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Hépato-gastroentérologie
Anatomie et cytologie pathologiques
Biochimie et biologie moléculaire
Hématologie — transfusion
Radiologie et imagerie médicale
Neurologie

Néphrologie

Rhumatologie

Chirurgie Générale

Chirurgie thoracique et vasculaire

Endocrinologie, diabéte et maladies métaboliques

Génétique

Maladies infectieuses
Biostatistiques, informatique médicale
Réanimation

Médecine d’urgence

Chirurgie générale

Néphrologie

Radiologie et imagerie médicale
Gynécologie-obstétrique
Médecine interne

Chirurgie Infantile
Gynécologie-obstétrique
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Psychiatrie d’adultes ; addictologie
Dermato-vénéréologie
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Endocrinologie

Hématologie
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Histologie

Biochimie et biologie moléculaire
Pharmacologie fondamentale
Physiologie

Biophysique et médecine nucléaire
Biochimie et biologie moléculaire
Biostatistiques, informatique médicale
Chirurgie orthopédique et traumatologie
Physiologie

Gériatrie

Néphrologie
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Biophysique et médecine nucléaire

(01/09/2020 au 31/08/2023)
(01/09/2020 au 31/08/2023)
(01/09/2021 au 31/08/2024)
(01/09/2020 au 31/08/2023)
(01/09/2019 au 31/08/2022)
(01/09/2020 au 31/08/2023)
(01/09/2021 au 31/08/2024)
(01/11/2018 au 31/10/2021)
(15/12/2020 au 14/12/2023)
(01/01/2019 au 31/12/2021)
(01/09/2019 au 31/12/2021)
(01/09/2019 au 31/08/2022)
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Médecine Générale
Médecine Générale

Médecine Générale
Médecine Générale
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Mme Marianne

ZELLER

Médecine Générale
Médecine Générale
Médecine Générale
Médecine Générale
Médecine Générale
Médecine Générale

Anglais

Anglais

P6le Epidémiologie
Biologie Cellulaire

Physiologie
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SERMENT D'HIPPOCRATE

"Au moment d'étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d'étre fidéle aux lois
de I'nonneur et de la probité.

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

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune discrimination
selon leur état ou leurs convictions.

J'interviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur
intégrité ou leur dignité.

Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de
I'humanité.

J'informerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.

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

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera.

Je ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

\

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

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

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

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

Que les hommes et mes confréres m'accordent leur estime si je suis fidéle G mes promesses ;
que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque."
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I Introduction :

A.Epidémiologie :

La LMC touche une personne pour 100 000 habitants par an avec une prédominance pour les
hommes.

B.Physiopathologie :

La LMC est une prolifération excessive et clonale de cellules matures de la lignée myéloide a
partir d’'une cellule souche hématopoiétique. Elle est due a I'acquisition, dans cette cellule
souche, d’une translocation réciproque entre le bras long du chromosome 9 et du
chromosome 22, t (9;22), appelé chromosome de Philadelphie, ville ol elle a été mise en
évidence dans les années 1960 par Peter Nowell et David Hungerford.

Cette translocation juxtapose le gene ABL1 (Abelson murine leukemia viral homolog 1) et le
géne BCR (breakpoint cluster region gene), pour aboutir a la formation du chromosome BCR-
ABL1.

Les points de cassures de cette translocation se situent sur 5 exons différents sur le gene BCR
(b1-b5), et toujours en amont de I'exon 2 du gene ABL1, aboutissant a plusieurs isoformes du
géne BCR-ABL1 dont les deux plus fréquentes sont les isoformes b2a2 et b3a2.

(b1 b2 b3 b4 b5
o 82 - 6l 88 10 11 12 1314 15 16 #1716 19 20212223

m-BCR M-BCR WwBCR

al a2 3 4 5 B 7T & 89 10 1

(03)
a1 el - o &0 10 11 12 1314 az 3 4 5 6 7T B 9 1D 1

BCR-ABL
el4a2 (b3a2)

LF]

62- e 80 10 11 12 13 a2 34 56 T A 8 W0 1

BCR-ABL
|¢73a2 (b222)

Figure 1: Schéma des génes BCR et ABL1, et leur fusion a différents points de cassure

Le gene ABL1 code pour une protéine enzymatique a activité tyrosine kinase dépendant de
’ATP. Son activité permet la phosphorylation d’un certain nombre de substrat via son
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domaine SH1, affectant de nombreuses activités cellulaires comme la prolifération cellulaire
ou la résistance a 'apoptose.

Le role du gene BCR n’est pas encore parfaitement connu. Il entraine la production d’une
protéine activatrice de GTPase ayant un réle important dans la signalisation intra-cellulaire.
Les GTPases peuvent étre activées, lorsqu’elles sont liées a du GTP (Guanosine triphosphate),
et inactivées lorsqu’elles sont liées a du GDP (Guanosine diphosphate). La protéine BCR
inactive notamment une GTPase appelée RAC1 (GTPase de la famille des GTPases Ras,
impliquée dans le contréle des processus cellulaires essentiels comme la migration, la
phagocytose, le cycle et 'apoptose), en stimulant la réaction qui transforme le GTP lié a RAC1
en GDP.

Le géne de fusion BCR-ABL entraine la production d’une protéine chimérique a activité
tyrosine kinase dérégulée par deux mécanismes différents, 'un allostérique et l'autre
chimique.

En temps normal, la protéine Abll posséde une partie N-terminal responsable d’une auto-
inhibition en maintenant la protéine dans une position conformationnelle ol le domaine
tyrosine kinase n’est pas accessible. Dans la protéine chimérique la partie N-terminale est
remplacée par la protéine Bcr entrainant une dimérisation constitutive de la protéine Abl1l et
donc un libre accés au domaine tyrosine kinase.

D’autre part la protéine Bcr est aussi responsable d’une autophosphorylation du domaine
tyrosine kinase d’Abll responsable d’une auto-activation de I'activité tyrosine kinase.

In fine, cette protéine auto-activée va étre responsable de I’activation permanente et non
contrblée de différentes voies de signalisation cellulaire (GRB2/GAB2, JAK/STAT, MAPK,
PI3K/AKT) régulant entre autre la prolifération cellulaire et I'apoptose.[1]-[13]

L’histoire naturelle de la LMC en I'absence de traitement se déroule en trois phases
successives. La phase chronique qui peut durer plusieurs années et qui est la forme la plus
fréquente au diagnostic. La phase accélérée, qui peut durer 3 a 12 mois. Finalement, la phase
blastique, qui n’est rien d’autre qu’une transformation en leucémie aigué le plus souvent
myéloblastique mais parfois lymphoblastique et qui survient en moyenne entre 3 et 8 ans
apres le diagnostic.

L'intérét du traitement est donc d’empécher cette évolution vers la phase blastique ou du
moins de la ralentir en prolongeant la durée de la phase chronique, car en cas d’acutisation la
mortalité est proche de 100 %.
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C.Evolution de la prise en charge :

Le traitement de la LMC a connu une révolution dans les années 2000. Grace a la
compréhension moléculaire de cette hémopathie maligne, une thérapeutique spécifique a pu
étre envisagée. Celle-ci a permis un bouleversement dans la prise en charge et le devenir des
patients.

Au niveau historique, le premier traitement de la LMC est apparu au XIXe siécle, avec
I'utilisation de composés a base d’arsenic [14].

Au début du XXe siecle, I'irradiation splénique permettait de diminuer la splénomégalie mais
cette derniére fut remplacée dans les années 1960 par les agents alkylants, aprés la réalisation
de la premiere étude randomisée dans la LMC, qui montrait une augmentation de la survie
chez les patients recevant du Busulfan [15].

Plus tard, il a été reconnu que le Busulfan ne permettait pas toujours de normaliser la
numération et surtout qu’il occasionnait probablement des mutations additionnelles
induisant des crises blastiques. Il a donc rapidement été remplacé par I'Hydroxycarbamide.
Malgré I'amélioration de la numération et de la symptomatologie des patients, le Busulfan et
I’'Hydroxycarbamide ne permettait pas de retarder I’évolution et 'acutisation de la maladie
qui survenait avec une médiane de 4 a 5 ans apreés le diagnostic.

C'est dans les années 1970 que deux nouvelles stratégies thérapeutiques apparurent,
I'Interferon a et I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, permettant d’obtenir une
réponse cytogénétique avec la négativation du Chromosome Ph et surtout permettant
d’augmenter la survie des patients [16].

L'interféron a permettait d’obtenir une négativation du chromosome Ph donc une rémission
compléte cytogénétique chez environ 10 a 15% des patients.

Plusieurs études comparant l'interféron a au Busulfan, ou a I’hydroxycarbamide ou les deux,
ont montré que l'interféron a améliorait la médiane de survie a 6-7 ans.

L'interféron « est en revanche accompagné de nombreux effets secondaires limitant son
utilisation au long cours pour un certain nombre de patients.

Son association a la Cytarabine permettait d’atteindre une rémission compléte cytogénétique
chez une plus grande proportion des patients et une étude avait également montrée une
amélioration de la survie avec cette association, au dépend d’une plus grande toxicité[17]—
[21].

Cependant, entre des résultats positifs pour un petit nombre des patients et des effets
indésirables fréquents et parfois sévéres pour d’autres, le traitement par interféron «
n’apportait un bénéfice qu’a une minorité de patient (IFN vs Hydrea : 50 % survie a 6 ans vs
29 % survie a 6 ans. Réponse hémato identique pour les 2 traitements, plus d’effet toxique
avec IFN (16 % vs 0%)
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IFN vs IFN + cytarabine : RHC 55 % vs 66 %, RC majeur 24 % vs 41 %, survie a 3 ans 79,1 % vs
85,7 %)

Au début des années 1970, les premiéres allogreffes de cellule souche hématopoiétique dans
la LMC avait été réalisées a partir de patients ayant un jumeau comme donneur [22]-[26].
C'est seulement plusieurs années plus tard, avec I'amélioration des connaissances en
particulier sur le systeme HLA et les techniques de typage, que des patients ont pu se faire
allogreffer avec des donneurs intra familiaux puis des donneurs non apparentés [22], [27],[28].
Cette thérapeutique, précédée d’'une myéloablation par une irradiation corporelle entiere ou
par un traitement par Busulfan, permettait d’obtenir une réponse compléte chez la quasi-
totalité des patients, ainsi qu’une survie a long terme améliorée avec |'obtention d’une
guérison, surtout si I'allogreffe était réalisée a la phase chronique de la LMC.[29]

En revanche, la mortalité liée a l'allogreffe était importante (14 % de décés pour les
transplantations avec jumeau, entre 30 et 40 % (avant les années 2000 vs aprés les années
2000) pour les allogreffes avec conditionnement standard, et entre 20 et 30 % pour les
allogreffes avec conditionnement réduit), limitant son utilisation a des patients jeunes et
ayant une compatibilité tissulaire 10/10 avec le donneur.

Par la suite, la compréhension que l'action thérapeutique de I’allogreffe n’était pas
uniguement liée aux fortes doses de chimiothérapie mais également au fait que les cellules
leucémiques résiduelles étaient détruites par le systéme immunitaire du donneur, appeler
effet GVL (Graft Versus Lekemia), ont permis de réduire I'intensité du conditionnement.

La GVL apparait lors de la restauration de I'immunité du donneur. Lors de I'expansion des
lymphocytes T CD4+ présent dans le greffon, ceux-ci vont reconnaitre les antigénes des
cellules leucémique de la LMC, qui ont de plus conservé leur propriété de présentatrice
d’antigene, ainsi que du systeme HLA du receveur.

Ces contacts vont activer les lymphocytes T CD4+ du donneur entrainant une cascade
immunitaire et cytotoxique contrélé par certaines cytokines mais également par le
recrutement de lymphocytes T NK et de lymphocytes T CD8+.

C’est toute cette réaction qui va permettre d’éliminer les cellules leucémiques persistante
apres la chimiothérapie de conditionnement et aboutir a une rémission compléte.

Il est a noter que la GVL est concomitante a la GVH (Graft Versus Host), qu’elle soit aigue ou
chronique. Il a méme été mis en évidence que plus la GVH était importante plus la GVL était
efficace. Il a également été démontré que la pratique de lymphodéplétion T, utilisé pour
réduire de fagon drastique les GVH, entrainer des rechutes plus fréquentes chez les patients
en lien avec I'absence de GVL que cette déplétion entrainait.

Tout I’enjeux de I'allogreffe résulte donc dans le management de la GVH tout en préservant
et optimisant I'action de la GVL. [30], [31]

Le conditionnement de greffe est également responsable d’une toxicité (en particulier

infectieuse et pulmonaire). Il a été donc proposer de réaliser des conditionnements dit
atténués afin de réduire les mortalités et morbidités du conditionnement. Cette réduction
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d’intensité a permis de proposer I'allogreffe a plus de patients, aboutissant, dans les années
1990, a la proposer en premiere ligne pour les phases chroniques et accélérées.[32]

En 1996, Druker et al ont mis en évidence I'effet inhibiteur spécifique du composant STI571
(signal transduction inhibitor 571) sur la tyrosine kinase de BCR-ABL en utilisant des lignées
cellulaires de LMC in vitro.[33]

A la suite de cette démonstration, une étude de phase 1 a montré que le STI571, connu alors
sous le nom d’Imatinib, permettait de normaliser la NFS, ainsi que d’induire une réponse
cytogénétique voire une rémission compléte cytogénétique pour certains patients.[34]

C'est finalement I'étude IRIS, qui bouleversa la prise en charge de la LMC en montrant la
supériorité de I'Imatinib par rapport a I'interféron a plus Cytarabine aprés la randomisation
de plus de 1100 patients porteurs d’'une LMC nouvellement diagnostiqué [35]. Cette étude a
été publiée par la suite plusieurs fois avec un recul de plus en plus important confirmant a
distance I'effet majeur positif de I'imatinib dans le traitement en premiere ligne de la LMC.
[35]-[37]

A la suite de cette étude I'Imatinib deviendra le traitement de premiére ligne pour les LMC
nouvellement diagnostiqués.

Les résultats a 10 ans de suivi de cette étude montrent que I'imatinib permet d’obtenir 89 %
de réponse cytogénétique majeur, 82 % de réponse cytogénétique compléte, 93 % de réponse
moléculaire majeur et 63 % de RM4.5

Le taux d’échec était de 16 % avec 6,9 % de passage en phase blastique ou accélérée.

Il'y avait 7 % des patient qui ont arrété le traitement pour effet indésirable.

La PFS a 10 ans est de 79,6 % pour les patients traités par Imatinib vs 56,6 % pour les patients
traités par interféron plus cytarabine.

Des études observationnelles ont par la suite encore appuyé |'extraordinaire amélioration de
la survie des patients porteurs d’'une LMC sous Imatinib en montrant un gain sur I'espérance
de vie jusqu’a étre quasiment identique a celle de la population générale. L'estimation du gain
d’année de vie est alors d’environ de 15 a 25 ans pour des patients diagnostiqués entre 55ans
et 65 ans. [38], [39]

Malgré les excellents résultats apportés par I'lmatinib un certain nombre de patients restaient
en mauvaise réponse ou en échec, avec un risque d’évolution vers une phase accélérés et/ou
blastique, motivant la poursuite de la recherche autour des ITK et aboutissant quelques
années plus tard au développement des ITK de 2eme génération (Dasatinib, Nilotinib,
Bosutinib) et de 3éme génération (Ponatinib).

Ces nouvelles générations d’ITK ont permis d’encore améliorer la prise en charge des patients
en rattrapant certains échecs et certaines progressions notamment par le fait de maintenir
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leur activité anti-tyrosine kinase malgré certaines mutations du DTK, avec par exemple le
Ponatinib et la mutation T315I.

Les ITK 2G ont également des profils de tolérance différents, tout en ayant la méme efficacité,
permettant d’adapter le traitement aux comorbidités ou aux effets indésirables des patients,
avec par exemple les épanchements pleuraux du Dasatinib qui sont plus rare avec le Bosutinib.
Les autres intéréts mis en évidence des ITK 2G et 3G, sont la rapidité de réponse et I'obtention
d’une réponse plus profonde jusqu’a -5 log. Plusieurs études ont d’ailleurs montré que cette
rapidité et profondeur de réponse étaient des criteres améliorant la PFS sans pour autant
modifier I'OS. [40]-[42]

L'allogreffe sera donc reléguée en 2éme puis 3éme et 4eme ligne thérapeutique, lors de
I'avenement des ITK a la fin des années 1990 et début des années 2000, pour étre proposé
chez des patients en échec apres plusieurs ITK ou présentant une LMC en phase blastique.

L’explication de I'efficacité exceptionnelle des ITK réside dans le fait que la LMC est un modéle
de cancer ou un seul événement oncogénique est responsable de la maladie en comparaison
aux leucémies aigues olU le processus de transformation tumorale implique plusieurs
événements mutationnels.
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D. Evaluation de la réponse :

Les méthodes d’évaluation de la réponse ont fortement évolué avec I'amélioration de
I’efficacité des thérapeutiques introduites.

Initialement, la réponse était appréciée sur la normalisation de la NFS et du myélogramme
mais il n’y avait alors aucune modification de I’histoire naturelle de la LMC.

Les patients sous hydroxycarbamide en monothérapie obtenaient trés fréquemment cette
réponse dite hématologique ou cytologique. Mais le fait de laisser le clone tumoral « actif »
permet l'apparition des anomalies moléculaires responsables de la progression de la
pathologie tumorale et donc I’évolution vers la phase accélérée puis blastique.

Avec l'introduction de l'interféron alpha, il a été constaté pour un groupe de patient une
normalisation du caryotype, c’est a dire une inhibition importante du clone leucémique voir
sa mise compléte au repos. Il fut alors introduit la notion de réponse cytogénétique. Le but du
traitement étant alors d’obtenir la négativation du chromosome Philadelphie.

Ce sont ces patients en réponse cytogénétique qui ont vu I'histoire naturelle de leur maladie
se modifier avec I'absence d’accélération ou d’acutisation.

Ceci permettant de démontrer que plus la réponse est profonde, moins le risque d’évolution
est important.

Mais la méthode pour évaluer la réponse cytogénétique pose des problemes techniques, avec
la nécessité de visualiser des cellules en mitose. De plus, le prélevement doit étre médullaire
chez des patients le plus souvent en réponse compléte hématologique.

L’évaluation caryotypique pose également le probleme de sensibilité, qui est de I'ordre de 5%
pour un caryotype conventionnel.

L’hybridation in situ (FISH) a permis d’augmenter cette sensibilité jusqu’a 0.1% mais conserve
les mémes problémes techniques.

Avec l'introduction des ITK, il est apparu que le clone leucémique pouvait étre fortement
inhibé, et la réponse cytogénétique est le plus souvent obtenu (89 % de réponse majeur
cytogénétique dans I'étude IRIS).

Alors toujours dans l'idée d’évaluer plus finement la réponse, il fut introduit la notion de
réponse moléculaire. Le but du traitement étant alors d’obtenir la disparition compléte ou
presque de la protéine chimérique BCR-ABL pour empécher toute accélération et acutisation
de la maladie.

Ces notions de réponse cytogénétique et moléculaire seront ensuite également utilisés pour
les autres hémopathies malignes, qu’elles soient chroniques ou aigue, myéloide ou
lymphoide.

L’évaluation moléculaire, est faite avec I'utilisation de la RT-PCR puis de la RT- gPCR, qui va
permettre de faciliter et d’approfondir le degré de réponse au traitement, et d'augmenter
largement la sensibilité jusqu’a 0.001%. [43]
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La RT-gPCR peut se faire sur sang ou sur prélevement médullaire sans que cela ne modifie
I’évaluation de la réponse. Il faut par conte éviter de changer de type de prélévement au cours
du suivi car les valeurs entre le sang et la moelle peuvent parfois varier. Par ailleurs il est
préférable de réaliser les évaluations sur préléevement sanguin du fait de la simplicité du
prélevement et de la répétition des dosages plus facilement réalisable.

Afin d’harmoniser les résultats des différents laboratoires de biologie moléculaire, il a été

réalisé une standardisation de la RT-qPCR, débuté en 2006, qui a permis la mise en place d’une
échelle internationale concernant la réponse moléculaire.[44]-[46]
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E. Critéres de réponse :

Avec I'évolution des techniques permettant d’évaluer la réponse aux traitements ainsi que sa
profondeur, les critéres de réponses ont eux aussi évolué.

C’est maintenant la réponse moléculaire qui est visée, et en Europe c’est 'ELN (European
Leukemia Net) qui a défini les étapes importantes de suivi et les niveaux de réponse a obtenir
pour espérer la meilleure survie chez les patients.

L'ELN est une organisation publique regroupant 220 centres dans 44 pays européen. Le but
de cette organisation est de regrouper les principaux groupes coopérateurs a travers I'Europe
pour former un réseau promouvant la recherche coopérative pour traiter les leucémies (LAL,
LAM, LMC, LLC, SMP, SMD).

En ce qui concerne la LMC, I'ELN a permis de regrouper les données des différentes études, et
de créer un registre central qui a permis entre autre la création de scores pronostiques (sokal,
euro, eutos, elts). Cette organisation a également permis la standardisation des pratiques de
diagnostic et de traitement grace a la réalisation de méta analyse et finalement proposer une
harmonisation des pratiques dans la prise en charge et le suivi des hémopathies malignes sous
la forme de recommandations.

Les derniéres publiées en ce qui concerne la LMC date de 2020 [47]

La réponse aux traitements va étre évaluée selon le degré de la profondeur de la réponse
moléculaire a un certain temps aprés le début du traitement, et permet de distinguer ainsi 3
groupes :

1- La réponse optimale, ou la poursuite du traitement en cours est associée a une
probabilité de survie proche de celle de la population générale.

2- La réponse intermédiaire ou zone d'alerte, justifiant une surveillance étroite des
patients mais ou le changement de thérapeutique n’a pas fait sa preuve sur la
modification de la survie.

3- L’échec thérapeutique, ol il est nécessaire de changer d’ITK ou bien de recourir a
I'allogreffe.

La réponse optimale est obtenue, selon I'ELN 2020, quand le BCR-ABL est < 10% a 3 mois, <
1% a 6 mois et £ 0,1% a 12 mois définissant également la réponse moléculaire majeure.
L'ESMO 2017 prend également le taux de Chromosome Philadelphie comme suit, dans les
définitions de la réponse optimal, < 35% a 3 mois et rémission cytogénétique (0%) a 6 et 12
mois.

Le NCCN 2018 a des criteres plus larges, en considérant la réponse comme optimale lorsque
de BCR-ABL est < 10% a 3 et 6 mois, < 1% a 12 mois et < 0,1% a 18 mois.
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La réponse intermédiaire est définie par I’'ELN 2020, par un BCR-ABL >10% a 3 mois, un BCR-
ABL entre 1% et 10% a 6 mois et entre 0.1% et 1% a 12 mois.

L’'ESMO rajoute la quantification du chromosome Philadelphie, entre 36% et 95% a 3 mois et
entre 1% et 35% a 6 mois.

Le NCCN 2018 ne prend pas en compte le dosage de BCR-ABL a 6 mois et considere étre en
zone d’alerte lorsque le BCR-ABL est entre 1% et 10% a 12 mois et 0,1% et 1% a 18 mois.

Pour I'échec thérapeutique, il est défini, pour 'ELN 2020, par un BCR-ABL >10% a 3 et 6 mois
et >1% a 12 mois.

L’'ESMO 2017 retient un échec en cas d’absence de RHC et d’un chromosome Philadelphie
>95% a 3 mois, un chromosome Philadelphie >35% et un BCR-ABL >10% a 6 mois, et un
chromosome Philadelphie 21% et un BCR-ABL >1% a 12 mois.

Le NCCN 2018 ne définit pas de criteres d’échec a 3 mois. L’échec est caractérisé par un BCR-
ABL > 10% a 6 mois, un BCR-ABL >10% et un chromosome Philadelphie 21% a 12 mois, et un
BCR-ABL >1% avec le méme taux de chromosome Philadelphie a 18 mois.[33]—[35]
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Tableau 1 : Critéres de réponse au traitement par inhibiteur de tyrosine kinase [47]-[50]

- Réponse optimale Signes d’alertes Echec thérapeutique

Temps

Ph <35%
BCR-ABL
<10%

A 3 mois

A 6 mois

RCyC
BCR-ABL
<0.1%

A 12 mois

>18 mois

(ESMO) ou

> 12mois
(NCCN)

A n’importe
quel NA
moment

BCR-ABL
<10%

BCR-ABL
<0.1%

BCR-ABL
<0.1%

BCR-
ABL
<10%

RCyC
BCR-
ABL
<1%

NA

BCR-
360{? = ABL
s:S% BCR- Absence >10%
BCR- BCR- ABL de RHC  confimé NA
ABL ABL >10%  Ph>95% dansles
~10% >10% 1 5.3
mois
0.1% < 0.1% < 1% < - "
BCR- BCR- BCR- BP;R-}%]:)L BCR- BP(?R-;:L
ABL < ABL ABL < 1% e > 10%
1% <1% 10%
>1%

Perte de Perte de
RH RH
Perte ¢ BCR- ¢
Perte de Perte de
NA de la NA RCyC ABL RCyC
RMM 19
Perte de A0 Perte de
RMM RMM
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F. Les résistances et leurs mécanismes :

La notion de résistance a I'lmatinib et aux ITK en général, est apparue dés le début de leur
utilisation puis confirmée comme étant un important probléme clinique, comme dans I'étude
IRIS ou il a été retrouvé pres de 17% de rechute et 7% de progression en phase accélérée ou
blastique.[37]

Ces résistances ont également été retrouvées biologiquement en observant la réactivation de
I'activité tyrosine kinase de BCR-ABL1 en mesurant, chez des patients en rechute, le niveau de
phosphorylation de la protéine adaptatrice CRKL.[52]

Les mécanismes de résistance peuvent étre scindés en trois grands groupes :

1- Ceux liés a l'inhibiteur de tyrosine kinase lui-méme et les modifications de sa
pharmacocinétique.

2- Ceux liés aux modifications de la cible oncogénique, avec la modification du gene BCR-
ABL ou de la protéine chimérique.

3- Celles dépendantes de la cellule tumorale et de son environnement.

Inhibitor-insensitive

BCR-ABL adlieles

Ber-Abl l Activation of
; : secondary
overexpression \ /— Sosine kine

Oncogene-
Enhanced .
drug effiux from _/ \ ndependence
stem cells
Extracellular
sequestration of
drug molecules

Figure 2 : Schéma des différents mécanismes entrainant une résistance a I'lmatinib [69]

1. Les résistances en rapport avec I'inhibiteur de tyrosine
kinase :

Picard and al. ont montré que la concentration plasmatique en Imatinib était plus élevée chez
les patients ayant une réponse cytogénétique que chez les patients n’obtenant pas de réponse
cytogénétique, et encore plus élevée chez les patients avec une réponse moléculaire majeure.
lls ont également montré que la variabilité interindividuelle de la concentration plasmatique
en Imatinib est tres importante et pourrait étre a I'origine de résistance.[53], [54]
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Rappelons que la biodisponibilité de I'imatinib dépend de son absorption, de sa distribution,
de sa métabolisation, essentiellement faite par le CYP3A4, de son transport et de son
excrétion de la cellule.

Floyd and al ont mis en évidence la présence de variant du CYP3A4 modifiant son activité et
pouvant peut-étre expliquer une partie de la variabilité de la concentration plasmatique de
I'Imatinib.[55]

Des études ont également été faites sur la glycoprotéine P ou P-GP, encodées par le géne
MDR1 (multi drug resistance), connu pour entrainer des résistances a de nombreux
médicaments par phénomene d’efflux. Dans la LMC plusieurs études ont montré une
surexpression du gene MDR1 entrainant une résistance a I'lmatinib. Cette surexpression
paraissant plus fréquente dans les LMC en phase accélérée et blastique.[56]—[59]

Quoi gu’il en soit la variabilité de la biodisponibilité et de la concentration plasmatique en
Imatinib est probablement multifactorielle, en faisant intervenir des facteurs
environnementaux, des interactions médicamenteuses, la présence de comorbidité et le
polymorphisme génétique.[53]

2. Résistances liées aux modifications de la cible :

L’amplification du géne BCR-ABL résulte de la présence de plusieurs copies du gene BCR-ABL
ou de la présence de 2 chromosomes Philadelphie, entrainant une résistance a I'lmatinib.

Ce mécanisme est le plus fréquemment retrouvé in vitro sur des lignées cellulaires. En
revanche, bien qu’il existe des cas rapportés dans la littérature, ce mécanisme est moins
fréquent in vivo.[56], [60], [61]

L’addition d’anomalies chromosomiques, ou évolution clonale, est un autre moyen pour la
LMC de devenir résistante aux ITK.

Comme ont pu le montrer plusieurs études, il existe un pourcentage plus élevé d'aberration
chromosomique chez les patients réfractaires ou en rechute, ou chez les patients présentant
une phase accélérée ou blastique.

De plus, des études ont montré que I'addition de ses anomalies étaient, au diagnostic comme
au moment de la résistance aux ITK, un facteur de mauvais pronostic de réponses au
traitement.

Il est a noter également que la présence d'une évolution clonale est plus fréquente chez les
résistants que l'existence d’une mutation du domaine tyrosine kinase, et aussi que ses
mutations surviennent plus volontiers chez des patients présentant une évolution
clonale.[62]-[65]
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Le domaine tyrosine kinase (DTK) de la protéine BCR-ABL peut étre divisé en 4 régions
fonctionnelles principales :

e Laboucle P (P-loop) ou binding-loop, qui est la région impliquée dans la fixation de
L'ATP.

e Laboucle C ou C-helix, qui est la région impliquée dans 1’auto-inhibition de la tyrosine
kinase native et qui est en partie conservée malgre la fusion du BCR au c-ABL,
permettant le maintien de la protéine chimérique en conformation inactive bien que
BCR-ABL soit activé de maniére constitutive.

e Laboucle A ou Activation-loop, qui est une zone flexible régulant I’activité de la
tyrosine kinase en fonction de son état de phosphorylation. Lorsqu’elle est

phosphorylée, elle est en conformation ouverte ce qui permet un acces facile aux
molécules d’ATP au site catalytique.

e Lazone de la thréonine 315 ou gatekeeper residue, région permettant la liaison de
I'Imatinib au site actif de c-ABL par des ponts hydrogénes.

Les études cristallographiques de I'imatinib et des ITK ont montré qu’ils se liaient au domaine
kinase de BCR-ABL et plus précisément au site de liaison canonique de I’ATP situé dans la
poche a ATP d’ABL. Ces études ont montré que cette liaison se faisait selon différentes
conditions avec par exemple pour I'imatinib, la nécessité d’avoir la protéine en conformation
inactive pour pouvoir accéder a la boucle d’activation d’ABL et de se fixer au site de liaison de
I’ATP[66], [67].
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Figure 3: Schéma de la protéine Bcr-Abl et de son site de liaison a I'lmatinib [69]

Carboxy-termmal domen
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Les séquencages du DTK de BCR-ABL chez les patients présentant une résistance a I'lmatinib
ont montré que les mutations étaient principalement localisées dans une des quatre régions
fonctionnelles du DTK. Cela a également permis d’établir un spectre des mutations en fonction
de la zone fonctionnelle impliquée et du degré de résistance induit.

Les mutations vont donc entrainer en général, une instabilité de la conformation inactive vers
la conformation active lorsqu’elles touchent la boucle P et A, une stabilité de la conformation
active lorsqu’elles touchent la boucle C et I'impossibilité de réaliser des liaisons hydrogene
avec I'Imatinib, entre autre, lorsqu’elles touchent la thréonine 315.[46], [68]—-[74]

La fréquence de ces mutations est assez variable dans la littérature. Elle dépend a quelle phase
de la maladie elles sont recherchées, avec une fréquence plus élevée en phase accélérée et
blastique. Elle dépend également des expositions éventuelles a plusieurs traitements et
notamment a I'lIFNa.

Chez des patients présentant une LMC en phase chronique et dont la moitié a été exposé a
I'interféron, la fréquence de mutation se situe entre 14 % et 36 % [65], [75]. Dans des
populations naives de traitement et exposées uniquement aux ITK, la fréquence est de l'ordre
de 8-9%. [40]

D’aprés la derniére publication du Fi-LMC, la fréquence de mutation en phase chronique
varierait ente 26 % et 55 %. [50]

3. Les résistances liées a la cellule :

Trois grands mécanismes ont pu étre mis en évidence dans la littérature, dont certains ne sont
pas encore totalement compris, et qui pourraient aboutir a d'autres cibles thérapeutiques.

La réactivation des voies de signalisation en aval du BCR-ABL1, par le maintien de Ia
phosphorylation d’autre tyrosine kinase ou la surexpression d’autre voie de signalisation a pu
étre mis en évidence sur des lignées cellulaires, mais également in vivo chez des patients
présentant une résistance aux ITKs. [76]

Ces voies de signalisation sont entre autre les voies PI3K/AKT/MAPK et la voie JAK/STAT,
permettant la survie des cellules Ph+ alors méme que BCR-ABL1 est inhibé de facon
efficace.[77]-[81]

La présence de mutation sur les genes régulant I'épigénétique a pu étre mise en cause dans
certaine résistance aux ITKs avec I'avénement du séquencage de I’'exome.

Les principaux génes retrouvés sont ASXL1, DNMT3A, IDH1 et SETBP1[76].

Une étude avait également mis en relation la présence de ces mutations au diagnostic, avec
I"augmentation du risque de mauvaise réponse au traitement par ITK ainsi qu’avec le risque
de progression vers la phase blastique en cas d’échec du traitement [82].
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Bien que ces genes soient de mieux en mieux connus de par leur implication dans d'autres
hémopathies myéloides, le mécanisme précis entrainant les résistances aux ITKs reste encore
flou.

Le microenvironnement tumoral joue lui aussi un réle dans le développement des résistances
aux ITK.

L’augmentation dans le stroma médullaire de la production de certaines cytokines favorise la
phosphorylation des voies de signalisation en aval du BCR-ABL1.

La sécrétion anormalement élevée, comme un rétrocontrole positif tumoral, de facteur de
croissance comme le PIGF ou le FGF, vont activer des voies de signalisation en aval de la
tyrosine kinase BCR-ABL1, comme la voie JAK/STAT ou la voie des MAP kinase, entrainant la
survie des cellules leucémiques et donc la résistance aux ITK.[83]—-[87]

Pour finir, les cellules souches leucémiques ont récemment été mises en évidence comme un
mécanisme de résistance. Leurs résistances au ITK n'est pas encore totalement comprise,
mais elle est probablement en lien avec leurs états quiescent les rendant difficilement
accessibles aux ITK.

On ne sait pas encore clairement si cette résistance est précessive ou acquise sous traitement.
Quoi qu’il en soit, ces cellules souches représentent un réservoir de cellules tumorales
pouvant entrainer une progression vers une phase accélérée ou blastique.

Ces cellules sont moléculairement distinctes des cellules souches normales et elles expriment
un certain nombre de cibles thérapeutiques présumées (TGF-beta, TNF-alpha, JAK/STAT,
CTNNB1, NFKB1A, PP2A). [88], [89]
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G. Recherche des mutations du DTK :

Le groupe coopérateur FI-LMC a fait des recommandations concernant la recherche de
mutations du domaine DTK, elles ont été publiées en 2019 [50]
Ces recommandations faisaient suite a une premiére publication en 2010 également du

FI_LMC, suite aux résultats de I'essai « IRIS » et a la publication de criteres d’échec ou de

réponse insuffisantes de I'ELN en 2006.

Ces recommandations ont été mise a jour en 2019 devant les avancées thérapeutiques, avec

'AMM des ITK2G en premiere intention, le repositionnement de la réponse moléculaire par
I'ELN 2013 et 2020, I'ESMO 2017 et le NCCN 2018, et I'amélioration des techniques de
détections des mutations du DTK de BCR-ABL avec I'avénement du NGS.

Elles sont détaillées ci-dessous :

1-

2-

Au diagnostic, il est recommandé de réaliser une recherche de mutation uniquement
pour les LMC en phase accélérée ou blastique.[41], [83]

Au cours du traitement, la recherche de mutation n’est pas recommandée en cas de
réponse optimale.
Elle est en revanche indispensable en cas d’échec gu’il soit primaire ou secondaire.

En cas de signes d’alerte, les recommandations sont moins tranchées.

Il est tout de méme admis que la recherche de mutation n’est pas nécessaire en cas
d’alerte entre le 3eme et le 9éme mois de traitement chez un patient sous Imatinib en
premiere ligne, sauf s’il a été décidé d’un changement thérapeutique pour un ITK de
2éme génération.

Une situation d’alerte chez un patient sous ITK de 2eme génération doit faire pratiquer
une recherche de mutation a n'importe quel moment du traitement.

La recherche de mutation est également recommandée en cas d’alerte apres le 12eme
mois de traitement, et ce, quel que soit le traitement en cours.

Quelques cas particuliers, ou la recherche de mutation est recommandée, sont a mentionner :

- L’absence de RMM a 6 mois de la reprise des ITK dans le cadre d’une TFR.
- La perte de réponse dans le cadre d’un arrét des ITK pour grossesse.
- I'absence ou la perte de réponse en lien avec une intolérance aux ITK.
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Tableau 2 : Indication pour la recherche des mutations DTK [47], [50]

Moment de la Circonstances Qualité de Contexte Recherche

demande la réponse thérapeutique mutation

Diagnostic Phase chronique X X Non
Phase accélérée X X Oui
Phase blastique X X Oui
3me mois de Absence de RHC Echec X Oui
traitement
Ph > 95%
36% < Ph £95% Alerte Imatinib Non

BCR-ABL > 10%

ITK2G Oui
Avant changement Oui
Ph <35% Optimale X Non
BCR-ABL < 10%
6™ ou Ph >35% Echec X Oui
9%me mois de
traitement BCR-ABL > 10%
1% < Ph <35% Alerte Imatinib Non
1% < BCR-ABL <10% TK2G Oui
Avant changement Oui
Ph<1% Optimal X Non
BCR-ABL < 1%
12%™e mois de Ph>1% Echec X Oui
traitement et
plus BCR-ABL > 1%
0.1% < BCR-ABL <1% Alerte Avant changement Oui I
BCR-ABL<0.1% Optimale X Non
Progression Accélération, crise blastique, Echec X Oui

sous traitement addition d’anomalie
chromosomique
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H. Technique de recherche du DTK

Le Séquencage de Sanger est la technique la plus utilisée, et c’est la méthode de référence en
France pour I’évaluation du statut mutationnel du DTK de BCR-ABL.

C’est une méthode trés spécifique permettant le séquencage du DTK de BCR-ABL méme en
situation de maladie résiduelle ou les cellules leucémiques sont trés diluées parmi les
séquences natives d’ABL des cellules normales.

En revanche, elle est trés peu sensible ne permettant pas de détecter de fagon fiable des
mutations portées par moins de 20% des transcrits BCR-ABL.

Le séquencgage, dit de nouvelle génération (NGS), se développent de plus en plus sur le
territoire frangais ces dernieres années et pourrait a terme remplacer la technique de Sanger
du fait de sa capacité a quantifier les séquences mutées et sa grande sensibilité de détection
des mutations (1% a 5%).

Cette plus grande sensibilité permet de détecter des mutations dites minoritaires ou de faible
niveau ayant prouvé récemment leur importance clinique. Il a été mis en évidence que lors de
la résistance a I'imatinib, ces mutations pouvaient représenter plus de la moitié des mutations
détectées.

En revanche, cette grande sensibilité expose davantage a la détection de mutations
artéfactuelles induites par les enzymes utilisées et le grand nombre d’amplifications par PCR

réalisées.

Les autres facteurs limitants sont le besoin de réorganiser les plateformes technologiques des
laboratoires ainsi que le colt des équipements nécessaires a la réalisation de cette technique
de séquencage.

Ces désavantages étant progressivement gommeés depuis 2017, date a laquelle le GBMHM a
commencé a promouvoir et organiser I'implantation de ces techniques sur le territoire
frangais. [50], [91], [92].

Tableau 3 : Avantage et inconvénient des méthodes de séquengage Sanger et NGS [50]

NGS Sanger
Sensibilité 10 20
Distinction des mulations Possible mpossible
polydlonales versus composites (sauf si espacdes de plus de 150 nucléotides) (sauf si chonage)
Risque de recombinaison +44
Risque de faux positifs
Capacité analylique 4
Organisation des séries Analyse simultange d'un grand nombre Nombee d'échantillons adaptable. Analyses
d'échantillons. Jusqu'a 96 par séfes individuelles posubles
Délai de réalisation de I'examen 1 a4 2 semaines Quelques pours

o : faible ; ++ : mierTmédiaae ; +++ ; fort
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La PCR digitale est une autre technique trés sensible de détection des mutations, reposant
sur les techniques classiques de PCR mais en optimisant le phénomeéne d’amplification en
réalisant un partitionnement de la réaction.

Les compartiments peuvent étre faits sur un support fluide avec la création de microbille par
interaction eau/huile, ou sur un support solide en réalisant la réaction dans des microfibres.
La réaction de PCR est donc faite dans chaque partition assurant la spécificité de la réaction.
Et la quantification de la détection est réalisée par le dénombrement des partitions positives
et négatives en fluorescence. Une correction statistique est ensuite réalisée par la loi de
poisson pour déterminer le ratio de muté présent initialement dans le prélevement.

La sensibilité de cette technique va dépendre du nombre de compartiments réalisés et peut
aller jusqu’a > 0,001%.

La PCR digitale est donc plutot facile de réalisation et peu colteuse. Elle permet d’avoir une
grande sensibilité détection mais nécessite de connaitre la mutation a rechercher.[50], [93]

Il existe donc plusieurs solutions pour la détection des mutations et leurs quantifications. Le
NGS et la PCR digitale paraissant étre I'avenir des techniques utilisées avec le meilleur
compromis entre colt et facilité de mise en ceuvre. Leur intérét clinique reste en revanche
encore discuté. Leur utilisation dépendra donc sOrement du contexte clinique et
thérapeutique, et ne paraissent pas, a I’heure actuelle, utile en cas d’échec sous imatinib du
fait de la mise en évidence d’un grand nombre de mutations non responsables de I'absence
de réponse.[94]-[96]
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II. Rationnel de lI’étude:

Comme déja cité, en 2019, le groupe coopérateur Fi-LMC a publié de nouvelles
recommandations pour I'examen des mutations du domaine kinase de BCR-ABL dans la LMC,
faisant suite a celles de 2010.

Ces nouvelles recommandations, permettent de refaire le point sur la mise a jour des criteres
de réponses qui sont maintenant presque essentiellement basés sur le monitoring du BCR-
ABL.

Elles mettent en avant I'utilité du NGS et des nouvelles techniques ultra sensibles dans la
recherche de mutation du domaine tyrosine kinase de BCR-ABL.

Elles font également l'actualisation des critéres devant faire rechercher une mutation, et
établissent la prise en charge en fonction de la mutation retrouvée.

Devant I'amélioration des connaissances et ces nouvelles recommandations, nous avons
réalisé une étude rétrospective et d’évaluation des pratiques sur la population de patients
suivis dans le service d’hématologie adulte du CHU de Dijon pour une LMC et ayant eu une
recherche de mutations de BCR/ABL.

Le but principal de cette étude était de se rendre compte du réel pourcentage de patient ayant
une mutation du DTK dans notre population dijonnaise toute en la comparant a la population
et aux nombres de patients présentant une mutation dans la littérature donnant lieux a ces
recommandations.

Les buts secondaires étaient de faire I'état des lieux de la mise en ceuvre des
recommandations dans notre pratique courante concernant la recherche et le traitement des
mutations du DTK, et d’évaluer le réel impact pour nos patients.

1. Matériel et méthode :

Nous avons décidé d’étudier les patients porteurs d’'une LMC suivie au CHU de Dijon dans le
service d’"Hématologie Clinique sur une période de 5 ans, entre 2016 et 2020.

Les patients ont été analysés de facon rétrospective.

Tous les patients ont bénéficié d’un monitoring du BCR-ABL par le laboratoire de biologie

moléculaire du CHU de Dijon par RT-qPCR standard ou par méthode Cepheid®.

Les recherches de mutations du domaine tyrosine kinase ont été faites dans le laboratoire de
biologie moléculaire du CHU de Besancon en utilisant la méthode séquencage de Sanger.
L’évaluation de la réponse est faite selon les criteres de I'ELN 2020.

Les indications de recherche de mutations du domaine tyrosine kinase ont été analysées selon
les recommandations du Fi-LMC 2019.
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IV. Résultats :

Durant la période de 2016 a 2020, 249 patients porteurs d’'une LMC étaient suivis dans le
service et ont bénéficié d’'un monitoring du BCR-ABL.

Figure 4 : Diagramme de flux

Une recherche de mutation du domaine tyrosine kinase a été réalisée pour 38 patients.
Parmi eux, 5 patients ne possédaient pas les critéres de recherche de mutation selon les
recommandations du Fi-LMC 2019. Deux présentaient des signes d’alertes aprés 9 mois de
traitement par Imatinib et 1 aprées 6 mois, sans qu’il n’y ait de changement de ligne
thérapeutique par la suite. Un a bénéficié d’une recherche de mutation (revenue négative)
devant un BCR-ABL a 18 % a un mois de traitement de la 3éme ligne, mais avec une réponse
optimale a 3 mois. Le dernier a eu une recherche de mutation devant une discordance de
dosage du BCR-ABL entre le laboratoire de Dijon et celui de Besancon (dosé a nouveau lors de
la demande de recherche de mutation).

Par ailleurs, nous avons retrouvé 12 patients sur 211 qui auraient d( bénéficier d’une
recherche de mutation du domaine tyrosine kinase toujours selon les criteres du Fi-LMC 2019.
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4 patients n’avaient pas atteint de RMM apres 1 an de traitement, 7 patients avaient
présenté une perte de RMM durant leur traitement et 1 patient avait présenté un échec
thérapeutique.

Sur les 38 patients pour lesquels une recherche de mutation a été effectuée, 2 patients étaient
porteurs d’une mutation du domaine tyrosine kinase, soit 5% des patients chez qui une
recherche de mutation a été réalisée et 0.8% des patients suivi a Dijon dans la période
impartie.

Parmi les 2 patients mutés, un seul était porteur d’'une mutation impactant la décision
thérapeutique dans le choix de I'ITK. (Le patient présentait deux mutations - E355G et H396R.)
20 patients sur 38 présentaient une mutation des sites d’épissage du gene BCR-ABL avec soit
une délétion de I'exon 7, soit une insertion de 35 paires de base entre I'exon 8 et I'exon 9.
Les 16 patients restants ne présentaient aucune mutation.

Tableau 4 : Caractéristiques des patients

Epissage
Mute Non Mute alternatif
(n=2(5%)) [(n=16(42%)) [(n=20(53%))
Sexe
Femme 2 8 10
Homme 0 8 10
Age moyen au diagnostic 49 57 43
ATCD vasculaire 1 5 3
ATCD psychiatrique 0 1 2
ATCD cancer 2 1 4
ATCD chimiothérapie 0 0 0
ATCD radiothérapie 2 0 1
Phase chronigue (diagnostic) 2 16 19
Phase accélérée (diagnostic) 0 0 1
Phase blastique (diagnostic) 0 0 0
Type de transcrit BCR-ABL
b2a2 1 9 7
b3a2 1 6 12
autre type 0 0 1
Score de Sokal
faible (< 0.8) 0 2 7
interméadiaire (0.8-1.2) 1 5 6
élavé (>1.2) 1 2 1
Non disponible 0 i 6
Score EUTOS
faible risque ( < ou = 87) 1 T 12
haut risque { = 87) 0 2 0
Non disponible 1 T 8
Nombre de ligne thérapeutique
1 ligne 0 4 1
2 ligne 0 5 9
3 ligne 2 2 4
+3 lignes 0 5 6
Imatinib 1er ligne 2 13 17
ITK 2G 1er ligne 0 3 3
Réponse aux derniéres nouvelles
Optimal 1 16 16
Alerte 0 0 1
Echec 1 0 1
Décés| 0 0 2
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Les causes de recherche de mutation étaient les suivantes :

- Absence de RMM a 1 an (10 patients)

- Perte de la RMM (13 patients)

- En alerte sous Imatinib et avant changement thérapeutique pour un ITK 2G (10 patients)

- Echec (5 patients)

- Phase accélérée (1 patient)

- Acutisation en LAM (1 patient)

- Etude CAR-LMC (1 patient)

(Le total dépasse le nombre de patient car un méme patient pouvait avoir plusieurs recherches
et pour des causes différentes selon les lignes thérapeutique)

Le temps médian apres traitement avant la réalisation d’une recherche de mutation était de
21 mois et la moyenne de 59 mois.

Chez les patients mutés, la moyenne d’age au diagnostic était de 49 ans, ils étaient tous en
phase chronique et ils ont tous bénéficié d’un traitement par imatinib en premiére ligne. Un
patient sur deux avait une réponse précoce en 1¢" et 2¢™¢ |igne, et les deux avaient une réponse
précoce en 3eme ligne. Aucun des deux patients est en réponse moléculaire profonde que ce
soit avec la 1%, la 2™ ou la 3°™ ligne. 1 seul des deux patients est en réponse optimal aux
derniéeres nouvelles, celui ayant la mutation sans sensibilité particuliére a un ITK.

Parmi les patients ayant une mutation de type « épissage alternatif », la moyenne d’age au
diagnostic était de 43 ans. 19 patients étaient en phase chronique au diagnostic et un patient
était en phase accélérée. 17 patients ont bénéficié d’un traitement par Imatinib en premiere
ligne, et 3 patients d’un traitement par un ITK de 2eme génération (2 traités par Nilotinib et 1
par Dasatinib).

9 d’entre eux étaient en réponse précoce en 1° ligne, 13 en réponse précoce en 2°™¢ ligne et
7 en 3°™¢ |igne. Pour la réponse profonde 4 patients | ‘ont atteint en 1°" ligne, 9 en 2°™¢ ligne
et 1 en 3°™ ligne. 80 % des patients ayant un épissage alternatif étaient en réponse optimal
aux dernieres nouvelles.

Au sein des patients ne présentant pas de mutation, la moyenne d’age était de 57 ans et ils
étaient tous en phase chronique au diagnostic. 13 patients ont bénéficié d’un traitement par
Imatinib en premiére ligne, et 3 patients d’un traitement par un ITK de 2éme génération
(Nilotinib pour les 3).

15 des 16 patients non mutés étaient en réponse précoce en 1°" ligne, 9 en 2™ ligne et 5 en
3eme |igne. Seulement 1 patient a obtenu une réponse profonde en 1°¢" ligne, aucun lors de la
2¢me [igne et 1 seul en 3%™¢ ligne. Malgré cela 94 % des patients non muté étaient en réponse
optimal aux dernieres nouvelles.

Cing des six patients traités par un ITK de 2éme génération en premiére ligne ont recu du
Nilotinib (3 patients non mutés et 2 patients présentant un épissage alternatif), et 1(épissage
alternatif) du Dasatinib.
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Parmi les patients ayant eu une recherche de mutation, 84% (32/38) étaient en réponse
optimale aux dernieres nouvelles, et 16 % (6/38) étaient en réponse sous-optimale ou en
échec.

Le temps moyen de réponse optimal en 1°" ligne était de 56 mois (médiane 29 mois, [3-216]),
de 32 mois en 2°™ ligne (médiane 18, [1-132]) et de 21 mois en 3™ ligne (22 mois, [8-36]).

2 patients ont eu une phase blastique. 1 des le diagnostic, le deuxiéme lors d’un échec avec
acutisation en LAM aprés mauvaise observance. Ce sont les 2 seules patients a avoir bénéficié
d’une allogreffe parmi les 38 patients étudiés. Les 2 sont en réponse optimal aux dernieres
nouvelles avec une réponse moléculaire compléte et une RM4.5.

10 patients sur 38 (26%) ont eu un changement d’ITK pour toxicité ou intolérance. Au sein de
ces patients 1 était muté, 5 avaient un épissage alternatif et 4 n’avaient aucune mutation.

D’un point de vue technique, le temps moyen pour obtenir les résultats d’'une recherche de
mutation était de 15 jours. Le plus long délai était de 30 jours et le plus court de 8 jours.

Tableau 5 : Traitements et réponses

muté Non muté |Epissage alternatif
(n=2) (n=16) (n=20)
Imatinib 1e ligne 2 13 17
Nilotinib 1e ligne 0 3 2
Dasatinib 1e ligne 0 0 1
Bosutinib 1e ligne 0 0 0
Ponatinib 1e ligne 0 0 0
Réponse précoce en 1e lighe 1 15 9
Réponse précoce en 2e lighe 1 9 13
Réponse précoce en 3e ligne 2 5 7
Réponse profonde en 1e ligne 0 1 4
Réponse profonde en 2e ligne 0 0 9
Réponse profonde en 3e ligne 0 1 1
Réponse optimal aux derniéres nouvelles 1(50%) 15(94%) 16(80%)
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V. Discussion:

Les mutations du domaine tyrosine kinase sont les mécanismes de résistance aux ITK dans la
LMC les plus étudiés durant ces 20 derniéres années depuis leur introduction dans I'arsenal
thérapeutique et I'apparition des premiers échecs.

De nombreuses études ont permis de lister plus de 50 mutations responsables de résistance
ainsi que leur sensibilité aux différents ITK de 2eme génération. Afin de mettre en évidence
ces mutations les études portaient essentiellement sur des lignées cellulaires in vitro ou chez
des patients en phase blastique avant le traitement par imatinib ou lors de la rechute. Il serait
intéressant de réaliser ses études sur une population de la vie réelle ou la phase blastique est
rare au diagnostic ou a la rechute. [97]-[100]

Les mutations du domaine tyrosine kinase sont a I’heure actuelle les seuls mécanismes de
résistance a rechercher en cas d’échec ou de mauvaise réponse, et ayant un impact
thérapeutique.

La fréguence des mutations initialement rapportée, dans I’étude pivot IRIS, se situait entre 15
et 30%. Des études plus récentes ont estimé la fréquence de ces mutations plutét aux
alentours de 3 a 5%. Par exemple, dans I'étude SPIRIT, seulement 3% des patients étaient
mutés.[101], [102]

Dans ces études la recherche de mutation se faisait sensiblement avec le méme timing, a
savoir lors d’un échec ou d’une réponse insuffisante. En revanche, la population des études
plus récente est souvent naive de tout traitement et n’a pas été exposée a l'interféron a la
différence de la population de I’étude IRIS.

Dans notre population nous ne trouvons que 5% de muté chez les patients bénéficiant d’'une
recherche de mutation, et 0.8% de muté dans notre population totale suivie a Dijon.

Ces résultats et ceux des études plus récentes laissent donc présumer que la fréquence réelle
des mutations du DTK est moins élevée qu'initialement envisagée.

De nouvelles études plus a distance des nouvelles recommandations du Fi-LMC, chez des
patients naifs de tout traitement, serait nécessaire pour avoir une estimation au plus proche
de la réalité de la fréquence des mutations du DTK.

De plus, parmi nos 2 patients mutés, 1 seul profite d’'une modification thérapeutique adaptée
a la mutation retrouvée, et il est a noter que chez ce patient, méme avec I'adaptation
thérapeutique, il reste, a la date des derniéres nouvelles, en échec avec un BCR-ABL a 35%.
Cela met en évidence que la résistance que présente ce patient n’est donc probablement pas
uniguement due a la mutation du DTK, mais est plutot multi-factoriel.

La fréguence de mutation retrouvée dans notre population est slirement sous-estimée du fait

du faible effectif.
De plus, douze patients auraient di bénéficier d’'une recherche de mutation.
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Ces résultats pourraient étre expliqués par des pratiques de recherche de mutation peu
démocratisées et non protocolisées dans notre service ainsi qu’au niveau des
recommandations avant 2018.

D’autre part, la recherche de mutation a été réalisée uniquement par la méthode de Sanger,
avec donc une sensibilité de détection d’environ 20% et I'impossibilité de mettre en évidence
des mutations minoritaires ou composites.

Nous avons pu mettre en évidence que, plus de 50% des patients ayant une recherche de
mutation du DTK était porteur d’un épissage alternatif. Parmi ces patients, 80% sont en
réponse optimale a la date des derniéres nouvelles, 9 apres 2 lignes de traitement, 4 apres 3
lignes de traitement et 6 aprées plus de 3 lignes.

Ces anomalies de I'épissage ont initialement été suspectes d’étre a |'origine de la résistance
aux ITK mais plusieurs études ont montré que ce n’était pas le cas.

Ces épissages alternatifs entrainent I'apparition d’'un codon stop avec la plupart du temps la
perte d'un fragment de la partie C-terminal du BCR-ABL.

Il avait été suspecté que cette perte allait entrainer soit des altérations de la fixation des ITK
au DTK, soit au contraire leur séquestration empéchant les ITK de se fixer sur les BCR-ABL
natif, ou encore que ces BCR-ABL variant maintenaient les BCR-ABL natif dans une
conformation inaccessible aux ITK.

Toutes ces suppositions ont été infirmées par plusieurs études, et elles ont montré que les
BCR-ABL ayant un épissage variant étaient des tyrosines kinases inactives n’ayant pas
d’activité de phosphorylation ni d’autres impactes.

Ces études ont également mis en évidence que ces variants pouvaient étre présents au
diagnostic de facon minoritaire, et que les sous clones de cellule avec épissage alternatif
étaient retrouvés en quantité plus importante apres traitement par Imatinib.

I a méme été montré que ces variations de I'épissage pouvaient étre retrouvées chez des
personnes saines.

Au final, I'épissage alternatif du BCR-ABL n’a pas d’impact sur la sensibilité aux ITK et il ne
serait méme pas nécessaire de les rechercher ou d’en tenir compte dans la décision
thérapeutique en cas de mise en évidence.[103]-[106]

Pour I'obtention des résultats de la recherche de mutation, nous avions dans notre étude une
moyenne de 15 jours. Ce délai, pour modifier les thérapeutiques, reste largement réalisable
avec une pathologie chronique et d’évolution lente. En pratique, faire la recherche et attendre
les résultats pour adapter les décisions thérapeutiques reste largement raisonnable sans perte
de chance pour les patients et sans risque d’évolution vers une phase accélérée ou blastique.

Il'y a plusieurs biais dans cette étude. C'est une étude rétrospective, monocentrique. L’ effectif
est faible avec seulement 38 patients ayant bénéficié d’une recherche de mutation et 249
patients suivis dans la période impartie. De plus, la recherche de mutation s'est faite
uniguement avec la méthode de Sanger.
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Bien qu’elle reste indispensable, la recherche de mutation n’est probablement pas suffisante
a prendre en compte chez les patients en échec ou en réponse sub-optimale, puisqu'aucune
mutation n’est retrouvée chez la majorité des patients en échec primaire ou secondaire, soit
entre 70% a 97% des patients selon les études.

Devant cette grande proportion de patient en échec sous ITK malgré I'absence de mutation
du DTK, un autre moyen d’inhiber I'activité tyrosine kinase de BCR-ABL a été recherché. Des
études ont donc étudié les mécanismes allostériques, qui régisse la conformation spatiale de
la protéine chimérique, pour inhiber son activé. Ainsi des inhibiteurs allostériques
commencent a voir le jour, comme |’asciminib, et paraissent prometteur méme chez des
patients ne présentant pas de mutation du DTK. [107]

Un autre parametre également a prendre en compte est I'observance et I'adhésion du patient
au traitement puisque dans la plupart des cas le traitement sera a prendre a vie avec des effets
indésirables parfois non négligeables pour la qualité de vie.

De plus, il est maintenant clair qu’un défaut d’observance avec des arréts itératifs de la prise
du traitement fait le lit de la résistance. [50], [56], [108]

La meilleure compréhension des mécanismes de la LMC ces derniéres années a permis de
mettre en évidence d’autres mécanismes de résistance non liés au DTK et de développer la
recherche sur de nombreuses autres cibles thérapeutiques potentielles.

Nous avions détaillé plus haut les différents mécanismes possibles de résistance non liés au
DTK. Parmi eux, 2 sont au cceur de la recherche avec le ciblage du microenvironnement et le
ciblage de I'épigénétique.

Concernant le microenvironnement, les études se concentrent essentiellement sur la voie
JAK/STAT avec I'utilisation du Ruxolitinib la plupart du temps en association avec le Nilotinib.
Pour I'épigénétique, I'altération de nombreuses voies ont été mis en évidence. Celles les plus
étudiées sont la voie SIRT1, permettant I'activation de tp53 par des inhibiteurs de SIRT1 quand
cette voie est surexprimée. Et la voie PRC2-EZH2 avec l'utilisation d’inhibiteur d’EZH2.

De nombreuses autres voies de I'épigénétique sont également étudiées, comme les miARNs
et les voies de signalisation médiées par CXCR4, mais ces études restent encore au stade
expérimental.
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Tableau 6 : Listes d’essaies clinique explorant d’autres mécanismes de résistance pour la LMC en
rechute/réfractaire [L. Bavaro et al. 2019]

Gene/Pathway Ref Druggable?
PI3K/AKT/mTOR Burchert, Leukemia 2005 PI3K/mTOR inhibitors
Lyn Wu et al., Blood 2008 Src inhibitors
Autophagy Bellodi et al., ] Clin Invest 2009 hydroxychloroquine
SHP-1 Esposito et al., Blood 2011 X
SIRT1 Wang et al., Oncogene 2013 selisistat
PRKCH Ma et al., Sci Transl Med 2014 MEK inh (trametinib) + Imatinib
STAT3 Eiring et al., Leukemia 2015 BP-5-087
- Khorashad et al., Blood 2015 4
CRMZPQIRAN Walker et al., Blood 2016 el
JAK2 Chakraborty et al., Genes Cancer 2016 ruxolitinib
FOXO1 Wagle et al., Leukemia 2016 PI3K inhibitors
EZH2 Scott et al., Cancer Discov 2016 EZH?2 inhibitors
B Eiring et al., Leukemia 2015 B
Wt/ catenin Zhou et al., Leukemia 2017 ce2
MS4A3 Eiring et al., ASH 2017 X
PFKFB3 Zhu et al., Oncogene 2018 PFK-158
Various miRNAs X

In fine, ces traitements ciblés ont le méme but qui est I'éradication des cellules souches
leucémiques, soit par I'activation de leur apoptose soit par I'augmentation de leur sensibilité
aux ITK. Cette population de cellules paraissant a I’'heure actuelle le mécanisme de résistance
et la cause de progression la plus prometteuse. [88], [109]-[111]

En revanche, il n’existe pour le moment aucun moyen de routine permettant de mettre en
évidence la dérégulation d’une voie en particulier a I'échelle individuelle, ces techniques de
recherche restant uniquement du domaine de la recherche.

Il en est de méme en ce qui concerne un éventuel monitoring ou dosage.

Le seul permettant de suivre I'évolution de la maladie étant celui du BCR-ABL et restant tout
de méme le primum movens de la LMC.
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Figure 5 : Schéma des autres voies de signalisation dans la LMC et leurs inhibiteurs
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CONCLUSIONS

Les mutations du DTK restent les seuls marqueurs biologiques impactant le choix thérapeutique en
cas d'échec.

La méthode de Sanger reste a |'heure actuelle la technique de référence pour leur recherche.

Mais, le NGS et d’autre méthode ultrasensible comme la PCR digitale semble &tre lavenir de la
recherche et de la quantification des mutations du DTK.

La proportion de mutée est probablement pas aussi importante que dans I'étude IRIS et s"approche
surement plutdt des 3 3 5 % comme le montre les études plus récentes.

Les recherches de mutation a Dijon ne sont pas encore assez démocratisées et standardisées dans
leur indication mais cela devrait s'améliorer dans les années a venir avec les nouvelles
recommandations du Fi-LMC.

Uétude des autres causes de résistance est importante pour poursuivre I'amélioration de la prise
charge de cette pathologie, d’autant plus qu'il reste une proportion non négligeable de patients
mauvais répondeur sans présenter de mutation du DTK.

De nombreuses thérapies ciblées sont a I"étude mais reste pour le moment a I'état expérimental ou

étudié dans des essais de phase 1 ou 2.
La recherche de ses résistances devra a leur tour pouvoir étre réalisée en routine pour que ces
nouvelles thérapies ciblées puissent étre utilisé en pratique courante.

Il faut également garder en téte que la bonne observance et la tolérance du traitement est
également trés important pour limiter I'apparition d'éventuelles résistances.
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RESUME :

Introduction :

La LMC est une prolifération excessive de cellules matures de la ligné myéloide due a la
juxtaposition du gene BCR et ABL1 responsable de la production d’une protéine chimérique a
activité tyrosine kinase dérégulé, Bcr-Abl. Le Développement des ITK ont permis une
révolution dans la prise en charge et la survie des patients atteints de LMC. Une proportion
de patient reste encore en réponse non optimal voir en échec. Pour ces patients, de
nombreuses recherches sur les causes de résistance ont été réalisé et a I'heure actuelle les
mutations du domaine tyrosine kinase sont les seuls mécanismes de résistance ayant un
impact sur les décisions thérapeutiques. Cependant leurs fréquences n’est pas clairement
déterminé et parait plus faible, qu’initialement observé dans les études les plus récentes.
Matériel et méthode :

Nous avons observé de fagon rétrospective une population de patient suivi pour une LMC au
CHU de Dijon entre 2016 et 2020. L'objectif principal étant d’observer le pourcentage de
mutation du DTK dans cette population. L'objectif secondaire était de faire I'état des lieux
dans notre pratique courante concernant la recherche et le traitement des mutations du DTK,
et d’évaluer le réel impact pour nos patients.

Résultats :

249 patients étaient suivis pour une LMC a Dijon entre 2016 et 2020. 38 patients ont bénéficié
d’une recherche de mutation du DTK, selon les recommandations du Fi-LMC 2019. 2 patients
étaient effectivement porteurs d’'une mutation du DTK dont une seule avait une sensibilité
particuliére a un ITK.

Conclusion :

Notre étude retrouve un pourcentage de mutation bien inférieure a celui rapporté dans
I’étude IRIS ou dans les recommandations du Fi-LMC 2019. Mais les études les plus récentes
autour de la LMC semblent confirmer nos résultats. Il parait donc indispensable de poursuivre
la recherche d’autres causes de résistance. A I’'heure actuelle de nombreuses études explorent
d’autres pistes comme celle du microenvironnement ou encore de I'épigénétique, mais ces
études sont pour la plupart faite sur des petits effectifs ou encore a I'état expérimental.

Mots-Clés : Leucémie myéloide chronique, bcr-abl, mutation, domaine tyrosine kinase, ITK,
résistance, vie réelle



