanismes de

résistance au traitement.
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RESULTATS

Premier article : Etude de la différenciation hématopoiétique a I'échelle

unicellulaire dans les leucémies aigués myéloides mutées NPM1

Résumé

Les LAM mutées NPM1 partagent des caractéristiques clinico-biologiques
communes. Toutefois, elles présentent des co-mutations et des phénotypes trés
hétérogénes, susceptibles d’influencer le pronostic de la maladie ainsi que la réponse
au traitement. L’étude de la population leucémique globale n’a pas réveélé d’association
forte entre I'immunophénotype et le génotype chez les patients mutés NPM1. Afin
d’évaluer si I'hnétérogénéité intra-leucémique pourrait masquer des associations
importantes, nous avons utilisé une technologie de séquengage unicellulaire multi-
omique (Tapestri, Mission Bio®) permettant d’explorer le lien entre les mutations
somatiques et la différenciation phénotypique a I'échelle unicellulaire chez 11
échantillons diagnostiques de LAM mutées NPM1. Le développement d’'un outil de
correction du génotype fondé sur la phylogénie a permis d’augmenter
considérablement le nombre de cellules exploitables. La présence d’une hétérogénéité
géneétique intra-leucémique a été constatée chez tous les patients, décrivant une
architecture branchée pour 9 d’entre eux. Deux groupes de LAM mutées NPM1 ont pu
étre distingués, I'un présentant un phénotype typique des progéniteurs et I'autre un
phénotype monocytaire. Des associations spécifiques entre certaines mutations
somatiques et I'expression de protéines de surface ont été mises en évidence. Ces
associations étaient propres a chaque patient : elles n’étaient pas partagées par
'ensemble de la cohorte. L'étude d’un cas illustratif a démontré que les corrélations
genotype-phénotype établies par I'analyse unicellulaire permettaient I'enrichissement

en clones génétiques spécifiques par FACS (fluorescence-activated cell sorting).
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Dear Editor,

Recent data suggest that NPM7-mutated AMLs are hetero-
geneous in terms of co-mutations and expression of transcrip-
tomic programs and surface proteins [1, 2]. Such heterogeneity
may reflect a variable differentiation blockade of leukemic
cells. Indeed, blasts in some NPM1-mutated AMLs may display
an immature progenitor morphology, immunophenotype, and
transcriptional program, or have a more mature monocytic
and/or dendritic differentiation in other patients [1-3]. These
differences can be clinically important, as immature blasts
might have higher stemness capacity, a feature associated with
poorer outcomes in AML [4]. Conversely, blasts with monocytic
differentiation may have immunosuppressive capacities, and
relative BCL-2 independence [5]. Previous reports based on
bulk sequencing revealed only weak associations between
NPM1/FLT3-ITD genotype and immature phenotype and
between NPM1/FLT3-TKD or NPM1/RAS genotypes and mono-
cytic/dendritic differentiation [2, 3]. Novel technologies allow
simultaneous genotyping and analysis of surface protein
expression at single-cell resolution and may help to resolve
the interconnection between genotype and cell differentiation
in leukemia [6, 7]. We used a droplet-based multi-omics single-
cell platform to characterize the genetic clonal architecture in
eleven NPM1-mutated AML diagnostic samples and investigate
the relationship between co-mutations and phenotypic hema-
tologic differentiation at the single-cell level.

We retrospectively included viably frozen samples from 11
patients with NPM71-mutated AMLs diagnosed in Saint Louis or
Lille university hospitals banked after informed consent
between May 2016 and July 2019. The project was approved
by INSERM IRB (CEEI-20-274). Samples were selected if they had
an NPM1 mutation and at least two additional mutations
covered by the Mission Bio AML amplicons panel. Molecular
information was available from routine bulk high-throughput
sequencing (HTS) using previously published custom capture
panels at Saint Louis (n =8, Table S1) or Lille (n =3, Table S2)
university hospitals [8]. Cryopreserved mononucleated cells
were thawed and live cells were stained using a 15 antibodies
derived tags (ADT) panel (Fig. 1A and Table S3). Cells were
processed according to the manufacturer protocol, using
Mission Bio 20-genes AML amplicon panel (Table S4). Libraries
were sequenced on a Novaseq 6000 (lllumina). Fastq files were
analyzed using Mission Bio Tapestri Pipeline V2 (Fig. 1B). Filt3R
was used for FLT3-ITD detection. sc-DNAseq analysis was
focused on variants also detected on bulk HTS, using the

TapestriR package. A genotype was considered informative if
the single-cell sequencing depth (scDP) was >10x. An allele was
retained if supported by at least 3 reads, and a single-cell
variant allelic frequency (scVAF) >15% for an scDP between
20-100x or =10% for an scDP >100x, or considered non-
informative otherwise. infSCITE was used to infer phylogenetic
trees from mutation matrices as published [7]. Inferred clonal
architectures (Fig. S1A) were used to correct raw cell genotypes.
Cells with insufficient genotype information or with a genotype
violating the clonal hierarchy owing to cell doublets or
sequencing errors were excluded for downstream analyses
(Fig. S1B). Protein data was analyzed using Seurat package V4.0
[9]. ADT counts were transformed using centered log-ratio
transformation and differential expression was tested using
ALDEX2 [10]. Bulk and single-cell DNA-Seq will be available at
European Genome-phenome Archive (EGA) under accession
code EGAS00001006565. Other data will be available upon
reasonable request to the principal investigator.

Characteristics of the 11 NPMI1-mutated AML diagnostic
samples are summarized in Table S5. A total of 61 mutations
were detected by bulk HTS (Tables S5, 6), with a median number
of five mutations per patient [range: 3-8]. The most frequently
mutated genes were FLT3 (9/11, 82%), NRAS (5/11, 45%),
DNMT3A (4/11, 36%), IDH2 (4/11, 36%), and PTPN11 (4/11,
36%). Most patients (91%) had multiple signaling mutations,
with a median number of three per patient [range: 1-5].

To correct the noise of sc-DNAseq data on ill-covered
genomic regions, we developed a framework to perform
phylogeny-driven genotype correction (Fig. S1A, B). This
strategy increased the number of cells with complete genotype
information from 34,722 to 52,103 single cells (Fig. 1C and S1Q).
The median number of cells per sample was 5123 [range:
2301-7127]. Most somatic mutations identified by bulk HTS (55/
61, 90%) were detected by sc-DNAseq. Three patients had one
mutation not covered by the sc-DNAseq panel, and one patient
had two. These mutations affected SRSF2 (n =2), RAD21 (n=1),
SMC3 (n=1), and NFE2 genes (n =1, Tables S5, 6). One covered
FLT3-ITD was not detected by sc-DNAseq owing to its long size
(102 bp). Our genotype correction strategy did not bias the data
as pseudo-bulk VAF from sc-DNAseq were highly correlated to
bulk HTS VAF (Spearman rho=10.95, p< 10778, Fig. S2A). Two
patients had one homozygous mutation, and both bulk HTS and
sc-DNAseq showed a copy-neutral loss of heterozygosity of
FLT3-ITD in PHO1 (Fig. S2B) and a deletion of the wild-type allele
of TET2 in PHO5 (Fig. S2C). In keeping with previous findings,
intra-leukemic genetic heterogeneity was detectable in all cases
(Fig. S2D) [6, 7]. Clonal branching was detectable in nine
patients. One additional patient (PH12) would presumably also
have had a parallel evolution of the two FLT3-ITD clones if both
had been detected. All cases of branched architectures involved
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Fig. 1 Single-cell multi-omics workflow and application to 11 NPM1-mutated AMLs. A Overview of the single-cell multi-omics platform.
AML acute myeloid leukemia; HTS high-throughput sequencing; ADT antibody-derived tags. B Overview of the bioinformatics analyses
performed on sequencing data. CAN copy number alterations. C Uniform manifold approximation and projection (UMAP) plot of ADT-seq
expression of the 52,103 single-cells from the 11 AML samples. Cells are colored by sample. D UAMP plot of ADT-seq expression of the 52,103
single-cells from the 11 AML samples. Cells are colored according to the presence (red) or absence (black) of at least one somatic mutation.
E UAMP plot of ADT-seq expression of the 52,103 single-cells from the 11 AML samples. Cells are colored according to specific ADT
expressions. F UAMP plot of ADT-seq expression of the mutated cells from the 11 AML samples. Cells are colored according to the FAB
classification at diagnosis: FAB1-2 (green) or FAB4-5 (gray). G Expression of HLA-DR ADT by mutated cells according to the FAB classification at
diagnosis. H Expression of CD117 ADT by mutated cells according to the FAB classification at diagnosis. | UAMP plot of ADT-seq expression of
the mutated cells from the 11 AML samples. Cells are colored according to the presence (red) or absence (black) of FLT3 (left) or NRAS (right)
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mutations. P values from t-tests were corrected using the Benjamini & Hochberg method.
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co-occurring signaling mutations, as previously reported in
other AML subtypes [6, 71.

Upon dimensional reduction on ADT-seq data across all
samples, some degree of patient-centric clustering was notice-
able, owing to specific combinations of surface markers (Fig. 1C).
As expected in NPMT1-mutated AMLs, leukemic cells did not
express CD34 [3]. ADT-seq was able to discriminate normal
lymphoid cells from all patients, as they did not harbor somatic
mutation (Fig. 1D) and expressed high levels of CD45 with either
CD7 or CD19 expression (Fig. 1E). As previously reported on flow
cytometry analyses [1-3], ADT-seq was able to discriminate the 6
patients with a predominant morphologic myelomonocytic
differentiation (FAB4-5) from the 5 patients with poorly
differentiated cytology (FAB1-2, Fig. 1F). Leukemic cells from
FAB4-5 patients had a higher expression of HLA-DR (p <107,
Fig. 1G) and a lower expression of CD117 (p <107'®, Fig. 1H).
Larger ADT panels, the addition of UMIs [10], and control
isotypes will likely further improve the resolution of ADT-seq in
single-cell multi-omics platforms.

We identified various degrees of intra-leukemic immunophe-
notype heterogeneity, as previously suggested [3]. Specific
associations between surface proteins expression and somatic
mutations were patient-specific (Fig. S3) rather than shared
across patients (Fig. 11), and larger studies will be requested to
analyze cohort-wide genotype-phenotype correlations. Patient
PH11 is shown as an illustrative case (Fig. 2). Unsupervised
clustering of single cells based on ADT-seq revealed a marked
clustering of cells harboring the FLT3 p.A680V mutation (Fig.
2A). FLT3-mutated cells had higher expression of CD45, CD38,
and HLA-DR and lower expression of CD117 compared to other
leukemic cells (Fig. 2B-D), a phenotype reminiscent of mono-
cytic differentiation. Conventional multiparametric flow cyto-
metry confirmed the presence of distinct leukemic cell
subpopulations. Bulk HTS of the FACS-sorted monocyte-like
subpopulation (intermediate SSC, high CD45, HLA-DR+, CD38+,
CD117—, CD13—, CD7—, Fig. 2E) confirmed the enrichment for
FLT3-mutated cells (VAF of 40 vs 6% in bulk) at the expense of
the NRAS and GATA2 mutated clones (Fig. 2F and Table S7). This
result comforts previous studies showing genetic differences
between phenotypically distinct leukemic cell populations in
individual patients [11]. To our knowledge, this is the first
validation of ADT-seq results on sorted subpopulations defined
by a specific combination of multiple cell-surface markers.
Further validation could be conducted, e.g., using genetically
engineered cell lines. The development of ADT panels larger
than the first-generation 15-protein panel used in our study
may alleviate the limitation of the compositional structure of
small ADT panels. Further technological improvements, such as
the addition of UMIs in ADT sequencing to remove PCR
duplicates [10] and spiking of control isotypes to estimate
unspecific binding and define positivity thresholds, will likely
further improve the resolution of surface protein expression
analysis in single-cell multi-omics platforms. Recent clonal
phylogenies inference and single-cell protein expression
normalization tools will also need to be benchmarked across
various single-cell proteogenomic datasets [12]. Clone-specific
immunophenotypes might allow the study of clone-specific
drug sensitivity in phenotype-based ex vivo drug screening
experiments [13-15]. Our study paves the way for single-cell
multi-omics deciphering of the genetic and non-genetic
contributions to differentiation blockade in AML and provides
a proof of concept for precision oncology instructed by single-
cell resolution of the genetic and phenotypic diversity of
leukemic cells.

SPRINGER NATURE

Matthieu Duchmann @ '®, Romane Joudinaud'%°,
Augustin Boudry 2, Justine Pasanisi', Giuseppe Di Feo',
Rathana Kim (', Maxime Bucci?, Clémentine Chauvel®,
Laureen Chat', Lise Larcher@®?, Kim Pacchiardi’,
Stéphanie Mathis®, Emmanuel Raffoux®, Lionel Ades@®*,
Céline Berthon®, Emmanuelle Clappier'?, Christophe Roumier?,
Alexandre Puissant(@®', Claude Preudhommeé

Nicolas Duployez(®?’ and Raphaél Iltzykson @®'*’
"Université Paris Cité, Unité 944/7212-GenCellDi, INSERM and Centre
National de la Recherche Scientifique (CNRS), Paris, France.
2Hematology Laboratory, Unité 1277-Cancer Heterogeneity Plasticity
and Resistance to Therapies (CANTHER), Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de Lille, University of Lille, Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), Lille, France.
3Hematology Laboratory, Saint Louis Hospital, Assistance Publique-
Hépitaux de Paris (AP-HP), Paris, France. *Hematology Department,
Saint Louis Hospital, AP-HP, Paris, France. 5Hematology Department,
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Lille, University of Lille, Lille,
France. °These authors contributed equally: Matthieu Duchmann,
Romane Joudinaud. “These authors jointly supervised this work:
Nicolas Duployez, Raphaél Itzykson.
email: raphael.itzykson@aphp.fr

DATA AVAILABILITY

Bulk and single-cell DNA-Seq will be available at European Genome-phenome
Archive (EGA) under accession code EGAS00001006565. Other data will be available
upon reasonable request to the principal investigator.

REFERENCES

1. Mason EF, Hasserjian RP, Aggarwal N, Seegmiller AC, Pozdnyakova O. Blast
phenotype and comutations in acute myeloid leukemia with mutated NPM1
influence disease biology and outcome. Blood Adv. 2019;33322-32.

2. Mer AS, Heath EM, Madani Tonekaboni SA, Dogan-Artun N, Nair SK, Murison A,
et al. Biological and therapeutic implications of a unique subtype of NPM1
mutated AML. Nat Commun. 2021;12:1054.

3. van Galen P, Hovestadt V, Wadsworth |li MH, Hughes TK, Griffin GK, Battaglia S,
et al. Single-cell RNA-seq reveals AML hierarchies relevant to disease progression
and immunity. Cell. 2019;176:1265-1281 e1224.

4. Ng SW, Mitchell A, Kennedy JA, Chen WC, McLeod J, Ibrahimova N, et al. A 17-
gene stemness score for rapid determination of risk in acute leukaemia. Nature.
2016;540:433-7.

5. Pei S, Pollyea DA, Gustafson A, Stevens BM, Minhajuddin M, Fu R, et al. Monocytic
subclones confer resistance to venetoclax-based therapy in acute myeloid leu-
kemia patients. Cancer Discov. 2020;10:536-51.

6. Miles LA, Bowman RL, Merlinsky TR, Csete IS, Ooi AT, Durruthy-Durruthy R, et al.
Single-cell mutation analysis of clonal evolution in myeloid malignancies. Nature.
2020;587:477-82.

7. Morita K, Wang F, Jahn K, Hu T, Tanaka T, Sasaki Y, et al. Clonal evolution of acute
myeloid leukemia revealed by high-throughput single-cell genomics. Nat Com-
mun. 2020;11:5327.

8. Cerrano M, Duchmann M, Kim R, Vasseur L, Hirsch P, Thomas X, et al. Clonal
dominance is an adverse prognostic factor in acute myeloid leukemia treated
with intensive chemotherapy. Leukemia 2020;35:712-23.

9. Hao Y, Hao S, Andersen-Nissen E, Mauck WM 3rd, Zheng S, Butler A, et al. Inte-
grated analysis of multimodal single-cell data. Cell. 2021;1843573-3587 e3529.

10. Stoeckius M, Hafemeister C, Stephenson W, Houck-Loomis B, Chattopadhyay PK,
Swerdlow H, et al. Simultaneous epitope and transcriptome measurement in
single cells. Nat Methods. 2017;14865-8.

11. de Boer B, Prick J, Pruis MG, Keane P, Imperato MR, Jaques J, et al. Prospective
isolation and characterization of genetically and functionally distinct AML sub-
clones. Cancer Cell. 2018;34:674-89 €678.

12. Kozlov A, Alves JM, Stamatakis A, Posada D. CellPhy: accurate and fast probabilistic
inference of single-cell phylogenies from scDNA-seq data. Genome Biol. 2022;23:37.

13. Kuusanmaki H, Leppa AM, Polonen P, Kontro M, Dufva O, Deb D, et al. Phenotype-
based drug screening reveals association between venetoclax response and dif-
ferentiation stage in acute myeloid leukemia. Haematologica. 2020;105:708-20.

14.

Blood Cancer Journal (2022)12:136

88



Zeng AGX, Bansal S, Jin L, Mitchell A, Chen WC, Abbas HA, et al. A cellular
hierarchy framework for understanding heterogeneity and predicting drug
response in acute myeloid leukemia. Nat Med. 2022;28:1212-23.

15. Dal Bello R, Pasanisi J, Joudinaud R, Duchmann M, Pardieu B, Ayaka P, et al. A
multiparametric niche-like drug screening platform in acute myeloid leukemia.
Blood Cancer J. 2022;12:95.

ACKNOWLEDGEMENTS

This project was supported by La Ligue contre le Cancer (RS21/75-91) and by ITMO
Cancer AVIESAN.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

MD, RJ, AP, CP, ND, and RI designed the study. MD, RJ, JP, GDF, MB, LC, and KP
performed the experiments. MD and AB performed bioinformatics analyses. RK, CC,
LL, SM, EC, CR, CP, and ND performed flow cytometry and bulk HTS at diagnosis. ER,
LA, CB, and RI managed patients and provided clinical data. MD and Rl wrote the
manuscript. All authors reviewed and approved the manuscript.

COMPETING INTERESTS

The authors declare no competing interests.

Blood Cancer Journal (2022)12:136

Correspondence

ADDITIONAL INFORMATION

Supplementary information The online version contains supplementary material
available at https://doi.org/10.1038/541408-022-00734-1.

Correspondence and requests for materials should be addressed to Raphaél.
Itzykson.

Reprints and permission information is available at http://www.nature.com/
reprints

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims
in published maps and institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons

BY Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing,
adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative
Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party
material in this article are included in the article’s Creative Commons license, unless
indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the
article’s Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory
regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly
from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2022

SPRINGER NATURE

89



Supplemental appendix
Hematopoietic differentiation at single-cell resolution in NPM1-mutated AML

Matthieu Duchmann*, Romane Joudinaud* et al.

Supplementary Methods
Supplementary Figure legends.
Supplementary Figure S1-S3.

Supplementary Tables 1-7

90



Supplementary Material
Single-cell DNA-seq + phenotype sequencing

Cryopreserved BMMC or PBMC were thawed and dead cells and debris were removed using magnetic
beads (Dead cell removal, Miltenyi Biotec). Cells were stained using a custom panel of 15 antibodies
(CD45, CD34, CD38, CD7, CD19, CD123, CD117, CD45RA, CD90, CD81, HLA-DR, CD56, CD11b, CD13,
CD33, Biolegend) conjugated with specific DNA-oligonucleotides (Figure 1A, Table S3) for 30 minutes
at room temperature. After three washes in PBS + 10% fetal bovine serum (FBS, Sigma), cells were
resuspended in cell buffer (Mission Bio) and diluted to 3,500 cells/uL. Then, 35uL of cell suspension
were loaded in a microfluidic cartridge for encapsulation, lysis and barcoding following Mission Bio
protocol. Forward primers for protein library were added at the barcoding step (IDT,
GTACTCGCAGTAGTCCGACTGAGATACTAGATCGGCTC, 2uL of 30uM). For genomic DNA library, we used
a commercially available AML panel including 127 amplicons covering 20 genes recurrently mutated in
AML (Table S4). A first PCR amplification was performed in emulsion with 24 cycles. Emulsions were
then broken and DNA and protein libraries were purified using Ampure XP beads (Beckman Coulter)
and custom biotinylated oligos (/5Biosg /CGAGATGACTACGCTACTCATGG/3C6/, IDT) respectively.
Purified amplicons were indexed and amplified with a second PCR for 10 (DNA) and 20 (Protein) cycles.
Libraries were finally purified using Ampure Beads, pooled and sequenced on a Novaseq 6000

(Hlumina) at Lille university hospital’s sequencing facility.
Bioinformatics analysis

Bcl2 files were then demultiplexed using bcl2fastq. The bioinformatic analysis strategy is summarized
in Figure 1B. Briefly, fastq files were analyzed using the Tapestri pipeline V2 for pre-processing,
alignment, cell barcode correction, cell identification, variant calling, genomic DNA amplicons and
antibody-derived tags (ADT) counting. Analysis was focused on variants also detected on bulk HTS. Bulk
and single-cell bam files were also analyzed using the Filt3R algorithm that allows the robust detection
and quantification of FLT3-ITD.* Multiomics h5 files were then analyzed on R (version 4.0) using the
TapestriR package. A genotype was considered for a genomic position if the single-cell sequencing
depth (scDP) was > 10x. An allele was retained if it was supported by at least 3 reads, and if the single-
cell variant allelic frequency (scVAF) was = 15% for a scDP between 20-100x, or a scVAF > 10% for a
scDP > 100x. The genotype was otherwise considered as missing for this position. SCVAF distributions
were visually inspected for each variant, and obvious cell doublets (2 mutually exclusive mutations
with a scVAF distribution centered on 25%) were manually excluded from the analysis for one patient

(PHO09). The allelic drop-out (ADO) rate was determined for each sample by Mission Bio pipeline using
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heterozygous polymorphisms. We then used infSCITE software’ (https://github.com/chg-

ethz/infSCITE) to infer phylogenetic trees on the resulting mutations matrix for each sample, as already
published.> We set false-positive rate argument (-fd) to 1%, false-negative arguments (-ad) to the
sample specific ADO rate determined by Mission Bio and the —cc argument to ADO/2*fd. For all
samples, infSCITE algorithm retained only one phylogenic tree. The inferred clonal architecture (Figure
S1A) was used to correct the raw assigned genotype. Cells with insufficient genotype information
(sparse genotype) or with a genotype violating the clonal hierarchy owing to cell doublets or
sequencing errors (ambiguous genotype) were excluded for downstream analyses (Figure S1B). Such
phylogeny-driven genotype inference strategy significantly increased the number of cells with retained
genotype information for downstream analyses (Figure S1C) and was particularly useful when one of
the mutations occurred on an amplicon with poor coverage. A homozygous genotype was considered
only if the cell fraction involved was > 2 x ADO rate. Protein data was analyzed using Seurat package
V4.0.* The single-cell ADT sequencing depth was corrected using a centered log-ratio transformation
as recommended for compositional data.* Dimensionality reduction was performed using PCA and
UMAP embeddings. Differential ADT expression between clones was performed using ALDEX2
package, which uses a Dirichlet-multinomial model to infer abundance from counts.” Differential
abundance testing was done using t tests, p-values were corrected using the Benjamini & Hochberg

method and the “Effect” parameter was used to estimate the size of the abundance difference.
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Supplementary figure legends.

Supplementary Figure S1. A. Example of a phylogeny tree inferred by infSCITE. B. Phylogeny-driven
genotype correction strategy. Missing genotypes were inferred using the phylogeny tree. Cells with
insufficient genotype information (sparse genotype, orange) or with a genotype violating the clonal
hierarchy owing to doublets or PCR errors (ambiguous genotype, red) were excluded from downstream
analyses. C. Summary of the number of cells detected by the Tapestri pipeline V2 (white), including
those with complete raw genotype information (blue), the retained cells with complete genotype after
phylogeny-driven correction (green) and those excluded owing to sparse (orange) or ambiguous (red)

genotypes.

Supplementary Figure S2. A. Correlation between variant allelic frequency (VAF) on bulk HTS and
pseudo-bulk VAF calculated on ADT-seq data. Points are colored according to the sample. Only
mutations detected by both methods are displayed. Comparison was done using Spearman
correlation. The two homozygous mutations are highlighted. B. Copy-number of the FLT3 locus
inferred on bulk HTS (Viscap, upper panel) and sc-DNAseq data (lower panel). C. Copy-number of the
TET2 locus inferred on bulk HTS (Viscap, upper panel) and sc-DNAseq data (lower panel). D. Fishplots

showing inferred clonal architecture and clone abundances in the 11 NPM1-mutated AML samples.

Supplementary Figure S3. Uniform manifold approximation and projection (UMAP) plot of ADT-seq
expression of the single-cells from the each of thell AML samples. Cells are colored according to the

retained genotype.
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Supplementary Figure S2.

Duchmann, Joudinaud et al. Supplementary Figure 2.
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Supplementary Figure S3.
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Supplementary Table 1. Overlapping genes covered in patients sequenced by

Targeted HTS in St Louis hospital

Gene Reference Sequence Coverage
ASXL1 NM_015338 all exons
ASXL2 NM_018263 all exons
ATRX NM_000489 all exons
BCOR NM_017745 all exons
BCORL1 NM_021946 all exons
BRAF NM_004333 all exons
BRCA2 NM_000059 all exons
BRCC3 NM_ 024332 all exons
CALR NM_004343 all exons
CBL NM_005188 all exons
CEBPA NM_004364 all exons
CREBBP NM_004380 all exons
CSF3R NM_ 156039 all exons
CTCF NM_006565 all exons
CUX1 NM_001913 all exons
DDX41 NM_016222 all exons
DNMT3A NM_022552 all exons
EP300 NM_001429 all exons
ERCC6L2 NM_020207 all exons
ETNK1 NM_018638 all exons
ETV6 NM_001987 all exons
EZH2 NM_004456 all exons
FLT3 NM_004119 all exons
GATA2 NM_032638 all exons
IDH1 NM_005896 all exons
IDH2 NM_002168 all exons
JAK2 NM_004972 all exons
KDMG6A NM_021140 all exons
KIT NM_000222 all exons
KMT2A NM_001197104 all exons
KMT2D NM_003482 all exons
KRAS NM_033360 all exons
MECOM NM_001105078 all exons
MPL NM_005373 all exons
NF1 NM_001042492 all exons
NPM1 NM_002520 all exons
NRAS NM_002524 all exons
PHF6 NM_001015877 all exons
PRPF8 NM_006445 all exons
PTPN11 NM_002834 all exons
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RAD21 NM_006265 all exons
RIT1 NM_006912 all exons
RUNX1 NM_001001890 all exons
SAMD9 NM_017654 all exons
SAMDSIL NM_ 152703 all exons
SETBP1 NM_015559 all exons
SF3B1 NM_012433 all exons
SMCI1A NM_006306 all exons
SMC3 NM_005445 all exons
SRP72 NM_006947 all exons
SRSF2 NM_003016 all exons
STAG2 NM_001042749 all exons
TET2 NM_001127208 all exons
TP53 NM_001126112 all exons
U2AF1 NM_006758 all exons
wT1 NM_024426 all exons
ZRSR2 NM_005089 all exons
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Supplementary Table 2. Genes covered in patients sequenced by Targeted HTS

in Lille university hospital

Gene Reference Sequence Coverage
ANKRD26 NM_014915 5'UTR
ASXL1 NM_015338 Exons 11-12
ASXL2 NM_ 018263 Exons 11-12
ATRX NM_000489 all exons
BCOR NM_001123385 all exons
BCORL1 NM_021946 all exons
BRAF NM_004333 Exons 11 and 15
CALR NM_004343 Exon 9
CBL NM_005188 Exons 8 and 9
CEBPA NM_004364 Exon 1
CRLF2 NM_022148 Exon 6
CSF3R NM_156039 Exons 14 and 17
CUX1 NM_ 181552 all exons
DDX41 NM_016222 all exons
DNMT3A NM_022552 all exons
ETNK1 NM_018638 all exons
ETV6 NM_001987 all exons
EZH2 NM_004456 all exons
FLT3 NM_004119 all exons
GATA1 NM_002049 Exons 2 and 3
Exons 2-6 and In-
GATA2 NM_032638 tron 4
GNAS NM_000516 Exons 8 and 9
GNB1 NM_002074 Exons 5 and 6
HRAS NM_005343 Exon 2-4
IDH1 NM_005896 all exons
IDH2 NM_002168 all exons
IKZF1 NM_006060 all exons
IL2RG NM_000206 Exon 8
IL7R NM_002185 Exon 6
JAK1 NM_002227 all exons
JAK2 NM_004972 all exons
JAK3 NM_000215 all exons
KDMG6A NM_001291415 all exons
KIT NM_000222 Exons 8-11 and 17
KRAS NM_033360 Exons 2-4
MPL NM_005373 all exons
NF1 NM_001042492 all exons
NFE2 NM_001136023 all exons
NPM1 NM_002520 Exons 10-11
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NRAS NM_002524 Exons 2-4
PAX5 NM_016734 all exons
PHF6 NM_001015877 all exons
PPM1D NM_003620 all exons
PTPN11 NM_002834 all exons
RAD21 NM_006265 all exons
RIT1 NM_006912 Exon 5
RUNX1 NM_001754 all exons
SAMD9 NM_017654 all exons
SAMDSIL NM_ 152703 all exons
SETBP1 NM_015559 all exons
SF3B1 NM_012433 Exons 13-16
SH2B3 NM_005475 all exons
SMCI1A NM_006306 all exons
SMC3 NM 005445 all exons
SRP72 NM_006947 all exons
SRSF2 NM_003016 Exon 1
STAG2 NM_001042749 all exons
STAT3 NM_003150 all exons
STAT5B NM_012448 all exons
TERC NR_001566 all exons
TERT NM_ 198253 all exons
TET2 NM_001127208 all exons
TP53 NM_001126112 all exons
U2AF1 NM_006758 Exons 2 and 6
UBA1 NM_003334 Exon 3
wWrT1 NM_024426 all exons
ZRSR2 NM_005089 all exons
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Supplementary Table 3. List of conjugated anti-

bodies with their respecive DNA Oligos

Antibody DNA-tag Titration
CD34 CAGCCAGAA 1/2
CD117 GACTGACAA 1
CD33 AACACCGTT 1/3
CD123 GCAATGAGT 1
HLA-DR GCCTGTTGA 1/3
CD13 CCTTAGACC 1
CD19 CCTCTATGC 1
CD38 CCAACACTA 1/5
CD11b CCTGGAATC 1
CD45 TCGTGCCAA 1/2
CD90 AACGGACGT 1
CDA5RA CCTTAAGGT 1
CD56 AACGCCTCA
CD81 AACCGAACA 1/2
CD7 CAGTAACCT 1
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Supplementary Table 4. List of genomic DNA amplicons (panel AML v2, Mission Bio®)

hg19 |chrl 115256487 115256723 | AML_v2_NRAS_115256512
hg19 |chrl 115258609 115258825 | AML_v2_NRAS_115258635
hg19 |chr2 25457143 25457372 | AML_v2_DNMT3A 25457166
hg19 |chr2 25458518 25458763 | AML_v2_DNMT3A_25458540
hg19 |chr2 25459793 25460046 | AML_v2_DNMT3A_25459813
hg19 |chr2 25461880 25462137 | AML_v2_DNMT3A_25461902
hg19 |chr2 25463106 25463346 | AML_v2_DNMT3A_25463127
hg19 |chr2 25463493 25463717 | AML_v2_DNMT3A_25463515
hg19 |chr2 25464421 25464618 | AML_v2_DNMT3A_25464443
hg19 |chr2 25466621 25466871 | AML_v2_DNMT3A_25466642
hg19 |chr2 25467012 25467220 | AML_v2_DNMT3A_25467033
hg19 |chr2 25467371 25467631 | AML_v2_DNMT3A_25467391
hg19 |chr2 25468110 25468332 | AML_v2_DNMT3A_25468130
hg19 |chr2 25469006 25469231 | AML_v2_DNMT3A_25469026
hg19 |chr2 25469407 25469606 | AML_v2_DNMT3A_25469428
hg19 |chr2 25469925 25470185 | AML_v2_DNMT3A_25469945
hg19 |chr2 25470403 25470663 | AML_v2_DNMT3A_25470423
hg19 |chr2 25470930 25471190 | AML_v2_DNMT3A_25470951
hg19 |chr2 25472515 25472728 | AML_v2_DNMT3A_25472538
hg19 |chr2 198266103 198266322 | AML_v2_SF3B1_198266130
hg19 |chr2 198266442 198266688 | AML_v2_SF3B1_198266472
hg19 |chr2 198266693 198266913 | AML_v2_SF3B1_198266718
hg19 |chr2 198267319 198267569 | AML_v2_SF3B1_198267340
hg19 |chr2 209113085 209113297 | AML_v2_IDH1_209113110
hg19 |chr3 128200077 128200327 | AML_v2_GATA2_128200102
hg19 |chr3 128200668 128200928 | AML_v2_GATA2_128200689
hg19 |chr3 128202699 128202899 | AML_v2_GATA2_ 128202719
hg19 |chra 55561579 55561792 | AML_v2_KIT 55561605
hg19 |chra 55569875 55570095 | AML_v2_KIT 55569899
hg19 |chra 55592077 55592282 | AML_v2_KIT 55592099
hg19 |chra 55593509 55593744 | AML_v2_KIT_ 55593532
hg19 |chra 55593963 55594183 | AML_v2_KIT 55593987
hg19 |chra 55599270 55599486 | AML_v2_KIT_ 55599293
hg19 |chra 55602651 55602862 | AML_v2_KIT_ 55602675
hg19 |chra 106154923 106155158 | AML_v2_TET2_106154951
hg19 |chra 106155158 106155416 | AML_v2_TET2_106155178
hg19 |chra 106155469 106155729 | AML_v2_TET2_106155489
hg19 |chra 106155913 106156173 | AML_v2_TET2_106155932
hg19 |chra 106156237 106156489 | AML_v2_TET2_106156259
hg19 |chra 106156503 106156762 | AML_v2_TET2_106156523
hg19 |chra 106156793 106157046 | AML_v2_TET2_106156812
hg19 |chra 106157077 106157332 | AML_v2_TET2_106157098
hg19 |chra 106157426 106157679 | AML_v2_TET2_106157447
hg19 |chra 106157756 106158015 | AML_v2_TET2_106157777
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hg19 |chra 106158029 106158288 | AML_v2_TET2_106158049
hg19 |chra 106158293 106158544 | AML_v2_TET2_106158314
hg19 |chra 106158545 106158805 | AML_v2_TET2_106158576
hg19 |chra 106162388 106162618 | AML_v2_TET2 106162415
hg19 |chra 106163952 106164192 | AML_v2_TET2_106163979
hg19 |chra 106164705 106164952 | AML_v2_TET2_106164725
hg19 |chra 106180718 106180956 | AML_v2_TET2_106180745
hg19 |chra 106182829 106183072 | AML_v2_TET2_106182858
hg19 |chra 106190733 106190955 | AML_v2_TET2_106190758
hgl9 |chrd 106193540 106193777 | AML_v2_TET2_106193572
hg19 |chra 106193777 106194032 | AML_v2_TET2_106193797
hgl9 |chrd 106194035 106194295 | AML_v2_TET2_106194057
hg19 |chra 106196179 106196429 | AML_v2_TET2_106196202
hg19 |chra 106196437 106196692 | AML_v2_TET2_106196456
hg19 |chra 106196771 106197024 | AML_v2_TET2_106196791
hg19 |chra 106197028 106197278 | AML_v2_TET2_106197048
hg19 |chra4 106197335 106197593 | AML_v2_TET2_106197355
hg19 |chra 106197598 106197858 | AML_v2_TET2_ 106197618
hg19 |chr5 170837384 170837659 | AML_v2_NPM1_170837412
hg19 |chr7 148504721 148504971 | AML_v2_EZH2_148504743
hg19 |chr7 148506025 148506265 | AML_v2_EZH2_148506050
hg19 |chr7 148506371 148506589 | AML_v2_EZH2_ 148506394
hg19 |chr7 148507404 148507618 | AML_v2_EZH2_ 148507427
hg19 |chr7 148508696 148508930 | AML_v2_EZH2_ 148508719
hg19 |chr7 148511032 148511276 | AML_v2_EZH2_ 148511054
hg19 |chr7 148511990 148512230 | AML_v2_EZH2_ 148512017
hg19 |chr7 148514917 148515124 | AML_v2_EZH2_148514941
hg19 |chr7 148523626 148523866 | AML_v2_EZH2_ 148523652
hg19 |chr7 148525653 148525888 | AML_v2_EZH2_ 148525675
hg19 |chr7 148526737 148526948 | AML_v2_EZH2_ 148526763
hg19 |chr7 148529630 148529890 | AML_v2_EZH2_ 148529658
hg19 |chr7 148543467 148543693 | AML_v2_EZH2_ 148543492
hg19 |chr7 148544266 148544493 | AML_v2_EZH2_ 148544293
hg19 |chr9 5073698 5073902 | AML_v2_JAK2_5073725
hg19 |chril 32413427 32413633 | AML_v2_WT1_32413452
hg19 |chril 32414185 32414405 | AML_v2_WT1_32414209
hg19 |chril 32417758 32417989 | AML_v2_WT1_32417780
hg19 |chril 32421511 32421750 | AML_v2_WT1_32421532
hg19 |chril 32439082 32439321 | AML_v2_WT1_ 32439105
hg19 |chri2 25378534 25378794 | AML_v2_KRAS_25378559
hg19 |chri2 25380238 25380478 | AML_v2_KRAS_25380260
hgl9 |chr12 25398206 25398433 | AML_v2_KRAS_25398232
hg19 |chri2 112888115 112888350 | AML_v2_PTPN11_ 112888140
hg19 |chri2 112890994 112891234 | AML_v2_PTPN11 112891019
hg19 |chr12 112910667 112910907 | AML_v2_PTPN11_112910689
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hg19 |chr12 112915377 112915582 | AML_v2_PTPN11 112915401
hg19 |chri2 112924188 112924405 | AML_v2_PTPN11 112924215
hg19 |chr12 112926203 112926424 | AML_v2_PTPN11_112926226
hg19 |chr12 112926824 112927050 | AML_v2_PTPN11 112926847
hg19 |chri3 28589756 28589977 | AML_v2_FLT3_28589783
hg19 |chri3 28592473 28592726 | AML_v2_FLT3_28592494
hg19 |chri3 28597497 28597727 | AML_v2_FLT3_28597520
hg19 |chri3 28601130 28601358 | AML_v2_FLT3_28601153
hg19 |chri3 28602302 28602559 | AML_v2_FLT3_28602324
hgl9 |chri3 28608188 28608395 | AML_v2_FLT3_28608210
hg19 |chri3 28608473 28608696 | AML_v2_FLT3_28608497
hg19 |chri3 28609571 28609790 | AML_v2_FLT3_28609594
hg19 |chri3 28610014 28610260 | AML_v2_FLT3_28610043
hgl9 |chri5 90631740 90631990 | AML_v2_IDH2_90631760
hg19 |chri7 7572906 7573129 | AML_v2_TP53_7572930
hg19 |chri7 7573973 7574178 | AML_v2_TP53_7573996
hg19 |chri7 7576759 7576976 | AML_v2_TP53_7576782
hg19 |chri7 7577014 7577264 | AML_v2_TP53_7577035
hg19 |chr17 7577397 7577636 | AML_v2_TP53_7577424
hg19 |chri7 7578075 7578315 | AML_v2_TP53_7578098
hg19 |chri7 7578362 7578618 | AML_v2_TP53_7578383
hg19 |chri7 7579858 7580118 | AML_v2_TP53_7579878
hg19 |chri7 74732191 74732450 | AML_v2_SRSF2_74732219
hg19 |chr20 30956749 30956969 | AML_v2_ASXL1_ 30956774
hg19 |chr20 31015813 31016051 | AML_v2_ASXL1_ 31015840
hg19 |chr20 31021137 31021366 | AML_v2_ASXL1_ 31021160
hg19 |chr20 31021438 31021659 | AML_v2_ASXL1_31021460
hg19 |chr20 31022168 31022417 | AML_v2_ASXL1 31022192
hg19 |chr20 31022719 31022978 | AML_v2_ASXL1_31022741
hg19 |chr20 31023008 31023248 | AML_v2_ASXL1_31023032
hg19 |chr20 31023261 31023492 | AML_v2_ASXL1_31023285
hg19 |chr20 31023556 31023761 | AML_v2_ASXL1_31023578
hg19 |chr21 36171567 36171811 | AML_v2_RUNX1_36171592
hg19 |chr21 36206683 36206913 | AML_v2_RUNX1_36206703
hg19 |chr21 36231692 36231937 | AML_v2_RUNX1_36231714
hg19 |chr21 36252819 36253046 | AML_v2_RUNX1_36252844
hg19 |chr21 44514549 44514808 | AML_v2_U2AF1_44514570
hg19 |chr21 44524416 44524634 | AML_v2_U2AF1_44524438
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Supplementary Table 5. Patient characteristics.

Mutations Not
WB! PB BM K - Res- Re-
Patient | Center | Age | Sex gc FAB aryo covered by Co- site | Treatment es €
(x10°/L) | Blasts | Blasts type ponse | lapse
MB vered
SF3B1
PHENO- St 60 4
MUTOL Louis o F 39 47% 93% LAMS5 | Normal NPM1, None BM 3+7 CR No
& FLT3-ITD
NPM1,
PHENO- . 47 o o IDH1, FLT3- 3+7+Mi-
MUTOZ Lille v.0 F 13 62% 75% | LAM2 | Normal TKD x2, None BM dostaurine CR No
PTPN11
DNMT3A,
NPM1,
T\::S;\‘(%— LOSL:is 4i F 88 73% 87% LAM4 | Normal KRAS, RAD21 | BM 3+7 CR No
& IDH2,
PTPN11
TET2,
PHENO- St 88 NPM1
0, 0, 4 i
MUTOS Louis | v.0 F 90 90% 96% | LAM1 | Normal FLT3-1TD, SRSF2 | BM | Sorafenib PD NA
FLT3-JMD
DNMT3A,
NPM1
PHENO- St 43 ’
MUTO6 Louis o M 59 8% 60% | LAM4 | Normal NRAS, None BM 3+7 CR No
v FLT3-ITD,
FLT3-EC
NPM1,
PHENO- . 24 o o NRAS x 2, 3+7+Mi-
MUTO7 Lille v.0 M 32 10% 23% | LAMS5 | Normal FLT3-TKD, None BM dostaurine CR Yes
PTPN11 x2
GATA2,
PHENO- St 79 o o FLT3-ITD,
MUTOS Louis y.0 M 75 14% 75% LAM1 | Normal NRAS, SRSF2 BM AZA PD NA
FLT3-TKD
IDH1,
NPM1
PHENO- ’ 7+Mi-
MUTC()DQ Losu.tzis 35; F 81 94% 92% | LAM1 | Normal | FLT3-ITD, None | BM dz:t;urilne CR No
v FLT3-JMD,
NRAS
DNMT3A,
NPM1
PHENO- St 50 ’
MUT10 Louis o M 61 42% 84% LAMS | Normal GATA2, None BM 3+7 CR No
v KRAS,
PTPN11 x2
DNMT3A,
NPM1,
PHENO- St 68 o o GATA2, SMC3,
MUT11 Louis v.0 M 32 6% 26% LAMS5 | Normal NRAS, NEE2 BM 3+7 CR No
FLT3-TKD,
IDH2, NFE2
IDH2, TP53,
PHENO- St 62 4 "| FLT3- 3+7+Mi-
. M 123 86% 96% | LAM1 | Normal NPM1, PB .I PD NA
MUT12 Louis | y.o FLT3-ITD ITD dostaurine
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Supplementary Table 6. Variants detected by bulk HTS

De-
Patient Gene Variant VAF | Covered | tected
PHENOMUTO1 |FLT3 FLT3_ITD21 0.89 Yes Yes
PHENOMUTO1 |NPM1 NPM1_p.L287fs 0.43 Yes Yes
PHENOMUTO1 |SF3B1 SF3B1_p.K666N 0.41 Yes Yes
PHENOMUTO2 |NPM1 NPM1_p.W288fs 0.42 Yes Yes
PHENOMUTO2 |FLT3 FLT3_p.N841K 0.28 Yes Yes
PHENOMUTO2 |FLT3 FLT3_p.D835Y 0.05 Yes Yes
PHENOMUTO02 |PTPN11 PTPN11_p.D61G 0.01 Yes Yes
PHENOMUTO02 |IDH1 IDH1_p.R132H 0.3 Yes Yes
PHENOMUTO3 |IDH2 IDH2_p.R140Q 0.34 Yes Yes
PHENOMUTO3 |KRAS KRAS_p.G12C 0.41 Yes Yes
PHENOMUTO03 |DNMT3A |DNMT3A_p.567del 0.42 Yes Yes
PHENOMUTO03 | NPM1 NPM1_p.L287fs 0.51 Yes Yes
PHENOMUTO03 |PTPN11 PTPN11 p.A72T 0.02 Yes Yes
PHENOMUTO3 |RAD21 RAD21_p.R338X 0.43 No No
PHENOMUTOS |TET2 TET2_p.M695fs 0.86 Yes Yes
PHENOMUTO5 |NPM1 NPM1_p.L287fs 0.52 Yes Yes
PHENOMUTOS | SRSF2 SRSF2_p.P95H 0.4 No No
PHENOMUTOS | FLT3 FLT3_ITD21 0.18 Yes Yes
PHENOMUTOS | FLT3 FLT3_p.F594C 0.03 Yes Yes
PHENOMUTO6 |DNMT3A |DNMT3A_p.R882H 0.46 Yes Yes
PHENOMUTO6 | NPM1 NPM1_p.L287fs 0.44 Yes Yes
PHENOMUTO6 | NRAS NRAS_p.G12V 0.33 Yes Yes
PHENOMUTO6 | FLT3 FLT3_ITD27 0.01 Yes Yes
PHENOMUTO6 | FLT3 FLT3_p.V491L 0.01 Yes Yes
PHENOMUTO7 | NPM1 NPM1_p.L287fs 0.28 Yes Yes
PHENOMUTO7 | FLT3 FLT3_p.D835Y 0.04 Yes Yes
PHENOMUTO7 | NRAS NRAS_p.G12V 0.27 Yes Yes
PHENOMUTO?7 | NRAS NRAS_p.G12D 0.04 Yes Yes
PHENOMUTO7 |PTPN11 PTPN11 _p.T73I 0.03 Yes Yes
PHENOMUTO7 |PTPN11 PTPN11_p.A72T 0.01 Yes Yes
PHENOMUTO8 |NPM1 NPM1_p.L287fs 0.52 Yes Yes
PHENOMUTO8 |IDHZ2 IDH2_p.R140Q 0.52 Yes Yes
PHENOMUTO8 | SRSF2 SRSF2_p.P95H 0.49 No No
PHENOMUTO08 | GATA2 GATA2_p.A372T 0.14 Yes Yes
PHENOMUTO8 | NRAS NRAS_p.G12D 0.03 Yes Yes
PHENOMUTO8 |FLT3 FLT3_ITD54 0.06 Yes Yes
PHENOMUTO8 |FLT3 FLT3_D835Y 0.01 Yes Yes
PHENOMUTOQS |IDH1 IDH1_p.R132G 0.48 Yes Yes
PHENOMUTOS |FLT3 FLT3_ITD39 0.27 Yes Yes
PHENOMUTOQS |FLT3 FLT3_p.V592A 0.09 Yes Yes
PHENOMUTO0S |NPM1 NPM1_p.W288fs 0.45 Yes Yes
PHENOMUTQS | NRAS NRAS p.G13V 0.03 Yes Yes
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PHENOMUT10 |PTPN11 |PTPN11_p.E76G 0.07 Yes Yes
PHENOMUT10 |PTPN11 |PTPN11_p.A72V 0.16 Yes Yes
PHENOMUT10 | KRAS KRAS_p.G13D 0.2 Yes Yes
PHENOMUT10 |DNMT3A |DNMT3A_p.R882H 0.45 Yes Yes
PHENOMUT10 |NPM1 NPM1_p.L287fs 0.42 Yes Yes
PHENOMUT10 |GATA2 GATA2_p.R307L 0.41 Yes Yes
PHENOMUT11 |SMC3 SMC3_p.382_387del 0.08 No No
PHENOMUT11 |GATA2 GATA2_p.R362Q 0.33 Yes Yes
PHENOMUT11 | NRAS NRAS_p.G12D 0.31 Yes Yes
PHENOMUT11 |NPM1 NPM1_p.L287fs 0.43 Yes Yes
PHENOMUT11 |FLT3 FLT3_p.A680V 0.06 Yes Yes
PHENOMUT11 |DNMT3A |DNMT3A_p.N879D 0.44 Yes Yes
PHENOMUT11 |IDHZ2 IDH2_p.R140Q 0.01 Yes Yes
PHENOMUT11 | NFE2 NFE2_p.R312fs 0.09 No No
PHENOMUT12 |IDHZ2 IDH2_p.R140Q 0.5 Yes Yes
PHENOMUT12 |FLT3 FLT3_ITD102 0.11 Yes No
PHENOMUT12 |TP53 TP53_p.R267L 0.47 Yes Yes
PHENOMUT12 | NPM1 NPM1_p.L287fs 0.33 Yes Yes
PHENOMUT12 |FLT3 FLT3_ITD73 0.06 Yes Yes
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Supplementary Table 7. Variants detected by bulk HTS on bulk and subfractions of

PHENOMUT11.
Gene Variant VAF in Bulk VAF in Mono-like | log2(FC)
DNMT3A DNMT3A_p.N879D 0.44 0.43 -0.03
FLT3 FLT3_p.A680V 0.06 0.40 2.74
GATA2 GATA2_p.R362Q 0.33 0.01 -5.04
IDH2 IDH2_p.R140Q 0.01 0.03 1.58
NFE2 NFE2_p.R312fs 0.09 0.47 2.38
NPM1 NPM1_p.L287fs 0.43 0.47 0.13
NRAS NRAS_p.G12D 0.31 0.01 -4.95
SMC3 SMC3_p.382_387del 0.08 0.44 2.46
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Deuxiéme article : La midostaurine module I’évolution des macroclones et

des microclones dans les leucémies aigués myéloides mutées FLT3

Résumé

Depuis plusieurs années, les patients mutés FLT3 sont traités en premiére ligne
par une thérapie ciblant FLT3 (la MIDO), en association a la CTl classique. Cependant,
les taux de RC obtenus demeurent proches de 60-70% et les rechutes surviennent
encore dans plus de 40% des cas. Nous avons cherché a identifier les mécanismes
moléculaires sous-tendant I'échec d’induction et/ou la rechute chez les patients
initialement mutés FLT3. Pour cela, nous avons réalisé une étude rétrospective et
multicentrique incluant 150 patients R/R présentant une mutation FLT3-ITD (n = 130)
et/ou FLT3-TKD (n = 26) au diagnostic en AF. Les patients ont été traités en premiére
ligne soit par I'association CTI et MIDO (n = 54), soit uniquement par CTI (n = 96),
selon la date de diagnostic et d’approbation de la MIDO. Nous avons étudié I'évolution
des clones FLT3 et des co-mutations sur les échantillons appariés prélevés au
diagnostic et lors du stade R/R, par une approche de HTS ciblée. A I'aide d’un
algorithme spécifiquement congu pour la détection des mutations FLT3-ITD, nous
avons mis en évidence 189 microclones FLT3-ITD (RA < 0,05) et 225 macroclones
(RA = 0,05) au total. Nous avons démontré que I'ajout de MIDO a la CTI diminue le
taux de persistance de la mutation FLT3-ITD au stade R/R (CTl et MIDO : 68% des
patients vs CTI : 87,5% des patients, P = 0,011). Chez les patients traités par CTI et
MIDO, la détection de plusieurs clones FLT3-ITD au diagnostic (un phénoméne
qualifié d’interférence clonale) était associée a une hausse du taux de persistance de
la mutation FLT3-ITD au stade R/R (clones multiples : 88% vs clone unique : 57%, P
= 0,049). Au sein des deux groupes de traitement combinés, bien que seulement 24%
des microclones FLT3-ITD détectés au diagnostic aient été conservés a la rechute,
43% d’entre eux sont devenus des macroclones. Au total, ces résultats identifient des
paramétres influengant I'évolution des clones FLT3-ITD et soulignent I'importance
d’utiliser des techniques sensibles pour rechercher les mutations FLT3-ITD en pratique

clinique.
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Key Points:

o FLT3-ITD persist after intensive chemotherapy with and without midostaurin in

68% and 87.5% of patients, respectively

e The number of initial FLT3-ITD microclones and macroclones affects the

FLT3-ITD persistence rate following midostaurin

Abstract

Despite the use of midostaurin (MIDO) with intensive chemotherapy (ICT) as the
front-line treatment for FLT3-mutated acute myeloid leukemia (AML), complete
remission rates are close to 60-70%, and relapses occur in over 40% of cases. Here
we studied the molecular mechanisms underlying refractory/relapsed (R/R) situation
in FLT3-mutated AML patients. We conducted a retrospective and multicenter study
involving 150 patients with R/R AML harboring FLT3-ITD (n=130) and/or FLT3-TKD
(n=26) at diagnosis assessed by standard methods. Patients were treated in front-
line with ICT + MIDO (n=54) or ICT alone (n=96) according to the diagnosis date and
label of MIDO. The evolution of FLT3 clones and co-mutations was analyzed in
paired diagnosis-R/R samples by targeted high-throughput sequencing. Using a
dedicated algorithm for FLT3-ITD detection, 189 FLT3-ITD microclones (allelic ratio
[AR] < 0.05) and 225 macroclones (AR = 0.05) were detected at both time points. At
R/R disease, the rate of FLT3-ITD persistence was lower in patients treated with ICT
+ MIDO compared with patients not receiving MIDO (68% vs. 87.5%, P=0.011). In
patients receiving ICT + MIDO, detection of multiple FLT3-ITD clones (referred to as
“clonal interference”) was associated with a higher FLT3-ITD persistence rate at R/R
disease (multiple clones: 88% vs. single clones: 57%, P=0.049). Considering both
treatment groups, if only 24% of FLT3-ITD microclones detected at diagnosis were
retained at relapse, 43% of them became macroclones. Together, these results
identify parameters influencing the fitness of FLT3-ITD clones and highlight the

importance of using sensitive techniques for FLT3-ITD screening in clinical practice.
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Introduction
Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group of aggressive
hematological malignancies defined by the infiltration of bone marrow (BM) and
peripheral blood with immature hematopoietic myeloid cells, primarily diagnosed in
the elderly.! The clinical, biological, and prognostic features of AML are driven by
underlying genetic abnormalities.? Among these, Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3)
gene mutations are one of the most common and play critical role in guiding
therapeutic decisions.?® FLT3 mutations mainly include FLT3-internal tandem
duplications (FLT3-ITD) and point mutations in the tyrosine kinase domains (FLT3-
TKD) affecting 22-30% and 5-10% of AML patients respectively.® Only FLT3-ITDs
are associated with higher rates of chemotherapy failure and relapse, and a poorer
overall survival (OS).° However, both types of mutations lead to constitutive
activation of the FLT3 receptor and downstream signaling pathways, making them
targets for type | FLT3 inhibitors (FLT3i).” Standard method for FLT3 screening is
based on fragment analysis (FA) with PCR amplification followed by capillary
electrophoresis detection, providing the allelic ratio (AR) and the length of the
mutation.?®

In the RATIFY trial assessing the combination of the type | FLT3i midostaurin
(MIDO) with intensive chemotherapy (ICT), an AR threshold of 0.05 was used for
MIDO eligibility.® For several years, this association has become the first-line
standard of care in patients diagnosed with FLT3-mutated AML. However, complete
remission (CR) rates are close to 60-70%, and relapses occur in over 40% of cases,
demonstrating the ability of leukemic stem cells to resist and evade therapy.? Such
capacity may be related to the acquisition of on-target FLT3 mutations or to the
activation of alternative signaling pathways, especially the RAS pathway.”® The
study of paired diagnosis/relapse samples has shown that FLT3-ITD status is still
positive in 87.5% and 51% of cases following ICT alone and ICT + MIDO
respectively.'®'" Moreover, it has been shown that FLT3-ITD mutated AML at
relapse can originate from clones with a low AR (< 0.05) or ones that were
undetectable at diagnosis by routine FA.'>'® However, little is known about the
prevalence and overall behavior of such microclones (here defined as clones with an
AR < 0.05) under therapy. In this context, high-throughput sequencing (HTS)
appears to be a relevant technique for assessing the entire mutational landscape of

AML, including the characteristics of FLT3-ITD mutations (i.e. nucleotide sequence
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and gene insertion site) with increased sensitivity. Recently, our team reported a
dedicated algorithm for FLT3-ITD detection from HTS data called FiLT3r, allowing
the detection of FLT3-ITD clones at an AR threshold of 0.0003."

In this study, we analyzed a cohort of 150 patients with relapsed or refractory
(R/R) AML who had a positive FLT3 screening with FA-based methods at diagnosis
and were treated with either ICT alone or ICT combined with MIDO. By employing
HTS at both diagnosis and R/R stage, we identified the evolution of FLT3-ITD
positive microclones (0.0003 < AR < 0.05) and macroclones (AR = 0.05) as well as

their co-mutations under selective pressure of ICT with or without MIDO.

Methods

Patients and samples

We conducted a retrospective and multicenter study involving patients with R/R AML
harboring FLT3 mutation at diagnosis detected by standard method. The presence of
FLT3 mutations was defined by a positive FLT3-ITD signal by FA on genomic DNA
and/or FLT3-TKD positivity by FA on Eco RV-digested genomic DNA.2 The AR of the
mutation was defined as the ratio of the area under the curve for FLT3-mutated
signal divided by the area under the curve for FLT3 wild-type (WT) signal (for
samples harboring multiple FLT3-ITD mutations, the ARs of each clone were
summed to obtain a single value per sample). Patients with unavailable samples at
diagnosis and/or R/R disease were excluded.

Paired BM samples obtained at the time of FLT3-mutated AML diagnosis and
R/R disease of 150 patients were studied. The patients were diagnosed between
2009 and 2023 and were treated with ICT alone (n=96, 64%) or ICT + MIDO (n=54,
36%), according to the applicable recommendations at the date of diagnosis. One
hundred and three (69%) patients were in CR with or without (CRi) complete
hematologic recovery after one induction course. Overall, 30 patients were classified
as refractory (ICT + MIDO, n=12; ICT, n=18) and 120 patients were classified as
relapsed (ICT + MIDO, n=42; ICT, n=78).

Additionally, 68 BM samples from patients at diagnosis of myeloproliferative
neoplasms were used as FLT3-ITD negative controls. This study was approved by
the institutional review board of the tumor bank of Lille University Hospital
(CSTMT289) and conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and

French ethics regulations.
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High-throughput sequencing

Genomic DNA was extracted following standard procedures. For each sample, an
amount of 40 ng of DNA was sequenced using the following methodology. Libraries
were prepared according to the Twist next generation sequencing target enrichment
solution (Twist Bioscience®), following the manufacturer’s instructions with a custom-
designed 48-gene panel (Table S1) and run on NovaSeq 6000 platform (lllumina®),
using paired-end sequencing (2 x 151 base pairs [bp]). Regions of interest were

successfully sequenced with an average depth of 3000X.

Bioinformatics analysis

The bioinformatics methodology followed a systematic procedure: BCL files
generated by the sequencer were initially transformed into FASTQ format using
bclconvert (v3.8.4). Subsequently, FASTQ were trimmed by fastp (v0.20.0). The
processed reads were then aligned to the reference genome (hg19) using the bwa-
mem aligner (v0.7.17). To identify genetic variants, we employed two distinct variant
callers: Mutect2 (v4.1.0.0) and Vardict (v1.5.8). Copy number analysis was
performed according to the "GATK Best Practices" (© Broad Institute 2022).
Simultaneously, FASTQ were analyzed using the FiLT3r algorithm (4f569307), a
specialized tool for robust detection and quantification of FLT3-ITD mutations.' For
each ITD detected, FiLT3r AR was assessed by the ratio between the mutated reads
and the WT reads; FiLT3r variant allele frequency (VAF) was assessed by the ratio
between the mutated reads and total reads (mutated reads added to WT reads).
Normalized VAFs (Norm-VAFs) were defined by the ratio between the FiLT3r VAFs
of FLT3-ITDs and the VAFs of NPM1 mutations (considering such mutations are

representative of the whole leukemic population), whenever applicable.

Statistical analysis

Continuous data were summarized descriptively including the number of patients (n),
mean, standard deviation (SD), median, interquartile range (IQR=p25-p75),
minimum and maximum. Categorical data were summarized by frequencies and
percentages. Percentages were based on the number of patients with no missing
data. For the comparison of continuous variables between two groups, either an
unpaired two-sample t-test or a paired two-sample t-test was applied, depending on

the nature of the data. In case of small sample (n < 30) exhibiting a non-normal
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distribution, a non-parametric two-sided Wilcoxon test was used. The assessment of
distribution normality was performed through graphical methods. The analysis of
categorical variables was accomplished using chi-square or Fisher's exact test. To
predict the outcome of individual FLT3-ITD clones based on their initial
characteristics, we performed multivariate logistic regression on variables of interest
including ITD AR, clonal interference, ITD length, ITD insertion site and treatment.
Variables were discretized when continuous predictor variables and the logit of the
outcome were not linear. The absence of multicollinearity was ascertained using the
variance inflation factor method. Statistical analysis was performed using R version

4.3.2, and statistical significance was defined as a p-value of less than 0.05.

Data sharing statement
Some de-identified data will be shared with other researchers upon reasonable
request to the corresponding author. The sharing will require a detailed proposal to

the study investigators, and a data transfer agreement must be signed.

Results

Cohort characteristics

One hundred and fifty patients with R/R AML were included and harbored FLT3-ITD
(n=130 with AR = 0.01 including 115 with AR = 0.05) and/or FLT3-TKD (n=26) at
diagnosis, assessed by standard methods. Eighty-two (54.7%) patients had an
NPM1 co-mutation. The median age was 51.0 years (IQR: 43.0-57.0), with 134
patients (89.3%) having de novo AML. Biological characteristics were comparable
between the two treatment groups (Table 1). Most of patients (n=98, 65.3%) had an

intermediate European LeukemiaNet 2022 genetic risk.

Evolution of FLT3-ITD clones between diagnosis and R/R disease at the patient
level

The evolution of FLT3-ITD mutations was examined by HTS in paired diagnosis and
R/R BM samples from 150 patients. Sequencing data were processed with the
FiLT3r algorithm allowing to detect small FLT3-ITD clones with an AR = 0.0003.
Using this approach, we categorized FLT3-ITD mutations as microclones if the AR
was less than 0.05 and as macroclones if the AR was 0.05 or greater. The specificity

of FLT3-ITD detection was confirmed by processing negative controls, and the

117



presence of some FLT3-ITD microclones was validated using droplet digital PCR
(Supplemental Methods). A total of 270 FLT3-ITD clones were detected in diagnostic
samples including 141 (52%) microclones and 129 (48%) macroclones (Figure S1).
Among 144 FLT3-ITD clones detected in R/R samples, 48 (33%) were microclones
and 96 (67%) were macroclones. Among the patients included on the basis of a
FLT3-TKD mutation and classified FLT3-ITD negative at diagnosis by FA (n=20),
25% (5/20 patients) actually harbored FLT3-ITD microclones at diagnosis unveiled
by HTS. Thus, a total of 135 patients were initially positive for FLT3-ITD by HTS,
among which 112 patients harbored at least one macroclone and the remaining 23
patients harbored only microclones. At the time of diagnosis, the characteristics of
the microclones were similar to those of the macroclones in terms of length and
insertion site (Table S2).

To describe the evolution of FLT3-ITD clones, we focused on patients
harboring FLT3-ITD mutations at diagnosis. Considering FLT3-ITD macroclones
only, the rate of FLT3-ITD persistence at R/R disease was lower in patients treated
with ICT + MIDO compared to patients receiving ICT alone (58% [22/38] vs. 85%
[63/74]; P=0.0023). The persistence rates were 64% (18/28) vs. 88% (51/58) at
relapse (P=0.019) and 40% (4/10) vs. 75% (12/16) at refractory status in ICT +
MIDO-treated patients and ICT-treated ones, respectively (Figure 1A). Considering
both micro and macroclones, the rate of FLT3-ITD persistence at R/R disease was
also lower in patients treated with ICT + MIDO compared to patients receiving ICT
alone (68% [32/47] vs. 87.5% [77/88]; P=0.011). The persistence rates were 71%
(25/35) vs. 87% (61/70) at relapse and 58% (7/12) vs. 89% (16/18) at refractory
status in ICT + MIDO-treated patients and ICT-treated ones respectively (Figure 1A).

Among the 135 patients harboring FLT3-ITD micro or macroclones at
diagnosis, 72 had a single FLT3-ITD clone and 63 had multiple FLT3-ITD clones
(henceforth referred to as “clonal interference”), respectively (Figure 1B). Among
patients with multiple FLT3-ITD clones, the median number of ITDs per patient was
3. In further detail, 27 patients had 2 ITDs (42.9%), 19 patients had 3 ITDs (30.2%),
8 patients had 4 ITDs (12.7%), 4 patients had 5 ITDs (6.3%), 3 patients had 6 ITDs
(4.8%), 1 patient had 8 ITDs (1.6%) and 1 patient had 9 ITDs (1.6%). The majority of
patients with multiple FLT3-ITD clones harbored a single macroclone and one or
several microclone(s) (55.6% [35/63]). In the 72 patients with a single FLT3-ITD
clone, the addition of MIDO to ICT was associated with a lower rate of FLT3-ITD
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positivity at R/R disease compared to patients receiving ICT alone (57% [17/30] vs.
88% [37/42]; P=0.005). In the 63 patients who harbored multiple FLT3-ITD clones at
diagnosis, the addition of MIDO to ICT did not impact the FLT3-ITD persistence rate
at R/R disease (ICT + MIDO: 88% [15/17] vs. ICT: 87% [40/46]).

Accordingly, following ICT + MIDO, the FLT3-ITD persistence rate was lower in
patients harboring a single FLT3-ITD clone compared to patients harboring multiple
clones (57% [17/30] vs. 88% [15/17], P=0.049) whereas there was no difference in
patients treated by ICT alone (88% [37/42] vs. 87% [40/46]). The evolution of
patients harboring multiple FLT3-ITD clones at diagnosis was similar across the two
treatment groups, predominantly shaped by the simplification of the FLT3-ITD
repertoire upon R/R disease i.e. the loss of part of the initial clones (ICT + MIDO:
71% [12/17]; ICT: 67% [31/46]) (Figure 1B).

Among the 109 patients retaining a positive FLT3-ITD status at R/R disease
following either ICT or ICT + MIDO, this simplification of FLT3-ITD repertoire is
highlighted by the decrease in the rate of patients harboring multiple FLT3-ITD
clones between diagnosis and R/R disease (50% [55/109] vs. 23% [25/109];
P=0.014) (Figure S2). In those 109 patients, enrichment of the FLT3-ITD repertoire
upon R/R disease through the acquisition of new FLT3-ITD clones was a rare
phenomenon (ICT + MIDO: 16% [5/32]; ICT: 9% [7/77]) (Figure 1B). All those results
were consistent, although non-significant due to the small number of patients, when

refractory and relapsed patients were analyzed separately (Figures S3A-B).

Evolution of the allele burden between diagnosis and relapse at the patient
level

Following a qualitative analysis of clonal evolution based on the binary presence or
absence of FLT3-ITD clones, we carried out a quantitative analysis (Table S3). Since
the number of patients with refractory disease was limited, we restricted the
quantitative analysis to relapsed patients. In NPM7-mutated patients, we calculated
Norm-VAFs of FLT3-ITD mutations to limit the impact of sample dilution on the allele
burden. For samples harboring multiple FLT3-ITD micro or macroclones, the ARs or
the Norm-VAFs of each clone were summed to obtain a single value per sample,
namely > ARs or > Norm-VAFs. We observed that Y Norm-VAFs increased between
diagnosis and relapse in each treatment group, strengthening the role of FLT3-ITD

clones in the relapse process (median Y Norm-VAFs; ICT + MIDO: 0.87 vs. 1.2; P <
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0.001 and ICT: 0.96 vs. 1.7; P < 0.001) (Figure 2A, Table S3), independently of
MIDO. Nevertheless, patients who received MIDO displayed lower > ARs (P=0.034)
and > Norm-VAFs (P=0.02) at relapse as compared with patients who received ICT
alone, indicating that the expansion of FLT3-ITD clones at relapse is probably
dampened by MIDO.

Evolution of FLT3-ITD clones between diagnosis and relapse at the clone level

After investigating the evolution of FLT3-ITD mutations at the patient level, we
examined their evolution at the clonal level. Overall, only the minority of initial FLT3-
ITD micro and macroclones were conserved at relapse, both in the ICT + MIDO
group (44% [27/61]) and in the ICT alone group (46% [72/157]) (Table S4). To
determine the factors influencing the fate of the FLT3-ITD micro- and macroclones
detected at diagnosis, we compared the initial characteristics between FLT3-ITD
clones that were retained or lost at relapse in each treatment group (Table S4). Lost
FLT3-ITDs had significantly lower ARs than retained ones, both in the ICT + MIDO
group (median AR: 0.011 vs. 0.38; P < 0.001) and in the ICT group (0.0054 vs. 0.31;
P < 0.001) (Figure 2B, Table S4). The results were consistent after adjusting for
tumor dilution (Figure S4, Table S4). Accordingly, only 24% (28/117) of FLT3-ITD
microclones were retained at the time of relapse in both treatment groups combined,
of which 43% became macroclones (12/28) (Figure 2C). In further detail, 26%
(23/88) of microclones were retained at the time of relapse in patients treated with
ICT only, of which 48% (11/23) became macroclones. In patients receiving ICT +
MIDO, only 17% of microclones (5/29) were retained at the time of relapse, of which
20% became macroclones (1/5).

In the whole cohort, the lost clones had significantly lower ITD lengths than
retained clones (median length: 42 vs. 54 bp; P=0.037) (Table S4). In a multivariate
logistic regression model, AR = 0.5 was strongly predictive of clone persistence
(odds ratio [OR]: 7.89; 95% confidence interval [95% CI]: 2.7-29; P < 0.001) while
microclones (OR: 0.31; 95% CI: 0.15-0.64; P=0.0014) as well as competing clones
(clonal interference, OR: 0.40; 95% CI: 0.17-0.94; P=0.038) were more likely to be
eradicated at relapse (Table 2). The ITD length, the insertion site and the treatment

had no significant impact on clonal evolution in multivariate analysis (Table 2).
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Molecular landscape at diagnosis and R/R disease

Molecular landscape was examined by HTS at diagnosis and R/R disease using a
panel targeting 48 genes (Table S1). At diagnosis, the landscape of driver mutations
was similar between the two treatment groups (Figure 3A-B). Genes most frequently
mutated at diagnosis were DNMT3A and NPM1.

We focused on patients harboring FLT3-ITD mutations at diagnosis as
assessed by HTS to identify molecular mechanisms of progression. Genes which
most frequently became mutated at relapse were FLT3 (regarding point mutations
[9%]) and WT1 (9%) in the 35 patients treated with ICT + MIDO vs. WT1 (16%) in
the 70 patients treated with ICT alone (Figure 3C). Excluding FLT3 mutations,
emerging mutations in genes involved in signaling pathways were found in 11% of
patients who relapsed after treatment with ICT + MIDO (NRAS: 6% [2/35], PTPN11 +
NF1: 3% [1/35], CSF3R: 3% [1/35]). Several genes became mutated at the time of

refractory disease, but each of these genes was involved only once (Figure 3D).

Discussion

We sought to identify the molecular mechanisms underlying R/R disease in patients
diagnosed with FLT3 mutated AML and treated with ICT +/- MIDO. To this end, FLT3
mutations and co-mutations were screened by HTS at diagnosis and R/R disease to
unravel clonal evolution. For accurate annotation and quantification of FLT3-ITDs
from HTS data, we used the FiLT3r algorithm', able to detect small FLT3-ITD
clones with an AR = 0.0003. In our cohort, a total of 270 FLT3-ITD clones were
detected by HTS at diagnosis, including 141 clones (52%) with an AR below 0.05
and 129 clones (48%) with an AR above this limit, respectively designated
microclones and macroclones. The average number of FLT3-ITD clones per patient
at diagnosis was higher in the current study (2.0 [270/135] FLT3-ITDs per patient)
compared to previous studies using FA (1.14"°, 1.17%, 1.33"" FLT3-ITD per patient).
Moreover, the rate of patients harboring multiple FLT3-ITD clones at diagnosis was
higher in the current study (47% [63/135]) compared to previous studies based on
FA (12%'°, 14%'¢, 23%°, 27%'"). The presence of multiple FLT3-ITD clones was
referred to as “clonal interference”, a concept from evolutionary biology describing
the emergence of several clones harboring independent lesions and competing with

each other in the same population. '8
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At R/R disease, the rate of FLT3-ITD persistence was significantly lower in
patients treated with MIDO (68%) compared with patients not receiving MIDO
(87.5%), as previously described.’® More precisely, the persistence rates reached
71% vs. 87% at relapse and 58% vs. 89% at refractory disease, in ICT + MIDO-
treated patients and ICT-treated ones respectively. Regarding relapsed patients
treated with ICT alone, this rate is in line with former data.”"?>?" However, regarding
R/R patients treated with the ICT + MIDO combination, there is a discrepancy with a
previous study by Schmalbrock et al. in which the persistence rate amounted to 54%
at R/R disease.'® This discrepancy is probably related to the use of distinct FLT3-ITD
screening methods. Indeed, in the former study, FLT3-ITD mutations were screened
by FA using an AR threshold of 0.05.%'"° In our study, the screening of FLT3-ITD
mutations by HTS revealed that 46% of clones detected at both time points were
microclones, defined by an AR below 0.05. Factoring in only the macroclones
detected by HTS, the persistence rate after treatment with ICT + MIDO decreased to
58% at R/R disease, in keeping with the previous study by Schmalbrock et al."®

In R/R patients, a key finding of our work was that the addition of MIDO to ICT
significantly decreased the FLT3-ITD persistence rate of patients harboring a single
FLT3-ITD clone (ICT + MIDO: 57% vs. ICT: 88%) but not that of patients harboring
multiple FLT3-ITD clones. Accordingly, in patients receiving ICT + MIDO, our data
demonstrated that clonal interference was associated with a greater ability to select
a FLT3-ITD clone at R/R disease (multiple clones: 88% vs. single clone: 57%,
P=0.049). Further data are warranted to determine if clonal interference affects the
prognosis of patients treated with ICT + MIDO or other FLT3i such as quizartinib.?
Regarding patients treated with ICT exclusively, the presence of multiple FLT3-ITD
clones at diagnosis has been correlated with lower CR rates, event-free survival and
0S%"°23 although these findings have been challenged by other studies.®'"?*

After analyzing the evolution of FLT3-ITD mutations at the patient level, we
performed a multivariate logistic regression to predict the outcome of individual
FLT3-ITD clones based on their initial characteristics. In this model, an AR = 0.5
favored clonal persistence at relapse whereas microclones and clones subjected to
clonal interference were more likely to be eradicated, clearing the way to the fittest
FLT3-ITD clone. Considering the limited number of persisting microclones in our
cohort, additional studies are warranted to uncover the factors underlying the

persistence of certain microclones.

122



Overall, the best predictor of FLT3-ITD persistence in a patient would likely be
an indicator that reflects not only the number of FLT3-ITD clones but also the fraction
of leukemic cells carrying each FLT3-ITD. However, as the bulk HTS approach
cannot determine whether cells are heterozygous or homozygous for a given
mutation, it is not suitable to calculate such an indicator.

Other relapse-related changes included the acquisition of additional
mutations. In patients harboring FLT3-ITD mutations at diagnosis as assessed by
HTS, WT1 gene frequently became mutated at relapse both following ICT + MIDO
(9%) and ICT only (16%). Moreover, genes involved in signaling pathways (except
FLT3) were newly mutated in 11% of patients who relapsed after treatment with ICT
+ MIDO, in line with a previous study."®

In summary, MIDO shaped the evolution of patients with a single FLT3-ITD
clone in our cohort. In these patients, the addition of MIDO to ICT was associated
with a lower rate of FLT3-ITD persistence at R/R disease. These findings emphasize
the need to reassess FLT3-ITD status at R/R disease before implementing targeted
therapy. Moreover, our study revealed that FLT3-ITD microclones are capable of
driving relapse. Prospective studies are warranted to elucidate the impact of FLT3-
ITD microclones in AML patients tested FLT3-ITD negative at diagnosis using
standard FA-based methods.
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Tables

Table 1. Baseline characteristics at diagnosis of 150 patients with FLT3
mutated AML in R/R situation

Total ICT + MIDO ICT p
n=150 (100%) n=54 (36%) n=96 (64%)

Age at diagnosis (years)
Median (IQR) 51.0 (43.0-57.0) 52.5 (47.0-62.0) 50.0 (41.5-55.0) 0.09
Range 18.0-76.0 23.0-76.0 18.0-73.0

Gender: n (%)
Male 72 (48.0) 31 (57.4) 41 (42.7) 0.08
Female 78 (52.0) 23 (42.6) 55 (57.3)

AML status: n (%)
De novo 134 (89.3) 47 (87.0) 87 (90.6) 0.5
Secondary AML 16 (10.7) 7 (13.0) 9(9.4)

WBC at diagnosis (x10°/L)
Median (IQR) 43.6 (12.1-110.0) | 52.0 (15.5-120.9) | 36.5(12.0-110.0) 0.5
Range 0.9-458.0 0.9-458.0 1.1-368.8

Blasts BM: (%)
Median (IQR) 81.0 (57.0-89.0) 82.0 (61.0-91.0) 76.5 (51.5-89.0) 0.4
Range 15.0-99.0 15.0-99.0 19.0-98.0

Blasts PB: (%)
Median (IQR) 62.0 (26.0-87.0) 68.0 (36.0-89.0) 57.0 (16.0-85.5) 0.3
Range 0.0-98.0 3.0-97.0 0.0-98.0

ELN 2022 prognosis: n (%)
Favorable 14 (9.3) 6 (11.1) 8 (8.3) 0.07
Intermediate 98 (65.3) 29 (53.7) 69 (71.9) '
Adverse 38 (25.3) 19 (35.2) 19 (19.8)

FLT3-ITD%¥: n (%)
Mutation 130 (86.7) 43 (79.6) 87 (90.6) 0.08
No mutation 20 (13.3) 11 (20.4) 9(9.4)

FLT3-TKDt: n (%)
Mutation 26 (17.3) 3(24.1) 13 (13.5) 0.12
No mutation 124 (82.7) 41 (75.9) 83 (86.5)

NPM1t: n (%)
Mutation 82 (54.7) 27 (50.0) 55 (57.3) 0.4
No mutation 68 (45.3) 27 (50.0) 41 (42.7)

1 Status assessed by fragment analysis

AML, acute myeloid leukemia; R/R, relapse/refractory; ICT, intensive chemotherapy; MIDO,

midostaurine; IQR, interquartile range; WBC, white blood cells; BM, bone marrow; PB, peripheral
blood; ELN, European Leukemia Net
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Table 2. Logistic regression model for the persistence of 218 FLT3-ITD clones
at relapse

Parameter Odds ratio 95% ClI P
AR 20.5 7.89 2.7-29 < 0.001
Microclones 0.31 0.15-0.64 0.0014
Clonal interference 0.40 0.17-0.94 0.038
ITD length > 51 bp 1.70 0.77-3.8 0.19
Insertion site in TKD1 1.54 0.68-3.5 0.30
ICT + MIDO 0.65 0.30-1.4 0.26

AR, allelic ratio; bp, base pairs; TKD1, tyrosine kinase domain 1; ICT, intensive chemotherapy; MIDO,
midostaurine; Cl, confidence interval
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Legends

Figure 1: Evolution of FLT3-ITD mutations between diagnosis and R/R disease
A: FLT3-ITD status at R/R disease assessed by HTS, according to the treatment
group and the type of progression. Left panel: only patients harboring FLT3-ITD
macroclones at diagnosis are displayed. Only macroclones are taken into account to
determine FLT3-ITD status at R/R disease. Right panel: patients harboring FLT3-ITD
microclones and/or macroclones at diagnosis are displayed. Both macroclones and
microclones are taken into account to determine FLT3-ITD status at R/R disease.

B: Patterns of evolution of FLT3-ITD microclones and macroclones between
diagnosis and R/R disease, according to the number of FLT3-ITD clones detected at
diagnosis (either a single clone or multiple clones) and the treatment group. Each
square represents one patient. Patterns of evolution (diagnosis -> R/R disease) were
assessed by HTS and defined as follows. Identical: clone A -> clone A. Loss: clone A
+ clone B -> clone A. Gain: clone A -> clone A + clone B. Switch: clone A -> clone B.
Complex changes: clone A + clone B -> clone B + clone C. Eradication: clone A ->
Q.

R/R, relapsed/refractory; HTS, high-throughput sequencing; ICT, intensive

chemotherapy; MIDO, midostaurine; Pts, patients.

Figure 2: Quantification of FLT3-ITD clones at diagnosis and relapse by HTS

A: 2Normalized VAFs per sample at diagnosis and relapse, according to the
treatment group. Only patients with a positive FLT3-ITD status by HTS at both
diagnosis and relapse are displayed.

B: AR at diagnosis for lost and retained FLT3-ITD microclones and macroclones
upon AML relapse, according to the treatment group.

C: Evolution of the AR of FLT3-ITD microclones detected at AML diagnosis. Each
line features the evolution of a FLT3-ITD microclone between diagnosis and relapse.
The threshold is positioned at an AR of 0.05.

ICT, intensive chemotherapy; MIDO, midostaurine; AR, allelic ratio; MUT, mutated;
VAF, variant allele frequency; Pts, patients; AML, acute myeloid leukemia; HTS,

high-throughput sequencing.
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Figure 3: Evolution of gene mutations between diagnosis and R/R disease
assessed by HTS

A-B: Evolution of gene mutations between diagnosis and R/R disease, according to
the type of progression: relapse (A) or refractory disease (B) and the treatment
group. Genes are organized according to their functional class. Each column
represents a single patient. For each patient, the evolution of the gene status is
indicated by the color of the boxes. For each gene, the number (n) and percentage
(%) of mutated patients at each time point are displayed on the right of the figures.
C-D: Evolution of gene mutations among patients who experienced relapse (C) or
refractory disease (D), according to the treatment group. Only patients harboring
FLT3-ITD mutations at diagnosis as assessed by HTS are displayed.

ICT, intensive chemotherapy; MIDO, midostaurine; D, diagnosis; R, relapsed or
refractory disease; HTS, high-throughput sequencing; R/R, relapsed/refractory; PM,

point mutations.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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Supplemental data

Supplemental Methods

Detection and quantification of FLT3-ITD by high-throughput sequencing

FLT3-ITD mutations were screened by the FiLT3r algorithm based on high-throughput
sequencing (HTS) data. Among the 150 patients included, a total of 414 FLT3-ITD
clones were detected at both time points: median ITD reads were 234.5 (range: 2—
5440), median allelic ratio (AR) was 0.08 (range: 0.0003—-68.1), and the median length
was 51 bp (range: 3—264 bp). At diagnosis, median FLT3-ITD AR were 0.0038 (range:
0.0003-0.049) and 0.46 (range: 0.056-68.1) for microclones and macroclones,
respectively. There was no correlation between FLT3-ITD AR and length at diagnosis,

indicating the absence of amplification bias towards particular ITDs.

Validation of FiLT3R specificity

To determine whether FLT3-ITD microclones could be false positive events, we
deployed several approaches. Firstly, given that FLT3-ITD mutations are not involved
in myeloproliferative neoplasms (MPN), we used 68 diagnostic samples from patients
affected with MPN as FLT3-ITD negative controls. Sequencing of these samples using
the same procedure as acute myeloid leukemia samples did not reveal any FLT3-ITD
(Figure S1). Secondly, we verified 6 FLT3-ITD microclones detected by HTS (in 6
distinct samples) by using droplet digital PCR (ddPCR). The 6 FLT3-ITD microclones
were successfully confirmed by ddPCR (Table S5). Those arguments suggest that
FLT3-ITD microclones were very unlikely to be related to sequencing errors or sample
cross-contamination. Thus, we treated any FLT3-ITD detected by FiLT3r as a genuine

mutation.

Droplet digital PCR

Regarding FLT3-ITD mutations, ddPCR assay systems were designed based on
FLT3-ITD sequences determined by the FiLT3r algorithm and manufactured by
Eurofins®. Regarding wild-type albumin, ddPCR assay system was designed using
Bio-Rad®'s “Assay Design Engine” and manufactured by Eurofins®. Droplet digital
PCR was performed on genomic DNA, isolated as previously described. Every sample

was analyzed in four wells each containing 75 ng of DNA, thus setting the minimum
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detection threshold at an AR of 0.000033. Droplets were generated using the
Automated Droplet Generator (Bio-Rad). End-point PCR amplification was carried out
using the high-performance T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad), setting the
hybridization temperature at the value predetermined by temperature gradient
experiment. PCR products were then processed by the QX200 Droplet Reader (Bio-
Rad), featuring a two-color detection system. Raw data were analyzed using
QuantaSoft™ software (Bio-Rad). The quantity of mutated FLT3-ITD allele (labeled
with FAM fluorochrome) was normalized by the quantity of wild type albumin allele
(labeled with the HEX fluorochrome), yielding a ratio. We extrapolated the AR from the
FLT3-ITD/albumin ratio according to the following procedure. First, we checked that
the samples did not display any abnormalities in the copy number of the albumin and
FLT3 genes. Given the absence of such alterations, the quantities (n) of FLT3 alleles
and albumin alleles could be considered identical. Thus, the ratio nFLT3-ITD/nalbumin
was comparable to the variant allele frequency (VAF) of FLT3-ITD=nFLT3-
ITD/(nFLT3-WT+nFLT3-ITD). Lastly, the AR was estimated by the following formula:
AR=VAF/(1-VAF).
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Supplemental Tables

Table S1: Targets of high-throughput sequencing panel (hg19)

Gene Target Transcript
ASXL1 E11-E12 NM_015338.5
ASXL2 E11-E12 NM_018263.4
BCOR E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13- NM_001123385.1
E14-E15

BCORL1 EO01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12 NM_021946.4

BRAF E11-E15 NM_004333.4

CBL EO8-E09 NM_005188.3

CEBPA EO1 NM_004364.4

CSF3R E14-E15-E16-E17 NM_156039.3

Cux1 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_181552.3
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24

DDX41 EO01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_016222.3
E13-E14-E15-E16-E17

DNMT3A E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13- NM_022552 4
E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23

ETNK1 EO01-E02-E03-E04-E05-E06-EQ7-E08 NM_018638.4

ETV6 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08 NM_001987.4

EZH2 E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13- NM_004456.4
E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20

FLT3 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_004119.2
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24

GATA2 E02-E03-E04-E05-E06 NM_032638.4

GNAS E08-E09 NM_000516.5

GNB1 E05-E06 NM_002074.4

HRAS E02-E03-E04 NM_005343.3

IDH1 E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10 NM_005896.3

IDH2 EO01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11 NM_002168.3

JAK2 E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13-E14- NM_004972.3
E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-E25

KDMG6A EO01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_001291415.1
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-
E25-E26-E27-E28-E29-E30

KIT EO08-E09-E10-E11-E17 NM_000222.2

KRAS E02-E03-E04 NM_033360.3

MYC EO01-E02-E03 NM_002467.4

NF1 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_001042492.2
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-
E25-E26-E27-E28-E29-E30-E31-E32-E33-E34-E35-E36-
E37-E38-E39-E40-E41-E42-E43-E44-E45-E46-E47-E48-
E49-E50-E51-E52-E53-E54-E55-E56-E57-E58

NFE2 E02-E03 NM_001136023.2

NPM1 E10-E11 NM_002520.6

NRAS E02-E03-E04 NM_002524.4
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PHF6

E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10

NM_001015877.1

PPM1D E01-E02-E03-E04-E05-E06 NM_003620.3

PRPF8 E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13- NM_006445.3
E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-E25-
E26-E27-E28-E29-E30-E31-E32-E33-E34-E35-E36-E37-
E38-E39-E40-E41-E42-E43

PTPN11 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_002834.4
E13-E14-E15

RAD21 E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13- NM_006265.2
E14

RIT1 EO05 NM_006912.5

RUNX1 E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09 NM_001754.4

SF3B1 E13-E14-E15-E16 NM_012433.3

SMC1A E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_006306.3
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-
E25

SMC3 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12- NM_005445.3
E13-E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-
E25-E26-E27-E28-E29

SRSF2 EO1 NM_003016.4

STAG2 E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11-E12-E13-E14- NM_001042749.2
E15-E16-E17-E18-E19-E20-E21-E22-E23-E24-E25-E26-
E27-E28-E29-E30-E31-E32-E33-E34-E35

TET2 E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11 NM_001127208.2

TP53 E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11 NM_001126112.2

U2AF1 E02-E06 NM_006758.2

UBTF E10-E11-E12-E13-E14-E15 NM_014233.3

wrT1 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10 NM_024426.4

ZRSR2 E01-E02-E03-E04-E05-E06-E07-E08-E09-E10-E11 NM_005089.3

E, Exon
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Table S2: Comparison of characteristics between microclones and
macroclones at diagnosis

All ITDs Microclones Macroclones P
(microclones and (AR < 0.05) (AR 2 0.05) . I
macroclones) (microclones
vs.
n=270 ITDs n=141ITDs (52%) | n=129 ITDs (48%) | mMacroclones)
FLT3-ITD bp length
Median 51 45 51 0.24
[IQR] [27-69] [27-66] [30-75]
(range) (3—264) (6—264) (3—225)
FLT3-ITD insertion site
JMD: n (%) 184 (68%) 96 (68%) 88 (68%) 1
TKD1: n (%) 86 (32%) 45 (32%) 41 (32%)

AR, allelic ratio; bp, base pair; IQR, interquartile range; JMD, juxtamembrane domain; TKD1, tyrosine kinase
domain 1

Table S3: Paired samples comparisons between diagnosis and relapse

(Only patients with a positive FLT3-ITD status by HTS at both diagnosis and relapse
are displayed)

ICT + MIDO ICT
ICT + MIDO vs. ICT
n=25 pts n=61 pts
Diagnosis Relapse P Diagnosis Relapse P diaglr?osis P relapse

Variable
Total number of
ITDs (n) 46 31 137 79
Samples with
multiple ITD
clones 0.12 0.26 0.48 0.40
n (%) 12 (48%) 4 (16%) 35 (57%) 16 (26%)
>ARs of ITDs
Median 0.49 0.27 0.40 0.57 0.54 0.51 0.25 0.034
[IQR] [0.0925-0.74] [0.057-0.54] [0.20-0.87] [0.18-1.5]
(range) (0.0019-1.3) (0.0036-4.5) (0.010-68) (0.0011-21)
> Norm-VAFs*
Median 0.87 1.2 0.96 1.7
[IQR] [0.28-1.1] [0.81-15 | <9001 | 14307155 [1.09-2] <0.001 0.19 0.021
(range) (0.0040-1.2) (0.20-2) (0.029-2) (0.014-2)
Number of pts 15 pts 15 pts 40 pts 40pts

* Only for samples harboring an NPM1 mutation
HTS, high-throughput sequencing; ICT, intensive chemotherapy; MIDO, midostaurine; pts, patients; AR, allelic ratio; IQR,
interquartile range; Norm-VAF, normalized variant allele frequency
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Table S4: Comparison of initial characteristics between FLT3-ITD clones that
were retained or lost at the time of AML relapse

Total (n=105 pts) ICT + MIDO (n=35 pts) ICT (n=70 pts)
n=218 ITDs n=61ITDs n=157 ITDs
Lost ITDs Retained ITDs Lost ITDs Retained ITDs Lost ITDs Retained ITDs
Variable
at diagnosis P P
n=119 ITDs n=99 ITDs n=34 ITDs n=27 ITDs n=85 ITDs n=72 ITDs
(55%) (45%) (56%) (44%) (54%) (46%)
FLT3-ITD AR
Median 0.006 0.31 <0.001 0.011 0.38 <0.001 0.0054 0.31 <0.001
[IQR] [0.0014-0.052] | [0.039-0.75] [0.0038-0.087] | [0.090-0.73] [0.0011-0.043] | [0.026-0.76]
(range) (0.0003-1.53) (0.0014-68) (0.0004-0.85) | (0.0019-1.3) (0.0003-1.53) (0.0014-68)
Norm-VAF*
Median 0.018 0.82 0.029 0.34 0.012 0.83
[IOR] [0.0035-0.11] | [0.18-1.14] | <909 | 10013-0.19] [0.25-094] | <9001 | 140030-0079) | [0.16-1.37 | <0001
(range) (0.0011-1.5) (0.004-2) (0.0012-1.0) | (0.0040-1.21) (0.0011-1.5) (0.004-2)
Number of ITDs 67 ITDs 60 ITDs 19 ITDs 17 ITDs 48 1TDs 431TDs
FLT3-ITD bp
length
Median 42 54 0.037 42 57 0.078 42 525 0.7
[IQR] [27-67.5] [36-79.5] [27-66] [39-94.5] [24-69] [30-75]
(range) (6-246) (3-195) (6-165) (21-195) (6-246) (3-183)
FLT3-ITD
insertion site
JMD: n (%) 87 (73%) 62 (63%) om 26 (76%) 16 (59%) 017 61 (72%) 46 (64%) 0.31
TKD1: n (%) 32 (27%) 37 (37%) 8 (24%) 11 (41%) 24 (28%) 26 (36%)
Clonal
interference
Presence: n (%) 105 (88%) 62 (63%) < 0.001 25 (74%) 15 (56%) 0.18 80 (94%) 47 (65%) <0.001
Absence: n (%) 14 (12%) 37 (37%) 9 (26%) 12 (44%) 5 (6%) 25 (35%)
* Only for samples harboring an NPM1 mutation
AML, acute myeloid leukemia; ICT, intensive chemotherapy; MIDO, midostaurine; pts, patients; AR, allelic ratio; Norm-VAF,
normalized variant allele frequency; bp, base pair; IQR, interquartile range; JMD, juxtamembrane domain; TKD1, tyrosine
kinase domain 1
Table S5: Validation of 6 FLT3-ITD microclones by ddPCR
Patient Disease ITD length | ITD insertion
identifier stage (bp) site (hg19) FAAR HTS AR ddPCR AR
1 Diagnosis 21 28608255 Undetectable 0.0038 0.0012
2 Diagnosis 21 28608255 Undetectable 0.0033 0.00065
2 Refractory 21 28608255 Non available 0.0017 0.00023
3 Diagnosis 21 28608255 Undetectable 0.00070 0.00033
4 Diagnosis 27 28608263 0.010 0.0087 0.0055
4 Relapse 27 28608263 Non available 0.021 0.021

bp, base pair; FA, fragment analysis; AR, allelic ratio; HTS, high-throughput sequencing; ddPCR,
droplet digital PCR
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Supplemental Figures

Figure S1: Detection of FLT3-ITD clones by HTS at diagnosis and R/R disease

AR of FLT3-ITD clones detected at the time of AML diagnosis, AML R/R disease, and
MPN diagnosis. Each circle represents 1 FLT3-ITD clone. The threshold is positioned

at an AR of 0.05. Microclones (with an AR < 0.05) are color-coded in red and

macroclones (with an AR = 0.05) are color-coded in black.

AR, allelic ratio; AML, acute myeloid leukemia; R/R, relapsed/refractory; MPN,

myeloproliferative neoplasms; HTS, high-throughput sequencing.
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Figure S2: Number of FLT3-ITD microclones and macroclones detected per
patient at diagnosis and R/R disease using HTS

Only patients with a positive FLT3-ITD status at both time points are displayed. R/R,
relapsed/refractory; HTS, high-throughput sequencing.

100
75
. Patients with multiple FLT3-ITD clones >
C
S 50
[] Patients with a single FLT3-ITD clone £
25
0 .
Diagnosis R/R
Patients with multiple FLT3-ITD clones: n (%) 55(50) 25(23)
Total number of patients 109 109
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Figure S3: Patterns of evolution of FLT3-ITD clones between diagnosis and R/R
disease

A-B: Patterns of evolution of FLT3-ITD microclones and macroclones between
diagnosis and relapse (A) or refractory disease (B) according to the number of FLT3-
ITD clones detected at diagnosis (either a single clone or multiple clones) and the
treatment group. Each square represents one patient. Patterns of evolution
(diagnosis -> R/R disease) were assessed by HTS and defined as follows. Identical:
clone A -> clone A. Loss: clone A + clone B -> clone A. Gain: clone A -> clone A +
clone B. Switch: clone A -> clone B. Complex changes: clone A + clone B -> clone B
+ clone C. Eradication: clone A -> Q.

HTS, high-throughput sequencing; ICT, intensive chemotherapy; MIDO,

midostaurine; Pts, patients; R/R, relapsed/refractory.
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Figure S4: Normalized VAF at diagnosis for lost and retained FLT3-ITD clones

Normalized VAF at diagnosis for lost and retained FLT3-ITD microclones and
macroclones upon AML relapse, according to the treatment group.
MUT, mutated; VAF, variant allele frequency; ICT, intensive chemotherapy; MIDO,

midostaurine; AML, acute myeloid leukemia.
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TRAVAUX NON PUBLIES

Etude des clones FLT3-ITD homozygotes par séquencage a haut débit

Dans les LAM mutées NPM1, les mutations survenant avant NPM1 (e.g
DNMT3A, TET?2) étant considérées comme « pré-leucémiques » (Jaiswal et al. 2014;
Metzeler et al. 2016), la population cellulaire mutée NPM1 peut étre envisagée comme
la véritable population tumorale. Ainsi, dans le second article inclus dans ce manuscrit,
intitulé « La midostaurine module I'évolution des macroclones et des microclones dans
les leucémies aigués myéloides mutées FLT3 », nous avons calculé les VAFs
normalisées (Norm-VAFs) des mutations FLT3-ITD (VAF(FLT3-ITD)/VAF(NPM?1)) par
HTS pour nous affranchir de la dilution de la fraction tumorale et ainsi mieux quantifier
les mutations FLT3-ITD. Chez les patients présentant plusieurs clones FLT3-ITD, les
Norm-VAFs de chaque clone FLT3-ITD ont été additionnées pour obtenir une seule
valeur par échantillon, nommée ) Norm-VAFs. Toutefois, nous n’avons pas exploité
dans cette publication un autre avantage de la normalisation : une Norm-VAF (ou
> Norm-VAFs) supérieure a 1 révéle I'existence d’'une mutation FLT3-ITD homozygote.
En effet, étant donné que les mutations FLT3-ITD surviennent aprés les mutations
NPM1 dans le processus de leucémogenése (Metzeler et al. 2016; Morita et al. 2020),
et sachant que les mutations NPM1 sont toujours présentes a I'état hétérozygote
(Grisendi et al. 2005), une Norm-VAF (ou > Norm-VAFs) supérieure a 1 indique qu'il y
a plus d’alleles FLT3-ITD que d’alléles mutés NPM1, et qu’il existe par conséquent au

moins un clone FLT3-ITD homozygote (Figure 13).

Concernant les sujets traités par CTl uniquement inclus dans notre étude, la
proportion de patients présentant au moins une mutation FLT3-ITD homozygote
augmentait entre le diagnostic et la rechute (diagnostic : 45% [18/40] vs rechute 87.5%
[35/40] ; P =0,0067) (Figure 14). Ainsi, la sélection de clones FLT3-ITD homozygotes
apparait comme un mécanisme majeur de résistance a la CTI chez les patients mutés
NPM1. En appliquant le méme raisonnement a I'échelle du clone et non du patient, les
clones avec une Norm-VAF supérieure a 1 ont été considérés comme homozygotes
pour FLT3-ITD. De fagon intéressante, la proportion de clones FLT3-ITD homozygotes
était plus faible aprés traitement par CTlI et MIDO qu’aprés traitement par CTI
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uniquement, indiquant que la MIDO pourrait freiner la sélection des clones FLT3-ITD
homozygotes (53% [9/17] vs 81% [35/43] ; P < 0,001) (Figure 14).

Echantillon médullaire .

Cellules sainesou [ O O (O3 0] 3
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Figure 13 : Méthode de dépistage des clones FLT3-ITD homozygotes par
séquencgage a haut débit

Dans cet exemple, le calcul de la VAF normalisée indique qu’il existe un clone FLT3-
ITD homozygote.

A Double mutated FLT3-ITD NPM1-MUT patients B Double mutated FLT3-ITD NPM1-MUT clones
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Figure 14 : Evolution des clones FLT3-ITD homozygotes entre le diagnostic et la
rechute

A : Evolution du taux de patients présentant au moins un clone FLT3-ITD homozygote
entre le diagnostic et la rechute, selon le groupe de traitement. Seuls les patients au
statut FLT3-ITD positif au diagnostic et a la rechute sont représentés.
B : Evolution du pourcentage de clones FLT3-ITD homozygotes entre le diagnostic et
la rechute, selon le groupe de traitement. Seuls les clones détectés a la fois au
diagnostic et a la rechute sont représentés. Le cut-off permettant d’identifier les
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patients (ou les clones) FLT3-ITD homozygotes est figuré par un trait pointillé. Le
pourcentage de patients (ou de clones) FLT3-ITD homozygotes est indiqué.
MUT : mutated, ICT : intensive chemotherapy, MIDO : midostaurin, pts : patients.

Bien que ces résultats soient trés intéressants, nous ne les avons pas inclus
dans la publication car la méthodologie présente quelques limites. En effet, la méthode
de calcul ne permet pas de déterminer le statut allélique des mutations FLT3-ITD
lorsque la Norm-VAF est inférieure a 1 : ce résultat peut indiquer aussi bien I'absence
de clones homozygotes que la présence de clones homozygotes de petite taille. Par
ailleurs, nous n’avons pas élargi la normalisation a d’autres mutations que NPM1 car
il aurait fallu s’assurer qu’elles soient hétérozygotes et qu’elles précédent FLT3-ITD
dans l'architecture clonale, ce qui n’était pas réalisable. Le séquengage unicellulaire
pourrait améliorer la détection des clones FLT3-ITD homozygotes car il constitue une
approche plus directe et plus sensible. En effet, il permet de détecter les clones
représentant au moins 0,1% de la population leucémique totale (T. Kim et al. 2022;
Morita et al. 2020). A 'avenir, cette technique pourrait permettre de préciser I'évolution
et 'impact des clones FLT3-ITD homozygotes.

Modélisation des mutations de FLT3 par approche CRISPR-Cas9

La sélection de clones FLT3-ITD homozygotes apparait comme un mécanisme
de résistance majeur a la CTl chez les patients mutés NPM1 (cf : « Etude des clones
FLT3-ITD homozygotes par séquengage a haut débit »). Ainsi, nous avons eu recours
a la technologie d’édition génomique CRISPR-Cas9 afin d’explorer I'impact du statut
allélique (hétérozygote ou homozygote) des mutations FLT3-ITD sur la différenciation

cellulaire, le transcriptome et la réponse aux drogues.

Nous avons souhaité étudier dans un premier temps une lignée leucémique
humaine mutée NPM1 et notre choix s’est porté sur la lignée OCI-AML3, qui présente
par ailleurs un caryotype complexe et des mutations des génes DNMT3A et NRAS.
Afin de modéliser une mutation FLT3-ITD représentative des Iésions identifiées en
pratique clinique, nous avons analysé 404 mutations FLT3-ITD détectées par HTS
chez des patients pris en charge pour une LAM au Centre Hospitalier Universitaire de
Lille. Dans notre série, le mode de la longueur des ITDs s’élevait a 24 pb et la médiane
a 45 pb. Le mode de la position du site d’'insertion était situé en 28608262 (E598) et la

valeur médiane en 28608252 (K602). Nous avons choisi d’insérer une séquence de

146



24 pb a la position génomique hg19 28608256 (nommée FLT3-ITD_24/D600), ayant
pour conséquence la duplication parfaite des acides aminés D593 a D600 (séquence
DFREYEYD). Par ailleurs, la mutation FLT3-TKD est un contrOle intéressant car elle
n’est pas associée a un mauvais pronostic, contrairement a la mutation FLT3-ITD. Le
résidu D835 étant le plus frequemment altéré, nous avons choisi de modéliser la
mutation FLT3-TKD D835H. A ce jour, la technologie CRISPR-Cas9 a déja permis de
modeéliser la mutation FLT3-ITD_24/D600 au stade hétérozygote, ainsi que la mutation
FLT3-TKD D835H aux stades hétérozygotes et homozygotes. Nous allons
prochainement utiliser la méme technologie afin de générer des clones FLT3-
ITD_24/D600 homozygotes.

La lignée OCI-AML3 a été acquise chez DSMZ. Toutes les lignées, sauvages
ou éditées, ont été cultivées dans du milieu RPMI préchauffé supplémenté avec 10%
de sérum de veau feetal, a 37°C et sous 5% de CO,. Afin de modéliser les mutations
de FLT3, nous avons transfecté par nucléofection (Amaxa Nucleofector 2b, kit T,
programme T-020) des cellules OCI-AML3 sauvages avec des complexes
ribonucléoprotéiques pré-formés (a partir de tracrRNA, de crRNA et de nucléase Cas9)
et des séquences donneuses d’ADN homologue (contenant les mutations d’intérét
ainsi que des mutations silencieuses facilitant le processus d’édition génomique). Les
séquences des crRNA et les séquences donneuses sont indiquées dans le Tableau 4.
Pour modéliser la mutation FLT3-TKD D835H, nous avons également ajouté un agent
permettant d’améliorer I'efficacité de I'édition génomique (Electroporation Enhancer).
Aprés nucléofection, les cellules ont été cultivées dans 1,5 mL de milieu contenant un
agent améliorant I'efficacité de la recombinaison homologue (Alt-R HDR Enhancer
V2). Tous les réactifs provenaient de Integrated DNA Technologies® et les
expériences ont été réalisées selon les recommandations du fabricant. Le lendemain
de la nucléofection, le milieu a été rafraichi. Une fois les cellules éditées suffisamment
amplifiees en culture, leur ADN a été extrait et séquencé par HTS pour contrdler
I'efficacité de I'édition génomique, a l'aide d’un panel précédemment publié (Duployez
et al. 2023). Puis, nous avons réalisé un clonage unicellulaire par FACS en plaques
96 puits. Lorsque les puits sont arrivés a confluence, nous avons extrait leur ADN,
amplifié la région d’intérét par PCR (Phire Tissue Direct PCR Master Mix de Thermo
Scientific®) a I'aide d’amorces précédemment publiées (Thiede et al. 2002), et
recherché la mutation FLT3-ITD 24/D600 ou FLT3-TKD D835H par électrophorése
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capillaire. Enfin, les clones d'intérét identifiés par électrophorese capillaire ont été
séquenceés par HTS pour confirmer la présence des mutations de FLT3 et leur statut

allélique, a I'aide d’un panel précédemment publié (Duployez et al. 2023).

Tableau 4 : Séquences des crRNA et des oligonucléotides donneurs

Mutation crRNA (5’-3’) Oligonucléotide donneur (5’-3’)

FLT3-ITD_24/D600 AATATGAATATGATCTCAAA TGAGTACTTCTACGTTGATTTCAG

AGAATATGAATATGATGATTTCAG

AGAATATGAATATGATCTGAAGTG
GGAGTTTCCAAGAGAAAATTTAGA
GTTTGGTAAGA

FLT3-TKD D835H GAAGATATGTGACTTTGGAT ACATTGCCCCTGACAACATAGTT
GGAATCACTCATGATATGTCGAG
CGAGTCCAAAGTCACATATCTTC
ACCACTTTCCCGTGGGTGACAAG

Nous avons réalisé des analyses intermédiaires afin de déterminer si I'acquisition
de mutations de FLT3 s’accompagnait de modifications phénotypiques. Nous avons
comparé le phénotype des lignées OCI-AML3 mutées FLT3 et de trois clones
contréles. Deux des clones contrdles ont été obtenus au terme du méme processus
d’édition génomique que la lignée FLT3-TKD D835H : le premier clone n’a pas acquis
de mutation de FLT3 (« FLT3-WT ») et le second a acquis uniquement des mutations
silencieuses de FLT3 (« FLT3-WT + silent mutations »). Ces mutations silencieuses
facilitent le processus d’édition génomique mais n’'impactent pas la séquence
protéique. La derniére lignée contréle correspond a la lignée OCI-AML3 sauvage
n’ayant pas subi le processus de nucléofection (« OCI-AML3 WT »). Le phénotype de
surface des différentes lignées a été étudié a I'aide du panel d’anticorps décrit dans le
Tableau 5 et du cytométre DXFlex (Beckman Coulter®). Tous les anticorps
provenaient de BD® ou Beckman Coulter®.

Le processus d’édition génomique a induit une différenciation monocytaire de
'ensemble des clones nucléofectés, y compris les clones contrdles, illustrée par la
hausse de I'expression du CD36 et du CD4 (a I'exception du clone FLT3-TKD
hétérozygote qui présente un profil d’expression bimodale du CD4) (Figure 15). Par
ailleurs, le processus d’édition génomique a induit I'expression du CD34 chez les
clones contrdles nucléofectés et le clone FLT3-ITD hétérozygote. En revanche, les
lignées hétérozygotes et homozygotes pour FLT3-TKD n’exprimaient pas le CD34

(Figure 15). Ces résultats indiquent que les modifications phénotypiques observées a
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lissue de l'édition génomique sont en partie liées au processus méme d’'édition

génomique et non aux mutations insérées.

Tableau 5 : Cibles des anticorps utilisés pour I’étude des lignées cellulaires par
cytométrie en flux

FITC PE ECD PC5.5 PC7 | APC | AA700 | AA750 P;::ch KO
co7 cD13 | HLADR |cD33 | cp3s |cpD34 |cpss | cpi19 CD117 | cD45
Tube | g1g1) | (SJID1) | (Immu- | (D3HLE | (HB7) | (581) | (N@01) | (3-119) | (104D2 | (J33)
1 357) 0.251) D1)
cpgo | cLLi CD19 | CD123 | CD38 | CD34 | CD36 | CD45RA | CD117 | CD45
(5E10) | (50C1) | (J3-119) | (SSDCL | (HB7) | (581) | (FA6,15 | (HI100) | (104D2 | (J33)
Y107D2) 2) D1)
Tube TIM3
2 (7D3)
cDo7
(VIM3b)
fube | CDS5 | CD4 HLADR | CD33 | cD11b | cD34 | cp3s | cD14 CD117 | cD45
¢ | (88H7) | (13882) | (mmu- | (D3HL6 | (Bearl) | (581) | (FAG,15 | (RMOS52) | (104D2 | (433)
357) 0.251) 2) D1)
8 A 3 L % A

™ T T T T T ™ T T T T T T T ™Y T T T T T T
10" 102 10°  10*  10° 10° 107 10" 102 10°  10*  10°  10° 107 10" 102 10°  10*  10° 10° 107

CD4 B-585-A CD36 R-712-A CD34 R-660-A
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.

CRISPR2 —
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Figure 15 : Etude de I'impact des mutations de FLT3 sur limmunophénotype

HTZ : hétérozygote, HMZ : homozygote.
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Les lignées leucémiques humaines présentant une mutation FLT3-ITD sont en
regle sensibles a la MIDO (e.g MOLM13, MV4-11) tandis que la lignée OCI-AML3
sauvage, qui ne présente pas de mutation de FLT3, est résistante a la MIDO (Seipel
et al. 2018). Nous avons taché de déterminer si I'introduction de la mutation FLT3-
ITD_24/D600 dans la lignée OCI-AML3 lui conférait une sensibilité a la MIDO. Pour
cela, nous avons exposé la lignée OCI-AML3 sauvage et la lignée OCI-AML3
hétérozygote FLT3-ITD_24/D600, ainsi que la lignée MOLM13, a une gamme de
concentration de MIDO. Les calculs de I'lC50 et de 'AUC ont réveélé que l'introduction
de la mutation FLT3-ITD_24/D600 n’a pas permis de sensibiliser la lignée OCI-AML3
a la MIDO (Figure 16).

Midostaurin treatment

100' v—
e OCI-AML3 WT
5 50 OCI-AML3 FLT3-ITD HTZ
s —%- MOLM-13
g
0-
| |
-6 -4 2 0 2

log[C] (uM)

Figure 16 : Etude de la sensibilité a la midostaurine de différentes lignées
leucémiques
HTZ : hétérozygote.

La lignée OCI-AML3 hétérozygote pour FLT3-ITD_24/D600 porte une mutation
homozygote du gene NRAS (Q61L), initialement présente sur la lignée OCI-AML3
sauvage. Cette mutation de NRAS conduit théoriquement a I'activation de la voie RAF-
MEK-ERK en aval de FLT3, et pourrait conférer une résistance aux iFLT3. Au
diagnostic de LAM, des mutations de FLT3 et de NRAS peuvent étre identifiées chez
un méme patient mais elles sont alors généralement portées par des clones distincts
(Morita et al. 2020). Par ailleurs, I'acquisition de mutations touchant la voie RAS/MAPK
a été observée chez 9% des patients R/R aprés traitement par MIDO et CTI
(Schmalbrock et al. 2021). Dans ce contexte, les mutations touchant la voie

RAS/MAPK pouvaient étre présentes dans les mémes cellules que les mutations
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FLT3-ITD (Schmalbrock et al. 2021). Ainsi, la lignée OCI-AML3 hétérozygote pour
FLT3-ITD_24/D600 pourrait étre utilisée comme un modéle de résistance secondaire
a la MIDO.

Les lignées OCI-AML3 et MOLM-13 ont été acquises chez ATCC ou DSMZ.
Toutes les lignées, sauvages ou éditées, ont été cultivées dans du milieu RPMI
préchauffé supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal, a 37°C et sous 5% de
CO.. Brievement, les différentes lignées ont été déposées dans des plaques 96 puits
(40 000 cellules par puits) et exposées en duplicat a une gamme de concentration de
MIDO (M1323 Sigma-Aldrich®) présentant 8 points de dilution avec une dilution au
1/6°™ entre chaque point (0,035 & 10000 nanomolaires). Aprés 72 heures
d’exposition, les puits ont été incubés avec du MTT (Sigma-Aldrich®) pour une durée
de 4 heures. Puis, ils ont été dissous avec de l'isopropanol/HCI et leur absorbance a
été mesurée au spectromeétre a 570 nm. La viabilité a été calculée en appliquant la
formule suivante : Viabilité = (Cellules exposées - Blanc) / (Cellules non exposées -
Blanc). Les courbes dose-effets ont été modélisées a l'aide du logiciel Graphpad
PRISM.

En perspective, une fois la mutation FLT3-ITD_24/D600 homozygote modélisée,
nous explorerons I'impact des différentes mutations de FLT3 et de leur statut allélique
sur la différenciation cellulaire, le transcriptome et la réponse aux drogues. D’une part,
nous analyserons le phénotype de la lignée FLT3-ITD_24/D600 homozygote afin de
compléter les résultats préliminaires décrits en amont. D’autre part, nous étudierons
impact des mutations de FLT3 et de leur statut allélique sur le programme
transcriptionnel cellulaire, et en particulier 'expression des génes impliqués dans les
propriétés souches. Enfin, les différentes lignées seront exposées in vitro a un panel
de molécules d’intérét dans le traitement de la LAM, afin de mettre en évidence des

différences de sensibilité aux drogues.
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DISCUSSION

Au diagnostic de LAM, les mutations de NPM1 et les mutations FLT3-ITD sont
les plus fréquemment mises en évidence et elles définissent des entités partageant
des caractéristiques clinico-biologiques communes (Metzeler et al. 2016;
Papaemmanuil et al. 2016). Historiquement, les mutations de NPM1 et les mutations
FLT3-ITD ont respectivement été associées a un pronostic favorable (Papaemmanuil
et al. 2016) et défavorable (Patel et al. 2012). Toutefois, le pronostic des patients

présentant ces Iésions demeure hétérogéne.

Les co-mutations et les phénotypes associés aux LAM mutées NPM1 sont
susceptibles d’influencer le pronostic ainsi que la réponse au traitement (Mason et al.
2019; Papaemmanuil et al. 2016). Le premier objectif de ce travail fut d’explorer le
lien entre les mutations somatiques et la différenciation phénotypique a I’échelle
unicellulaire dans les LAM mutées NPM1. Notre analyse couplée du génotype et du
phénotype a I'échelle unicellulaire a mis en évidence des associations génotype-
phénotype spécifiques. Toutefois, ces associations étaient propres a chaque patient
et non partagées par 'ensemble de la cohorte. Nous avons pu valider certaines
associations a l'aide de I'étude d'un cas illustratif. Aprés avoir identifié le phénotype
d’un sous-clone muté FLT3-TKD par séquengage unicellulaire, nous avons pu l'isoler
par tri cellulaire en sélectionnant uniquement les cellules présentant la combinaison
de marqueurs identifiée. Ainsi, notre étude démontre que le séquencgage unicellulaire
multi-omique a I'aide de la plateforme Tapestri (Mission Bio®) établit des corrélations
genotype-phénotype permettant I'enrichissement en sous-clones génétiques

spécifiques par tri cellulaire.

Par conséquent, cette technologie ouvre la voie a la caractérisation
fonctionnelle des sous-clones génétiques minoritaires. Des études ont démontré que
le criblage de drogues ex vivo permettait de prédire I'efficacité clinique de certains
traitements, de fagon prospective (Malani et al. 2022) ou rétrospective (Dal Bello et al.
2022; Spinner et al. 2020). Toutefois, ces études ont été réalisées sur le bulk
leucémique et révélaient ainsi la sensibilité moyenne des différents clones
leucémiques. L’établissement de corrélations génotype-phénotype par séquencgage
unicellulaire pourrait permettre d’isoler les différents sous-clones génétiques afin de

déterminer leur profil de sensibilité individuel. Par exemple, le séquencgage unicellulaire
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multi-omique pourrait permettre de déterminer le phénotype des sous-clones FLT3-
ITD homozygotes (T. Kim et al. 2022), de les isoler, et d’établir leur profil de sensibilité

aux drogues.

De nombreux travaux ont révélé que le pronostic associé aux mutations FLT3-
ITD dépendait de certaines caractéristiques telles que leur RA (Pratcorona et al. 2013;
S. Schnittger et al. 2011), leur site d’'insertion (Kayser et al. 2009), leur longueur (Y.
Kim et al. 2015; Meshinchi et al. 2008) ou encore le nombre de clones FLT3-ITD
détectés (Kottaridis et al. 2001; Richard F. Schlenk et al. 2014). L'utilisation de la MIDO
en premiere ligne depuis 2017 a permis d’améliorer la survie des patients mutés FLT3
(Stone et al. 2017). Cependant, les taux de RC obtenus demeurent proches de 60-
70% et les rechutes surviennent encore dans plus de 40% des cas (Stone et al. 2017).
Le deuxiéme objectif de ce travail fut d’identifier les mécanismes moléculaires
sous-tendant I’échec d’induction et/ou la rechute chez les patients mutés FLT3
traités par CTI, en association ou non a la MIDO. Nous avons également cherché
a déterminer si les caractéristiques initiales des mutations FLT3-ITD modulaient les

mécanismes de résistance au traitement.

Pour la premiére fois, nous avons étudié I'évolution des clones FLT3-ITD entre
le diagnostic et la progression par HTS avec une résolution permettant d’identifier les
microclones FLT3-ITD (RA < 0,05). Les résultats de notre analyse sont schématisés
sur la Figure 17. Au diagnostic, pres de la moitié des patients présentaient plusieurs
clones FLT3-ITD, conformément a une étude précédente réalisée par HTS (Rucker et
al. 2022). Chez les patients traités par CTl et MIDO, la présence de plusieurs clones
FLT3-ITD au diagnostic était associée a une probabilité plus importante de conserver
un statut FLT3-ITD positif au stade R/R (clones multiples : 88% vs clone unique : 57%,
P = 0,049). En d’autres termes, lorsque plusieurs clones FLT3-ITD sont présents au
diagnostic, il est trés probable que I'un d’entre eux présente des caractéristiques lui
permettant de persister sous traitement. Chez plus de deux tiers des patients
présentant plusieurs clones FLT3-ITD au diagnostic, nous avons mis en évidence une
simplification du répertoire des ITDs au stade R/R, i.e la perte d’une partie des clones
initiaux. Ce phénoméne de sélection clonale avait déja été mis en évidence sous
traitement par CTI (Kronke et al. 2013; Shih et al. 2002). Le suivi de la MRD FLT3-ITD
a déemontré un intérét pronostique chez les patients traités par CTI en association a la
MIDO (Rucker et al. 2024). Nos résultats indiquent que ce suivi pourrait étre moins
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pertinent chez les patients présentant un seul clone FLT3-ITD au diagnostic, étant
donné que le marqueur de suivi est perdu a la progression dans pres de la moitié des
cas. Chez les patients présentant plusieurs clones FLT3-ITD au diagnostic, le suivi est
pertinent mais il est nécessaire de monitorer 'ensemble des clones FLT3-ITD en
raison de la simplification du répertoire des ITDs observée a la progression.

Par ailleurs, nous avons déterminé que certains paramétres initiaux
influencaient I'évolution des clones FLT3-ITD a la rechute, a I'aide d’'un modéle de
régression logistique multivarié. Dans ce modele, un clone FLT3-ITD présentant un
RA = 0,5 avait une forte probabilité de persister a la rechute tandis qu'un microclone
ou un clone subissant la concurrence d’autres clones FLT3-ITD était plus enclin a
disparaitre. En conséquence, seulement 24% des microclones FLT3-ITD détectés au
diagnostic étaient conservés a la rechute. D’autres études sont nécessaires pour
déterminer les particularités des microclones capables de persister sous traitement.

Toutefois, prés de la moiti€é des microclones conservés sont devenus des
macroclones a la rechute. Ces résultats indiquent que les microclones FLT3-ITD
peuvent jouer un rdle crucial dans la rechute, comme l'ont suggéré des études
antérieures (Ottone et al. 2013; Yokoyama et al. 2023). Ainsi, la présence de
microclones FLT3-ITD au diagnostic pourrait conférer un mauvais pronostic, y compris
aux patients ne présentant pas de macroclones FLT3-ITD associés. Dans une étude
publiée recemment, les patients au statut FLT3-ITD négatif par AF mais positif par
HTS présentaient un taux de rechute a un an élevé par rapport aux patients au statut
FLT3-ITD négatif par les deux méthodes (Yokoyama et al. 2023). En perspective, nous
allons prochainement étudier I'impact pronostique de la présence de microclones
FLT3-ITD au sein d’'une large cohorte de patients dont le statut FLT3-ITD est négatif
par AF au seuil de 0,05.
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Figure 17 : Représentation graphique de I’évolution des clones FLT3-ITD

ICT : intensive chemotherapy, MIDO : midostaurin, RESIST™ : resistance mutation.
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RESUME

Les mutations de NPM1 et les mutations FLT3-ITD sont les plus fréequemment
mises en évidence au diagnostic de leucémie aigué myéloide (LAM).

Les LAM mutées NPM1 ont un pronostic globalement favorable. Toutefois, elles
présentent des co-mutations et des phénotypes trés hétérogénes, susceptibles
d’influencer le pronostic ainsi que la réponse au traitement. Afin d’explorer le lien entre
les mutations somatiques et la différenciation phénotypique, nous avons utilisé une
plateforme de séquengage unicellulaire multi-omique chez 11 échantillons
diagnostiques de LAM mutées NPM1. Notre analyse a mis en évidence des
associations spécifiques entre les co-mutations et I'expression de protéines de
surface. Méme si ces associations étaient propres a chaque patient, elles ont permis
I'enrichissement en sous-clones génétiques spécifiques par tri cellulaire et ouvrent
ainsi la voie a la caractérisation fonctionnelle des clones génétiques minoritaires.

Depuis 2017, les patients mutés FLT3 sont traités en premiére ligne par une
association de chimiothérapie intensive (CTIl) et de midostaurine (MIDO), un inhibiteur
de FLT3. Bien que I'ajout de la MIDO ait permis d’améliorer la survie des patients, les
taux de rémission compléte obtenus demeurent proches de 60-70% et les rechutes
surviennent encore dans plus de 40% des cas. Afin d’'identifier les mécanismes de
résistance a I'ceuvre, nous avons réalisé une étude rétrospective et multicentrique
incluant 150 patients en rechute ou réfractaires (R/R) présentant une mutation FLT3-
ITD (n = 130) et/ou FLT3-TKD (n = 26) au diagnostic en analyse de fragments. Les
patients ont été traités en premiére ligne soit par I'association CTI et MIDO (n = 54)
soit uniquement par CTI (n = 96). Pour la premiére fois, nous avons étudié I'évolution
des clones FLT3-ITD entre le diagnostic et le stade R/R a I'aide d’'une approche de
séquencage a haut débit permettant d’identifier les microclones FLT3-ITD (ratio
allélique < 0,05). Nous avons démontré que I'ajout de MIDO a la CTI diminue le taux
de persistance de la mutation FLT3-ITD au stade R/R. Chez les patients traités par
CTI et MIDO, la présence de plusieurs clones FLT3-ITD au diagnostic était associee
a une probabilité plus importante de conserver un statut FLT3-ITD positif au stade R/R.
Au sein des deux groupes de traitement combinés, bien que seulement 24% des
microclones FLT3-ITD aient été conservés a la rechute, 43% d’entre eux sont devenus
des macroclones. Au total, ces résultats identifient des parameétres influengant
I'évolution des clones FLT3-ITD et soulignent I'importance d’utiliser des techniques
sensibles pour rechercher les mutations FLT3-ITD en pratique clinique.
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ABSTRACT

NPM1 and FLT3-ITD mutations are the most commonly detected at acute
myeloid leukemia (AML) diagnosis.

NPM1-mutated AMLs have a favorable outcome. However, they display highly
heterogeneous co-mutations and phenotypes, which can influence both prognosis and
response to treatment. To explore the link between somatic mutations and phenotypic
differentiation, we used a multi-omics single-cell sequencing platform on 11 NPM1-
mutated AML diagnostic samples. Our analysis revealed unique associations between
co-mutations and surface protein expression. Although these associations were
patient-specific, they allowed the enrichment of genetic subclones by cell sorting,
paving the way for the functional characterization of minority genetic clones.

Since 2017, FLT3-mutated patients have been treated in the first-line setting with
a combination of intensive chemotherapy (ICT) and the FLT3-inhibitor midostaurin
(MIDO). Although the addition of MIDO has improved overall survival, complete
remission rates remain close to 60-70%, and relapses still occur in over 40% of cases.
To identify the underlying mechanisms of resistance, we conducted a retrospective,
multicenter study including 150 relapsed or refractory (R/R) patients harboring FLT3-
ITD (n = 130) and/or FLT3-TKD (n = 26) at diagnosis as assessed by fragment
analysis. Patients were treated in front-line with either ICT and MIDO (n = 54) or ICT
alone (n = 96). For the first time, we examined the evolution of FLT3-ITD clones
between diagnosis and R/R disease with a high-throughput sequencing approach
allowing the detection of FLT3-ITD microclones (allelic ratio < 0.05). We demonstrated
that the addition of MIDO to ICT reduced the FLT3-ITD persistence rate at R/R disease.
In patients receiving ICT and MIDO, the presence of several FLT3-ITD clones at
diagnosis was associated with a higher probability of retaining a positive FLT3-ITD
status at R/R disease. Considering both treatment groups, if only 24% of FLT3-ITD
microclones were retained at relapse, 43% of these became macroclones. Together,
these results identify some parameters influencing the fithess of FLT3-ITD clones and
highlight the importance of using sensitive techniques for FLT3-ITD screening in
clinical practice.
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