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Titre : Intérét du suivi de la maladie résiduelle en RQ-PCR aprés traitement dans les

leucémies aigues myéloides avec translocation t(8;21)(q22;922).

Contexte :

Prés d'un tiers des patients présentant une leucémie aigue myéloide (LAM) avec
t(8;21)(g22;922) va présenter une rechute hématologique au cours du suivi malgré le
pronostic favorable attribué a ce sous-type de LAM. Ces LAM sont caractérisées par la
fusion des genes RUNX1 et RUNX1T1 (issue de la translocation chromosomique) dont le
transcrit de fusion peut étre suivi par des techniques de PCR quantitative (RQ-PCR)
permettant de détecter la « maladie résiduelle » (MRD) avec une excellente sensibilité

apres obtention de la rémission compleéte.

Méthodes :
De maniére prospective, une évaluation de la MRD par RQ-PCR a été réalisée sur sang
a la fin du traitement puis tous les 3 mois pendant 2 ans associée a une évaluation de la

MRD sur moelle osseuse a la fin du traitement puis tous les ans pendant 2 ans.

Résultats :

Sur une cohorte de 96 patients, la MRD évaluée en fin de traitement est un facteur de
risque de rechute et de déces lorsque qu’elle est détectable sur sang (incidence cumulée
de rechute (CIR) a 4 ans a 50,9% contre 24,5%, p=0,015 ; survie globale (OS) a 4 ans a
63,6% contre 96,2%, p=0,004) mais pas sur moelle osseuse. Le suivi de la MRD sur
sang permet de distinguer 3 profils de patients aux pronostics significativement différents
(p=0,001) : les patients en réponse moléculaire de bon pronostic pour qui la MRD reste
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indétectable pendant le suivi (CIR a 4 ans de 6,1%, OS a 4 ans de 93,9%), les patients
dits réfractaires moléculaires pour qui la MRD reste toujours détectable (CIR a 4 ans de
46,1%, OS a 4 ans de 64,5%) et les patients présentant une rechute moléculaire définie
par une MRD redevenant détectable aprés négativation (CIR a 4 ans de 86,1%, OS a 4

ans de 41,3%).

Conclusion :

Au cours des LAM avec 1(8;21)(q22;922), une évaluation de la MRD sur sang en fin de
traitement et au cours du suivi tous les 3 mois pendant 4 ans permet de différencier des
sous-groupes pronostiques de patients et de détecter la survenue d’une rechute

hématologique.
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0 LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES :

Les leucémies aigues myéloides (LAM) correspondent a un groupe hétérogene
d’hémopathie maligne caractérisé par la prolifération anormale et excessive de cellules
hématopoiétiques immatures généralement localisées dans la moelle osseuse et le
sang. Ces cellules hématopoiétiques immatures, communément appelées blastes, sont
bloquées dans leur différenciation a un stade précoce et inhibent le fonctionnement de la
moelle osseuse normale.

Cette pathologie touche principalement les sujets agés (Age meédian : 67 ans)
avec une incidence ajustée a I'age de 3,7 pour 100.000 personnes par an aux Etats Unis
entre 2006 et 2010 et une légere prédominance masculine (sex ratio homme/femme :
1,15) selon le registre SEER américain. En France, l'Institut de Veille Sanitaire a estimé
l'incidence des leucémies aigues (myéloides et lymphoblastiques) en 2011 a 4,9 cas
pour 100.000 hommes par an et 4,1 pour 100.000 femmes par an.

Quelgues agents environnementaux peuvent étre responsables de la survenue

d’'une LAM comme I'exposition au benzéne ou aux rayonnements ionisants.

0 PHYSIOPATHOLOGIE DES LAM :

0 Origines cellulaires des LAM :

Les progres réalisés ces derniéres décennies dans I'étude de la leucémogénése
ont permis de mieux définir les caractéristigues des cellules a I'origine de la leucémie.
Différents travaux expérimentaux (et notamment ['utilisation de modéles de xénogreffe
sériées de LAM humaine a des souris immunodéficientes) ont fait émerger le concept de

cellule souche leucémique (CSL). Ces CSL, représentant une partie de la masse
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tumorale initiale, seraient des cellules capables de proliférer, de s’autorenouveller, de se
différencier en cellules blastiques moins immatures et de se maintenir en quiescence. La
présence de ce type de cellule permettrait d’expliquer les observations cliniques de
rechute tardive de LAM chez I'homme. Toutefois, il apparait plus exact de parler de
cellule initiatrices de leucémie (LIC), étant donné les débats toujours ouverts quant a
I'origine méme de ces cellules (cellule souche ou progéniteur hématopoiétique ?). Il se

pourrait méme que l'origine de ces LIC soit différent d’un sous-type de LAM & un autre.

0 Mécanismes biologiques responsables de la survenu e des LAM :

L’'acquisition d’anomalies génétigues joue un rble essentiel dans la
leucémogéenese. Les LAM, comme les autres cancers et hémopathies, sont ainsi le
résultat de plusieurs mutations se succédant par étapes. Les résultats observés sur des
souris transgéniques exprimant PML-RARA (anomalie spécifique associée a la
translocation (15;17) des leucémies aigués promyélocytaires) peuvent ainsi en attester
alors que I'on y observait la survenue d’une LAM de maniere non systématique et dans
seulement 15 & 30% des cas.? De méme, chez I'homme, de rares syndromes
prédisposant aux LAM caractérisés par une mutation génique comme le syndrome de
thrombopénie familiale avec prédisposition a développer une LAM (FPD/LAM) causé par
une mutation germinale de RUNX1, ne développent une LAM que tardivement, ce délai
permettant  l'acquisition  d’évenement(s) secondaire(s) nécessaire(s) a la
leucémogénése.?

Les anomalies génétiques nécessaires a linstauration d’'une LAM ont donc été
initialement classées en 2 groupes: les mutations de classe | responsables d'une
augmentation de la prolifération et/ou de la survie des progéniteurs hématopoiétiques et

les mutations de classe Il responsables d'un blocage de Ila différenciation
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hématopoiétique. Les mutations de classe | concernent des genes ayant un réle dans la
signalisation cellulaire tels que FLT3, géne muté dans 20-30% des cas de LAM,
aboutissant & I'activation constitutive de la tyrosine kinase FLT3.% Il en est de méme pour
les mutations de N-RAS, K-RAS et du récepteur KIT. Les mutations de classe | conférent
un avantage prolifératif aux cellules. Les mutations de classe Il concernent des genes
codant pour des facteurs de transcription ou des co-activateurs transcriptionnels ayant
un réle dans le développement hématopoiétique normal et notamment la différenciation
en cellules hématopoiétiques matures (les mutations de ces génes étant alors
responsables d’'une perte de leur fonction). On citera comme exemple les genes du
groupe CBF (RUNX1 anciennement nommé AML1 ou CBFA2 et CBFpQ) et le géne du
récepteur de I'acide rétinoique RARA. La survenue d’'une LAM s’expliquerait donc par
I'apparition successive de mutation de classe différente (« two-hit model »)°> comme le
montrent les travaux réalisées sur des souris transgéniques exprimant PML-RARA et la
mutation FLT3-ITD.®

La liste des génes impliqués dans la leucémogénese ne cesse d’augmenter
depuis quelques années suite a l'apparition de nouvelles techniques d’analyse du
génome. Ainsi les techniques de séquencage ciblé ont permis de mettre en évidence des
mutations récurrentes du géne TET2 en 2009’ tandis que les techniques de séquencage
a haut débit ont par la suite mis en évidence des mutations récurrentes des génes IDH1
et IDH2 en 2009% et DNMT3A en 2010.° Ces découvertes successives permettent
aujourd’hui de trouver une mutation récurrente d’au moins 1 gene impliqué dans la
leucémogénése dans nimporte quel type de LAM.° Ces génes mutés de maniére
récurrente peuvent ainsi étre classés selon leur fonction biologique : fusion de génes
facteurs de transcription (PML-RARA, MYH11-CBFB, RUNX1-RUNX1T1), le geéene

NPM1, génes suppresseurs de tumeurs (TP53, WT1, PHF6), génes ayant un role dans
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la méthylation de 'ADN (DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, TET1, TET2, IDH1, IDH2), génes
impliqués dans la signalisation intracellulaire (FLT3, KIT, KRAS/NRAS), genes facteurs
de transcription myéloide (RUNX1, CEBPA), genes impliqués dans le remodelage de la
chromatine (MLL, ASXL1, EZH2), genes impliqués dans le complexe de la cohésine et
les génes du spliceosome.

Tableau 1 : classification par fonction des génes mutés dans les LAM (d’apres la

publication du Cancer Genome Atlas Research Network )

Geénes Fréquence de mutation
Fusion de génes facteurs de PML-RARA, MYH11-CBFB, RUNX1- 18% des cas
transcription RUNX1T1 0
NPM1 27% des cas
Genes suppresseurs de tumeurs TP53, WT1, PHF6 16% des cas
Geénes ayant un rdle dans la DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, TET1, 44% des cas
méthylation de 'ADN TET2, IDH1, IDH2 0
Qenes |mpI|_ques dans la signalisation FLT3, KIT, KRAS/NRAS 59% des cas
intra-cellulaire
Ger)eg_ facteurs de transcription RUNX1, CEBPA 2204 des cas
myéloide
Génes impliqués dans le remodelage MLL, ASXL1, EZH2 30% des cas

de la chromatine

Geénes impliqués dans le complexe de

L 14% des cas
la cohésine

Genes du spliceosome 14% des cas

Suite au démembrement moléculaire des LAM, le classique « two-hit model »
montre ses limites. En effet, les travaux du cancer network par séquencage du génome
de LAM* montrent que les mutations de classe | ne sont retrouvées que dans 59% des
cas. Des travaux récents de la méme équipe permettent de suggérer un autre modele
physiopathologique.'* Dans ce modéle (comparant les données de séquencage du
génome de LAM3 a des LAM1), on distingue :

- Les mutations initiatrices telles que PML-RARA dans les LAM3 ou les mutations
de NPM1, DNMT3A, IDH1 et TET2 dans les LAM1 qui sont présentes de

bY

maniére précoce, apparaissant avec I'age, ne permettant pas a elles seules
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d’'induire une LAM, mais spécifiques de sous-types de LAM et favorisant la
survenue d’événements génétiques secondaires.

- Des mutations coopératrices, telles que les mutations de FLT3, qui sont
acquises secondairement, sont non spécifiques d'un sous-type de LAM et

permettent I'apparition de la LAM.

0 DIAGNOSTIC ET CLASSIFICATIONS DIAGNOSTIQUES DES LAM :

0 Présentations cliniques :

Les manifestations cliniques les plus frequemment révélatrices du diagnostic sont
imputables a l'insuffisance médullaire et sont donc peu spécifiques. Ainsi la neutropénie
sera révélée par un syndrome fébrile en lien avec une infection, une anémie par un
syndrome anémique et la thrombopénie par un syndrome hémorragique.*?

Un syndrome tumoral peut étre présent au diagnostic, en lien avec une infiltration
blastique, révélé par une splénomégalie, une hépatomégalie, une atteinte cutanéo-
muqueuse (hypertrophie gingivale) ou une atteinte neuro-méningée. L’hyperleucocytose
pourra étre suspectée devant des signes évocateurs de leucostase (atteinte respiratoire
et/ou neurologique).

Dans la majorité des cas, le diagnostic de LAM sera donc suspecté devant la présence

d’'une ou plusieurs cytopénies et/ou I'existence de blastes circulants sur le frottis sanguin.

0 Diagnostic biologique d’'une LAM :

Selon la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé’® (OMS), le
diagnostic de LAM repose sur la mise en évidence dans la moelle osseuse ou le sang

périphérique de plus de 20% de blastes.
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Il sera donc nécessaire dans le cadre du bilan diagnostique de réaliser un
myeélogramme (voire une biopsie ostéo-médullaire en cas d’échec du myélogramme). Le
taux de blastes sur le sang et la moelle osseuse (colorés par le May-Griinwald-Giemsa)
est évalué apres avoir compter un minimum de 200 et 500 cellules nucléées
respectivement. Les blastes sont des cellules plus ou moins arrondies, de taille variable
(15-30um) avec un rapport noyau/cytoplasme élevé. Le noyau présente un contour
régulier, une chromatine fine et 1 ou plusieurs nucléoles. Le cytoplasme, quant a lui, est
basophile et peut contenir des granulations, voire un ou plusieurs corps d’Auer (fin
batonnet azurophile). Cette description ne s’adapte toutefois pas aux monoblastes.

Une fois I'exces de blastes mis en évidence, il sera nécessaire d'affirmer le
caractére myeéloide de ces cellules. L’examen cytologique pourra apporter une réponse
par la mise en évidence de grains azurophiles ou mieux de corps d’Auer dans le
cytoplasme des blastes. L'examen cytochimique va rechercher une activité
myéloperoxydasique des cellules blastiques. Si la myéloperoxydase (MPO) est retrouvée
dans plus de 3% des blastes, le diagnostic de LAM pourra étre retenu. A l'inverse, une
activité myéloperoxydasique négative ne permet pas d’éliminer certains sous-types de
LAM (LAM peu différenciées, monoblastiques, érythroblastique, mégacaryoblastiques ou
bi-phénotypiques) et I'on pourra s’aider d’autres techniques de cytochimie (estérases).
L’'immunophénotypage des blastes par cytométrie en flux est devenu I'examen de
référence, en association a I'examen cytologique et cytochimique, pour établir la nature
myéloide ou lymphoide de la leucémie aigue. Cette technigue permet de quantifier
I'expression d’antigénes spécifiques d’une lignée présents sur les blastes (en surface ou
en intra-cytoplasmique). Selon le type de marqueurs retrouvés (Tableau 2), on pourra

affirmer le caractére myéloide de la leucémie aigué :

12
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Tableau 2 : Marqueurs de surface ou cytoplasmiques détectés par cytométrie en flux
permettant d’établir le caractére myéloide de la leucémie aigué. **

Marqueurs  de  précurseurs | ~ns, cps3g cp117, CD133, HLA-DR
Immatures

Marqueurs granuleux CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, myéloperoxydase cytoplasmique (cMPO)

Estérase non spécifiqgue (NSE), CDl1llc, CD14, CD64, lysozyme, CDA4,

METEUETS MCeEEIE: CD11b, CD36, NG2 homologue

Marqueurs mégacaryocytaires | CD41 (glycoprotein llb/llla), CD61 (glycoprotein llla), CD42 (glycoprotein 1b)

Margueurs érythrocytaires CD235a (glycophorin A)

Depuis l'instauration de la nouvelle classification diagnostigue de 'OMS, les
analyses cytogénétiques et moléculaires sont devenues des outils diagnostiques et non
plus seulement pronostiques. Ainsi, le diagnostic de LAM peut étre retenu en I'absence
d’un taux de blastes >20% si le caryotype retrouve I'une des anomalies cytogénétiques
suivantes : la t(15;17)(q22;912), la t(8;21)(922;922), l'inversion du chromosome 16
inv(16)(p13.1922) ou la t(16;16)(p13.1;922). Il en est de méme pour l'analyse en
cytogénétique moléculaire par FISH et la recherche des genes de fusion correspondant
en biologie moléculaire (PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11). En I'absence
d’anomalie cytogénétigue ou moléculaire caractéristique d’'un sous-type de LAM, le
terme de « LAM sans spécificité » sera retenu et I'examen cytologique standard
permettra de classer la LAM selon la classification FAB.***®
L’ensemble de ces analyses reéalisées sur les blastes médullaires et/ou sanguins
(cytologie, cytochimie, cytogénétique conventionnelle ou moléculaire, biologie
moléculaire), associées aux caractéristiques du patient, permet ainsi d'établir le

diagnostic de LAM selon la classification OMS 2008 (Tableaux 3 et 4).
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Tableau 3 : Classification diagnostigue OMS 2008 des LAM, néoplasmes myéloides
associées et des leucémies aigués avec ambiguité de lignée. =

LAM avec anomalie
génétique récurrente

- LAM avec 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1

- LAM avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
- LAP avec t(15;17)(922;912); PML-RARA

- LAM avec t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

- LAM avec t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

- LAM avec inv(3)(g21926.2) ou t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

- LAM (megacaryoblastique) avec t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

- Entité provisoire: LAM avec mutation de NPM1

- Entité provisoire: LAM avec mutation de CEBPA

LAM avec anomalies de type
myélodysplasie

Plus de 20% de blastes dans le sang ou la moelle ET absence
d'antécédent de traitement par agent cytotoxique ET 1 critére parmi :

- Antécédent de syndrome myélodysplasique ou myéloprolifératif

- Anomalie cytogénétique associée aux myélodysplasies (caryotype
complexe, -7 ou del(7q); -5 ou del(5q); i(17q) ou t(17p); -13 ou del(13Q);
del(11q); del(12p) ou t(12p); del(9q); idic(X)(q13), t(11;16)(q23;p13.3);
1(3;21)(q26.2;922.1); t(1;3)(p36.3;921.1); t(2;11)(p21;923);
1(5;12)(q33;p12); 1(5;7)(a33;q11.2); (5;17)(q33;p13); 1(5;10)(q33;021);
1(3;5)(925;q34)

- Présence d'une dysplasie multi-lignée

Néoplasmes myéloides
secondaires a des agents
cytotoxiques

LAM sans spécificité

- LAM avec différenciation minime (MO de FAB)

- LAM sans maturation (M1)

- LAM avec maturation (M2)

- Leucémie aigue myélomonocytique (M4)

- Leucémie aigue monoblastique/monocytique (M5)

- Leucémie aigue érythroide (M6) : leucémie érythroide pure ou
érythroleucémie

- Leucémie aigue mégacaryoblastique (M7)

- Leucémie aigue a basophiles

- Panmyélose aigué avec myélofibrose

Sarcome myéloide (ou
granulocytaire)

Prolifération myéloide
associée aux syndrome de
Down

- Myélopoiése anormale transitoire
- Leucémie myéloide associée au syndrome de Down

Leucémie a cellules
plasmacytoides dendritiques

Leucémies aigués avec
ambiguité de lignée

- Leucémie aigue indifférenciée

- Leucémie aigue biphénotypique avec t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

- Leucémie aigue biphénotypique avec t(v;11923); rearrangement de MLL
- Leucémie aigue biphénotypique B/myéloide, sans spécificité.

- Leucémie aigue biphénotypique, T/myéloide, sans spécificité

- Entité provisoire: leucémie/lymphome lymhoblastique a cellules NK
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Tableau 4 : classification FAB des LAM et caractéristiques par sous-type. >*2
Types\sous types Morphologie e Cytochimie
blastes
Myéloperoxydase < 3 %
Myéloide
« indifférenciée » Blastes non différenciées (B1) >30 % Phénotype essentiel
(MO0) anticorps anti - MPO)
(CD13, CD33, CD117)
Myéloblastique sans Blastes Qe taille variaple, cytoplasmes
: basophiles, sans grains (B1) ou avec F90 % Myéloperoxydase * 3 %
maturation (M1) :
quelques grains (B2)
Blastes B1 + B2 avec différenciation
granuleuses (> 10 %) + corps d‘Auer.
Myéloblastique avec Peut s‘accompagner de _ ,
%naturatiocra (M2) myélodysplasie. Si présence de gros F30% Myeloperoxydase ++
corps d‘Auer, de granulations
pseudo - Chediak : t(8;21)
Promyélocytes dystrophiques, avec
Promyélocytaire (M3) | granulations volumineuses et fagots de T30% Myéloperoxydase +++
corps d‘Auer.
PromV);erIi(;(r:&/talre Noyaux bilobés, major‘ité des blastes
(hyperleucocytose) sans corps d‘Auer.
Moelle osseuse : mélange de blastes
myeéloides (B1 et B2) et de monocytes F30% Myélopexoydase +
Myélomonocytaire a tous stades, dystrophiques
(M4) Sang : monocytes a tous stades ; peut
s‘accompagner de PN éosinophiles a | >5 x 10°\I
granulation basophiles (inv16)
Monoblastes + maturation monocytaire F80%
Monoblastique (M5) M5a : non différenciée T80 %
M5b : différenciée <80 %
e Myéloblastes médullaires (hors Eb) 30 % Myéloperoxydase +
(M) Erythroblastes médullaires T 50 %
Dysérythopoiése
) _ o ) Biopsie Myéloperolxydase
Mégacaryoblastiques | Myélofibrose + mégacaryoblastes/cytes négative
(M7) trés dystrophiques Moelle Phénotypage essentiel
(CD42, CD61)
0 FACTEURS PRONOSTIQUES DES LAM :

Le pronostic des LAM est trés variable et va dépendre des caractéristiques du
patient, des caractéristiques de la LAM, du traitement entrepris et de la réponse au
traitement. Ces différentes caractéristiques vont jouer un réle prépondérant dans la prise

en charge thérapeutigue immédiate et a plus long terme.
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a. Facteurs pronostigues liés au patient :

1) Age du patient :

L’age est un facteur pronostique majeur dans le cadre des LAM. 19?2

Il semble que l'age
soit un facteur pronostique indépendant bien qu’il soit corrélé a un état général moins
bon, a la présence de comorbidités, a un caryotype défavorable et a une augmentation
de l'incidence d’expression de la glycoprotéine P (P-Gp, protéine membranaire induisant
une chimiorésistance par efflux des produits de chimiothérapie classique). On distingue
classiquement les patients de plus de 60 ans comme ayant un mauvais pronostic mais
cette limite pourrait changer puisque certaines études retrouvent maintenant un age
supérieur a 70 ans comme facteur pronostigue chez les patients traités par

chimiothérapie intensive.?

2) Etat général et comorbidités :

L'état général au diagnostic évalué par le performans status est un facteur pronostique
majeur. De méme, la présence de comorbidités influence le pronostic a court et long
terme des LAM (en diminuant notamment l'intensité des traitement entrepris). Une
diminution du taux de réponse et une survie globale diminuée sont ainsi observées
corrélées au nombre de comorbidités.”®> Chez les sujets agés, la présence de
comorbidités (comme la dénutrition, une altération des fonctions cognitives ou des
performances physiques diminuées) distingue des sous-groupes pronostiques.?*%

L'impact pronostigue des comorbidités est, en pratigue quotidienne, le plus souvent
évalué par le score publié par Sorror M.L. et al.?*® Ce score, initialement établi pour

évaluer le pronostic aprés allogreffe de CSH, permet également de prédire la survie des

patients présentant une LAM en fonction du nombre de comorbidités associées.?*
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0 Facteurs pronostiques liés a la LAM :

1) Caractére secondaire ou induit par des traitements de la LAM :

Les LAM secondaires aux syndromes myéloprolifératifs et aux syndromes
myélodysplasiques ont un pronostic plus péjoratif que les LAM de novo, ceci étant lié a
une chimiorésistance accrue, un age plus avancé du patient et aux traitements
antérieurement recus en ce qui concerne les syndromes myeloprolifératifs.

Les LAM induites par une chimiothérapie ou a une radiothérapie sont une entité
de LAM reconnue par la classification OMS (« therapy-related AML ») associée a un
mauvais pronostic. On distingue classiquement les LAM survenant 5 a 7 ans apres un
traitement comportant des agents alkylants (melphalan, cyclophosphamide) associées a
des anomalies des chromosomes 5 et 7 et les LAM survenant plus précocement (2 a 3
ans) apres une chimiothérapie par inhibiteur de toposiomérase Il (etoposide,
anthracyclines) et souvent associées a un réarrangement de MLL ou une mutation de
RUNX1. Outre cette association a une cytogénétique défavorable, d’autres facteurs
peuvent expliquer le mauvais pronostic des LAM induites par une chimiothérapie : la
persistance du cancer ayant motivé la chimiothérapie, les dommages liées a la
chimiothérapie subis par les différents organes, la déplétion en CSH normale,
limmunosuppression induite, etc.”” Concernant les LAM induites par une radiothérapie,

leur pronostic semble aujourd’hui similaire aux LAM de novo du fait de I'évolution des

techniques de radiothérapie permettant de limiter l'irradiation de la moelle osseuse.?®

2) Facteurs pronostiques cytologiques et biologiques :

L’hyperleucocytose au diagnostic (>50 ou 100.000/mm® selon les études)® et

30,31

I'expression de la P-Gp par les blastes sont des facteurs de mauvais pronostic. La

valeur pronostique d’'une augmentation des LDH et de la présence d’'une dysplasie
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cytologique (définie par la présence d’'une dysplasie sur plus de 50% des éléments d’au

moins 2 des 3 lignées hématopoiétiques) reste débattue selon les études.>**

3) Facteurs pronostiques cytogénétigues :

Le caryotype standard sur moelle osseuse (ou sur sang), avec analyse d’au moins 20
meétaphases, est anormal dans environ 50-55% des LAM. L'analyse cytogénétique
conventionnelle reste aujourd’hui le facteur pronostique le plus important, intéressant
aussi bien la réponse au traitement (obtention de la rémission compléte) que la survie
sans rechute.®*%°

Le Tableau 5 résume les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes et leurs valeurs

pronostiques respectives.
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Tableau 5 : Classification pronostique des anomalies cytogénétiques dans les LAM selon
les résultats publiés par différents groupes coopérateurs.

Groupe pronostique

Groupe MRC *¢

Groupe SWOG/ECOG*

Groupe CALGB®
(valeur pronostique sur
obtention RC)

Caryotype favorable

- 1(8;21)(922;922)
- 1(15;17)(q22;921)
- inv(16)(p139g22) /
t(16;16)(p13;922)

- 1(8;21)(g22;922) isolée
- 1(15;17)(q22;921)
isolée
- inv(16)(p139g22) /
1(16;16)(p13;922)

- 1(8;21)(922;922)
(- ((15;17)(922;921))
- inv(16)(p139g22) /
t(16;16)(p13;922)

Caryotype de pronostic
intermédiaire

- Caryotype normal
- autre anomalie non
classée favorable ou

défavorable

- Normal
-PerteduY
-+ 6
-+8
- del(12p)

- Normal
-Pertedu Y
- del(5q)

- 1(6;9)
-1(6;11)
-1(11;19)(g23 ;p13)
-del(7q) / -7
- +8, +11, +13, +21
- del(9q), del(11q)
del(20q)

Caryotype défavorable

- caryotype complexe 2
4 anomalies
- anomalie en 3q (t(3 ;5)
exclue)
- inv(3)(g21926)
- 1(3;3)(921;926)
- add(5q)/del(5q)/-5
- add(7q)/del(7q)/-7
(a I'exclusion des
associations avec
caryotype favorable)
- 1(6;11)(927 ;q23)
- 1(10;11)(p11;923)
- 1(11923) (1(9;11) et
t(11;19) exclues)
-1(9;22)(934 ;q11)
- -17/anomalie 17p

- Complexe =2 3
anomalies
- del (5q) / -5
-del (7q) /-7
- Anomalie en 3q, 9q,
11q, 17p, 20q, 21q
-1(9;22)(934 ;q11)
- 1(6;9)

- Complexe =2 3
anomalies
- inv(3)(g21926) ou
1(3;3)(921;926)
- del(12p)

bY

Malgré le fait que I'dge soit associé a une fréquence plus élevée de caryotype

défavorable, le caryotype garde sa valeur pronostique chez le sujet 4gé mais distingue

surtout les patients de trés mauvais pronostic a caryotype complexe des autres.

22,37

Plus récemment, une nouvelle entité cytogénétigue pronostique, le caryotype dit

monosomal, a été individualisée. Le caryotype monosomal se définit par la perte de 2

chromosomes autosomaux, ou par la perte d’'un chromosome autosomal associé a une

anomalie de structure (hormis celles de bon pronostique). Cette catégorie serait associée
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a un pronostic encore plus effroyable que les caryotypes complexes. Ces données ont

été rapportées par plusieurs équipes.®®*

4) Facteurs pronostigues moléculaires :

Environ 50% des LAM présente un caryotype normal au diagnostic et cet examen
s’avere donc insuffisant pour stratifier la moitié des patients. Les progres réalisés dans
les techniques de biologie moléculaire et de séquencage du génome ont permis de
découvrir des mutations de genes impliqués dans les LAM puis de leur attribuer une
valeur pronostique par I'analyse de grandes cohortes de patients. Ces anomalies jouent
aujourd’hui un réle majeur dans la stratification thérapeutique et principalement dans le
cas des LAM & caryotype normal. Ainsi, la classification diagnostique OMS 2008
identifie certains sous-types de LAM en fonction du statut moléculaire tandis que 'ELN,*
chargé d’établir des recommandations thérapeutiques, a défini en 2010 les anomalies
moléculaires a rechercher systématiquement, au moins dans le cas des LAM a caryotype
normal : les mutations de NPM1, CEBPA et FLT3. Le Tableau 6 rappelle la stratification
pronostique établie par 'ELN nécessaire a la prise en charge thérapeutiques des
patients.

L'importance des anomalies moléculaires pourrait dans I'avenir supplanter le caryotype

dans la détermination des sous-groupes pronostiques de LAM.*

a) Mutations de NPM1 :

En 2005, I'équipe de B.Falini mettait en évidence une localisation cytoplasmique
anormale de la nucleophosmine 1 (NPM1) dans certaines LAM, cette localisation
anormale étant en lien avec une mutation de I'exon 12 de NPM1.*® Plusieurs dizaines de

variants de mutation de NPM1 ont été décrits, mais on en distingue 3 types principaux
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(A, B et D). Sur le plan physiopathologique, les mutations de NPM1 sont associées a une
augmentation de [l'auto-renouvellement des cellules leucémiques, de [Tlinstabilité
génétique et une inhibition de I'apoptose. Cette mutation, retrouvée dans pres d’un tiers
des LAM (et dans 50% des LAM a caryotype normal, ce qui en fait 'anomalie moléculaire
la plus fréquente a ce jour dans les LAM), a par la suite été décrite par de nombreuses

équipes.***’

Les mutations de NPM1 sont associées a certaines particularités
cytologiques (LAM4/5 selon la classification FAB), phénotypiques (expression du CD33
et absence d’expression de CD34), cytogénétiques (caryotype normal, trisomies des
chromosomes 8 et 4, délétion du bras long du chromosome 9) et moléculaires (présence
de mutation de FLT3, IDH1/2 et DNMT3A).*"> Le statut mutationnel de NPM1 est d’une
importance majeure dans le cadre des LAM a caryotype normal en association avec le
statut mutationnel de FLT3. Il a ainsi été montré que les LAM a caryotype normal avec
mutation de NPM1 sans mutation de FLT3 avaient un pronostic similaire aux patients
avec LAM du groupe CBF (en terme de taux de réponse et de survie globale).”® On

distingue donc actuellement, sur les plans diagnostiques et thérapeutiques, les LAM a

caryotype normal avec mutation de NPM1 associée ou non a une mutation de FLT3.

b) Mutation de CEBPA :

Les travaux de Pabst.T et al ont montré pour la 1% fois en 2001 la présence de mutation
de CEBPA dans les LAM.>* CEBPA est un facteur de transcription essentiel au cours de
I’'hnématopoiese et en particulier pour la granulopoiése. Les mutations de CEBPA sont
relativement rares au cours des LAM (5-10% des LAM) mais conférent un bon pronostic

a la pathologie.*®>>>8
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Toutefois, il semble que seule la présence d’'une double mutation de CEBPA (mutation
sur les 2 alleles dans la majorité des cas), et non la présence d’'une seule mutation,

confére un bon pronostic & la LAM.>%%°

c) Mutation de FLT3 :

En 1996, I'équipe de Nakao.M et al. mettait en évidence la présence d’'une mutation de
FLT3 dans les LAM par duplication en tandem (ITD : internal tandem duplication) du
domaine juxta-membranaire de ce récepteur a activité tyrosine kinase impliqué dans
I'hématopoiése.®* Cette mutation correspond & une duplication de 3 & 400 acides aminés
situés dans les exons 14 et 15 du domaine juxta-membranaire de la protéine,
responsable d’une altération de sa fonction inhibitrice sur le domaine kinase. Par la suite,
un autre type de mutation de FLT3 a été mis en évidence (mutation non sens situé sur
I'exon 20 codant pour I'acide aminé 835 ) touchant la boucle d’activation du domaine
tyrosine kinase (TKD : tyrosine kinase domain), dans envion 7% des LAM.*? Ces 2
anomalies moléculaires sont responsable d’'une activation constitutive de la tyrosine
kinase FLT3 et des voies en aval. Les duplications en tandem de FLT3 sont observées
dans environ 20% des LAM et conférent un mauvais pronostic en augmentant le risque
de rechute, comme cela a pu étre montré par de nombreuses équipes. °®
L’augmentation du taux d’allele muté (ratio FLT3-ITD/FLT3 total) et la présence de la
duplication de maniére bi-allélique augmentent encore le risque de rechute et sont
associées a une diminution de la survie globale.®® L'impact pronostique des mutations de

type FLT3-TKD reste quant & lui controversé.®’:%®
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d) Autres anomalies moléculaires décrites dans les LAM :

Tandis que la valeur pronostique du statut mutationnel des génes NPM1, FLT3 et
CEBPA est désormais validée, plusieurs génes se sont vus découvrir une mutation
récurrente dans les LAM dont I'impact pronostique reste a valider. On peut citer les
mutations de WT1, RUNX1, ASXL1, IDH1 et 2, TET2, DNMT3A, la duplication en
tandem de MLL, TP53, NF1, PHF6, CBL, EZH2, PTEN, GATA2, JAK2, U2AF1 et BCOR.
Les principales mutations récurrentes découvertes dans les LAM, leur fréquence et leur
valeur pronostique respective sont présentées dans le Tableau 7.

D’autres anomalies moléculaires que les mutations géniques ont été décrites comme
ayant une valeur pronostique. C’est le cas de la surexpression de certains genes comme
WT1, EVI1, MN1, MLL5, BAALC et ERG.

Tableau 6 : classification pronostigue de I'ELN établie en 2010 se basant sur la
cytogénétique et le statut mutationnel en biologie moléculaire.**

Groupe pronostique Anomalie cytogénétique et/ou moléculaire

- 1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

- inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
- Mutation NPM1 sans FLT3-ITD (caryotype normal)

- Mutation CEBPA (caryotype normal)

Pronostic favorable

- Mutation NPM1 et FLT3-ITD (caryotype normal)
Pronostic intermédiaire 1 | - NPM1 sauvage et FLT3-ITD (caryotype normal)
- NPM1 sauvage sans FLT3-ITD (caryotype normal)

- 1(9;11)(p22;g23); MLLT3-MLL

Pronostic intermédiaire 2 . f g ) .
- Anomalies cytogénétiques non classées comme favorables ou défavorables

- inv(3)(g21g26.2) ou t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

- 1(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

- t(v;11)(v;q23); réarragement MLL

- -5 ou del(5q); -7; anomalie en (17p);

- Caryotype complexe (= 3 anomalies a I'exclusion des anomalies récurrentes
de la classification OMS)

Pronostic défavorable

23




INTRODUCTION

Tableau 7 : Principales mutations géniques récurrentes dans les LAM

Fonction biologique normale de la

Fréquence de la

Fréquence de la

Association a autres

Références

SHOMTC protéine mutation dans les LAM (r:nal:;agtlsg edﬁgrsrrlm;s LAMa mutations VIR PRETESHTIE bibliographiques
FLT3-ITD et FLT3-TKD,
Phosphoprotéine de transport DNMTS3A, IDH1/2 ' Bon pron_qstig si isolc_ée 44-46,48,70-72
NPM1 nucléo-cytoplasmique ~30% ~50-60% Mutuellement exclusif ou associée a mutation
avec CBF, ASXL1 et de IDH1/2
CEBPA double muté
Facteur de transcription impliqué - _ s Bon pronostic si double 48,55-58,73
CEBPA dans la granulopo'l'gse P =5-10% =15% Peu associé a NPM1 mutart)ion de CEBPA
. . . Lo FLT3-ITD : Diminue le
Récepteur tyrosine kinase |mp||que FLT3-ITD = 20% FLT3-ITD = 30% Associé & NPM1, IDH1/2 | taux de réponse et la 48,63-68
FLT3 dans'la_ prollferfatlon et Ifa’ survie des et DNMT3A survie
progéniteurs hématopoiétiques FLT3-TKD =5-10% FLT3-TKD = 10% FLT3-TKD : discutée
Exclusion mutuelle avec IDH1 R132 : discuté
IDH1 =~ 8% =~ 15% TET2 et WT1 IDH1 SNP rs11554137 :
Enzymes impliquées dans la — mauvais pronostic ? 49-51,53,74,75
A AR N IDH2 R140 : associé au IDH2 R140 : bon B
régulation épigénétique . :
IDH2 ~ 8% ~ 15% genotype NPM1+ FLT3- pronostic ? Neutre 7
Exclusion mutuelle avec IDH2 R172 : mauvais
TET2 et WT1 pronostic ? Neutre ?
TET? Protéine impliquée dans la ~10-20% ~15-30% Exclusion mutuelle avec g/?g;gfégazlosuc St s
régulation épigénétique IDH1 et IDH2 . s . .
intermédiaire (discuté)
P Exclusion mutuelle avec
DNMT3A fgg&‘fg’:ﬁ:}”&ﬂ;&gﬁ;gﬁ? la ~15-25% ~20-30% MLL-PTD, associé a Mauvais pronostic 9.76,82-86
NPM1, FLT3 et IDH1/2
T Associé a ASXL1 et
RUNXL ggﬁtselug gg;ﬁngé pon impliqué ~5-10% ~5-10% MLL, peu associé a Mauvais pronostic 87-90
NPM1 et CEBPA
Protéine impliquée dans le Associe a RUNX{, : : 75,91-93
ASXL1 remodelage de la chromatine =~10% =10% exclusion mutuelle avec Mauvais pronostic '
) NPM1 et FLT3
Facteur de transcription impliqué
WT1 dans la prolifération et la survie des | = 5-10% = 5-10% Associé a FLT3-ITD Mauvais pronostic 94-98
progéniteurs hématopoiétiques
; Protéine impliqué dans la régulation . 99-101
MLL-PTD épigénétiquz ge génes de ’ = 5-10% = 5-10% Exclusion mutuelle avec Mauvais pronostic

I'hématopoiése

CBF et NPM1

NB : Les mutations des génes RAS et KIT seront abordés dans la 2°™° partie, étant donné leur implication dans les LAM du
groupe CBF.
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5) Facteurs pronostiqgues apres traitement :

L'obtention de la rémission complete aprés traitement d’induction
(myélogramme avec moins de 5% de blastes, absence de blastes avec corps d’Auer,
absence de maladie extra-médullaire, récupération hématologiqgue avec
polynucléaires neutrophiles >1G/L, plaquettes >100G/L et indépendance
transfusionnelle) est un facteur pronostique essentiel. En effet, en cas de LAM dite
« réfractaire primaire », le pronostic est beaucoup plus sombre. Il en est de méme
lors d’une rechute de la maladie et en particulier si la rechute a lieu dans I'année qui
suit la fin du traitement.*%?

L’évaluation de la réponse au traitement peut maintenant se faire au niveau
moléculaire (maladie résiduelle ou MRD pour minimal residual disease) et semble

avoir également un impact pronostique. Les cibles mesurés et les méthodes utilisées

seront discutés dans le chapitre Il de I'introduction.

4. GENERALITES SUR LA PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES LAM :

La prise en charge thérapeutique d'une LAM dépend des facteurs
pronostiques sus-cités et en particulier de I'age, de I'état général et des comorbidités,
des anomalies cytogénétiques et moléculaires. On distingue habituellement la prise
en charge des sujets jeunes (<60-65ans dans la plupart des études) de celle des
sujets agés (>60-65ans) bien que la frontiere entre les 2 soit parfois difficile a établir.

Le cas des leucémies aigues promyélocytaires (LAM3) ne sera pas abordée ici.

a. Prise en charge des LAM du sujet jeune :

Le traitement standard initial d’'une LAM (hors LAM3) du sujet de moins de 60-

65 ans repose sur une chimiothérapie d’induction de type « 3+7 » qui comporte trois
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jours d’anthracyclines (daunorubicine 60-90mg/m?/j ou idarubicine 10-12mg/m?/j voire
mitoxantrone 10-12mg/m?/j) et sept jours d’aracytine (100-200mg/m?/j) et qui doit étre
instaurée dans les jours suivant le diagnostic.’°®% Cette chimiothérapie d’induction
a pour objectif d’obtenir une rémission compléte hématologique (objectif atteint dans
60 & 80% des cas) en faisant diminuer le nombre total de cellules tumorales de 10*
au diagnostic au seuil minimal de détection cytologique qui est d’environ 10%°.*

Il persiste encore plusieurs controverses quant aux doses de chacune des molécules
de chimiothérapie a appliquer. Ainsi il pourrait s’avérer bénéfigue d’augmenter les
doses d’anthracyclines (et notamment de daunorubicine & 90mg/m?/j) afin d’améliorer

105,106 De méme,

le taux de réponse compléte et la survie sans rechute.
laugmentation des doses d’aracytine lors de la chimiothérapie d’induction reste
débattue méme si elle s'accompagne d’une toxicité accrue.’®” En revanche, I'ajout
d'un 3*™ produit de chimiothérapie a rarement montré de supériorité face au
traitement standard meme si I'on pourra retenir un essai frangais associant le
classique 3+7 au gemtuzumab-ozogamycin (anticorps monoclonal anti-CD33 couplé
a la calicheamycine, un agent cytotoxique) délivré en doses fractionnées, signant par
la I'arrivée des thérapies ciblées dans le traitement des LAM.*®

Une fois la réponse compléte obtenue, un traitement de consolidation s’avere
indispensable afin d’éviter une rechute précoce de la maladie et de prévenir les
rechutes & long terme.’****! Le role des facteurs pronostiques initiaux, et surtout de
la cytogénétique et du statut moléculaire, est aujourd’hui majeur pour décider du
traitement de consolidation et surtout de I'indication d’une allogreffe de CSH en cas
de donneur compatible.**? Ainsi, il est aujourd’hui admis que les patients de pronostic

favorable selon la classification ELN (LAM du groupe CBF avec t(8;21), inv(16) ou

t(16;16), LAM a caryotype normal avec mutation de CEBPA ou mutation de NPM1
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sans mutation de FLT3) ne bénéficient pas d’'une allogreffe de CSH apres obtention
de la RC, ces patients ayant un risque plus important de décéder des complications
inhérentes d'une allogreffe que de rechuter de leur maladie apres chimiothérapie de
consolidation.*® Chez ces patients de bon pronostic, I'utilisation de fortes doses
d’aracytine (3g/m2/12h a J1, J3 et J5) a raison de 3 ou 4 cycles est devenu le
traitement de consolidation de référence dans la majorité des cas.**® Concernant les
patients de pronostic intermédiaire et défavorable selon la classification ELN, il est
recommandé de procéder a une allogreffe de CSH en présence d'un donneur
compatible (familial aprés conditionnement myéloablatif de préférence) apres
obtention de la RC, cette approche permettant de diminuer le risque de rechute a

plus ou moins long terme.*®

b. Prise en charge des LAM du sujet agé :

L'age est un facteur pronostique essentiel corrélé a des caractéristiques
défavorables de la LAM.

Pour les patients dgés avec un état général correct (PS<2), en 'absence de
comorbidités majeures ou d'une cytogénétique défavorable, une chimiothérapie
d’induction intensive peut étre proposée sur le schéma du 3+7 du sujet jeune avec
des doses adaptées (anthracyclines: daunorubicine 45-60mg/m2/j ou équivalent
pendant 3 jours ; aracytine 100-200mg/m?/j pendant 7 jours). Une RC est observée
dans 50% des cas environ. Il n'existe a I'heure actuelle pas de consensus
concernant le traitement de consolidation dans ces situations mais un schéma
intensif adapté a I'age parait adapté (cures d’aracytine 1.5g/m2/j pendant 5 jours ou 6
cures de «1+5» : daunorubicine 45mg/m2 ou idarubicine 9mg/m2 a J1 et aracytine

60mg/m2/12h pendant 5 jours).** L’allogreffe de CSH & conditionnement atténué en
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cas de donneur compatible semble étre une option thérapeutique efficace chez les
patients de moins de 70 ans.**>*!®

Les patients agés (>75ans) ou présentant de nombreuses comorbidités
(évaluées notamment par les échelles d'évaluation gériatriques) ne peuvent
bénéficier d’'une chimiothérapie intensive du fait de la toxicité trop importante d’un tel
traitement. Le traitement par aracytine sous-cutanée (20mg/m?/j pendant 10 a 14
jours toutes les 4 a 6 semaines) est une option possible permettant d’obtenir une RC
dans 20% des cas, cette réponse n’étant pas durable dans le temps.'*"*'® Les
traitements par agents déméthylants peuvent étre une option acceptable (azacytidine
en cas de blastes médullaires <30% ou decitabine) s’accompagnant d’'une toxicité
limitée.

Les patients agés avec une cytogénétique défavorable ne bénéficient pas
d’'une chimiothérapie d’induction intensive, du fait d’'un faible taux de réponse au
traitement et de la survenue de rechute précoce en cas d'obtention d’'une RC. Il
n'existe pas de standard de traitement chez ces patients méme si les agents
déméthylants peuvent étre une option. Une inclusion a des essais thérapeutiques

peut étre proposée dans ces situations.

28



INTRODUCTION

Il LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDE DU GROUPE CBF ET LA LEUCEMIE

AIGUE MYELOIDE AVEC TRANSLOCATION (8:21)(022:022)

Les LAM du groupe CBF font partie du sous-groupe des LAM avec
cytogeénétique récurrente selon la classification diagnostique de 'OMS et contiennent
2 entités clinico-biologiques définies par un réarrangement chromosomique équilibré
intéressant les génes des 2 sous-unités du facteur de transcription CBF.** Ce facteur
de transcription est impligué dans I'hématopoiese normale et notamment la
granulopoiése normale. Ces 2 sous-entités sont donc définies par leur
réarrangement chromosomique : la LAM avec 1(8;21)(g22;922) responsable de la
formation du géne de fusion RUNX1-RUNX1T1l et la LAM avec inversion
péricentrique du chromosome 16 (inv(16)(p13.1g22)) ou avec t(16;16)(p13.1;922)
responsables de la formation du gene de fusion CBFB-MYH11. Ces 2 sous-entités
partagent ainsi une caractéristigue diagnostique : I'anomalie chromosomique peut
étre détectée par des méthodes de cytogénétique classique et leurs contreparties
géniques par des techniques de biologie moléculaire de maniére équivalente.**®

Une particularité¢ diagnostigue, partagée avec les leucémies aigues
promyélocytaires, a émergé depuis la classification OMS 2001 puisque le diagnostic
de LAM du groupe CBF peut étre retenu en présence de l'une de ces anomalies
cytogénétiques malgré I'absence d’excés de blastes.*®

Les LAM du groupe CBF représente environ 15% des LAM (se répartissant a
peu pres également entre les t(8;21) et les anomalies du chromosome 16) et
touchent plus particulierement les sujets jeunes.

Ces LAM sont caractérisées par leur pronostic favorable, en comparaison des

autres LAM, et ce independamment de I'age. En effet, le taux de rémission complete
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aprés chimiothérapie d’induction est de 90% et la survie globale a long terme
approche les 50-60%.3*3>!2! De plus, en cas de rechute, les LAM du groupe CBF
présentent une meilleure chimiosensibilité que les autres LAM et I'obtention d’'une
2°™  rémission compléte est possible dans prés de 60% des cas aprés

chimiothérapie intensive.

1. BIOLOGIE ET PHYSIOPATHOLOGIE DES LAM AVEC T(8:21)(022 :022) -

RUNXI-RUNX1TY :

La présence au cours d'une LAM d'une translocation réciproque équilibrée
entre les bras longs des chromosomes 8 (en g22) et 21 (en g22), détectée par
caryotype conventionnel (Figure 1), a été décrite pour la 1° fois en 1973.1%2

Figure 1 : Caryotype conventionnel et schéma de la t(8;21)(g22;q22).
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Dans les années 1990, il était montré que cette translocation est responsable
de la fusion des génes RUNX1T1 (anciennement appelé ETO ou MTG8) et RUNX1
(anciennement appelé AML1 ou CBFa ou PEBP2aB).}23124

La fusion de ces génes est a l'origine de la synthése d’'un transcrit puis d’'une

protéine de fusion RUNX1-RUNX1T1 spécifique de ce sous-type de LAM. (Figure 2)

Figure 2 : génomique de la t(8;21)(q22;922)
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Le gene RUNX1, situé sur le bras long du chromosome 21, est composé de 8
exons et appartient a la famille RUNX composée de 3 membres (RUNX1, RUNX2,
RUNX3). Trois isoformes de la protéine RUNX1 (RUNX1la, RUNX1b et RUNX1c) ont
été décrites qui possedent toutes un domaine de liaison a I'ADN (domaine RHD,
analogue au domaine Runt de la drosophile) et vont former un hétérodimére avec
CBFB pour se lier a I'ADN et jouer leur role de facteur de transcription.*?® La protéine
RUNX1 est un facteur de transcription jouant un réle essentiel dans I'hématopoiése

puisque les souris invalidées pour le gene RUNX1 décedent in utero sans
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développement de 'hématopoiése.’?® RUNX1 exerce sa fonction via son interaction
avec d'autres facteurs de transcription également essentiels pour 'hématopoiese
normale tels que CEBPA,*?"1?8 py.1,128129 Fji1 130 pax5 13! et GATAL.132133

Le gene RUNXI1T1, situé sur le bras long du chromosome 8, possede 13
exons et peut donner 4 isoformes différentes de protéines apres épissage. La
protéine RUNX1T1 appartient a la famille ETO (qui contient 3 membres) et posséede
4 domaines NHR (Nervy Homology Region) essentiels pour permettre l'interaction
avec différentes protéines (dont les autres protéines de la famille ETO, les histones
déacétylases, le corépresseur mSin3A) mais pas de site de liaison a I'ADN. La
protéine RUNX1T1 joue un rble important dans le développement du systeme
nerveux mais pas dans I'hématopoiese.

Lors de la translocation (8;21)(g22;922), le site de cassure du gene RUNX1
est situé dans l'intron 5. La région N-terminale de la protéine RUNX1-RUNX1T1 va
comporter le domaine RHD de liaison a 'ADN de RUNX1 permettant d’expliquer
'une des caractéristiques principales de RUNX1-RUNX1T1, & savoir sa capacité a
se lier a 'ADN sur les sites de liaison de RUNX1. L'acétylation de certaines lysines
de la portion correspondant & RUNX1 par la protéine p300 est essentielle pour la
fonction de la protéine de fusion.’** Le site de cassure du géne RUNX1T1 est quant
a lui situé dans les introns 1la ou 1b, ce qui expligue que la quasi-totalité de la
protéine RUNX1T1 soit retrouvée dans la protéine chimérique RUNX1-RUNX1T1
(excepté dans les transcrits alternatifs).'* La protéine issue du géne de fusion
RUNX1-RUNX1T1 va notamment comporter le domaine NHR2 de RUNXI1T1,
domaine permettant I'oligomérisation de RUNX1-RUNX1T1 et sa liaison a d’autres

protéines.**

32



INTRODUCTION

Ces propriétés structurales vont permettre a cette protéine chimérique d’agir
en tant que répresseur transcriptionnel des génes cibles de RUNX1 mais également
d’'autres génes.’*"!%® RUNX1-RUNX1T1 va ainsi recruter (via les domaines NHR)
des corépresseurs transcriptionnels (NCoR nuclear receptor co receptor, SMRT
silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor, mSin3A) et les E-
protéines pour former un complexe de facteurs de transcription, phénomene
essentiel et nécessaire a la leucémogénése.**'*?2 RUNX1-RUNX1T1 va également
recruter des histones déacétylases qui vont modifier la conformation de la
chromatine et ainsi modifier le programme transcriptionnel des cellules.

Sur le plan fonctionnel, RUNX1-RUNX1T1 est responsable d’'un blocage de la

® lymphoide et érythroide’** et ce par plusieurs

différenciation myéloide,*
mécanismes : absence d’assemblage du complexe CBF, délocalisation nucléaire de
RUNX1-RUNX1T1, >4 régulation négative de facteurs de transcription essentiels
a la différenciation hématopoiétique tels que CEBPA*"*® py.1'° Gfi-1,*°

SFRP1,™! régulation négative du miR-223,*2

régulation négative de la synthése du
GM-CSF.™® RUNX1-RUNX1T1 rentre ainsi dans le cadre des mutations de classe I
du « two-hits model ».

RUNX1-RUNX1T1 induit également la prolifération cellulaire via une

régulation positive du récepteur au M-CSF et au G-CSF,»*1°

une dérégulation
négative de l'expression de certains genes impliqués dans le cycle cellulaire
(p21"A™! ' miR-193a),**%**" et une diminution de I'apoptose en activant la transcription
de Bcl-2 et de Bcl-xL (via le détournement de la signalisation induite par MPL). 8159
D’autres fonctions ont été attribuées a la protéine de fusion RUNX1-RUNX1T1 :

induction d’'un défaut de réparation de I'ADN,**%*! diminution de I'expression de
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génes suppresseurs de tumeur comme p14°RF 1°2 et dérégulation de I'expression de
microARN (miR-126).1%3

Il est donc bien établi que la fusion des génes RUNX1 et RUNX1T1 est un
événement initiateur de la leucémogénese en bloquant notamment la différenciation
hématopoiétique. Cependant, il est également clairement établi que la présence de
cette protéine de fusion n’est pas suffisante pour induire, a elle seule, une LAM. En

effet, les différents modeles murins transgéniques®®*'®®

et les greffes de CSH
murines transduites avec RUNX1-RUNX1T1%#41%9170  permettant  d'induire
'expression de RUNX1-RUNX1T1 dans les CSH de la souris adulte ou les modeles
de xénogreffe de progéniteurs hématopoiétiques humains exprimant RUNX1-
RUNX1T1' ne permettent pas d'induire de leucémie aigue chez ces souris. Chez
’homme, plusieurs arguments supportent également cette hypothése : la détection
du gene de fusion RUNX1-RUNX1T1 chez des nouveaux nés qui ont présenté
plusieurs années aprés une LAM avec (8;21)(g22:922),"* la présence du transcrit
RUNX1-RUNX1T1 dans la moelle osseuse de patients ne présentant pas de LAM*"
et la persistance au long terme de la détection du transcrit RUNX1-RUNX1T1 chez
des patients suivis pour LAM avec t(8;21)(q22;g22) alors méme gu’ils sont toujours
considérés en rémission compléte.!’* Une seule exception existe toutefois a cette
régle : la forme tronquée de sa partie C-terminale (et donc du domaine NHR4) de la
protéine de fusion issue du transcrit variant AML1-ETO9a est capable d’induire a elle
seule la survenue d’'une LAM chez la souris.*”>*"’

L’'acquisition d’anomalies secondaires semble donc essentielle a l'instauration
d'une LAM en présence d’'une translocation (8;21)(g22;922). Plusieurs arguments

étayent également cette théorie de maniére directe. Ainsi, I'induction de dommages a

'ADN par des procédés chimiques sur un modele murin transgénique pour RUNX1-
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RUNX1T1 a permis d'observer la survenue d'une LAM, suggérant la néceéssité
d'évenements génétiques secondaires.’®® De maniére expérimentale, I'association
de RUNX1-RUNX1T1 a des mutations géniques de classe | selon la théorie du

« two-hits model », telles que I'association de RUNX1-RUNX1T1 a une mutation de

KIT'178-180 8,181

& une mutation de N-RA & une duplication en tandem de FLT3'® ou
au géne de fusion TEL-PDGFRB® a également permis d’observer la survenue d’une
LAM. Chez I'homme, la présence non fortuite d’anomalies cytogénétiques
additionnelles au diagnostic de LAM avec t(8;21), tels que la perte des chromosomes
sexuels (perte du chromosome Y chez pres de la moitié des patients, perte d'un

chromosome X chez 20% des femmes)™®*®

et la présence non négligeable de
mutations de KIT, N-RAS, K-RAS ou FLT3 suggerent également la nécessité

d’événements génétiques secondaires.

2. PARTICULARITES CLINIQUES, BIOLOGIQUES ET PRONOSTIQUES DE LA

LAM AVEC T(8:21)(022 :022) :

Les LAM du groupe CBF touchent préférentiellement des sujets jeunes
(médiane d’age de 37-39 ans) et ne représentent que 5% des LAM survenant chez
les patients de plus de 60 ans selon les 2 études principales établissant les
caractéristiques cliniques des patients avec LAM du groupe CBF.'%¢1%7 |4
classification ELN garde sa valeur pronostique chez les sujets agés puisque la
présence d’'une t(8;21) en cas de LAM est associée a un meilleur pronostic.?*%
Toutefois, au sein des LAM avec t(8;21), I'age reste un facteur de mauvais pronostic.

La majorité des cas de LAM avec (8 ;21) sont des LAM de novo. Toutefois,

prés de 20% des patients présentent une LAM secondaire.'®” Ces cas de LAM
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secondaires peuvent étre induits par les inhibiteurs de topoisomerase 2 et la valeur
pronostique du caractere secondaire de la LAM semble identique aux autres sous-
types de L AM187:189-192

Une atteinte extra-médullaire, sous la forme de sarcome granulocytaire, est
fréguemment observée dans les LAM avec t(8;21) puisqu’elle est observée, et ce
parfois de maniére isolée, dans pres de 20% des cas au cours de I'évolution. Ces
atteintes extra-médullaires sont associées a un mauvais pronostic de la
LAM.186’193’194

Sur le plan cytologique, les LAM avec t(8;21) sont clairement associées aux
LAM2 de la classification FAB (leucémies aigues myéloblastiques avec maturation)
puisque prés de 80-90% des cas de LAM avec t(8;21) sont classées en LAM2 et
gu’elles représentent environ 25% des cas de LAM2. Les blastes de LAM avec
t(8;21) sont décrits comme de grands myéloblastes avec un cytoplasme basophile
abondant comprenant souvent un corps d’Auer isolé et sont associés a un certain de
degré de maturation et une dysplasie des lignées granuleuse et érythroide. La
présence de mastocytes et d’éosinophiles en excés dans la moelle osseuse est

également classique.’#>*%

Les LAM avec t(8;21) sont peu fréquemment
hyperleucocytaires mais il apparait clairement que I' hyperleucocytose (>10x10°%/L)
est un facteur pronostique majeur dans cette catégorie de patients.’®’'*® De méme,
le pourcentage de blastes médullaires pourrait avoir une valeur pronostique.**® En
cytométrie en flux, les blastes de LAM avec t(8;21) sont caractérisées par
I'expression de plusieurs margueurs classiques d'immaturité et de lignage myéloide :
HLA-DR+, CD34+ et CD117+ et par la présence de marqueurs aberrants tels que le

CD19 (marqueur de la lignée lymphoide B), la TdT (Terminal Deoxynucleotidyl

Transferase, marqueur de lignée lymphoide) et le CD56 (marqueur de la lignée
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lymphoide NK). L'expression de CD56 par les blastes de LAM avec t(8;21) est
corrélée & un mauvais pronostic.?%%2%*

Les LAM avec t(8;21) présentent également des caractéristiqgues
cytogénétiques particulieres puisque des anomalies chromosomiques additionnelles
sont observées dans 70 a 80% des cas. Elles sont essentiellement représentées par
la perte d’'un chromosome sexuel (perte du chromosome Y chez pres de la moitié
des hommes, perte d’'un chromosome X chez 20% des femmes), la présence d’'une
délétion du bras long du chromosome 9 (del(9q), 15-20% des cas) ou l'association
de la t(8;21) au sein d’un caryotype complexe dans environ 20% des cas.8187:202:203
La perte du chromosome Y, la délétion (9q) ou l'association de la t(8;21) a une
trisomie du chromosome 4 (retrouvée dans moins de 5% des cas) sont associées a
un mauvais pronostic.'#*?%2% De maniére surprenante, Medeiros BC et al. ont
montré que le nombre de métaphases normales au diagnostic serait associé a un
pronostic défavorable.?®

Les LAM avec t(8;21) sont associées a d’autres anomalies génigues dans
prés de 50% des cas et celles-ci permettent de distinguer des sous-groupe de
patients a plus haut risque de rechute. Les mutations de KIT sont les anomalies
moléculaires les plus frequemment retrouvées et sont relativement spécifiques des
LAM du groupe CBF. Le gene KIT est constitué de 21 exons situés sur le
chromosome 4 et la protéine KIT (CD117) est un récepteur a activité tyrosine kinase.
Différentes mutations de KIT ont été décrites dans les LAM du groupe CBF:
mutation non sens de I'exon 17 codant pour le domaine tyrosine kinase (dont la plus
fréquente est la mutation D816V),**® délétion/insertion dans I'exon 8 codant pour le

domaine permettant la dimérisation du récepteur KIT,?" et plus rarement mutation

des exons 10 et 11 codant pour les domaines transmembranaire et
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juxtamembranaire de KIT. Ces mutations sont associées a une activation constitutive
de KIT favorisant la leucémogénése. Les mutations de KIT sont retrouvées dans 10 a
48% des cas de LAM avec t(8:21) selon les études'®?%®?#* maijs les 2 plus
importantes séries de patients retrouvent une incidence plus proche de 20-25% avec
une nette prédominance de mutation touchant I'exon 17.'%%%!° Les mutations de KIT
sont corrélées a la présence d’'une hyperleucocytose, d’atteintes extra-médullaires et
a la perte du chromosome Y.?#2!527 | 3 présence d’une mutation de KIT dans les
LAM avec t(8;21) ne semble pas affecter la réponse au traitement mais est
clairement associée a un risque de rechute plus important (mutations D816V de
I'exon 17 en particulier). Son impact sur la survie globale reste contradictoire.*%2%
215 Une autre caractéristique des mutations de KIT, pouvant également expliquer sa
valeur pronostique, est leur association a I'expression du transcrit variant AML1-
ETO9a, dont on sait qu'il est capable d’induire & lui seul une LAM chez la souris.*®
Par ordre de fréquence, les mutations de RAS sont les plus fréquemment associées
au LAM avec t(8;21) apres les mutations de KIT. Les protéines RAS (N-RAS, K-RAS
et H-RAS) sont des protéines G impliguées dans la signalisation intracellulaire de
divers récepteurs membranaires dont KIT et FLT3. Les mutations de RAS sont
associées a la t(8;21) dans environ 15-20% des cas.'?*?"® Ces mutations touchent
les exons 1 et 2 des genes K-RAS et N-RAS (avec une incidence plus importante
pour ce dernier). Les mutations de RAS ne semblent pas avoir d'impact pronostique
dans les différentes études.

Les mutations de FLT3, a l'instar des autres LAM, sont également retrouvées dans
les LAM du groupe CBF mais dans une moindre importance puisque les duplications
en tandem de FLT3 ne sont retrouvees que dans 6 a 9% des LAM avec t(8;21) mais

gardent une valeur pronostique défavorable (en diminuant la survie globale).®*** Les
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mutations du domaine tyrosine kinase de FLT3 sont quant a elles retrouvées dans
moins de 5% des cas avec une valeur pronostique indéterminée %9921
Récemment, une nouvelle mutation du domaine tyrosine kinase de FLT3 (mutation
N676K) a été rapportée par Opatz S. et al.?’® Cette mutation s'avére toutefois
relativement rare (moins de 3% des cas) et sa valeur pronostique reste indéterminée.
Des mutations récurrentes dans le domaine en doigt de zinc de la protéine c-CBL
sont décrites depuis peu dans le cadre des LAM avec t(8;21) dans 7% des cas dans
I'étude rapporté par Allen C et al.?®® Enfin, parmi les anomalies moléculaires
rencontrées dans les LAM avec t(8;21), une surexpression de WT1 ou de BAALC
seraient des facteurs de mauvais pronostic.??°%#

L'une des caractéristigues partagée par les LAM du groupe CBF est la
possibilité de quantifier le taux de transcrit spécifique du réarrangement
chromosomique, RUNX1-RUNX1T1 dans la cas de la LAM avec 1(8;21)(g22;922).
Cette quantification peut étre évaluée a tout moment: au diagnostic, aprés
chimiothérapie d’'induction, en cours de traitement de consolidation et au cours du
suivi aprés traitement permettant de quantifier la présence de cellules leucémiques
avec une excellente sensibilité et ainsi de déterminer la maladie résiduelle non
détectée par les techniques de cytologie concentionnelle. Les concepts de maladie

résiduelle et la valeur pronostique de la quantification du transcrit a chacun de ces

moments seront abordés dans le chapitre 11l de I'introduction.

3. COMPARAISON ENTRE LES LAM DU GROUPE CBF: T(8:21) ET

INV(16)/7(16:16) :
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Les LAM avec t(8;21) RUNX1-RUNXI1T1 et les LAM avec inv(16)/t(16;16)

CBFB-MYH11 présentent des similitudes clinico-biologiques puisqu’elles touchent
des sujets jeunes, sont associées a un bon pronostic et aux mutations de KIT et de
RAS et sont chacune en lien avec une altération d’une sous-unité du complexe CBF
essentiel pour ’hématopoiese.
Toutefois, ces 2 sous-type de LAM présentent également des différences notables
tant sur les plans clinique, cytologique, cytogénétique que moléculaire.!8¢:187:199.215
De méme, les résultats obtenus sur d’'importantes cohortes de patients sur le long
terme ont permis d’observer une différence significative en terme de réponse au
traitement puisque les patients atteints de LAM avec t(8;21) présentent une survie
globale moins longue que les patients avec inv(16)/t(16;16), du fait d’'une moins
184,186,187

bonne chimiosensibilité lors des rechutes.

Ces principales différences sont résumées dans le Tableau 8

Tableau 8 : Différences clinico-biologiques entre les LAM du groupe CBF

LAM avec t(8;21)(g22;922)

LAM avec inv(16)/t(16;16)

Atteinte extra-medullaire plus

- Touchent plus fréquemment des
patients afro-americain.

Caracteristiques fréquente (sous la forme de - Atteinte extra-médullaire moins
cliniques ] . .
sarcome granulocytaire). fréquente mais plus souvent neuro-
méningeée.
- Associé a la LAM4 a composante
I Associé a la LAM2 selon la éosinophile selon la classification
Caractéristiques o
cytologiques classification FAB. FAB.
- Hyperleucocytose plus fréquente.
- % blastes medullaire plus élevé.
Caractéristiques Expression aberrante du CD19, de
phénotypiques la Tdt et du CD56.
Anomalies Perte d’'un chomosome sexuel (-Y Moins fréquentes, trisomie des
cytogénétiques chez 'homme, -X chez la femme) et | chromosomes 22 (de bon pronostic),

additionnelles

del(9q).

8 ou 21, del(7q).

Anomalies
moléculaires
additionnelles

Mutation FLT3-ITD plus fréquente.

Anomalies moléculaires associées
plus fréquentes, mutations de RAS,
de I'exon 8 de KIT et FLT3 TKD plus
fréquentes.

Pronostic

Survie globale moins longue.

Meilleure chimiosensibilité a la
rechute.
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Les récentes études du profil d’expression génique des LAM confortent également

I'hypothése d’une nette distinction entre ces 2 sous-entités.??*?%

4. PRINCIPES DE PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES LAM DU GROUPE

CBF
Malgré les différences observées entre les 2 sous-types de LAM du groupe
CBF, il n'existe a I'heure actuelle aucune difféerence dans leur prise en charge
thérapeutique. Une seule exception existe a cette regle : I'intérét d’'une prophylaxie
neuro-méningée en cas de LAM CBFB-MYH11 hyperleucocytaire étant donné le
risque de rechute neuro-méningée élevé dans cette catégorie de patients.?*

La pierre angulaire du traitement des LAM du groupe CBF reste [utilisation

d’aracytine a fortes doses.

a. Prise en charge des LAM du qgroupe CBF chez le su jet

eune .

La chimiothérapie d’induction la plus utilisé dans les LAM du groupe CBF du
sujet jeune demeure le classique « 3+7 » qui permet d’obtenir une RC dans pres de
90% des cas. Etant donné l'importance de l'aracytine a doses élevée dans ce sous-
groupe de patients, plusieurs groupes coopérateurs ont tenté de démontrer, sans
succes, l'intérét d’augmenter les doses de cytarabine au cours de la chimiothérapie
d’induction.'®"?*" Le groupe francais coopérateur ALFA-GOELAMS a étudié dans un
essai de phase Il lintérét d’augmenter les doses d'aracytine pendant la
chimiothérapie d’induction dans les LAM du groupe CBF.**® Dans cette étude, 198
patients présentant une LAM du groupe CBF (dont 96 LAM avec t(8;21)) ont été
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randomisés entre une chimiothérapie d’induction « 3+7 » classique (daunorubicine
60mg/m?/j de J1 a J3, aracytine 200mg/m?/j de J1 a J7 soit une dose totale
d’aracytine de 1,4g/m2) et une chimiothérapie d’induction séquentielle systématique
(daunorubicine 60mg/m?/j de J1 a J3 et 35mg/m?/j de J8 a J9, aracytine 500mg/m?/j
de J1 a J7 et 1g/m?12h de J8 a J10 soit une dose totale d’aracytine de 7,5g/m?2).
Aucune différence significative n’était mise en évidence entre les 2 bras concernant
la survie sans rechute a 36 mois (64% dans les 2 bras, p=0,91). Les résultats de cet
essai sont a mettre en balance avec le fait que les patients recevaient des cures de
consolidation par aracytine hautes doses, annulant possiblement I'effet bénéfique
gu’aurait pu avoir 'augmentation des doses de cytarabine lors de I'induction.
Concernant les doses d'anthracyclines dans les LAM du groupe CBF, le
groupe coopérateur américain ECOG a rapporté les résultats d’'un essai de phase lll
ou la dose de daunorubicine était différente (45mg/m%j ou 90mg/m?/j) pendant 3
jours (associé a I'aracytine 100mg/m?/j pendant 7 jours) chez des patients de moins
de 60 ans présentant une LAM. Parmi I'ensemble de la cohorte, 89 patients
présentaient une LAM du groupe CBF et I'on ne retrouvait pas de différence
significative sur la survie globale entre les 2 bras de traitement de ce sous-groupe.*®
Une fois la rémission compléte obtenue (> 90% des cas de LAM du groupe
CBF), il est absolument nécessaire d’instaurer un traitement de consolidation. Le
traitement de consolidation le plus largement utilisé dans cette situation, et ce depuis
20 ans, demeure ['utilisation de cures d’aracytine a hautes doses (3g/m%12h a J1, J3
et J5) suite & la publication du groupe coopérateur américain CALGB.*® Ce type de
consolidation permet d’observer une survie sans rechute de 78% a 5 ans apres une
chimiothérapie d’induction avec des doses standard d’aracytine.??® Il est également

admis qu’au moins 3 cures d’aracytine hautes doses sont nécessaires pour améliorer
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significativement le pronostic des LAM CBF.??*%* Le fait que le bénéfice des cures
de consolidation par aracytine hautes doses soit associé aux mutations de RAS
explique de maniére indirecte I'intérét de I'aracytine dans les LAM CBF.?! Toutefois,
il semble que l'utilisation de cures d’aracytine hautes doses en consolidation ne soit
pas nécessaire lorsque la chimiothérapie d’induction comportait déja de I'aracytine a
forte dose, démontrant que la dose cumulée d’aracytine pendant le traitement soit
plus importante que le moment ou elle est recue.?®* D'autres alternatives aux cures
d’aracytine hautes doses ont été testées par différents groupes sans amélioration
significative de la survie globale et parfois au prix d’une toxicité plus importante.?332%
L’intensification thérapeutique avec autogreffe de CSH est une alternative
envisageable aux cures de consolidation par aracytine hautes doses avec une
efficacité similaire.*®*#3%2%7

Il n’existe pas a I'heure actuelle d’indication d'allogreffe de CSH en 1% RC en
cas de LAM CBF. En effet, le fait que la probabilité de rechute soit inférieure a 35%
associée au fait que les LAM du groupe CBF conservent une bonne chimiosensibilité
lors des rechutes font que les patients avec LAM CBF ne bénéficient pas d’'une
allogreffe de CSH avec donneur géno-identique apres conditionnement myélo-ablatif
ol I'on observe une mortalité liée & la procédure qui approche les 20%.1%238-240
Toutefois, cette stratégie pourrait évoluer avec I'avenement des conditionnements a
intensité réduite et 'importance pronostique des mutations de KIT et de la maladie
résiduelle dans ce sous-groupe.

L'intérét de l'ajout d’'une 3°™ drogue dans les LAM CBF n'a jamais été
réellement démontré hormis peut étre I'adjonction de gemtuzumab ozogamycin (GO).

Le groupe du MRC a ainsi rapporté une meilleure survie globale sur une cohorte

comportant 132 patients avec LAM CBF traités par chimiothérapie intensive avec une
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injection de GO a 3 mg/m? a J1 de l'induction (OS a 5 ans: 79% contre 51% sans
GO, p=0,0003).?*! Des résultats similaires ont été observés dans I'étude francaise de
phase Il ALFA0701 sur des patients agés de 50 a 70ans (bien que le groupe de
cytogénétique favorable soit peu représenté).'® Une meilleure survie sans rechute et
une tendance non significative a une meilleure survie globale ont aussi été
observées dans I'étude intergroupe S0106 lors de l'ajout de GO a la chimiothérapie
d’'induction parmi les 71 patients de moins de 60 ans présentant une LAM CBF.?**
Malheureusement, l'interprétation des résultats obtenus sur les différentes études
évaluant l'intérét de I'adjonction de GO a la chimiothérapie classique se heurte a des
doses et des schémas d'utilisation du GO différents. L’adjonction du GO semble en
tout cas plus intéressante lors de la chimiothérapie d’induction qu’en consolidation ou

en maintenance. 23241243244

b. Prise en charge des LAM du groupe CBF chez le su jet 4gé :

Les LAM du groupe CBF représentent environ 5% des LAM du sujet agé de
plus de 60 ans et constituent, comme chez le sujet jeune, un sous-groupe de LAM de
bon pronostic. En effet, la survie globale des patients de plus de 65 ans avec LAM
CBF atteint environ 22% a 5 ans, ce qui est bien supérieur aux autres sous-types de
LAM dans cette tranche d'age.’®” Dans une étude rétrospective, Prebet T. et al
rapportaient les résultats obtenus sur une cohorte de 147 patients agés de plus de
60 ans avec une LAM CBF traités par chimiothérapie intensive. Une RC était
obtenue dans 88% des cas (résultats comparables a ceux obtenus chez les sujets
jeunes) tandis que la survie sans rechute et la survie globale étaient estimées a 26%
et 31% a 5 ans respectivement. Cette étude montre également lintérét d'une

chimiothérapie de consolidation par aracytine a doses élevées (de maniére
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significative dans le sous-groupe de LAM avec t(8;21) lorsque I'état clinique du
patient le permet).?”® Plus récemment, une amélioration de la survie sans rechute et
de la survie globale lors de I'ajout de GO a une chimiothérapie intensive a été
rapportée chez les sujets agés avec cytogénétique favorable (mais pas chez les

sujets non éligibles pour une chimiothérapie intensive).***%4

c. Prise en charge des LAM du groupe CBF en rechute

Malgré un bon pronostic, environ un tiers des sujets jeunes avec LAM du
group CBF vont rechuter. Fait intéressant, le pronostic des LAM avec t(8;21) en
rechute est moins favorable que celui des LAM avec inv(16). En effet, une 2°™ RC
n’est obtenue apres chimiothérapie intensive que dans 33% des cas (contre 78% des
cas de LAM avec inv(16)) ce qui pourrait expliquer que la survie globale des patient
avec t(8;21) soit moins favorable que celle des patients présentant une LAM avec
inv(16).2%* Une durée de 1°® RC <12 mois, un age élevé a la rechute et I'apparition
d’anomalies cytogénétiques associées (plus fréquente en cas de LAM avec t(8;21))
sont des facteurs de mauvais pronostic a la rechute.

La chimiothérapie de rattrapage comporte classiquement de l'aracytine a doses
élevées sans qu’il n’y ait pour autant d’étude randomisée pour démontrer son intérét.
Plusieurs schéma de chimiothérapie de rattrapage ont été proposés associant de
fortes doses d’aracytine a l'amsacrine, a la fludarabine seule (FLAG) ou avec
idarubicine (FLAG-IDA), & la mitoxantrone seule (HAM) ou avec GO (MIDAM).?*"#48
Aucun de ces schémas de traitement n’est reconnu comme supérieur a un autre.
Une allogreffe de CSH est indiquée en cas de LAM CBF en rechute apres obtention
de la 2°™® RC afin d’améliorer la survie globale (surtout en cas de LAM avec

t(8 ;21)).%***° De Labarthe et al. rapportent ainsi une survie globale & 5 ans de la

45



INTRODUCTION

rechute a 42% en cas de donneur géno-identique contre 15% en l'absence de
donneur.

Concernant les LAM CBF du sujet agé en rechute, il semble que ces patients
bénéficient d’'un schéma de chimiotérapie intensive surtout en cas d’inversion du
chromosome 16 et de rechute survenant plus d’'un an aprés obtention de la 18
RC.?*® L'allogreffe de CSH aprés conditionnement réduit pourrait avoir un réle dans

cette sous-catégorie de patients.

Différents traitements dits ciblés sont actuellement ou prochainement a I'essai dans
le cadre des LAM du groupe CBF basés sur les différentes découvertes
physiopathologiques citées plus haut. On retiendra essentiellement les inhibiteurs de
tyrosine kinase tel le dasatinib qui pourrait jouer un role dans les LAM CBF avec
mutation de KIT, les inhibiteurs d’histone deacetylase ou les inhibiteurs de certaines

voies de signalisation (JAK2 ou PI3K/Akt).

[ll. PRINCIPES ET INTERET DE LA MALADIE RESIDUELLE DANS

LES LAM :

La totalité de la prise en charge thérapeutique des LAM est basée sur leurs
caractéristiques initiales comme vu précédemment et le seul facteur pronostique
couramment évalué aprés traitement reste I'obtention d’'une rémission complete
hématologique. La RC, définie sur des parametres cytologiques, est un facteur
pronostique majeur mais sa sensibilité est extremement limitée (au maximum 107?)
ce qui en fait un grossier indicateur de la réponse thérapeutique. Cette limite de

détection permet d'expliquer qu’une partie des patients rechutent a distance du
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traitement alors méme qu’ils étaient considérés en RC. Une meilleure sensibilité de
détection de la « maladie résiduelle » (MRD) pourrait permettre de déterminer
précocemment les patients les plus a risque de rechuter et d’adapter la stratégie
thérapeutique en conséquence (ex : indication d’allogreffe de CSH chez les patients
dits de risque favorable, intensification du schéma thérapeutique ou mise en place de
traitement de consolidation ou de maintenance adapte).

De la méme maniere, le suivi a long terme de maniére répétée d'une cible
spécifigue de la LAM pourrait permettre de détecter les rechutes de maniére
beaucoup plus précoce et de pouvoir utiliser des thérapies moins lourdes
(immunothérapies, thérapies ciblées) pour prévenir la rechute hématologique chez
des patients présentant une faible masse tumorale.

Les techniques de cytométrie en flux et de biologie moléculaire ont toute leur place

dans la détermination de cette MRD.?*2%2

47



INTRODUCTION

Figure 3 : Principe de la maladie résiduelle. On peut observer que les 2 profils de
patients obtiennent une rémission complete apres chimiothérapie selon les criteres
actuels. Toutefois le profil d’évolution en bleu montre la persistance d’'une maladie
détectable (MRD), suivie d'une rechute a distance, qui peut étre anticipée par
'ascension préalable de la MRD.
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1. METHODES DE DETECTION DE LA MALADIE RESIDUELLE DANS LES LAM :

Deux approches différentes, d’'une grande sensibilité, ont fait leur apparition
dans I'évaluation de la MRD dans les LAM.
Une comparaison des différents avantages et inconvénients des techniques de
détection de la MRD par CMF et biologie moléculaire est présentée dans le Tableau

9.
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Tableau 9 : avantages et inconvénients de la cytométrie en flux et de la biologie
moléculaire dans I'évaluation de la maladie résiduelle au cours des LAM

Cytomeétrie en flux Biologie moléculaire (RQ-PCR)

- Applicable chez plus de 50% des
patients

- Technique standardisée et
reproductible

- Applicable chez 85-90% des patients
- Résultats possibles en 24h

Avantages - Grande spécificité ; I
. RN - Meilleure sensibilité
- 1 résultat positif unique semble . . : -
suffisant - Fusion de géne ou mutation génique

stable dans le temps ou surexpression
de géne

- Manque de reproductibilité entre les
laboratoires

- Ne tient pas compte des changements
Inconvénients | de phénotype possibles lors
d’émergence de sous-clone

- Ne peut étre suivi si le LAIP n'a pas été
établi au diagnostic

- Délai de rendu de résultats plus longs
- L'interprétation d’un seul résultat peut
étre difficile notamment en cas de MRD
faiblement positive

D'un c6té, la détection de la MRD par cytométrie en flux est basée sur
'expression d’antigenes aberrants présents a la surface des cellules blastiques au
diagnostic définissant un phénotype spécifique de la LAM du patient (Ex : expression
de CD7, marqueur lymphoide, a la surface des blastes de LAM). Le terme LAIP
(Leukemia-Associated ImmunoPhenotype) désigne la présence d'un phénotype
particulier pouvant étre suivi en CMF. La détection de la MRD en CMF présente
plusieurs intéréts: une utilisation possible dans pres de 85% des LAM (toute
cytogénétique confondue), une obtention rapide des résultats, une grande spécificité,
la capacité de distinguer les cellules mortes et une sensibilité avec les techniques 4
couleurs qui se situe entre 10“ et 10°. Malheureusement, cette technique se heurte
a un manque de reproductibilité flagrant entre chaque laboratoire avec pour
conséquence un seuil de positivite qui reste indéterminé limitant son usage de
maniére standardisée.

La détection de la MRD par les techniques de biologie moléculaire (RT-PCR
et surtout RQ-PCR) peut étre réalisée de maniere robuste en présence d'une

translocation chromosomique responsable d'une fusion de genes, mais aussi en

49




INTRODUCTION

présence d’'une mutation génigue ou d’une surexpression de genes dérégulés dans
les LAM. L'utilisation de la RQ-PCR pour I'évaluation de la MRD a de nombreux
avantages et est devenue la méthode de référence dans I'évaluation de la MRD par
biologie moléculaire. Il s'agit en effet d’'une méthode trés sensible (10°3-10™ pour la
détection de génes surexprimés, jusqu’a 10°-10° pour la recherche de transcrit de
fusion ou de mutation de geéenes) et standardisée depuis 2003 pour certaines
cibles.”? Les différentes cibles de suivi de la MRD en biologie moléculaire vont étre
détaillées dans la partie suivante. Dans un avenir proche, les techniques de
séquencage haut débit pourraient probablement se substituer & la RQ-PCR, en
particulier pour la quantification des mutations géniques.

Enfin, une autre alternative de suivi de la MRD semble émerger depuis peu
chez les patients présentant une LAM avec mutation d’'IDH1 ou IDH2. En effet, les
mutations d’'IDH1 et 2 sont responsables d’'une augmentation de la production de 2-
hydroxyglutarate, cette molécule étant détectable dans les myéloblastes, le sérum et
les urines des patients par technique de chromatographie en phase liquide couplée a

la spectrométrie de masse.”®*

Cette technique permet de détecter le 2-
hydroxyglutarate jusqu’a un seuil de 10ng/mL et pourrait s'avérer utile dans
I'évaluation de la réponse au traitement et le suivi de la MRD chez les patients avec

mutation d’IDH1/2. 2%

2. MALADIE RESIDUELLE EN BIOLOGIE MOLECULAIRE DANS LES LAM :

L’évaluation de la MRD en biologie moléculaire pourrait donc permettre une
stratification thérapeutiqgue pendant le traitement et jouer le réle de marqueur de suivi
de la maladie apres traitement. Ces techniques se heurtent malheureusement a

plusieurs problématiques : nécessité d’'un marqueur stable dans le temps et a la

50



INTRODUCTION

rechute, nécessité de déterminer le type de prélévement le plus adéquat (sang ou
moelle osseuse), nécessité d’établir un seuil de positivité significatif et reproductible,
nécessité d’établir les meilleurs moments pour réaliser cette MRD pendant le
traitement (pendant l'induction, aprés induction, pendant la consolidation, apres

consolidation ?) et au cours du suivi (délais entre chaque prélevement ?).

a. Suivi moléculaire de la surexpression de WT1 :

WT1 est un facteur de transcription jouant un rble essentiel dans le
développement normal (notamment rénal) et dont I'expression, a I'age adulte, est
restreinte aux podocytes des glomérules rénaux et a une partie des progéniteurs
hématopoiétiques présents dans la moelle osseuse.”’ Ce géne est surexprimé dans
80-90% des cas de LAM au niveau sanguin et médullaire ce qui en fait
théoriguement une cible de choix dans I'évaluation de la MRD par RQ-PCR, avec
une bonne sensibilité avoisinant 10°.%°® Malheureusement, I'expression de WT1 est
détectable chez des sujets sains et a des taux relativement élevés dans la moelle
osseuse ce qui nécessite de déterminer un seuil pathologique limitant 'usage de ce
marqueur & la moitié environ des patients atteints de LAM.?*®

De nombreuses études mesurant I'expression de WT1 ont montré qu’un taux
élevé ou une diminution insuffisante du taux de WT1 était un facteur pronostique
prédictif de rechute a différents temps thérapeutiques (en cours d’induction, aprés
induction ou aprés traitement de consolidation).?*>?*? Malheureusement, la variabilité
des techniques, du type de prélévement (moelle osseuse ou sang) et des seuils de
positivité utilisés rendent difficile I'interprétation des résultats. Une étude rapportée
par Cilloni et al. réalisée au sein de 'ELN a permis de standardiser la méthode de

guantification de l'expression de WT1 et de définir les valeurs physiologiques

51



INTRODUCTION

d’expression de WT1.%° Cette étude a aussi montré que la réduction de 2-log du
taux de transcrit de WT1 apres chimiothérapie d’induction standard et la
normalisation du taux de transcrit apres traitement de consolidation chez des patients
en RC étaient des facteurs pronostiques importants associés a un moindre risque de
rechute.
La mesure du taux de transcrit de WT1 permet également de détecter de maniere
précoce les rechutes dites moléculaires ce d’autant plus que ce marqueur s'avere
stable au cours de I'évolution de la maladie. Les différentes études menées en suivi
apres obtention de la RC ont permis d’établir des délais entre rechute moléculaire et
rechute hématologique de 1 mois lorsque WT1 est recherché dans le sang et 4 mois
pour la moelle osseuse.?®! La détection des rechutes moléculaires pourrait ainsi
permettre de prévenir les rechutes hématologiques en utilisant des traitements
efficaces sur une faible masse tumorale. L’injection de lymphocytes du donneur chez
les patients allogreffés demeure aujourd’hui 'immunothérapie la plus fréquemment
utilisée en cas de rechute post-allogreffe avec des résultats parfois spectaculaires.
L’effet de cette thérapeutique chez 17 patients allogreffés pour LAM présentant une
rechute moléculaire basée sur la mesure de WT1 a ainsi été rapporté récemment.?®®
Une différence significative de survie globale était observée en comparaison avec 21
patients en rechute moléculaire qui n'ont pas recu de DLI. Ces résultats intéressants
montrent l'intérét d’'une stratégie thérapeutique basée sur la MRD mais méritent
confirmation.

D’autres génes que WT1, comme EVI1 et BAALC, dont I'expression est
dérégulée dans les LAM font I'objet d’étude et pourraient devenir des marqueurs de

suivi de la MRD.
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b. Suivi moléculaire des mutations géniques :

Parmi I'ensemble des mutations décrites dans les LAM, les mutations de
NPM1 demeurent les plus fréquentes notamment chez les patients avec LAM a
caryotype normal. Ceci ajouté au fait que la mutation de NPM1 reste stable a la
rechute dans plus de 90% des cas en fait un marqueur de suivi potentiel dans
I'évaluation de la MRD.?®*

En 2006, I'équipe de B.Falini montrait qu'il était possible d’évaluer la MRD en utilisant
comme cible les mutations de NPM1, avec une sensibilit¢ de 10* — 10°.2®° Par la
suite, 3 études sur d'importantes cohortes ont validé le fait que le taux de transcrit de
NPM1 muté apres induction et en fin de traitement avait une valeur pronostique en
identifiant des patients & risque de rechute élevé.?**?°%2%” yne MRD positive en fin
de traitement s’avére ainsi de mauvais pronostic. Ces études rapportent également
une bonne corrélation entre I'évaluation de la MRD sur sang et sur moelle, cette
derniere étant toutefois plus sensible. Au cours du suivi, apres traitement de
consolidation, un seuil de 0,2 a 1% selon les études et les techniques utilisées est
prédictif d'une rechute hématologigue dans un délai de 2 a 4 mois, laissant imaginer
un délai suffisant a la mise en place de thérapies ciblées ou immunologiques. Sockel
et al. ont d’ailleurs rapporté les résultats de la mise en place d'un traitement par
agent déméthylant (5-azacytidine) chez 10 patients suivis pour une LAM et
présentant une rechute moléculaire basée sur le taux de mutation de NPML1 (ratio
NPM1 muté/ABL >1%).2°® Parmi ces 10 patients, 3 patients seulement ont rechuté
aprés un suivi médian de 10 mois et une réponse moléculaire (diminution d’au moins
1 log du ratio NPM1 muté/ABL) a été observée chez 7 patients. Une étude de plus

large envergure est d’ailleurs en cours afin de démontrer I'intérét d’une telle stratégie.

53



INTRODUCTION

D’autres mutations de genes pourraient également étre des marqueurs de
suivi moléculaire de la réponse au cours des LAM. La duplication en tandem de
FLT3, présente dans environ 30% des cas de LAM a caryotype normal, représente
ainsi un marqueur d’évaluation possible de la MRD.?*° Plusieurs études ont montré
que le taux de FLT3-ITD aprés chimiothérapie d’induction avait une valeur
pronostique sur le risque de rechute et la survie.?’°?"? Cependant, le caractére
instable de cette mutation a la rechute (environ 10-20% des patients perdent la
mutation; un changement de la longueur de la duplication est également observée)
et les difficultés techniques rencontrées rendent son utilisation relativement difficile
en tant que marqueur de MRD.264:270:273.274
CEBPA est un gene muté dans 5 a 10% des LAM et cette mutation semble stable
lors des rechutes ce qui en fait un marqueur potentiel de MRD par RQ-PCR ou mieux
par séquencage a haut débit.>’>%’® La duplication en tandem de MLL, retrouvée dans
5-10% des LAM, représente également un marqueur de suivi potentiel. L'importance
de la réduction du taux de transcrit apreés chimiothérapie pourrait également s’avérer
pronostique et le suivi aprés traitement a révélé un délai médian entre rechute
moléculaire et hématologique de 35 jours.?”” Enfin, les mutations de DNMT3A,
retrouvées dans environ 25% des LAM a caryotype normal, pourraient étre utilisées
dans I'évaluation de la MRD étant donné leur caractere stable a la rechute mais le
fait que ces mutations peuvent étre retouvées lors d’états pré-leucémiques ou chez
des sujets sains rend difficile linterprétation des  résultats de suivi aprées

traitement.?’®
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c. Suivi moléculaire du taux de transcrit de fusion chimérigue :

La quantification du transcrit issu d'un géne de fusion obtenu par translocation
entre 2 chromosomes est actuellement la méthode la plus robuste et sensible pour le
suivi de la MRD au cours des LAM, mais ne concerne malheureusement que 20-30%
des LAM. A l'instar de BCR-ABL dans la leucémie myéloide chronique, gene de
fusion issu de la translocation entre les chromosomes 9 et 22, dont I'importance du
suivi en biologie moléculaire est essentielle, la quantification du transcrit PML-RARA
(issu de la translocation entre les chromosomes 15 et 17) est devenue indispensable
dans le suivi des leucémies aigues promyélocytaires afin de prédire les rechutes et
de mettre en place des thérapeutiques avant la rechute hématologique.?”92%2

D’autres sous-types de LAM, comme les LAM avec réarrangement du géene
MLL (MLL-AF6, MLL-AF9, MLL-MLLT3...) ou les LAM avec t(6;9) présentant le géne
de fusion DEK-NUP214, pourraient également bénéficier d’'un suivi en biologie
moléculaire par RQ-PCR, mais l'intérét pour ces autres transcrits de fusion est plus
limité en pratique courante compte tenu de leur plus faible incidence et de la diversité
des points de cassure.?332%

Ainsi, concernant les LAM non promyélocytaires, la grande majorité des

publications sur la détection de genes de fusion en biologie moléculaire a trait aux

LAM du groupe CBF que sont les LAM avec t(8;21) et inv(16).
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3. MALADIE RESIDUELLE EN BIOLOGIE MOLECULAIRE DANS LES LAM Du

GROUPE CBF :

a. Généralités sur la maladie résiduelle danslesL  AM CBF:

Les translocations chromosomiques observées dans les LAM avec
(8;21)(q22 ;922) et les LAM avec inv(16)/t(16;16) sont responsables de la fusion des
genes RUNX1 avec RUNX1T1 et CBFB avec MYH11 respectivement. Leur détection
est devenue possible en routine dans les années 1990 avec l'avenement des
techniques de RT-PCR puis de RT-PCR nichée.?®"?® Ces techniques permettent de
détecter de maniere qualitative la persistance du transcrit issu du géene de fusion et
donc d’apprécier plus finement la réponse obtenu aprés chimiothérapie. Toutefois,
des résultats discordants et plusieurs problématiques ont limité l'intérét de ces 2
techniques. En effet, alors que certains auteurs rapportaient 'importance pronostique
d'une négativaton de la MRD en RT-PCR aprés traitement,®*?** dautres
publications faisaient état de la présence de patients en RC depuis plusieurs années
avec persistance d’une MRD positive en RT-PCR, en patrticulier dans les LAM avec
t(8;21).292_295

Ces résultats ont démontré la nécessité d'utiliser la RQ-PCR, technique
sensible d’évaluation quantitative du taux de transcrit dans les LAM du groupe CBF.
Les 1% publications utilisant la RQ-PCR ont permis de montrer qu’une diminution
du taux de transcrit spécifique de chaque LAM du groupe CBF était observée apres
traitement (diminution de 2 & 4 log apres chimiothérapie d’induction, diminution de 1
a 3 log aprés chimiothérapie de consolidation).?**?®® Par la suite, d’autres études ont

tenté de déterminer sur de plus grandes cohortes de patients, une valeur pronostique

a la cinétique de réduction du taux de transcrit et d’établir des seuils prédictifs de
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rechute hématologique. Toutefois, de nombreuses disparités entre les publications
génent linterprétation des résultats obtenus : traitement d’induction et de
consolidation différents selon les études (méme si les études utilisent toujours un
schéma intensif), type de préléevement différent (moelle osseuse et/ou sang),
techniques d’extraction de 'ARN et de RQ-PCR différentes selon les laboratoires
avec notamment utilisation de gene rapporteur différents et expression des résultats

de maniére différente.

b. Maladie résiduelle en RO-PCR dans les LAM avec

inv(16)/t(16:16) :

1) Corrélation des résultats selon le type de prélévement

(moelle osseuse ou sanq) :

Dans le cas des LAM CBFB-MYH11, les différentes études réalisées
rapportent une bonne corrélation entre les résultats obtenus sur moelle osseuse et
sur sang.>?*" Toutefois, cette corrélation semble bien meilleure en cas de taux
élevé de transcrit (uniqguement si la valeur de MRD était supérieure a 0,1% selon
Guiéze R. et al).>*? De plus, cette corrélation semble variable au cours du temps. En
effet, une excellente corrélation est observée au diagnostic et au cours du suivi alors
gu'une moins bonne corrélation est observée pendant ou au décours de la
chimiothérapie. En effet, durant la période de traitement, plusieurs auteurs ont
rapporté de nombreux préléevements ou la MRD était positive sur moelle osseuse

801303306 || nexiste pas d’explication

alors méme qu’elle était négative sur sang.
claire a ce phénoméne mais la moelle osseuse étant le site originel de la LAM, il

pourrait sembler logique que la clairance blastique soit plus rapide dans le sang.
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2) Valeur pronostique de la MRD en RQ-PCR pendant le

traitement :

Plusieurs études se sont intéressées a I'étude de la MRD par RQ-PCR au
diagnostic et pendant le traitement avec pour objectif de définir des sous-groupes de
patients de moins bon pronostic. L'objectif de ces études serait a terme d’établir une
stratégie thérapeutique dynamique basée sur la réponse au traitement évaluée par
RQ-PCR (et notamment une stratégie d’allogreffe de CSH en 1°® RC). A ce jour,
aucune étude utilisant cette stratégie n'a été publiée concernant les LAM avec
inv(16). La majorité des résultats publiés est résumé dans le tableau 10.

On peut observer que la majorité de ces études n'a pas retrouvé d’impact
pronostique du taux de transcrit CBFB-MYH11 au diagnostic (bien qu’il soit corrélé a
la blastose médullaire) alors que la réduction du taux de transcrit apres
chimiothérapie d’induction (au moins 2 log) semble étre un facteur de bon pronostic
dans la majorité des études. L’évaluation de la MRD par RQ-PCR en cours de
traitement de consolidation semble étre celle avec la valeur pronostique la plus
importante selon toutes les études pour évaluer le risque de rechute. Ainsi I'obtention
d’'un seuil de MRD de 0,1% (voire une MRD négative) en cours de traitement de
consolidation semble étre un facteur limitant le risque de rechute ultérieure. 99392306
De méme, I'évaluation de la cinétique de réduction du taux de transcrit pendant les
cures de consolidation semble étre un facteur pronostique essentiel puisque dans
'étude CBF2006 de l'intergroupe francais d’étude des LAM, une réduction de 3 log
2éme

du taux de transcrit avant la cure de consolidation par rapport au diagnostic était

le seul facteur pronostique de rechute retrouvé en analyse multivariée.**
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Tableau 10 : Valeur pronostique de la PCR quantitative (RQ-PCR) dans les inv(16)
avant et en cours de traitement :
(MO : moelle osseuse, OS: survie globale, EFS : survie sans événement, RFS:
survie sans rechute, CIR : incidence cumulée de rechute)

Valeur Valeur pronostique Valeur pronostique
Référence N Type de Géne pronostique d " 9Y€ ge la MRD pendan
_ ; : ] e la MRD apres
bibliographique| patients | prélevement| rapporteur | de la MRD au - . les cures de
q g induction o
diagnostic consolidation
Marcucci G.
Leukemia 16 MO 18s Non
2002
Guerrasio A. Oui (RFS) avec
Leukemia 16 MO ABL Non seuil de 100 copies
2002%° pronostique
Schnittger S. Oui (OS et
Blood 2008% | 122 MO ABL EES)
Oui (RFS avec seui
de 1% par rapport g
Krauter J. la valeur au
JCO 200%° LS IO e g ol diagnostic ou si
diminution du ratio
inférieure a 2 log)
Boeckx N.
Leukemia 10 MO et sang GUS Non
2005
Stentoft J. B2 .
Leuk Res 13 MO et sang | microglobuline %m t(.EFSd sezlcl)n
50069 ot ABL réduction de 2 log)
Perea G.
Leukemia 27 MO ABL Non
2006™°
Oui (RFS selon
Corbacioglu A. B2 obtention d'une
JCO 2018 28 Oy microglobuline el el MRD négative sur
MO)
Oui (RFS si seull
Guieze R. . >0,1% ou absence
Leukemia 59 MO et sang ABL Non ou (F_(IFOSS%/eIon de réduction de 3
20102 seuil 0.5%) log aprés 9 cure
de consolidation)
. Oui (CIR et OS
Yin JA. O el .Et o selor$ seuil de 10
Blood 2015% 115 MO et sang ABL Non sellon seuil de 10 conies dans le
copies dans le sang P
sang)
Oui (RFS avant la
Réduction du taux 2°™cure de
Jourdan E de transcrit dépend consolidation selon
99 102 MO et sang ABL du type d’'induction| la réduction de 3
Blood 2013 ;
mais pas log du taux de
pronostique transcrit ou selon lg
seuil de 0,1%
Hoyos M.
Eur J Hematol 76 MO ABL Oui (DFS) Oui (DFS)
2013
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3) Valeur pronostique de la MRD en RQ-PCR apreés traitement :

L’objectif ultime du suivi de la MRD en RQ-PCR apreés traitement est d’évaluer
le risque de rechute hématologique et d’instaurer un traitement préemptif voire de
réaliser d’'emblée une allogreffe de CSH avant la rechute hématologique

Plusieurs questions ont été posées dans cette situation dans les différentes
études jusqu’ici publiées. Le rdle pronostique de I'obtention d’'une MRD négative en
RQ-PCR en fin de traitement et au cours du suivi semble étre un facteur pronostique
essentiel dans les LAM CBFB-MYH11.3%23%3% peyx équipes ont confirmé, sur 1
cohorte différente, qu’un taux de transcrit <0,12% est prédictif de I'absence de
rechute tandis qu’un taux >0,25% est prédictif d’une rechute hématologique.®#3%3
Toutefois, il a été rapporté (de maniére beaucoup moins fréquente que dans les LAM
avec t(8;21)) des cas de patients en RC hématologique avec persistance d’un
transcrit CBFB-MYH11 détectable en RQ-PCR. Guerrasio A. et al ont ainsi rapporté
le cas d’'un patient présentant toujours une MRD positive en RQ-PCR a 20 mois du
début de traitement sans présenter de rechute hématologique.?®® Cependant, de
nombreux auteurs insistent sur la nécessité d’un suivi plus long de ces patients, cette
situation étant dans la majorité des cas suivie d'une rechute hématologique a
l'inverse de ce qui est observée chez certains patients avec LAM t(8;21). Au cours du
suivi de la MRD apres traitement, le délai médian entre la rechute moléculaire et la
rechute hématologique est de 1 & 8 mois selon les études. Toutefois, la majorité des
auteurs s’accordent pour un suivi de la MRD tous les 3 mois (voire 6 mois pour

Ommen HB et al)**

pendant 18-24 mois sans que cela n’ait été jusqu’a présent
évalué de maniére prospective.
Il n'existe a ce jour aucune publication traitant d’une thérapie basée sur la

MRD en RQ-PCR dans les LAM CBFB-MYH11. Toutefois, Laczika K. et al. ont
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rapporté leur expérience obtenue chez 2 patients allogreffés de CSH pour une LAM
avec inv(16) qui ont présenté une réascension de la MRD évaluée par RT-PCR. Un
arrét du traitement immunosuppresseur par ciclosporine était alors entrepris
permettant d’observer une négativation de la MRD par la suite (et 'absence de
rechute hématologique).***

Le tableau 11 résume les résultats observés dans les différentes études

publiées sur I'étude la MRD en RQ-PCR apres traitement d’'une LAM CBFB-MYH11.
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Tableau 11: Valeur pronostigue de la PCR quantitative (RQ-PCR) dans les

inv(16) apres traitement :
(MO : moelle osseuse, OS: survie globale, EFS : survie sans événement, RFS:
survie sans rechute, CIR : incidence cumulée de rechute)

Valeur pronostique

Référence N Type de Gene de la MRD aprés Intérét du suivi de la MRD aprés
bibliographique| patients| prélévement| rapporteur consolidation traitement

Van der Délai rechute moléculaire e rechutg

Reijden BH. 6 MO et sang Albumine hémato de 4 mois "
BJH 2003%
Buonamici S. Pas de rechute si taux de transcrit
Blood 20032 | 2% MO ABL - <0,12% _
Rechute si taux de transcrid,25%
GIiJ:LzrkaeSrlr?iaA. 16 MO ABL Pas de rechute si Ig taux de transcrit
2002299 <1 copie
Schnittger S. 122 MO ABL Oui (OS et EFS) ave( Délai entre rechute moléculaire ef
Blood 2003 ratio <0,014% hématologique de 1-5 mois
Krauter J. Délalli entre re_chute molé_culaire_ ef
JCO 200%° 15 MO et sang GAPDH hématologique de 99 jours si
MRD>1%
Martinelli G. Pas de rechute si taux de transcrit
Haematologica| 17 MO et sang ABL <0,12%

2004 Rechute si taux de transcrid,25%
Boeckx N. Rechute hématologique dans les 2|5-
Leukemia 10 MO et sang GUS 4 mois si augmentation d'1 log dans

2005 le sang
Stentoft J. B2 . ,

Leuk Res 13 MO et sang| microglobuline Augmentat_lon d,% log o |5 120

2005 ot ABL jours jusqu’a la rechute
Liirlf:m(i;é 27 MO ABL Seuil de 10 popies de transcrit

200810 pronostique sur CIR
Clozel T. Délai moyen de 6.4 mois entre

Haematologica 9 MO ABL rechute moléculaire et rechute
2009° hématologique

bacioal OUi.(RFS sgl’on Délai moyen entre rechute

Corbaciog USA' 53 MO et sang| _ . 52 . per&stgncel UN€ 1 moléculaire (seuil 0,001%) et rechute
JCO 2016° microglobuline| MRD négative sur hé - .
MO) ématologique de 6 mois
B2 Délai moyen entre rechute
Ommen HB. n . . . ) .
01 31 MO et sang| microglobuline moléculaire et rechute hématologigpie
Blood 20168 .
et ABL de 8 mois
Guieze R. . .
Leukemia 59 MO et sang ABL OE“ (R.FS st MRD
20162 négative sur sang)
vin JA Rechute si > seuil de 50 copies dans moelle osseu$e
© 306 115 MO et sang ABL copies dans le sang avec un délai moyen entreteechu
Blood 2013 P ; ; .
moléculaire et rechute hématologique de 3 mois
Hoyos M.
Eur J Hematol 76 MO ABL Oui (CIR et OS)
2013
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c. Maladie résiduelle en RO-PCR dans les LAM avect (8:21):

1) Corrélation des résultats selon le type de prélévement

(moelle osseuse ou sanq) :

Dans le cas des LAM RUNX1-RUNXI1T1, une bonne corrélation entre les
résultats obtenus sur moelle osseuse et sur sang a été rapportée par plusieurs
auteurs. Tobal K. et al. ont retrouvé une bonne corrélation entre les résultats obtenus
sur moelle osseuse et sur sang avec toutefois des valeurs plus importantes dans la
moelle osseuse (de I'ordre de 2 log).?” Leroy H. et al. ont également retrouvé sur
une cohorte de 21 patients une bonne corrélation entre les 2 types de
prélévements.®*® D'autres auteurs ont retrouvé des résultats identiques.®***** Yin JA
et al rapportaient en 2012 la plus importante série de patients avec t(8;21) avec un
total de 394 paires de prélévements (MO et sang) évalués en RQ-PCR a différents
moments du traitement.*® IIs retrouvaient également une bonne corrélation entre les
2 types de prélevements bien que cette corrélation soit moins bonne pendant le
traitement ou immédiatement au décours du fait de nombreux prélevements avec
une MRD positive sur MO et négative sur sang (28% des échantillons aprés la 3°™®

cure de consolidation puis 16% au cours du suivi).

2) Valeur pronostique de la MRD en RQ-PCR pendant le

traitement :
A l'instar des LAM avec inv(16), I'intérét de I'évaluation de la MRD en cours de
traitement par RQ-PCR a été abordé par plusieurs études dans les LAM avec t(8;21)
et souvent dans les mémes études. Le tableau 12 résume les différents résultats

publiés sur la MRD par RQ-PCR pendant le traitement dans ce sous-type de LAM.
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On peut observer que le taux de transcrit au diagnostic n'a pas non plus de
valeur pronostique dans la majorité des études. On pourra noter que les différents
auteurs rapportent une plus grande hétérogénéité dans la valeur du taux de transcrit
en cas de LAM avec t(8;21) qu’en cas de LAM avec inv(16). A I'image de ce qui est
observée dans l'autre LAM du groupe CBF, le taux de transcrit et la cinétique de
réduction du taux de transcrit aprés chimiothérapie d’induction et encore plus
pendant les cures de consolidation ont une valeur pronostique majeure sur le risque
de rechute. Une réduction de 3 log avant la 2°™ cure de consolidation semble étre
un facteur de bon pronostic selon les 3 principales études s’étant intéressées a cette
situation, 99306317

Une seule publication a ce jour a été rapportée concernant une stratégie
thérapeutique basée sur la MRD en cours de traitement. En effet, Zhu HH et al. ont
montré qu'une allogreffe de CSH en 1°® RC pouvait avoir un intérét en cas de
mauvaise réponse moléculaire (absence de diminution du taux de transcrit de 3 log)
ou en cas de perte de réponse moléculaire.®!’ Certes, cette étude présente de

nombreux biais mais il apparait tout de méme un net bénéfice en faveur d’'une

allogreffe de CSH en 1% RC dans cette situation.
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Tableau 12 : Valeur pronostique de la PCR quantitative (RQ-PCR) dans les LAM
t(8;21) pendant le traitement
(MO : moelle osseuse, OS: survie globale, EFS : survie sans événement, RFS:
survie sans rechute, CIR : incidence cumulée de rechute)

Valeur Valeur pronostique Valeur pronostique
Référence N Type de Géne pronostique de la de | P q de la MRD pendan
bibliographique | patients | prélevement| rapporteur MRD au €la MRD apres les cures de
g " induction o
diagnostic consolidation
Marcucci G . Rechgte possible s
L g Bactin, persistance>10?
eukemia 6 MO . N
199898 GAPDH copies apres
induction
BI(;F(;) dbgloiééw 25 MO et sang ABL Non
Senniigels | 106 MO ABL | Oui(OS et EFS)
Oui (RFS avec seui
de 1% par rapport g
Krauter J. la valeur au
JCO 2008 2z MO ElEEy)  ©RHRIR diagnostic ou si
diminution du ratio
inférieure a 2 log)
Yoo SJ. Oui (EFS si
Haematologica 21 MO et sang| GAPDH Oui (EFS) réduction du taux de
20058 transcrit de 3 log)
Leroy H. . .
Leukemia 21 MO et sang ABL Non . Ou! (e s
500516 réduction de 3 log)
Stentoft J. mic?ozglob Oui (EFS selon
Leuk Roées 11 MO et sang uline et ’seuil_ de 1% ou
2006 ABL réduction de 2 log)
Perea G.
Leukemia 28 MO ABL Non
2006™"°
weser . Ou Cr oS
Leukemia 45 MO ABL Non o gy
2007 0,01% ou réduction
de 4 log)
Oui (CIR selon Apres 2™
réduction de 3 log | consolidation : oui
du taux de transcritf (CIR si réduction
Yin JA. dans la MO, seuil d¢ de 4 log du taux de

Blood 2013% e O e NI 100 copies (0,1%) | transcrit dans la

dans MO ou seull MO ou seuil de
de 1000 copies (1% 500 copies (0,5%)
sur sang) dans MO)

Oui avant 2™ cure

de consolidation

Blozc?du2l_(|)T§” 116 MO ABL Non (CIR selon Ig seuil
de 0,4% soit une
réduction de 3 log)

Oui (RFS avant la

Réduction du taux 2°™cure de
Jourdan E de transcrit dépend  consolidation si

99 96 MO et sang ABL Non du type d’'induction| réduction de 3 log

Blood 2013 : )
mais pas de valeur| du taux de transcri
pronostique ou selon le seuil de

0,1%)
Hoyos M. Oui (CIR) avec Oui (CIR et OS
Eur J Hematol 74 MO ABL seuil de 31018 avec seuil de 183
2013% copies copies)
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3) Valeur pronostique de la MRD en RQ-PCR apreés traitement :

De la méme maniere qu’au cours des LAM CBFB-MYHL11, I'obtention d’'une
négativation de la MRD par RQ-PCR en fin de traitement et au cours du suivi semble
étre un facteur de bon pronostic concernant le risque de rechute mais également sur
la survie globale en cas de LAM RUNX1-RUNX1TL1. Toutefois, les différentes études
réalisées ont retrouvées des seuils de MRD positifs compatibles avec une RC
persistante mais pas de seuil pronostique reconnue par tous.

A l'inverse des LAM avec inv(16), il semble clair que certains patients peuvent
présenter une MRD positive par RQ-PCR alors méme quils sont en RC
hématologique depuis de nombreuses années.?**3°%3% yin JA et al ont ainsi
rapporté 11 cas de patients (sur 163 patients) avec MRD positive en RC apres un
suivi médian de 4.5 ans.®®

Parmi les patients obtenant une MRD négative, certains vont présenter une
rechute moléculaire qui précede la rechute hématologique dans un délai de 1 a 6
mois selon les études. La majorité des auteurs s’accorde pour gu’un suivi de la MRD
en RQ-PCR soit réalisée sur moelle ou sur sang tous les 3 mois sans que cela ait été
jusqu’a présent évalué dans une étude prospective.

Le tableau 13 résume les différents résultats d’étude du suivi de la MRD en
RQ-PCR au cours des LAM avec t(8;21) apres traitement.

Concernant les résultats obtenus sur une stratégie thérapeutique basée sur
MRD au cours du suivi des LAM avec t(8;21), seule I'étude rapportée par Tobal K. et
al. montrait gu’un patient allogreffé de CSH qui présentait une ascension du taux de
transcrit RUNX1-RUNX1T1 au cours du suivi négativait sa MRD apres arrét du

traitement immunosuppresseur.?’
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Tableau 13 : Valeur pronostique de la PCR quantitative (RQ-PCR) dans les LAM avec
t(8;21) apres traitement
(MO : moelle osseuse, OS : survie globale, EFS : survie sans événement, RFS : survie
sans rechute, CIR : incidence cumulée de rechute)

7]

4%

=]

w0

D

Référence N Type de Geéne Valeur pronostique de la | Intérét du suivi de la MRD apre
bibliographique | patients | prélevement| rapporteur MRD aprées consolidation traitement
Tobal K ) Précéde la rechute .
Blood 199696 13 MO ABL hématologique chez 2 patient
dans un délai de 6 mois
e L. Délai eqtre rechqte moléculair
BJH 19982 22 MO GAPDH et hematologlque de 10
semaines
Seuil de taux de transcrit
Tobal K >0,71.16 dans MO et ;2,23.?.‘0
Blood 200'@97 25 MO et sang ABL dans le sang prédictif d'une
rechute hématologique dans u
délai de 3-6 mois
. . .| Délai entre rechute moléculair
Schnittger % 106 MO ABL Oui (OS et EFS) avec seull et hématologique de 1-5 mois
Blood 2003 <0,003% .
repositivité de la MRD
Krauter J Délai entre rephute molé.culair
J1CO 20030'9 22 MO et sang GAPDH et hématologique de 99 jours g
MRD>1%
Leroy H. . )
Leukemia 21 | MO etsang ABL Oui (EFS avec seuil
200§16 >0,001 A))
Perea G. . .
Leukemia 28 MO ABL Oui (CIR avec seuil de 10
200610 copies en fin de traitement)
VX::JSE:”:{ 45 | MO etsang ABL Oui (CIR et OS selon seuil d
20072 0,01% ou réduction de 4 log
B2 U .
é?gg?%g%%i 42 MO et sang micreotg'l\oé)lijline Oui (Seuil 0,01%) Se?gc?]’gtle /:;;)rr;r:g:t?ﬁqeoiasvec
vin JA Seuilldtla 500 copies (0,5%) sur MQ et 100 copieE sur sang
Blood 2013 163 | MO etsang ABL prédictif d’une rechute hématologique dans un ciiad-5 mois
avec incidence sur OS
Euﬂ%yasenl\fétol 74 MO ABL Oui (CIR et OS'avec seuil de
20134 33 copies)

67



OBJECTIFS DE L 'ETUDE

OBJECTIFS DE L 'ETUDE

Prés d’'un tiers des patients présentant une leucémie aigue myéloide (LAM) avec
t(8;21)(gq22;922) vont présenter une rechute hématologique au cours du suivi malgreé le
pronostic favorable attribué a ce sous-type de LAM. Les LAM avec 1(8;21)(g22;922) sont
caractérisées par la fusion des genes RUNX1 et RUNX1T1 (issue de la translocation
chromosomique) dont le transcrit peut étre détecté en RQ-PCR, permettant d’évaluer la
maladie résiduelle alors méme que les patients sont toujours considérés en RC
hématologique. Plusieurs études se sont intéressées a I'évaluation de la MRD aprés
traitement et au cours du suivi permettant d’établir un délai de 1 a 6 mois entre la rechute
moléculaire et la rechute hématologique. Basé sur ces études non prospectives, un suivi
de la MRD est recommandé tous les 3 mois pour prédire les rechutes hématologiques

sans que cette stratégie n’ait été validée sur une cohorte prospective de patients.

Les objectifs de ce travail sont multiples :

- Confirmer la corrélation entre les résultats obtenus par RQ-PCR sur moelle
0osseuse et sur sang sur une cohorte prospective de patients LAM avec t(8;21)(q22;922)
en 1°° RC.

- Déterminer I'impact pronostique de la MRD sur moelle et sur sang a la fin du
traitement par chimiothérapie sur le risque de rechute et la survie globale et définir un
seuil pronostique de la rechute hématologique.

- Déterminer I'évolution de la MRD au cours du suivi aprés traitement sur
prélevements sanguins réalisés de maniére prospective tous les 3 mois afin d’établir le
délai de négativation de la MRD, le délai entre rechute moléculaire et rechute

hématologique, la valeur pronostique sur la rechute et la survie globale de la MRD
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pendant le suivi pour déterminer la meilleure stratégie de suivi de la MRD en RQ-PCR

dans les LAM avec t(8;21).
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PATIENTS, MATERIEL ET METHODES

[. Patients :

Entre juillet 2007 et novembre 2010, 97 patients agés de 18 a 60 ans, pris
en charge dans 35 centres francais différents pour une LAM avec 1(8;21)(922;922)
ont été traités au sein du protocole CBF-2006 (EudraCT #2006-005163-26 ;
ClinicalTrials.gov ID #NCT00428558). Cette étude, approuvée par le comité
d’éthique du CHU de Nimes et par 'agence nationale de santé, a été conduite en
accord avec la déclaration d'Helsinki. Le diagnostic de LAM avec
1(8;21)(q22;922) était défini par la présence de la translocation t(8;21)(q22;922) par
cytogénétique conventionnelle et/ou analyse FISH (Hybridation In Situ avec sondes
Fluorescentes) et/ou par la mise en évidence du transcrit de fusion RUNX1-
RUNX1T1 en biologie moléculaire. Les criteres d’éligibilité pour étre inclus dans
I'étude comportaient un consentement éclairé signé, un état général correct évalué
selon FTECOG (ECOG=2), I'absence d’infection ou d’autre tumeur non contrélées, un
bilan hépatique normal (ASAT et ALAT <1.5N) et une créatinine plasmatique <1.5N.
Les patients présentant une LAM t(8;21)(q22;922) secondaire a une chimiothérapie
ou une radiothérapie antérieurs étaient éligibles comme ceux présentant un

envahissement neuro-méningée de la LAM.

Il. Mutations géniques :

Une recherche systématique des mutations de KIT (exons 8 et 17), de FLT3 (FLT3-
ITD et FLT3-TKD), de N-RAS et K-RAS (exons 2 et 3) a été réalisée sur moelle

osseuse ou sur sang chez 93 patients dans 2 laboratoires francais (Lille, Reims).
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1. Traitements :

Chaque patient inclus dans I'étude était traité, apres randomisation, dans un des
2 bras de traitement d’induction. Le bras A, qui a concerné 48 patients, comprenait
une chimiothérapie d’induction séquentielle associant la daunorubicine a 60mg/m3/j
en 1 injection intraveineuse de 30 minutes de J1 a J3 a la cytarabine 500mg/m?/j en
injection continue intraveineuse de J1 a J3 systématiquement suivie d’'une 2°™®
séquence de chimiothérapie par daunorubicine 35mg/m%j en 1 injection
intraveineuse de 30 minutes de J8 a J9 et cytarabine 1g/m%12h en injection
intraveineuse de 2 heures de J8 a J10. Le bras B, qui a concerné 49 patients,
comprenait une chimiothérapie d’induction associant la daunorubicine a 60mg/m?/j
en 1 injection intraveineuse de 30 minutes de J1 a J3 a la cytarabine 200mg/m?/j en
injection continue intraveineuse de J1 a J7. Une évaluation de numération formule
sanguine et de la moelle osseuse était ensuite systéematiquement réalisée a J15
dans ce bras B. En présence d’un taux de blaste 25% dans la moelle osseuse et/ou
de corps d’Auer & J15, une 2°™ séquence de chimiothérapie était réalisée par
daunorubicine 35mg/m?/j en 1 injection intraveineuse de 30 minutes de J16 a J17 et
cytarabine 1g/m2/12h en injection intraveineuse de 2 heures de J16 a J18. Cette
derniere séquence de chimiothérapie a été réalisée chez 15 des 49 patients inclus
dans le bras B. L'ensemble de la cohorte de patients a obtenu une rémission
compléte, hormis un patient du bras A qui est décédé au cours de la chimiothérapie
d’'induction. En cas de rémission complete hématologique, I'ensemble des patients
recevaient 3 cures de consolidation mensuelle par cytarabine hautes doses a
3g/m?/12h en 1 injection intraveineuse de 2h a J1, J3 et J5 suivie d’'un support par

facteur de croissance granulocytaire de type lenograstim a partir de J8 jusqu’a

récupération d’'un taux de polynucléaires neutrophiles suffisants. Parmi les patients
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du bras A, 1 patient est décédé en cours de traitement de consolidation et 5 n’ont
pas recu I'ensemble des 3 consolidations protocolaires. Parmi les patients du bras B,
2 patients sont décédés en cours de traitement de consolidation et 4 n'ont pas recu
I'ensemble des 3 consolidations protocolaires.

Le traitement était ensuite poursuivi en fonction de I'analyse de la MRD avant la
2°™ cure de consolidation. En cas de réduction <3 log, les patients devaient
bénéficier de la réalisation d'une allogreffe de CSH en 1*® RC avec un donneur
géno-identigue ou phéno-identique HLA compatible (10/10) en cas de donneur
compatible. Cette allogreffe de CSH en RC1 a été réalisée chez 2 patients du bras A
de traitement et chez 3 patients du bras B. En I'absence de donneur HLA compatible,
les patients avec réduction <3 log de la MRD avant 2°™ consolidation pouvaient &tre
inclus dans une étude de phase 2 utilisant le dasatinib en monothérapie a l'issue du

traitement de consolidation. Cette étude a concerné 5 patients du bras A et 8

patients du bras B.

IV. Evaluation de la maladie résiduelle :

La maladie résiduelle était évaluée par la recherche du transcrit RUNX1-
RUNX1T1 par RQ-PCR selon la méthode standardisée préconisée par Gabert J. et
al.?®>® Cette recherche a été réalisée dans 2 centres francais (Lille et Angers). Les
courbes de calibration ont réalisées a l'aide de plasmides Ipsogen (Ipsogen SA,
Marseille). Les résultats ont été normalisés a l'aide du gene de référence ABL1 et la
MRD est exprimée par le ratio du nombre de copies RUNX1-RUNX1T1/ABL1 x 100
(%). L’évaluation de la maladie résiduelle a été réalisée sur sang et moelle osseuse
au diagnostic et pendant le traitement, résultats qui ont fait I'objet d’'une publication
récente.’®® Une évaluation de la maladie résiduelle sur moelle osseuse était ensuite

réalisée a la fin du traitement puis a 1 et 2 ans de la fin du traitement. Une évaluation
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de la maladie résiduelle sur sang était réalisée a la fin du traitement puis tous les 3
mois pendant 2 ans. Une MRD en RQ-PCR a été considéré comme négative en cas
de non détection du transcrit RUNX1-RUNX1T1 (seuil <0.001%). Les prélevements
pour lesquelles la qualité de 'ARN ne permettait pas une évaluation de la MRD ont
été exclus de l'étude. Dans les cas de prélevements avec une qualité médiocre
d’ARN permettant tout de méme une évaluation en RQ-PCR (seuil 0,01%), les

résultats ont été inclus dans I'étude et considérés comme négatifs si <0,01%.

V. Analyse statistique :

Les données de suivi clinique des patients ont été mises a jour a la date du
1/8/13, avec une médiane de suivi de 3,73 années (Interquartiles: 3,02 — 4,41
années). L'analyse statistique n'a pris en compte que les 96 patients ayant obtenu
une RC en excluant le patient décédé en cours d’induction. A linverse, les 10
patients (dont les 3 patients en 1°® RC décédés en cours de traitement de
consolidation) n’ayant pas de suivi en MRD a la fin du traitement ont été inclus dans
I'analyse statistique.

Les corrélations des données de MRD obtenues sur moelle osseuse et sur
sang ont été évaluées en calculant le coefficient de corrélation de Pearson et par le
test de Spearman.

La survie globale (OS) a été calculée de la date du diagnostic jusqu’a la date
de derniére nouvelle en censurant les patients en vie a cette date. L’'incidence
cumulée de rechute (CIR) a été calculée a partir de la date de RC jusqu’a la date de
rechute en censurant les patients en vie sans rechute a la date des derniéres
nouvelles. La rechute et le déces en RC sont considérés comme des évenements

compétitifs.
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Pour évaluer I'impact des MRD post-consolidation sur le devenir du patient
(OS et CIR), nous avons tout d'abord évalué la MRD réalisée en fin de traitement sur
le sang ou la moelle en tant que variable continue (log de la MRD de fin de
traitement) ou binaire (détectable ou indétectable) dans un modéle de Cox.

Pour évaluer 'impact d’'une négativation ou d’'une repositivation de la MRD sur
sang au cours du suivi apres traitement, une analyse temps-dépendant de type
Mantel-Byar a été réalisée. Au cours de cette analyse, I'attribution des patients a un
groupe (MRD détectable, MRD indétectable, MRD a nouveau détectable) évolue au
fur et a mesure de la survenue des mesures de MRD. A noter que 3 patients ont une
MRD indétectable avant la 1*® cure de consolidation. Tous les autres patients sont
initialement dans le groupe de MRD détectable, puis, quittent se groupe a la date
d’'une éventuelle négativation de la MRD pour intégrer le groupe de MRD
indétectable. De la méme facon, si la MRD devient détectable a nouveau, les
patients peuvent quitter le groupe de MRD indétectable pour intégrer le groupe de
repositivation de la MRD. Un p<0,05 a été considéré comme significatif.

Toutes les estimations des données de survie et de rechute sont données a 4 ans.

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé a I'aide du logiciel Stata/IC 12.1

(StataCorp, College Station, TX).
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DESCRIPTION DES PATIENTS ET DES PRELEVEMENTS :

1. CARACTERISTIQUES INITIALES DES PATIENTS :

L'ensemble des caractéristiques des patients au diagnostic est résumé dans
le Tableau 14. La médiane d’age des 96 patients est de 41,4 ans avec une légere
prédominance masculine. La leucocytose sanguine et la blastose médullaire au
diagnostic étaient de 11,3 G/L et 53% en médiane respectivement. Concernant les
anomalies cytogénétiques additionnelles, la perte du chromosome sexuel Y était la
plus frequemment retrouvée (33 patients soit 61% des hommes) suivi de la délétion
du bras long du chromosome 9 (14 patients). L’'analyse des mutations géniques
réalisée chez 93 patients retrouvait, par ordre décroissant de fréquence, une
mutation de KIT chez 21 patients, une mutation de RAS chez 14 patients et une

mutation de FLT3 chez 10 patients (dont 2 patients avec mutation de KIT associé€e).
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Tableau 14 : Caractéristigues des patients et de la LAM au diagnostic

Patients, N 96

Age médian (valeurs extrémes) 41,4 ans (18 — 60)
Sexe (masculin/féminin) 54/42
Leucocytose médiane, 10°/L (valeurs extrémes) 11,3 (0,72 —94,5)
Blastose médullaire médiane, % (valeurs extrémes) 53 (17 — 98)
LAM secondaire 10/96

Anomalies cytogénétiques additionnelles

Perte du chromosome Y 33/54
Trisomie 8 2/94
Del (99) 14/94
Del (7q) / monosomie 7 4/94
Mutations de génes associées
Mutation de KIT 21/93
Mutation dans I'exon 8 5/93
Mutation dans I'exon 17 16/93
Mutation de RAS 14/93
Mutation dans I'exon 1 ou 2 de N-RAS 12/93
Mutation dans I'exon 1 ou 2 de K-RAS 2/93
Mutation de FLT3 10/93
Mutation FLT3-ITD 6/93
Mutation FLT3-TKD 4/93

2. EVOLUTION DES PATIENTS PENDANT LE TRAITEMENT ET COURS DU SUIVI :

Apres obtention de la RC, 12 patients n’ont pas recu I'ensemble des 3 cures
de consolidations par aracytine hautes doses (1 patient du bras B n’a recu aucune
cure de consolidation protocolaire, 3 patients en ont recu 1, 8 patients en ont recu 2).

En fonction de la réduction de la maladie résiduelle en RQ-PCR avant
réalisation de la 2°™ cure de consolidation, les patients devaient bénéficier d’une
allogreffe de CSH en 1% RC en cas de donneur compatible ou pouvaient étre inclus
dans un essai de phase Il testant le dasatinib. Ainsi, 4 patients ont bénéficié d’une
allogreffe de CSH en 1%® RC et 7 patients recevaient le dasatinib.

Toutefois, en cas de rechute moléculaire sans rechute hématologique définie

par une augmentation du taux de transcrit RUNX1-RUNX1T1 de plus d'1l log sur
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moelle osseuse, les patients pouvaient également étre inclus dans I'essai de phase II
testant I'intérét du dasatinib dans ces situations (6 patients).

Enfin, 3 patients ont recu une chimiothérapie de rattrapage hors protocole
pour une rechute moléculaire sans rechute hématologique identifiée (aracytine sous-
cutanée, aracytine-novantrone et aracytine-mitoxantrone-gemtuzumab ozogamycin)
dont 2 ont ensuite bénéficié d’une allogreffe de CSH en 1°® RC hématologique
persistante. Les 76 patients restants en RC n’ont regu aucun traitement
supplémentaire a l'issue des 3 cures de consolidation. Le Tableau 15 résume les

caractéristiques des traitements regus.

Tableau 15 : Caractéristiques des traitements recus

Schéma d’induction bras A/B, N 47149
Rattrapage J16 du bras B, N 15/49
Réponse complete, N/total 96/96
Patients décédés pendant les cures de consolidation, 3/96
N/total
Allogreffe de CSH en RC1 hematologique 7/96
- Réduction de MRD avant 2°™ conso <3 log, N 4
- Allogreffe de CSH en RC1 non protocolaire, N 3
Protocole Dasatinib en RC1 ; 13/96
- Réduction de MRD avant 2°™ conso <3 log, N 7
- Rechute moléculaire, N 6

Au terme du suivi, I'évolution a été marquée par I'apparition d’'une rechute
hématologique chez 30 patients avec une incidence cumulée de rechute a 4 ans de
32,3% (intervalle de confiance a 95% (IC 95%) : 23,8 — 43). A noter également que 4
de ces rechutes hématologiques sont survenues aprés les 2 ans de suivi protocolaire
de la MRD (derniére rechute survenant a 3,3 ans de la RC). Dix neuf patients sont
décédés pendant le suivi (dont dix décés en lien avec une LAM évolutive) avec une

survie globale de 80,8% a 4 ans (IC 95% : 71,3 — 87,5).
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La Figure 4 résume ['évolution des patients selon le bras de traitement

d’induction.

Figure 4 : Evolution des patients selon le bras de traitement

Bras A : 48 patients Bras B : 49 patients
1 patient 4 Absence de rattrapage selon Rattrapage selon J15 : 15
décédé D J15 : 34 patients patients
A 4 i i
47 patients en RC1 34 patients en RC1 15 patients en RC1
1 patient décédé 2 patients décédés
pendant les < pendant les A)
consolidations consolidations
A 4 A 4 A 4
46 patients 34 patients 13 patients
évaluables en MRD évaluables en MRD évaluables en MRD
apres induction apres induction apres induction
A 4 A 4 A 4
Au cours du suivi : Au cours du suivi : Au cours du suivi :
=15 rechutes =11 rechutes = 4 rechutes
=11 déces dont 6 liés -2 déces liés a LAM - 6 déces dont 2 liés
a LAM a LAM

3. DESCRIPTION DES PRELEVEMENTS DISPONIBLES POUR L 'EVALUATION DE LA
MRD ET RESULTATS DESCRIPTIFS

Un total de 479 prélevements médullaires (sur les 672 prévus par le
protocole : 71,3%) et 800 prélévements sanguins (sur les 1200 prévus par le

protocole : 64,1%) étaient interprétables apres RQ-PCR.

Au diagnostic et pendant le traitement, 327 prélevements médullaires (sur les

384 prévus : 85,2%) et 327 préléevements sanguins (sur les 384 prévus : 85,2%) ont
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pu étre interprétés. Le Tableau 16 rapporte les données concernant le nombre de
prélevements interprétables, les valeurs médianes de MRD et le nombre de
prélevements avec une MRD détectable sur moelle osseuse et sur sang au
diagnostic et pendant le traitement.

Tableau 16 : Nombre de prélévements interprétables, valeur médiane de la MRD et

nombre d’échantillon avec une MRD détectable a chaque étape du traitement et
selon le type de prélevements (MO : moelle osseuse)

MRD au MRD aprés MR';,;‘Q’ el MRgéri‘;’ ant
diagnostic induction L o
consolidation | consolidation
Nombre d'échantillons
disponible MO/sang 79/82 91/87 85/82 72176
Valeur mérilllane de MRD 304% 0.2% 0.05% 0,028%
sur MOETIe 0SSeuse (34-1433) | (0,001—75) | (0,001-3) | (0,001 4)
(valeurs extrémes)
N:\ggr&ggcg‘;rmg” 79179 85/91 71/85 55/72
0, 0, 0, 0,
(>0,0019%) sur MO (%) (100%) (93,4%) (83,5%) (76,3%)
Va'itl‘j"r r:;?'a(r\‘lzlgir'\s"RD 301,5% 0,05% 0,006% 0,001%
9 (72,7 — 1305) | (0,001 - 27) (0,001 -0,7) (0,001 -2)
extrémes)
N;\ggr&ggcﬁj‘gﬂﬂg” 82/82 73/87 47/82 36/76
0, 0, 0, 0,
(>0.001%) sur sang (%) (100%) (83,9%) (57,3%) (47,4%)

Concernant les résultats obtenus au diagnostic, on observe que 100% des patients
ont une MRD détectable sur sang et sur moelle osseuse avec des valeurs de MRD
similaires entre le sang et la moelle osseuse. Concernant les prélevements sanguins
et médullaires pendant le traitement, une nette décroissance du taux de transcrit
RUNX1-RUNX1T1 est observée des la fin de I'induction faisant état de I'obtention de
la RC hématologique chez I'ensemble des patients. Une différence entre les 2 types
de prélévements est déja notable puisque la valeur médiane de la MRD sur moelle
osseuse est plus élevée gue celle observée sur sang et qu’un plus grand nombre de

patients gardent une MRD détectable sur moelle osseuse et non sur sang (76,3%
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des patients sur moelle osseuse avant la 3*™ cure de consolidation contre 47,4%

des patients sur sang).

Au cours du suivi apres traitement, 152 prélevements médullaires étaient
interprétables sur les 288 prévus par le protocole (52,8%) avec une médiane de 2
prélevements par patient (sur les 3 prévus par patient selon le protocole).
Concernant les préléevements sanguins, 473 prélevements ont été étudiés sur les
864 prévus par le protocole (54,7%) avec une médiane de 5 prélévements sanguins
interprétables par patient sur les 9 prévus par le protocole.

Dix patients sur les 96 (10,4%) n’ont bénéficié d’aucun suivi protocolaire de la MRD
aprés traitement. Parmi eux, 3 patients sont décédés pendant les cures de
consolidation, 1 patient est décédé aprés allogreffe de CSH en RC1 et 1 patient a

présenté une rechute hématologique avant I'évaluation de fin de traitement.

Le Tableau 17 rapporte les données concernant le nombre de prélevements
interprétables, les valeurs médianes de MRD et le nombre de prélévements avec
une MRD détectable sur sang et sur moelle osseuse a la fin du traitement et au
cours du suivi sur 2 ans. Le délai médian entre la 3*™ cure de consolidation et
I'évaluation de la MRD en fin de traitement est de 39 jours (valeurs extrémes : 15 —

100 jours).
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Tableau 17 : Nombre de prélévements interprétables, valeur médiane de la MRD et nombre d’échantillon avec une MRD détectable

a chaque étape du suivi apres traitement et selon le type de prélevement (MO : moelle osseuse).

MRgeﬁ'eores MRDa3 | MRDa6 MRD&9 | oo, . | MRDa15 | MRDa18 | MRDa2l | MRDa?2
L mois de la mois de la mois de la . mois de la mois de la mois de la ans de la fin
consolidation fin d fin d fin d de la fin du fin d fin d fin d d
(fin de in au in au in au traitement in au in au in au ad
: traitement traitement traitement traitement traitement traitement traitement
traitement)
Nombre
d’échantillons 741 74 -/ 70 -/ 64 -/ 56 48 / 56 -/ 44 -/ 40 -/ 31 30/38
disponible MO/sang
Valeur médiane de o o
la MRD sur moelle (%%%11/3 i i i (%%%11/2 i i i 0,001%
osseuse (valeurs 1’3 6) ’125) (0,001 — 46)
extrémes) '
Nombre
d’échantillon avec 5/74 19/48 13/30
MRD positive (70,2%) - - - (39,6%) - - - (43%)
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Ce tableau montre tout d’abord que le nombre de prélevements disponibles
est de moins en moins important au cours du suivi (74 préléevements médullaires a la
fin du traitement contre 30 a 2 ans de la fin du traitement). Ces résultats sont a
mettre en lien avec les rechutes survenues pendant ce délai, la réalisation
d’allogreffe et la probable démobilisation des cliniciens concernant la réalisation d’'un
myélogramme a 2 ans de la fin du traitement chez un patient en RC.

On constate également qu'un nombre important de patients présentent une
MRD détectable en fin de traitement alors méme qu’ils sont en rémission compléte
hématologique et qgu’ils ne recevront pour la grande majorité aucun traitement
ultérieur. De plus, il existe une discordance entre les résultats obtenus selon le type
de prélevements. En effet, alors que 70% des patients gardent une MRD détectable
sur moelle osseuse en fin de traitement avec une valeur médiane du taux de transcrit
RUNX1-RUNX1T1 de 0,011%, seulement 29,7% des patients ont une MRD
détectable sur sang avec une valeur médiane du taux de transcrit de 0,001% (soit
une MRD indétectable). Il semble également que cette différence perdure dans le
temps puisque 43% des prélevements médullaires réalisés a 2 ans de la fin du
traitement présentent une MRD détectable pour seulement 7,9% des préléevements

sanguins.

Il. CORRELATIONS DES RESULTATS DE MRD ENTRE LES

PRELEVEMENTS SANGUINS ET MEDULLAIRES :

Afin d’établir une corrélation entre les résultats de MRD obtenus sur sang et
sur moelle osseuse, un total de 525 paires de prélevements (échantillons médullaire
et sanguin prélevés le méme jour) était disponible pour I'analyse (dont 446 paires

protocolaires sur les 672 prévus ; 66,4%). Ces paires étaient réparties aux différents
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moments du traitement et du suivi (68 paires interprétables au diagnostic, 85 apres

induction, 78 avant la 2°™ cure de consolidation, 65 avant la 3°™ cure de
consolidation, 69 a la fin du traitement, 42 a 1 an de la fin du traitement et 28 a 2 ans

de la fin du traitement).

La figure 5 montre I'évolution au cours du traitement et du suivi de la
corrélation entre la valeur de MRD étudiée de maniere qualitative (MRD positive si

>0,001%, négative si <0,001%) sur moelle osseuse et celle obtenue sur sang.

Figure 5 : Evolution de la corrélation entre les valeurs de MRD sur moelle osseuse et

sur sang (MRD positive si >0,001%, négative si <0,001%).
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On peut observer que I'ensemble des paires prélevées au diagnostic semblent
corrélées puisque toutes valeurs de MRD sont >0,001% sur moelle osseuse et sur
sang. A linverse, apres traitement, il semble exister une moins bonne corrélation
entre la MRD obtenue sur moelle osseuse et celle obtenue sur sang puisqu’en fin de
traitement, plus de 40% des patients présentent une MRD indétectable sur sang
alors que celle-ci reste >0,001% sur moelle osseuse. A 1 et 2 ans de suivi, la
corrélation s’améliore au profit d'une MRD indétectable sur sang et sur moelle
osseuse. Au total, 25,5% de I'ensemble des paires de prélevement présentent une
MRD détectable sur moelle osseuse (>0,001%) alors qu’elle est indétectable sur
sang (<0,001%).

Si I'on s’intéresse a ces prélevements discordants, plus de la moitié des patients (55
patients soit 57,3% de la cohorte) présentent au moins une fois une MRD sur sang
indétectable alors qu’elle reste détectable sur moelle osseuse. Vingt-cing patients

(26%) ont au moins 2 prélevements discordants (MRD détectable sur moelle
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osseuse et pas sur sang ; valeurs extrémes : 2 — 6 préléevements discordants par
patient)

Enfin, les prélévements retrouvant une MRD indétectable sur moelle osseuse et
>0,001% sur sang existent mais sont largement anecdotiques, ne représentant que
1,5% de 'ensemble des paires disponibles. A noter toutefois, 'un des rares patients
ayant présenté ce type de discordance entre les résultats obtenus sur sang et sur

moelle osseuse a présenté un sarcome granulocytaire au cours du suivi.

Les niveaux de transcrit des prélévements meédullaires et sanguins ont ensuite
été comparés de maniére quantitative afin d’établir une corrélation globale et a
chaque point de suivi disponible.
La Figure 6 correspond aux courbes de régression obtenues en séparant les
prélevements avec une valeur de MRD exprimée en logarithme fortement positive
(>1%, correspondant aux prélévements obtenus au diagnostic ou a la rechute
hématologique) et les autres (<1%). De maniére a établir une corrélation rigoureuse
et étant donné la présence de prélevements avec une MRD détectable sur moelle
osseuse et non sur sang, seuls les prélevements avec une MRD détectable ont été

inclus dans l'analyse.
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Figure 6 : Courbe de régression entre les valeurs logarithmiques de la MRD sur sang
et sur moelle osseuse.

49 — T T T T T T T 1 | AL R S B E
Y =1,063 +,566 * X; R"2 =,629 |

Valeur logarithmique de la MRD sur sang

Valeur logarithmique de la MRD sur moelle osseuse

Au vu de ce graphique, il semble clairement exister 2 groupes de paires de
prélevement : I'un pour lesquels les valeurs logarithmigues de la MRD sont >1 log et
semblent extrémement bien corrélées (correspondant aux MRD réalisées au
diagnostic et lors des rechutes) et I'autre pour lesquels les valeurs de MRD sont <1
log et semblent moins bien corrélées. On peut ainsi observer que pour des valeurs
logarithmiques négatives, la MRD sur sang est inférieure d’environ %2 a 1 log par

rapport & la valeur de MRD sur moelle osseuse.

Les tests de corrélation ont été réalisés sur I'ensemble des paires de
prélevements avec une MRD détectable et sont résumés dans le Tableau 18. Etant
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donné le faible nombre de paire de prélevement avec une MRD détectable a 1 an et

2 ans de la fin du traitement, ceux-ci n’ont pas été inclus dans I'analyse.

Tableau 18 : Coefficients de corrélation entre le taux de transcrit détectable sur
moelle osseuse et sur sang aux différents moments du traitement et selon la valeur
du taux de transcrit.

Coefficients de Test de Spearman
corrélation de Pearson
) > i
Au diagnostic (N = 68) 0,65 0,68 <0,0001
Apres induction (N = 70) 0,62 0,55 <0,0001
Avant la 2°™ consolidation (N = 40) 0,32 0,3 <0,056
Avant la 3°™° consolidation (N = 29) 0,30 0,36 <0,052
A la fin de traitement (N = 18) 0,41 0,27 <0,273
Total (N = 268) 0,93 0,84 <0,0001
- En cas de MRD >1 log (N = 89) 0,79 0,79 <0,0001
- En cas de MRD <1 log (N = 179) 0,51 0,49 <0,0001

On peut observer que la corrélation entre les valeurs de MRD sur moelle
osseuse et sur sang est excellente sur I'ensemble des préléevements. Cette
corrélation est également excellente au diagnostic, apres induction et lorsque les
valeurs de MRD sont élevées (>1 log). En revanche, la corrélation entre les
prélevements semble beaucoup moins intéressante en cours de traitement et surtout
a la fin du traitement. Ces résultats sont toutefois a mettre sur le compte du faible
nombre de paires de prélévements avec une MRD détectable aprés la 1°°®

consolidation car la corrélation entre les valeurs de MRD sur moelle osseuse et sur

sang est remarquable pour des valeurs <1 log.

1. IMPACT PRONOSTIQUE DE LA MRD REALISEE EN FIN DE
TRAITEMENT :

Le risque de rechute (évalué par I'incidence cumulée de rechute ; CIR) et la
survie globale (OS) ont été analysés en fonction de la MRD reéalisée sur sang et sur
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moelle osseuse & la fin du traitement. Le délai médian entre la 3°™ cure de
consolidation et I'évaluation de la MRD en fin de traitement est de 39 jours (valeurs
extrémes : 15-100 jours).

Deux analyses statistiques univariées ont été réalisées par type de
prélevement : évaluation du risque de rechute (CIR) et de la survie globale (OS)
selon le statut qualitatif de la MRD (indétectable si MRD <0,001% et détectable si
>0,001% ; Figures 7A et 7B pour la MRD sur sang ; Figures 8A et 8B pour la MRD
sur moelle osseuse) et selon la valeur quantitative de la MRD (analyse de la MRD en
tant que variable continue logarithmique)

Figures 7 : CIR (7A) et OS (7B) selon le caractére détectable de la MRD sur sang en
fin de traitement (indétectable si MRD <0,001%, détectable si >0,001%).
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est estimée a 50,9% (IC 95% : 32,1 - 73)
chez les patients ayant une MRD sur sang détectable en fin de traitement comparée
a 245% (IC 95%: 14,6 - 39,3) chez les patients ayant une MRD sur sang
indétectable (Figure 7A ; SHR 2,76 [IC 95% : 1,21 - 6,27], P = 0,015).
A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est estimée a 63,6% (IC 95% : 40,3 —
79,9) chez les patients ayant une MRD sur sang détectable en fin de traitement
comparée a 96,2% (IC 95% : 85,5 - 99) chez les patients ayant une MRD sur sang
indétectable (Figure 7B ; HR 7,17 [IC 95% : 1,9 - 27], P = 0,004).

En analysant la MRD réalisée sur sang en fin de traitement en tant que
variable continue logarithmique, lincidence cumulée de rechute est également
significativement différente en fonction de la valeur de la MRD (SHR 2,14 [IC 95% :

1,38 - 3,33], P < 0,001) tout comme la survie globale a partir de la RC (HR 2,33 [IC

95% : 1,37 - 3,96], P = 0,002).
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Figures 8 : CIR (8A) et OS (8B) selon le caractére détectable de la MRD sur moelle
osseuse en fin de traitement (indétectable si MRD <0,001%, détectable si >0,001%).
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est estimée a 35,9% (IC 95% : 24,3 - 51)

chez les patients ayant une MRD sur moelle osseuse détectable en fin de traitement
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comparée a 28,3% (IC 95% : 13,7 - 52,6) chez les patients ayant une MRD sur
moelle osseuse indétectable (Figure 8A ; SHR 1,31 [IC 95% : 0,52 - 3,3], P = 0,565).
A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est estimée a 86% (IC 95% : 72,7 - 93,1)
chez les patients ayant une MRD détectable sur moelle osseuse en fin de traitement
comparée a 86,4% (IC 95% : 63,4 - 95,4) chez les patients ayant une MRD
indétectable sur moelle osseuse (Figure 8B ; HR 1 [IC 95% : 0,26 - 3,8], P = 0,993).
De la méme maniére, I'incidence cumulée de rechute a 4 ans n’est pas
significativement différente en fonction de la valeur logarithmique de la MRD sur
moelle osseuse en fin de traitement (SHR 1,3 [IC 95% : 0,86 - 1,97], P = 0,217) tout

comme la survie globale a partir de la RC (HR 1,54 [IC 95% : 0,84 - 2,82], P = 0,164)

Au vu de I'ensemble de ces résultats, on peut observer que la MRD évaluée
sur sang en fin de traitement joue un role pronostique important. En effet, lorsqu’elle
est étudiée en tant que valeur qualitative, le risque de rechute augmente et la survie
globale diminue de maniére nettement significative en cas de MRD détectable (ie
>0,001%) a la fin du traitement. Des résultats identiques et significatifs sont observés
lorsque la MRD sur sang en fin de traitement est étudiée en tant que valeur continue
logarithmique. A I'inverse, lorsque 'on étudie de la méme maniére la MRD sur moelle
osseuse en fin de traitement, il n'existe pas de valeur pronostique de la MRD
évaluée sur moelle osseuse en fin de traitement sur la survie globale ou l'incidence

cumulée de rechute.

Etant donné la valeur pronostique de la MRD réalisée sur sang en fin de
traitement sur le risque de rechute et la survie globale, la détermination d’un seuil de

taux de transcrit significativement associé a un risque de rechute plus important a été
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réalisée. Les Figures 9 montrent les résultats de cette analyse sur la valeur

logarithmique de la MRD sur sang (9A) et sur moelle osseuse (9B).

Figures 9 : analyse en détermination de seuil pronostique sur la rechute de la MRD
sur sang (9A) et sur moelle osseuse (9B).
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Cette analyse en recherche de « best cut-off » n'a pas permis de retrouver
une valeur seuil prédictive d’'une rechute mais montre tout de méme qu’un seuil de
MRD sur sang entre 0,001% et 0,045% sépare 2 populations a risque différent de
rechute. Cette méme analyse réalisée sur les valeurs logarithmiques de la MRD sur
moelle osseuse ne permet pas de déterminer une valeur seuil prédictive de la

rechute.

V. INTERET DU SUIVI DE LA MRD APRES TRAITEMENT :

1. PROFIL EVOLUTIF DE LA MRD SUR SANG AU COURS DU SUIVI :

Le délai médian entre la date d’obtention de la RC hématologique et la
derniére date d’évaluation de la MRD sur le sang est de 22,1 mois (Interquartiles (1Q)
: 9,6 — 28,6 mois). Pour les patients n’ayant pas rechuté, ce délai médian est de 26,9

mois (1Q : 19,4 - 30). Chez les 26 patients ayant rechuté avant 2 ans de RC, le délai
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médian entre le dernier point de MRD et la rechute est de 0,32 mois (IQ: 0 - 1,4

mois), ce délai étant supérieur a 3 mois chez 3 patients.

Les Figures 10 montrent le profil d’évolution globale de la MRD sur sang en
variable quantitative logarithmique chez I'ensemble des patients en fonction de la
survenue d’une rechute hématologique ou non.

Figures 10 : Profil évolutif de la MRD sur sang chez les patients sans (10A) ou avec
(10B) rechute hématologique au cours du suivi.
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On peut grossierement observer que la grande majorité des patients ne
présentant pas de rechute hématologique obtiennent une MRD sur sang indétectable
au cours du suivi. A linverse, les patients présentant une rechute hématologique
sont aisément identifiables au vu de l'ascension du taux de transcrit RUNX1-
RUNX1T1.

L’évolution cliniqgue des patients en fonction de I'évaluation qualitative de la
MRD sur sang est présentée sur la Figure 11.

Figure 11 : Evolution des patients en fonction de I‘évolution qualitative de la MRD sur
sang (MRD détectable si >0,001%, indétectable si <0,001%).
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Sur la Figure 11, plus de la moitié des patients pour qui la MRD reste
détectable au cours du suivi présente une rechute hématologique (11/17 patients).
En fait, parmi ces patients, il s’avere que seulement 9 patients ont bénéficié du suivi
de la MRD protocolaire aprés la 3°™ consolidation et peuvent réellement étre
considérés comme réfractaires moléculaires. Parmi ces 9 patients, tous ont présenté

une rechute hématologique dans un délai médian de 6,2 mois a partir de la 3°™ cure
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de consolidation (valeurs extrémes 2,5 — 6,6 mois) sauf 1 patient qui est décédé
dans les suites immédiates d’'une allogreffe de CSH en 1% RC. Aucun facteur
pronostique classiquement reconnue dans les LAM avec t(8;21) ne semble
prédisposer ces patients a une rechute hématologique précoce (pas de différence en
2éme

terme de log-réduction de la MRD avant la cure de consolidation ou de statut

mutationnel). Les 8 autres patients, qui n’ont bénéficié d’aucun suivi protocolaire de
la MRD aprés la 3°™ cure de consolidation, ont été inclus dans le groupe des
patients dits « réfractaire moléculaire » car le dernier prélevement disponible
retrouvait une MRD détectable sur sang.

Une MRD indétectable (« RC moléculaire ») est obtenue chez la grande
majorité des patients (79/96) avec un délai de négativation de la MRD sur sang a
partir de l'obtention d’'une RC hématologique trés variable (délai de négativation
médian de 75,5 jours ; valeurs extrémes : 0 — 499 jours). Le nombre de patients
présentant une rechute hématologique alors méme qu’ils présentent une MRD
indétectable sur sang au cours du suivi est relativement restreint (3/54 soit 5,6% des
patients avec une MRD indétectable persistante dans le temps). Toutefois, il s’avere
gue 2 de ces patients n'ont pas bénéficié du suivi protocolaire prévu tous les 3 mois
tandis que le patient restant a présenté une rechute hématologique aprés les 2 ans
de suivi de MRD protocolaire (délai entre le dernier préléevement disponible et la
rechute hématologique de 133 jours, 186 jours et 352 jours respectivement).

Troisiemement, la moitié des rechutes hématologiques observées au cours du
suivi sont survenues chez des patients présentant une « rechute moléculaire » (MRD
sur sang détectable aprés obtention d’'une RC moléculaire), confirmée par un 2°™®

prélevement protocolaire ou non. A l'inverse, seul 1 patient sur les 8 ayant présenté

une rechute moléculaire non confirmée par un 2°™ prélévement a présenté une
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rechute hématologique. Ce patient présentait néanmoins une MRD sur sang a 0,5%
28 jours avant la rechute hématologique, seuil hautement évocateur d’'une rechute
hématologique imminente. En ne s’intéressant qu’aux 15 patients ayant obtenu une
MRD indétectable qui présentaient a nouveau une MRD détectable sur sang suivie
d'une rechute hématologique, le délai médian entre la rechute moléculaire et la

rechute hématologique était de 102 jours, soit environ 3,3 mois.

Au total, on peut remarquer que 26 des 30 rechutes hématologiques (86,6%)
ont été détectées par I'évaluation qualitative de la MRD sur sang réalisée idéalement

tous les 3 mois.

Si I'on applique le seuil de MRD = 0,1% sur sang défini comme pronostique
par I'étude anglaise, 31 patients de la cohorte sont considérés comme réfractaire
moléculaire ou présentent une rechute moléculaire. Parmi eux, 24 patients (80%)
vont effectivement présenter une rechute hématologique dans un délai médian de 27
jours (valeurs extrémes : 0 — 228 jours). Six rechutes hématologiques étaient
toutefois diagnostiquées le jour de la rechute moléculaire. De plus, en appliquant ce
seuil, seuls 6 patients ne présentaient pas de rechute moléculaire détectée avant
rechute hématologique. Ceci est expliqué par le fait qu'un des patients a présenté
une rechute hématologique avant réalisation de la 3®™e cure de consolidation tandis
gue les 5 autres n‘ont pas bénéficié du suivi prévu tous les 3 mois (délai entre le
dernier prélevement et la rechute hématologique de 133 jours, 163 jours, 352 jours,

521 jours et 603 jours respectivement). Enfin, I'application du seuil de MRD sur sang

>0,1% a détecté une rechute moléculaire chez 1 patient qui ne s’est pas suivie d’'une
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rechute hématologique. Le fait que ce patient ait bénéficié d’'une allogreffe de CSH

dans les suites du dernier prélevement sanguin pourrait expliquer ce résultat.

2. ETUDE DE LA VALEUR PRONOSTIQUE DE L 'EVOLUTION DE LA MRD SUR SANG

AU COURS DU SUIVI

Afin de déterminer la valeur pronostique sur le risque de rechute et sur la
survie globale de I'évolution de la MRD sur sang au cours du suivi, la CIR et I'OS ont
été calculés selon le profil évolutif de la MRD sur sang
La figure 12 montre la CIR et I'OS des patients ayant une MRD sur sang toujours
détectable au cours du suivi (« réfractaire moléculaire ») comparée a celle des
patients obtenant une MRD indétectable sur sang (« RC moléculaire »).

Figures 12 : Comparaison de la CIR (12A) et de I'OS (12B) entre les patients
obtenant une réponse moléculaire (obtention d’'une MRD indétectable) et les patients

« réfractaires moléculaires » (persistance d'une MRD détectable sur sang tout au
long du suivi).
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est estimée a 26,7% (IC 95% : 17,9 - 38,8)
chez les patients obtenant une MRD sur sang indétectable a un moment du suivi
comparée a 46,1% (IC 95% : 26,2 - 71,5) chez les patients ayant une MRD sur sang
toujours détectable (Figure 12A ; SHR 0,42 [IC 95% : 0,19 - 0,94], P = 0,034).

A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est estimée a 86% (IC 95% : 75,4 - 92,2)
chez les patients ayant une MRD sur sang indétectable au cours du suivi comparée
a 64,5% (IC 95% : 37 - 82,4) chez les patients ayant une MRD sur sang toujours

détectable (Figure 12B ; HR 0,38 [IC 95% : 0,14 - 1], P = 0,052).

Cette analyse retrouve donc une augmentation significative du risque de
rechute en cas de MRD sur sang qui resterait détectable tout au long du suivi.
L'analyse de la survie globale selon les mémes criteres retrouve quant a elle un

avantage de survie a la limite de la significativité en faveur de I'obtention d’'une MRD

indétectable sur sang.

98



RESULTATS

Les Figures 13 vont intéresser les patients qui pendant le suivi obtiennent une MRD
indétectable (c'est-a-dire aprés obtention d’'une « RC moléculaire »). Cette figure
montre I'incidence cumulée de rechute et la survie globale des patients ayant une
MRD sur sang qui reste indétectable tout au long du suivi (« RC moléculaire
persistante ») comparée a celle de patients obtenant une MRD sur sang & nouveau
détectable (« rechute moléculaire »).

Figures 13 : Comparaison de la CIR (13A) et de I'OS (13B) entre les patients en
« RC moléculaire persistante » (MRD indétectable tout au long du suivi) et les

patients présentant une « rechute moléculaire » (réapparition d’'une MRD détectable
sur sang).
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est estimée a 84,5% (IC 95% : 67,5 - 95,4)
chez les patients présentant une rechute moléculaire comparée a 5,7% (IC 95% : 1,8
- 17,4) chez les patients conservant une MRD sur sang indétectable tout au long du
suivi (Figure 13A ; SHR 33,67 [IC 95% : 9,71-116,72], P < 0,001).

A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est estimée a 42% (IC 95% : 9,1 - 73,1)
chez les patients présentant une rechute moléculaire au cours du suivi comparée a
93,4% (IC 95%: 81,6 - 98) chez les patients avec une réponse moléculaire

persistante (Figure 13B ; HR 6,68 [IC 95% : 1,77 — 25,21], P = 0,005).

On peut donc observer que les patients présentant une rechute moléculaire au
cours du suivi (ie obtention d’'une MRD détectable au cours du suivi alors que celle-ci
était devenue indétectable) présentent un risque de rechute significativement plus
élevé et une survie globale significativement moins longue que les patients

conservant une RC moléculaire (MRD indétectable sur sang tout au long du suivi).
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De maniére a préciser les résultats observés chez les patients en rechute
moléculaire, une distinction a été faite entre les résultats obtenus chez les patients
présentant une rechute moléculaire confirmée sur un 2°™® prélévement sanguin et
ceux présentant une négativation de la MRD sur un prélevement suivant. Les
Figures 13 vont donc comparer les patients qui pendant le suivi obtiennent une MRD
indétectable (réponse moléculaire), les patients présentant une MRD détectable sur
un seul prélevement (rechute moléculaire non confirmée) et les patients présentant
une MRD détectable sur 2 prélevements d’affilée (rechute moléculaire confirmée).

Figures 14 : Comparaison de la CIR (14A) et de 'OS (14B) entre les patients en
réponse moléculaire persistante (MRD indétectable tout au long du suivi) avec les

patients présentant une « rechute moléculaire » confirmée ou non par un 2°™®
prélevement (réapparition d'une MRD détectable sur sang pendant le suivi).
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est estimée a 6,4% (IC 95% : 2,1 - 18,9)
chez les patients conservant une réponse moléculaire pendant le suivi comparée a
33,3% (IC 95% : 5,5 - 94,6 ; SHR 3,67 [IC 95% : 0,38 - 35,76], P = 0,263) chez les
patients présentant une rechute moléculaire non confirmée par un 2™ prélévement
et 96,8% (IC 95% : 86,8 — 99,7 ; SHR 48,95 [IC 95% : 14,14 - 169,41], P < 0,001)
chez les patients présentant une rechute moléculaire confirmée sur un 2°™®
prélevement sanguin (Figure 14A).

A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est estimée a 93,7% (IC 95% : 81,3 - 98)
chez les patients en réponse moléculaire persistante au cours du suivi comparée a
83,3% (IC 95% : 27,3 — 97,5; HR 7,71 [IC 95% : 1,23 - 48,1], P = 0,029) chez les
patients en rechute moléculaire non confirmée par un 2°™® prélévement et 27,7% (IC
95%: 1,7 - 66,7 ; HR 12,91 [IC 95% : 3,09 - 53,95], P < 0,001) chez les patients en
rechute moléculaire confirmée par un 2°™ prélévement (Figure 14B).

On peut observer que ce sont les patients qui présentent une rechute moléculaire
oeme

confirmée sur un prélevement qui ont le pronostic le plus effroyable (risque de

rechute proche de 100%) alors que les patients présentant une MRD détectable sur
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1 seul prélévement ont un risque de rechute qui n'est pas significativement supérieur

a celui des patients en réponse moléculaire persistante.

Pour conclure, les Figures 15 comparent l'incidence cumulée de rechute et la survie
globale des patients en fonction de leur profil évolutif de MRD (réfractaire

moléculaire, rechute moléculaire, RC moléculaire persistante).

Figures 15 : Impact sur CIR et OS selon les 3 profils évolutifs de la MRD (réfractaire
moléculaire, rechute moléculaire et RC moléculaire persistante)
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A 4 ans, l'incidence cumulée de rechute est significativement différente entre les
patients ayant une MRD sur sang toujours indétectable au cours du suivi (CIR =
6,1% ; IC 95% : 1,9 - 18,1), les patients ayant une MRD sur sang toujours détectable
(CIR= 46,1%; IC 95%: 26,2 - 71,5) et les patients présentant une rechute
moléculaire (CIR =86,1% ; IC 95% : 69,7 - 96,2) (Figure 15A ; HR 2,7 [IC 95% : 1,77
—4,12], P < 0,001)

A 4 ans, la survie globale a partir de la RC est également significativement différente
entre les patients ayant une MRD sur sang toujours indétectable (ie <0,001%) au
cours du suivi (OS =93,9% ; IC 95% : 82 - 98), les patients ayant une MRD sur sang
toujours détectable (OS = 64,5% ; IC 95% : 37 - 82,4) et les patients présentant une
rechute moléculaire au cours du suivi (OS = 41,3% ; IC 95% : 8,9 - 72,4) (Figure

15B ; HR 2.46 [IC 95% : 1,43 — 4,22], P = 0,001).
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On observe ainsi une différence significative entre les 3 profils évolutifs : un profil de
RC moléculaire persistante est associé a un excellent pronostic tandis que les
patients réfractaires moléculaires ou en rechute moléculaire ont un mauvais

pronostic.

V. CAS DES PATIENTS AVEC MRD DETECTABLE EN FIN DE S UIVI SANS

RECHUTE HEMATOLOGIQUE :

La littérature fait état de patients atteints de LAM avec t(8;21)(g22;g22) en RC
hématologique prolongée mais présentant une MRD détectable au long cours.

Aucun patient de notre étude ne présente une MRD détectable sur sang a 2
ans de la fin du traitement sans présenter une rechute hématologique au décours.

A Tinverse, 7 patients (7,3% de la cohorte) présentent une MRD détectable
sur moelle osseuse a 2 ans de la fin du traitement sans toutefois présenter de
rechute hématologique aprés un suivi médian de 22,8 mois a partir du dernier
prélevement réalisé a 2 ans de la fin du traitement (valeurs extrémes: 0 — 32,4
mois).

La Figure 16 montre I'évolution de la MRD exprimée en log sur sang et sur

moelle osseuse chez 6 de ces patients.
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Figure 16 : Evolution de la MRD sur sang et sur moelle osseuse de 6 patients
présentant une MRD détectable sur moelle osseuse a 2 ans de suivi sans rechute

hématologique
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Ces données, combinées a I'absence de valeur pronostique de la MRD sur moelle

osseuse en fin de traitement, tendent a montrer que le suivi a long terme de la MRD

sur moelle osseuse est peu informatif concernant le risque de rechute et valident

l'intérét d’un suivi de la MRD sur sang.
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DISCUSSION

La détection de la MRD par RQ-PCR dans les LAM 1(8;21)(g22 ;qg22) a pour objectif
de déterminer des sous-groupes de patients a risque plus important de survenue

d’une rechute hématologique en vue de modifier leur stratégie thérapeutique.

Cette étude prospective sur 96 patients atteints d'une LAM avec t(8;21) avait pour
objectifs de confirmer la corrélation existante entre les résultats de MRD obtenus sur
sang et sur moelle osseuse. L'autre objectif était de déterminer I'intérét de réaliser
une évaluation de la MRD en fin de traitement et au cours du suivi apres traitement.
Pour cela, un suivi de la MRD sur sang était réalisé tous les 3 mois pendant les 2
années suivant la fin du traitement tandis que la MRD sur moelle osseuse était

évaluée tous les ans pendant 2 ans.

Le 1°* constat qui peut étre fait sur cette étude concerne le nombre de prélévements
sanguins et médullaires réalisés tout au long du suivi aprés traitement. Plus de la
moitié des prélévements recommandés par le protocole étaient interprétables avec
une médiane de 5 prélévements sanguins par patient pendant les 2 ans de suivi.
Aucune étude prospective publiée a ce jour n’a rapporté un nombre de préléevement

identique ou supérieur au cours du suivi des LAM avec t(8;21).

Cette étude confirme les données de la littérature concernant la corrélation entre les
valeurs de MRD sur sang avec celles obtenues sur moelle osseuse.*®3* En effet,
une excellente corrélation a été retrouvée dans notre étude quelle que soit la valeur

de la MRD (lorsqu’elle était détectable).
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Toutefois, il existe une réelle discordance entre les résultats de MRD sur
prélevement médullaire et ceux obtenus sur sang lorsque les valeurs de MRD sont
basses. En effet, a distance de la 3°™ et derniére cure de chimiothérapie de
consolidation, 42% des patients informatifs de notre étude ont une MRD indétectable
sur sang alors qu’elle reste détectable sur moelle osseuse. Cette proportion diminue
au fur et & mesure du suivi mais concerne tout de méme 7 patients a 2 ans de la fin
du traitement. Les travaux de I'équipe anglaise rapportés par Yin JA et al. en 2012
retrouvaient également cette caractéristique.>®® Dans cette étude, 28% des patients
présentaient une MRD détectable sur MO et non sur sang a la fin du traitement
tandis que 11 patients en RC présentaient une MRD détectable sur MO au cours du
suivi aprés un suivi médian de 4,5 ans.

Cette discordance entre les résultats de MRD sur sang et sur moelle osseuse
pendant et a la fin du traitement peut étre expliguée par une cinétigue de
décroissance des valeurs de MRD différente entre le sang et la moelle osseuse.
Ainsi, dans notre étude, les médianes de MRD sur sang sont inférieures a celles
observées sur moelle osseuse apres chimiothérapie d’'induction, au cours des cures
de consolidation et a la fin du traitement. La présence majoritaire de la masse

tumorale leucémique dans la moelle osseuse et les limites de sensibilité de détection

de la technique de RQ-PCR (10°) peuvent expliquer cette différence de cinétique.

Le 2°™ objectif de notre étude était de déterminer l'intérét d’évaluer la valeur
pronostique de la MRD réalisée a la fin du traitement de consolidation. En cela, notre
étude confirme ce qui a déja pu étre rapporté par d'autres auteurs, a savoir
limportance pronostique de la MRD évaluée en fin de traitement sur le risque de

rechute et la survie globale. #?1:300:308310.316.319 T4 tefois, notre étude se démarque
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des autres en montrant que seule la MRD évaluée sur sang, et non sur moelle
osseuse, a une valeur pronostique significative tant sur le risque de rechute (CIR a 4
ans de 50,9% en cas de MRD détectable contre 24,5% en cas de MRD indétectable)
gue sur la survie globale (OS a 4 ans de 63,6% en cas de MRD détectable contre
96,2% en cas de MRD indétectable). Deux constats permettent de comprendre ces
résultats. Tout d’abord, la MRD sur sang décroit plus vite pendant le traitement que
celle réalisée sur moelle osseuse permettant possiblement mieux de séparer a la fin
du traitement les patients « bons répondeurs » des patients dits « réfractaires
moléculaires » plus & méme de rechuter. Dans cette situation, une MRD sur sang
détectable a plus de 10°® serait le reflet d’'une masse tumorale critique permettant la
survenue de la rechute. Enfin, du fait de cette cinétique de décroissance lente dans
la moelle osseuse, plus des 2/3 des patients présentent une MRD détectable sur
moelle osseuse a la fin du traitement alors que la grande majorité de ces patients ne
présentera pas de rechute hématologique (rendant la MRD sur moelle osseuse peu
prédictive de la rechute hématologique).

La recherche d'un seuil de MRD prédictif d’'une rechute hématologique évaluée sur
sang en fin de traitement nous a permis d’établir que les valeurs comprises entre
0,001% et 0,045% définissaient deux groupes avec des risques de rechute différents
et de maniére significative. Nos résultats sont similaires a ceux décrits dans la
littérature puisque les différents auteurs retrouvaient un seuil a 0,001%, a 0,01% et

0,1% prédictifs d’'une rechute hématologique.3°*30¢:316:319

Le 3°™ objectif de cette étude était de déterminer I'intérét du suivi de la MRD sur
sang tous les 3 mois pendant 2 ans dans la prédiction des rechutes hématologiques.

Plusieurs arguments permettaient de focaliser notre attention sur I'évaluation de la
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MRD sur sang : la corrélation des résultats obtenus sur sang et sur moelle osseuse
déja décrite, la facilité d’obtention d’'un prélévement sanguin permettant un suivi tous
les 3 mois, le confort des patients en leur évitant un myélogramme régulier et la
possible détection de rechutes sous la forme de sarcome granulocytaire. Ce choix
est conforté a postériori par la valeur pronostiqgue de la MRD sur sang a la fin du
traitement, résultat non retrouvé sur moelle osseuse. Un intervalle de 3 mois entre
chaque prélevement a été choisi en accord avec les données de la littérature ou le
délai médian entre la rechute moléculaire et la rechute hématologique était d’au
moins 3 mois. Enfin, une durée de surveillance de 2 ans a été choisie arbitrairement
car peu de rechutes hématologiques surviennent aprés 2 ans de traitement dans les
LAM avec (8;21).

De notre étude, on peut d'ores et déja conclure que si un suivi de la MRD est
nécessaire, ce suivi devra étre supérieur a 2 ans puisque 4 des 30 rechutes
hématologiques observées sont survenues au-dela de ce délai.

En étudiant la MRD sur sang en tant que variable qualitative (MRD détectable ou
non), 87% des rechutes hématologiques ont été détectées et 3 profils évolutifs ont pu
étre mis en évidence : les patients en RC moléculaire persistante tout au long du
suivi avec un risque de rechute faible et une survie globale prolongée (CIR a 4 ans
de 6,1%, OS a 4 ans de 93,9%) et les patients dits réfractaires moléculaires
(n’obtenant jamais de MRD indétectable sur sang) ou les patients en rechute
moléculaire (présentant a nouveau une MRD détectable alors qu’ils avaient obtenu
une RC moléculaire) avec un risque de rechute et de décés significativement plus
élevé (CIR a 4 ans de 46,1% et 86,1%, OS a 4 ans de 64,5% et 41,3%

respectivement).
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Concernant les patients dits « réfractaires moléculaires » avec un suivi de la MRD
parfaitement documenté, une rechute hématologique était observée avec une
médiane de 6,2 mois & partir de la 3°™ cure de consolidation. Toutefois, le risque de
rechute est probablement sous-estimé par le fait que nous ayons inclus dans ce
groupe des patients présentant une MRD détectable sur le dernier prélevement
disponible mais n'ayant pas bénéficié du suivi moléculaire défini par le protocole (qui
nous aurait peut étre permis d’observer une négativation de la MRD). Il pourrait donc
s’avérer judicieux d’intensifier le suivi moléculaire des patients présentant une MRD
détectable en fin de traitement afin de mieux dépister ces patients a risque de
rechute hématologique précoce. Le caractere quantitatif de la MRD en RQ-PCR
pourrait alors étre utilisé pour s’assurer de la décroissance du taux de transcrit.

Parmi les patients obtenant une RC moléculaire sur sang (MRD indétectable au
cours du suivi), le délai médian de négativation de la MRD a partir de I'obtention de
la RC hématologique de 2,5 mois. Notre étude différencie nettement les patients en
RC moléculaire persistante des patients présentant une rechute moléculaire
(obtention d’'une MRD détectable) en termes de risque de rechute hématologique
(CIRa& 4 ans de 84,5% contre 5,7%). Dailleurs, celle ci survient dans un délai
médian de 3,3 mois apres rechute moléculaire venant confirmer & postériori le choix
d’un suivi tous les 3 mois. Dans I'étude anglaise de Yin JA. et al, un seuil plus élevé
de MRD a 0,1% a été associé a un risque de rechute de 100% contre 7% en cas de
MRD <0,1%.%%® La valeur pronostique de ce seuil semble confirmée sur notre cohorte
mais malheureusement le délai médian observé entre la rechute moléculaire (définie
par une MRD >0,1%) et la rechute hématologique est de 27 jours laissant peu de

temps en pratique quotidienne pour une intervention thérapeutique aprés obtention

des résultats biologiques.
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Enfin, cette étude confirme les données de la littérature concernant les patients avec
persistance d'une MRD détectable a long terme sur moelle osseuse alors méme
gu’ils ne présentent pas de rechute hématologique. Sept patients de notre étude
possédent ces caractéristiques. Outre le fait que cela n’incite pas a suivre la MRD
sur moelle osseuse pour prédire les rechutes dans la pratique quotidienne, cette
situation souléve une problématique scientifique intéressante. En effet, comment
expliquer que I'on puisse détecter un transcrit de fusion spécifique d’'une LAM dans
la moelle osseuse sans observer de rechute hématologique ? Trois hypothéses
pourraient permettre d’expliquer ce phénoméne. On peut tout d’abord imaginer que
la chimiothérapie a permis d’éradiquer un clone leucémique porteur d’'une anomalie
génique supplémentaire et responsable de la survenue de la LAM. Serait alors
détecté en RC la population cellulaire uniquement porteuse de la t(8;21) dont on sait
gu’elle n'est pas capable a elle-seule d’induire une LAM chez la souris et chez
’homme. Deuxiéme hypothése possible, la chimiothérapie a permis de réduire la
masse tumorale jusqu’a un seuil permettant au systeme immunitaire du patient de
« contrbler » la prolifération cellulaire leucémique. Cette hypothése est confortée par
le fait que ces 7 patients présentent une MRD sur moelle osseuse <0,1%. Enfin, une
derniére hypothese peut étre émise. On sait que la LAM avec t(8;21) est associée a
un certain degré de différenciation et que le transcrit RUNX1-RUNX1T1 peut étre
détecté chez les patients avec t(8;21) en RC dans les cellules souches mais
également dans des progéniteurs myéloides/lymphoides et des cellules bien plus
différenciées comme les monocytes et les lymphocytes B.**! Ainsi, la MRD évaluée
sur moelle osseuse pourrait étre le reflet de la présence de cellules a longue durée

de vie porteuses de la t(8;21) telles que les CSH, les lymphocytes B voire des
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mastocytes.*”? Ces 2 derniéres populations cellulaires différenciées serait alors

détectée par la RQ-PCR mais incapable de générer une rechute de la LAM.

Au total, quelles conclusions et recommandations pratiqgues peuvent étre tirées de
cette étude?

Il apparait essentiel d’évaluer la MRD sur sang en fin de traitement afin
notamment de détecter les patients réfractaires moléculaires (c'est-a-dire les patients
n'obtenant jamais une MRD indétectable sur sang). Cette population de patient
posseéde en effet un risque de rechute beaucoup plus élevé et bénéficierait
probablement d’'une intensification thérapeutique ou de la réalisation d’'une allogreffe
de CSH en 1% RC avant la survenue de la rechute hématologique. Il apparait donc
judicieux en cas de MRD détectable a la fin du traitement de contrbler plus
fréguemment la MRD sur sang dans les 6 premiers mois suivant la fin du traitement.

En cas d’obtention d’'une MRD indétectable sur sang, I'évaluation stricte de la
MRD sur sang tous les 3 mois pour une période d’au moins 3 a 4 ans parait
nécessaire puisqu’elle permet vraisemblablement de détecter toute rechute
hématologique avant sa survenue.

Enfin en cas de rechute moléculaire (définie par une MRD sur sang a nouveau
détectable), un 2°™ prélévement sanguin pourra étre réalisé le plus t6t possible afin
de confirmer la rechute moléculaire, associé a la réalisation d’'un myélogramme. Si
cette rechute moléculaire est confirmée, la rechute hématologique est imminente
selon les résultats de notre étude et les patients dans cette situation devraient se voir

offrir une allogreffe de CSH dans les plus brefs délais ou une thérapeutique

innovante.
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Les recommandations émises a l'issue de ce travail sont résumées dans la

Figure 17.

Figure 17 : recommandations émises pour le suivi de la MRD dans les LAM avec
t(8;21) en 1% RC a lissue du traitement de consolidation et proposition de stratégie

thérapeutique adaptée.
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sang ala fin du traitement

//\
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v h 4
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{+/-myélogramme) surveillance de 4 ans
h 4 MRD sur sang détectable RRD sur sang indétectable
Non décroissance de la MRD réalisée aun moment du suivi
sUrsang A

l

Controle de la MRD sur
sang a 1 mois avec
myélogramme

Y v
Allogreffe de CSHen RCLou essal | Confirmation dela rechute
thérapeutique - moléculaire sur le 220

prélevement

Ce schéma tire profit des résultats observés dans notre étude et a le mérite d’étre
simple concernant l'interprétation des données de RQ-PCR (MRD détectable ou non)
et applicable en pratique afin de détecter les patients les plus a risque de rechute

hématologique.
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Toutefois, cette stratégie thérapeutique ne pourra démontrer son intérét que dans le
cadre d'une étude prospective testant I'intérét de la mise en place d’un traitement
préemptif de la rechute hématologique, comme l'allogreffe de CSH ou une thérapie

innovante.
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CONCLUSIONS

L’objectif de ce travail était de déterminer la valeur pronostique du suivi de la
maladie résiduelle en RQ-PCR sur sang et sur moelle osseuse chez 96 patients en
1% RC d’'une LAM avec t(8;21)(q22;g22) inclus dans une étude prospective.

La corrélation des valeurs de MRD obtenues sur sang et sur moelle osseuse a
pu étre confirmée dans notre étude avec toutefois de nombreux patients présentant
au cours du traitement une MRD détectable sur moelle osseuse et non sur sang.
Nous confirmons également les données de la littérature quant a la valeur
pronostique de la MRD realisée en fin de traitement sur le risque de rechute et sur la
survie globale. Toutefois, seule la MRD étudiée sur sang semble prédictive de la
rechute hématologique et du risque de déces. Enfin, nous confirmons lintérét
pronostique du suivi de la MRD sur sang tous les 3 mois pendant au moins 2 ans
apres traitement puisque ce suivi permet de différencier 2 groupes de patients : les
patients de tres bon pronostic obtenant une réponse moléculaire persistante (ie MRD
indétectable sur sang et persistante dans le temps), dont la thérapeutique ne mérite
probablement pas de changement, et les patients a risque élevé de rechute. Parmi
ces derniers, on pourra distinguer les patients qui n’obtiennent jamais une MRD
indétectable sur sang (« réfractaires moléculaires ») et qui vont rechuter dans les 6
mois suivant la fin du traitement et les patients qui vont présenter une rechute
moléculaire au cours du suivi (MRD a nouveau détectable sur sang) et qui vont
rechuter a 3 mois de la rechute hématologique.

Notre étude montre donc qu’il est possible de différencier au cours du suivi les
patients a risque de rechute hématologique dans les LAM avec t(8;21) et que I'étude

de la MRD en RQ-PCR devrait étre utilisée dans de futurs essais thérapeutiques ou

un traitement préemptif de la rechute hématologique serait entrepris.
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