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INTRODUCTION

A. Généralités

Les leucémies aigués myéloides (LAM) représentent un groupe hétérogéne d’hémopathies
malignes, résultant d’une prolifération clonale de progéniteurs myéloides bloqués a un stade
plus ou moins avancé de la différenciation et appelés blastes. Ces blastes alterent
I’hématopoiese normale et conduisent a une insuffisance de production médullaire.

Les LAM surviennent généralement de novo, mais peuvent également étre secondaires a un
traitement préalable (chimiothérapie, radiothérapie) ou a I"évolution clonale d’'un syndrome
myélodysplasique ou d’'un syndrome myéloprolifératif. Plus rarement, les LAM peuvent survenir
dans un contexte de syndrome de prédisposition.

Les LAM constituent une affection rare avec 3428 nouveaux cas en France en 2018,
correspondant a un taux d’incidence standardisé monde de 3,1/100 000 personnes-années chez
I"lhnomme et 2,3/100 000 personnes-années chez la femme (Le Guyader-Peyrou et al. 2019). Le
sexe ratio est de 1,3. Lincidence des LAM est faible avant 40 ans puis augmente
significativement avec I'age, avec un dge médian au diagnostic de 69 ans chez ’lhomme et de 72

ans chez la femme (Le Guyader-Peyrou et al. 2019).

40

30
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Figure 1 : Taux d’incidence des LAM selon la classe d’age et le sexe en France en 2018, d’apreés
les données du réseau Francim (Le Guyader-Peyrou et al. 2019)
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B. Diagnostic

1.Diagnostic clinique

La présentation clinique des LAM est aspécifique, polymorphe et variable d’un individu a
I’autre. Elle est le reflet de I'insuffisance médullaire et de I'infiltration tumorale.

L'insuffisance médullaire se traduit, en fonction du degré des cytopénies, par un syndrome
anémique, un syndrome infectieux (fiévre, infections) en rapport avec la neutropénie, et un
syndrome hémorragique cutané et/ou muqueux en rapport avec la thrombopénie et/ou avec
une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) associée. La CIVD est plus fréguemment
associée a la leucémie aigué promyélocytaire (LAP).

Le syndrome tumoral, moins fréquent que dans les leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL), est varié et peut orienter vers un sous-type de LAM. Les signes de syndrome tumoral sont
les suivants :

- le syndrome de leucostase, témoignant d’une hyperleucocytose majeure, plus volontiers
retrouvé dans les leucémies aigués a composante monocytaire (LAM 4 et LAM 5 selon la
classification Franco Américano Britannique (FAB)).

- les sarcomes myéloides (également appelés chloromes), plus fréquemment associés a une
LAM 2 selon la classification FAB ;

- les atteintes cutanéo-muqueuses (hypertrophie gingivale et leukemia cutis) sont plutot
évocatrices d’'une LAM monoblastique (LAM 5 selon la classification FAB) ;

- la splénomégalie, I'hépatomégalie, les adénopathies et les douleurs osseuses.

2.Diagnostic biologique

a.Cytologie

Le diagnostic de LAM repose sur la présence d’au moins 20% de blastes sur frottis sanguin
périphérique ou médullaire, a I'exception des LAM a core-binding factor (CBF) et des LAP pour

lesquelles la présence de 'anomalie cytogénétique (inv(16)/t(16 ;16), t(8 ;21) ou t(15 ;17)) suffit
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a poser le diagnostic. La classification morphologique des LAM repose sur le phénotype des
blastes au microscope (indifférencié, myéloide, monoblastique, érythroblastique ou
mégacaryoblastique) définissant les différents sous-groupes dans la classification FAB décrite ci-

aprées (Bennett et al. 1976, 1985).

Tableau 1: Classification FAB des LAM

Sous-type FAB de LAM Description

LAM 0 Indifférenciée
LAM 1 Myéloblastique sans différenciation
LAM 2 Myéloblastique avec différenciation
LAM 3 Promyélocytaire
LAM 4 Myélomonocytaire

LAM 4 Eo Myélomonocytaire avec éosinophilie
LAM 5a Monoblastique sans différenciation
LAM 5b Monoblastique avec différenciation
LAM 6 Erythroblastique
LAM 7 Mégacaryoblastique

b.Immunophénotypage

La cytométrie en flux (CMF) permet de déterminer les antigenes présents a la surface des
blastes et ainsi de caractériser le type de leucémie aigué (myéloide ou lymphoblastique).

Les marqueurs antigéniques utiles au diagnostic de LAM sont : les marqueurs d’immaturité
(CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR), de la lignée granulocytaire (CD65 et MPO
intracytoplasmique), de la lignée monocytaire (CD14, CD36, CD64), de la lignée
mégacaryocytaire (CD41, CD61) et enfin de la lignée érythroide (CD235a, CD36) (Béné et al.
2011; DAhner et al. 2017).

c.Cytogénétique

La cytogénétique conventionnelle permet de détecter les réarrangements chromosomiques
numériques ainsi que les translocations et les inversions. Les altérations cytogénétiques,
événements généralement précoces dans la leucémogénése des LAM, sont particulierement
fréquentes chez I'enfant (70-80%) (Creutzig et al. 2012) tandis que pres de la moitié des LAM de

I’adulte ont un caryotype normal (Grimwade et al. 2010).
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Les réarrangements cytogénétiques les plus fréquents définissent le groupe des LAM avec
altérations génétiques récurrentes dans la classification de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) révisée en 2016 (Arber et al. 2016).

Certaines altérations cytogénétiques récurrentes sont associées a un pronostic spécifique et
sont intégrées dans la classification pronostique actuelle des LAM de [European
LeukemiaNetwork (ELN) révisée en 2017 (Figure 2) (Grimwade et al. 2010; Déhner et al. 2017).
Ainsi, les LAM CBF (t(8;21)(922;922.1), RUNXI-RUNX1T1; inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;922), CBFB-MYH11) et les LAP (t(15;17)(g22;921), PML-RARA) conférent un
pronostic favorable, tandis que les LAM avec t(9;11)(p21.3;923.3), MLLT3-KMT2A sont associées
a un pronostic intermédiaire. A l'inverse, d’autres altérations cytogénétiques telles que les
t(6;9)(p23;q34.1), DEK-NUP214, inv(3)(q21.3926.2)/t(3;3)(q21.3;q26.2), GATA2-MECOM, les
monosomies 5 ou 7, les délétions 5q/7q/17p, et les caryotypes complexes ou monosomaux

conférent un pronostic défavorable.

t(15;17) (n=607)
1(8;21) (n=421)
inv(16)/t(16;16) (n=284)
1(9;11) (n=61)

%3

MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival 3 (n=69)
Ages 16-59 1(9;32) (n=44")
Other t(11g23) (n=60*)
100 1(3;5) (n=25*
P ~5/del(5q) (n=258")
_7/del(7q) (n=336")
AML with other MDS-related (n=343"*)

\ ) 81%
75 1 |\
61%
5
50 \
Wk
L
\ — 39%
)
%

25 4

% alive

Years from entry

Figure 2 : Impact pronostique des réarrangements chromosomiques récurrents dans les LAM,
d'aprés Grimwade et al. (Grimwade et al. 2010)
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L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) permet [Iidentification de certains

réarrangements complexes ou non vus en cytogénétique conventionnelle (translocation
cryptique ou perte de matériel chromosomique, par exemple).

d.Biologie moléculaire

Outre les réarrangements chromosomiques, des délétions, amplifications ou mutations
ponctuelles sont identifiées dans les LAM, et conferent un avantage sur la différenciation, la

prolifération ou la survie cellulaire du clone leucémique.

On distingue 8 classes fonctionnelles de mutations détaillées ci-apres Figure 3 (Déhner et al.
2015).

FLT3

TUMOR-SUPPRESSOR
GENES

7 Block of
Ve, / degradation
Internal . X (EeMDMD)
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duplication deregulation
ACTIVATED

SIGNALING /

DNA METHYLATION

Transcriptional
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MYELOID TRANSCRIPTION
FACTOR FUSIONS

NUCLEOPHOSMIN (NPM1)

COHESIN
COMPLEX

Cytoplasmic
localization

h Deregulated
Delocalization

splicing SPLICEOSOME
of proteins (e.g., ARF’
Delocalization B 8 ) \ COMPLEX
of NPM1wt %

-

CHROMATIN MODIFICATION

Figure 3 : Classification fonctionnelle des génes impliqués dans la leucémogénése des LAM,
d'aprés Dohner et al. (Dohner et al. 2015)
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NPM1 (~33%)

Le gene NPM1 (Nucléophosmine 1), situé en 5q35.1, représente le géne le plus souvent
muté dans les LAM (~33%). NPM1 code pour une protéine chaperonne nucléaire
essentiellement impliquée dans la biogénése du ribosome, le contrdle de la stabilité génomique,
la réponse au stress dépendante de TP53, et la modulation des voies de suppression de la
croissance par interaction avec Arf (Heath et al. 2017).

Les mutations de NPM1 sont particulierement fréquentes dans les LAM avec caryotype
normal (50%), et sont souvent associées aux duplications en tandem du gene FLT3 (FLT3-
Internal Tandem Duplication, FLT3-ITD), aux mutations DNMT3A, IDH1/2, et TET2 (D6hner et al.
2015).

Le pronostic des mutations de NPM1 dépend de la présence des mutations FLT3-ITD. Chez
les patients avec caryotype normal, il a été initialement montré que les mutations de NPM1
étaient associées a un pronostic favorable en I'absence de mutation de FLT3-ITD (Dohner et al.
2005; Falini et al. 2005; Schnittger et al. 2005). Plus récemment, il a été observé que les patients
présentant une mutation de NPM1 associée a une mutation FLT3-ITD avec ratio allélique faible
(<0,5) avaient un pronostic similaire a ceux sans mutation FLT3-ITD associée (Gale et al. 2008;
Pratcorona et al. 2013). Ainsi, la classification ELN 2017 intégre les mutations de NPM1 sans
mutation FLT3-ITD ou associées a une mutation FLT3-ITD avec un ratio allélique faible (<0,5)
dans le groupe de risque favorable, et les mutations de NPM1 associées a des mutations FLT3-
ITD avec un ratio allélique élevé (>0,5) dans le groupe de risque intermédiaire (Dohner et al.
2017). Néanmoins, dans cette classification, I'impact pronostique du statut mutationnel
NPM1/FLT3-ITD ne prend pas en compte la présence éventuelle d’altérations cytogénétiques
associées. Une large étude rétrospective internationale a été réalisée a partir de 2426 patients
avec mutation de NPM1 sans mutation FLT3-ITD ou associée a une mutation FLT3-ITD avec ratio
allélique faible (Angenendt et al. 2019). Au sein de cette cohorte, 17,6% des patients avaient un
caryotype anormal (caryotype intermédiaire : 13,6% et caryotype défavorable : 3,4%), et la
présence d’un caryotype défavorable était associée a une survie globale (Overall Survival, OS) et
une survie sans événement (Event-Free Survival, EFS) significativement diminuées. Ainsi,

I'impact pronostique des mutations de NPM1 semble dépendre non seulement des mutations
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FLT3-ITD mais également des altérations cytogénétiques associées.

Génes impligués dans les voies de signalisation (~*60%)

Les mutations de genes impliqués dans les voies de signalisation tels que FLT3, KIT, NRAS,
KRAS, PTPN11, JAK2, représentent la classe fonctionnelle la plus fréquemment mutée dans la
LAM. Ces mutations activent de fagon constitutive les voies de signalisation telles que la voie
PI3K-AKT et conferent un avantage prolifératif, induisant ainsi la survie cellulaire des clones

leucémiques.

FLT3 (~35%)

Le gene FLT3 (Fms-like Tyrosine Kinase 3), localisé au niveau du bras long du chromosome 13
(13912.2), code pour un récepteur a activité tyrosine kinase de classe Ill. Au cours de
I’hématopoiese normale, I'expression du géne FLT3 est restreinte aux progéniteurs immatures,
incluant les cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34+. La liaison du ligand au récepteur
FLT3 entraine son homodimérisation et I'activation des voies de signalisation RAS/RAF/MEK et
PI13K/AKT en aval (Gilliland and Griffin 2002).

Les mutations de type FLT3-ITD, ou ponctuelles dans le domaine d’activation tyrosine kinase
(tyrosine kinase domain, FLT3-TKD) sont identifiées dans environ 20-30% et 5-10% des cas
respectivement, et entrainent une activation constitutive des voies de signalisation PI3K et RAS
(Gilliland and Griffin 2002).

Les mutations FLT3-ITD sont fréquentes chez I’adulte jeune avec un caryotype normal et
sont associées a un pronostic d’autant plus défavorable que le ratio allélique de la mutation est

élevé (>0,5) (Déhner et al. 2017).

RAS (10-15%)

Les genes de la famille des oncogénes Ras (KRAS, NRAS, ou leurs régulateurs, PTPN11 et
NF1) codent pour des petites protéines a activité GTPasique dont les mutations induisent un
exces de prolifération par activation de la voie RAS/RAF/MEK. Les mutations des génes NRAS et

KRAS sont le plus souvent des mutations ponctuelles, survenant généralement au niveau des
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codons 12, 13 et 61. Les mutations N-/K-RAS semblent étre associées a la transformation des

syndromes myélodysplasiques en LAM (Badar et al. 2015).

KIT (<5%)

Le proto-oncogene KIT, situé en 4912, code pour un récepteur a activité tyrosine kinase de
classe lll, dont le ligand est le stem cell factor (SCF). Les mutations de KIT, surviennent le plus
souvent au niveau du domaine tyrosine kinase et sont de type gain de fonction, conduisant a
une activation constitutive des voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la survie
cellulaire, en particulier des CSH. Les mutations de KIT sont plus communément retrouvées dans
les LAM CBF (25-30%), et conférent un pronostic défavorable aux LAM avec t(8;21) mais pas aux
LAM avec inv(16)/t(16;16) (Boissel et al. 2006; Duployez et al. 2016; Ishikawa et al. 2020).

Geénes codant pour les facteurs de transcription (20-25%)

Les principaux genes ou transcrits de fusion codant pour des facteurs de transcription dans
les LAM sont : RUNX1/CBFB, CEBPA et GATAZ2. Les mutations ou translocations a I'origine des
transcrits de fusion altérent la transcription et entrainent un blocage de différenciation des

cellules hématopoiétiques.

RUNX1 (10%)

Le gene RUNX1 (RUNX family transcription factor 1), situé en 21g22.12, code pour un
facteur de transcription majeur dans I’'hématopoiese. RUNX1 contient un domaine d’homologie
Runt (RHD) de 128 acides aminés, hautement conservé, responsable de la liaison a ’ADN et de
I’hétérodimérisation avec le CBFf. RUNX1 régule I'expression de génes impliqués dans la
différenciation hématopoiétique, la biogénése du ribosome, la régulation du cycle cellulaire et
les voies de signalisation dépendantes de TP53 ou du TGF (Sood et al. 2017). Il a été montré
plus récemment que RUNX1 était impliqué dans la régulation épigénétique, et induisait une
démeéthylation de I’ADN par le recrutement d’enzymes telles que les protéines de la famille TET
(Suzuki et al. 2017).

Les mutations de RUNX1 sont de type faux-sens, non-sens, ou frameshift, et peuvent
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survenir sur 'ensemble du géne mais sont plus fréquentes dans le domaine RHD. Ces mutations
peuvent étre bi-alléliques et sont fréquemment associées a un caryotype normal. Les mutations
de RUNX1 sont généralement exclusives des mutations de NPM1 et CEBPA, et sont souvent
associées aux mutations d’ASXL1, IDH2 et KMT2A-PTD (Grimwade et al. 2016).

Les mutations de RUNX1 constituent une entité distincte provisoire dans la classification
OMS 2016. Différentes études ont montré I'impact pronostique défavorable des mutations de
RUNX1 (Tang et al. 2009; Schnittger et al. 2011; Gaidzik et al. 2016). Ainsi, ces mutations sont
désormais intégrées au groupe de risque défavorable dans la classification ELN 2017 (Dohner et
al. 2017).

Les mutations de RUNX1 peuvent étre constitutionnelles, a I'origine de thrombopénies

familiales avec prédisposition aux LAM (syndrome FPD/AML) (Song et al. 1999).

CEBPA (10%)

Le géne CEBPA (CCAAT enhancer binding protein alpha), situé en 19g13.11, joue un réle clé
dans la différenciation des cellules de la lignée myéloide. Les mutations du géne CEBPA sont de
deux types : frameshift dans le domaine N-terminal ou elles conduisent a une protéine tronquée
de 30 kDa inhibant I'isoforme de 42kDa par effet dominant négatif, et in-frame dans la région C-
terminale, affectant les propriétés de liaison a 'ADN et de dimérisation (Pabst and Mueller
2007). Les mutations de CEBPA sont plus fréquentes chez les patients jeunes et en cas de
caryotype normal. Dans deux-tiers des cas, les patients présentent des mutations bi-alléliques
de CEBPA, avec classiquement une mutation de type frameshift en N-terminal et une insertion
ou délétion in-frame en C-terminal (Pabst et al. 2009; Wouters et al. 2009; Tawana et al. 2015).
Ces mutations bi-alléliques de CEBPA sont associées a un pronostic favorable dans la
classification ELN 2017 (Dohner et al. 2017).

Les mutations de CEBPA sont fréquemment accompagnées de mutations de GATA2 et WTI,
en particulier en cas de mutation bi-allélique de CEBPA.

Les mutations de CEBPA peuvent également étre constitutionnelles, généralement de type
frameshift, localisées en N-terminal. Ces mutations prédisposent aux LAM, et ne sont associées

a aucune anomalie hématologique ni extra-hématologique (Tawana et al. 2015).
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GATA2 (~5%)

GATA2 (GATA binding protein 2) est un membre de la famille des facteurs de transcription
GATA comprenant six membres. Le gene GATA2 est localisé au niveau du bras long du
chromosome 3 (3921.3). La protéine GATA2 comprend deux domaines de liaison a I’ADN en
doigt de zinc, et deux domaines de transactivation. GATA2 joue un réle clé dans 'hématopoiése
en favorisant I'’émergence de CSH a partir de I'endothélium au cours de la transition endothélio-
hématopoiétique. GATA2 contribue au maintien et a la prolifération du pool de CSH, en
coopération étroite avec d’autres facteurs de transcription tels que RUNX1, PU.1, NOTCH1,
EVI1, et FLI1 (Vicente et al. 2012a; Gao et al. 2013). L’expression de GATA2 diminue au cours du
temps afin de promouvoir la différenciation hématopoiétique. La modulation de I'expression ou
de l'activité de GATA2 peut ainsi promouvoir la leucémogénése (Wlodarski et al. 2017). Il a été
montré que I’hyperexpression de GATAZ2 était associée aux mutations de NPM1 et FLT3-ITD, et a
une hyperexpression de WT1 et EVI1 (Vicente et al. 2012b). Les mutations de GATA2 sont
fréquentes chez les patients présentant une LAM de cytogénétique intermédiaire avec mutation
bi-allélique de CEBPA (~10%) (Fasan et al. 2013).

Des mutations germinales de GATA2 ont été décrites et sont a |'origine de différents
phénotypes tels que le syndrome MonoMAC, associant monocytopénie et infections a
Mycobactéries, le syndrome d’Emberger, associant myélodysplasie et lymphoedéme, le
syndrome DCML (déficit en cellules dendritiques, monocytes, lymphocytes B et NK), et les

syndromes myélodysplasiques/LAM (Chong et al. 2018).

Geénes impliqués dans la méthylation de I’ADN

La différenciation des CSH est sous le contréle de facteurs de transcription au niveau
génique, et de la méthylation de I’ADN au niveau épigénétique. La méthylation des flots CpG
constitue un garant de la stabilité génomique. Des altérations de la méthylation de I’ADN, telles
gue I'hyperméthylation des ilots CpG dans les promoteurs de génes suppresseurs de tumeur et
I’hypométhylation globale du reste du génome sont décrites dans différents cancers (Feinberg
and Vogelstein 1983; Ehrlich 2002; Esteller 2008; Akalin et al. 2012; Guillamot et al. 2016). Des
mutations de génes impliqués dans la méthylation de ’ADN (DNMT3A, TET2, IDH1/2) ont été
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décrites dans les LAM et sont détaillées ci-apres.

DNMT3A (~20-30%)

La protéine DNMT3A (DNA methyltransferase 3 alpha) est une enzyme qui catalyse
I’'addition d’un groupement méthyl sur un résidu cytosine au sein des flots CpG (Ley et al. 2010).

Le géne DNMT3A est localisé au niveau du bras court du chromosome 2 (2p23.3). Les
mutations du gene DNMT3A constituent des événements précoces dans la leucémogénese des
LAM, et sont identifiées au sein des CSH quiescentes (Eriksson et al. 2015). Pres de 60% des
mutations de DNMT3A surviennent dans le domaine méthyltransférase au niveau du résidu
R882, entrainant une perte de I'activité catalytique de la protéine par effet dominant négatif, et
donc une hypomeéthylation des flots CpG de I'ADN, promouvant ainsi un blocage de la
différenciation des cellules souches hématopoiétiques et la prolifération (Challen et al. 2011;
Russler-Germain et al. 2014).

Les mutations de DNMT3A sont plus fréquemment associées aux LAM a caryotype normal,
ainsi qu’aux mutations NPM1 et FLT3-ITD. Les mutations de DNMT3A semblent étre associées a
un pronostic défavorable, en particulier quand elles sont associées aux mutations NPM1 et

FLT3-ITD (Ley et al. 2010; Ribeiro et al. 2012; Bezerra et al. 2020).

TET2 (10-20%)

La protéine TET2 (Ten-eleven Translocation-2) est codée par le géne TET2, situé en 4qg24, et
appartient a la famille des enzymes TET, composée de 3 membres : TET1, TET2 et TET3. Les
protéines TET sont des hydroxylases catalysant la transformation du 5-méthylcytosine (5-mc) en
5-hydroxyméthylcytosine (5-hmc) en présence d’oxyde de Fer (Fe2+) et d’a-cétoglutarate, et
promeuvent ainsi la déméthylation de I’ADN. Leur activité peut étre accrue en présence d’acide
ascorbique (Solary et al. 2014).

Des mutations inactivatrices de TET2 sont décrites dans les LAM, induisant une diminution
du taux de 5-hmc, a I'origine d’une hyperméthylation de 'ADN et donc a une répression de la

différenciation et a une prolifération des CSH (Moran-Crusio et al. 2011; Solary et al. 2014).
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IDH 1/2 (16-19%)

Les isocitrate déshydrogénases 1 et 2 (IDH1/2) sont des enzymes catalysant la
décarboxylation oxydative de lisocitrate en a-cétoglutarate dans la mitochondrie. Des
mutations d’IDH1 et IDH2 ont été décrites dans les tumeurs solides et les hémopathies
myéloides. Ces mutations surviennent dans les domaines conservés au niveau du résidu R132
d’IDH1 et des résidus R140 et R172 d’IDH2, conduisant alors a la réduction de I'a-cétoglutarate
en R-2-hydroxyglutarate (R-2-HG), un oncométabolite qui inhibe les histones déméthylases et
I'activité des protéines TET (Figure 4)(Xu et al. 2011). La hausse anormale de production du
métabolite R-2-HG induit une hyperméthylation des histones et de I’ADN, et une modification
de la chromatine, entrainant un blocage de la différenciation des cellules hématopoiétiques

(Kats et al. 2014).
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Figure 4: Role des mutations d'IDH et IDH2 dans les cancers (Medeiros et al. 2017)

Geénes impliqués dans la modification de la chromatine

L’'hématopoiése requiert une régulation étroite, dans le temps et selon les lignées, de
I’expression des genes tels que les genes homéotiques. L'expression de ces genes est controlée
en retour par les complexes protéiques polycomb (PRC1 et PRC2) et trithorax, qui vont induire

des modifications post-traductionnelles des histones. L’équilibre entre ces complexes joue un
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role crucial dans le développement embryonnaire et la différenciation cellulaire (Greenblatt and
Nimer 2014). Des mutations dans les genes impliqués dans la régulation post-traductionnelle

des histones sont ainsi décrites dans les LAM.

ASXL1 (10-15%)

Le géne ASXL1 (Addition of Sex combs Like 1), localisé en 20q11.21, code pour une protéine
des complexes polycombs. La protéine ASXL1 est impliquée dans deux activités post-
traductionnelles distinctes : la désubiquitinylation de la lysine 119 de I'histone H2A (H2AK119)
via le complexe PRC1 et la triméthylation de la lysine 27 sur I'histone H3 (H3K27) via la sous-
unité EZH2 du complexe PRC2 (Scheuermann et al. 2010; Abdel-Wahab et al. 2012). ASXL1 agit
ainsi comme un suppresseur de tumeur en réprimant I'expression d’oncogénes tels que HOXA9
(Greenblatt and Nimer 2014).

Les mutations d’ASXL1 induisent une diminution du recrutement du complexe répresseur
PRC2 et ainsi de la triméthylation de I’'H3K27 (Abdel-Wahab et al. 2012).

La plupart des mutations d’ASXL1 surviennent au niveau de I'exon 12 et sont de type
frameshift ou stop, conduisant a la perte du résidu carboxyterminal de 'homéodomaine au
niveau de la protéine. Ces mutations sont associées a un pronostic péjoratif, et classent les
patients dans le groupe défavorable selon la classification ELN 2017 (Metzeler et al. 2011;

Pratcorona et al. 2012; Schnittger et al. 2013a; Paschka et al. 2015; Déhner et al. 2017).

EZH2 (2%)

La protéine EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit) est une sous-
unité du complexe polycomb PRC2 (Polycomb repressive complex 2). EZH2 est une histone
méthyltransférase permettant la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 conférant ainsi
un role de répresseur transcriptionnel. EZH2 joue un rbéle majeur dans le développement
embryonnaire, et est impliqué dans I'équilibre entre I'auto-renouvellement et la différenciation.
EZH2 est impliqué dans le contrdle de la structure de la chromatine et le maintien des capacités
d’auto-renouvellement des CSH en promouvant |'expression de génes impliqués dans la

prolifération cellulaire et I'extinction d’autres genes impliqués dans la différenciation (Lund et
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al. 2014).

EZH2 exerce des fonctions opposées (suppresseur de tumeur/proto-oncogéne) suivant le
type de tumeur et le stade de la maladie. Dans les LAM, le type de mutation d’EZH2 (gain/perte
de fonction) est fonction du stade de la maladie. Les stades précoces de LAM sont associés a des
mutations inactivatrices d’EZH2, tandis que dans les stades plus avancés, EZH2 aura un rble de
proto-oncogéne et les mutations de type gain de fonction seront alors plus fréquentes (Basheer

et al. 2019).

KMT2A (~5-10%)

Le gene KMT2A (Lysine Methyltransferase 2A) code pour une histone méthyltransférase et
catalyse la méthylation de la lysine 4 sur I'histone H3 (H3K4), promouvant ainsi |’activation de la
transcription de génes du développement tels que les génes Hox (Milne et al. 2002; Greenblatt
and Nimer 2014). Les réarrangements et les duplications en tandem partielles de KMT2A
conduisent a I'acquisition d’'une nouvelle activité méthyltransférase via le recrutement de la
méthyltransférase DOTIL. Il en résulte une hyperméthylation en H3K79 et une expression

aberrante de genes tels que HOXA et MEIS1 (Milne et al. 2002).

Geénes suppresseurs de tumeur

TP53 (~8%)

La protéine p53, codée par le gene TP53 (Tumor protein 53) située en 17p13.1, est une
protéine suppresseur de tumeur clé dans le maintien de la stabilité génomique, par son role
dans le contréle de I'apoptose, de la sénescence cellulaire, du métabolisme et de la réparation
de I’ADN. La protéine p53 est activée en réponse a des dommages de I’ADN ou en situation de
stress, et conduit a I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 et a I'apoptose.

Des mutations du géne TP53, conduisant a une perte partielle ou totale de fonction de la
protéine p53, sont retrouvées dans plus de 50% des cancers (Vogelstein et al. 2000). Dans les
LAM, la fréquence des mutations de TP53 est plus faible, variant de 8% dans les LAM de novo a
15% dans les LAM secondaires (Lindsley et al. 2015; Papaemmanuil et al. 2016). L'incidence des

mutations de TP53 augmente avec l'dge. Les mutations de TP53 peuvent étre de type
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frameshift, non-sens, mais sont plus souvent de type faux-sens. Ces mutations surviennent
fréquemment au niveau du domaine de liaison a ’ADN, empéchant alors la transcription de
génes cibles. Les mutations de TP53 sont associées aux caryotypes complexes (dans 70% des
cas) et monosomaux, aux monosomies 5 et 7, ainsi qu’aux délétions 5q et 7q (Haferlach et al.
2008; Riicker et al. 2012). Les mutations de TP53 sont associées a une chimiorésistance et une
survie pauvre, et classent les patients dans le groupe de risque défavorable dans la classification

ELN 2017 (Bowen et al. 2009; Riicker et al. 2012; Dohner et al. 2017).

WT1 (~10%)

Les mutations du gene WT1 (Wilms’ Tumor 1), localisé en 11p13, ont été initialement
identifiées dans les tumeurs familiales de Wilms. La protéine WT1 est un facteur de
transcription, constitué d’'un domaine de transactivation en N-terminal et de 4 domaines en
doigt de zinc qui partagent des motifs de liaison a I’ADN, communs avec EGRF1. WT1 est
exprimé par les progéniteurs hématopoiétiques CD34+ et est impliqué dans la différenciation
des cellules hématopoiétiques (Svedberg et al. 2001). Physiologiquement, WT1 n’est plus
détectable dans les cellules sanguines périphériques matures. Le gene WT1 est fréquemment
surexprimé dans les cancers, en particulier dans les LAM. Les mutations de WT1 sont
essentiellement localisées dans les domaines en doigt de zinc, au niveau de I'exon 7 et de I'exon

9, et sont associées aux mutations FLT3-ITD, CEBPA et NPM1 (Hou et al. 2010).

Génes codant pour des protéines du splicéosome (~10%)

L’épissage de 'ARN messager est une étape clé dans la maturation protéique et donc la
régulation de I'expression génique. Des mutations dans les génes codant pour des protéines
impliquées dans la régulation de I'épissage ont été identifiées dans certains cancers et peuvent
entrainer I'activation de proto-oncogenes ou l'inactivation de genes suppresseurs de tumeur
(Dvinge et al. 2016). Des mutations dans des génes du splicéosome tels que SF3B1, SRSF2,
U2AF1 et ZRSR2 ont été décrites dans les LAM et semblent promouvoir le développement de la
LAM via une altération de I'épissage de genes impliqués dans la régulation épigénétique, la

transcription et le maintien de l'intégrité du génome (Dvinge et al. 2016). Les mutations des
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génes du splicéosome sont généralement mutuellement exclusives et souvent associées aux
mutations de RUNX1, ASXL1, TET2 et IDH2. l'incidence des mutations des génes du splicéosome
augmente avec I'dge, et ces mutations semblent étre associées a un pronostic défavorable

(DiNardo and Cortes 2016).

Geénes codant pour des protéines du complexe de la cohésine (6-13%)

Le complexe de la cohésine est constitué de différentes sous-unités codées notamment par
les genes STAG2, RAD21, SMCI1A et SMC3. Ce complexe est nécessaire a la cohésion des
chromatines sceurs au cours de la mitose et de la méiose (Thol et al. 2014).

Les mutations dans les génes de la cohésine représentent des événements précoces dans le
développement des LAM et d’autres pathologies myéloides. Ces mutations modulent
I’accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription hématopoiétiques tels que GATA2,
RUNX1 et ERG, promouvant ainsi les propriétés des CSH et altérant la différenciation
hématopoiétique (Mazumdar et al. 2015; Cuartero et al. 2019).

Les mutations dans ce complexes sont habituellement mutuellement exclusives et sont

souvent associées aux mutations de NPM1, TET2, ASXL1 et EZH2 (Thol et al. 2014).

C. Leucémogéneéese des LAM

La LAM résulte d'un processus multi-étapes nécessitant la coopération entre des
événements de classe | (mutations de FLT3, NRAS, KRAS, KIT, PTPN11 et CBL), a 'origine d’une
activation constitutive de voies de signalisation tyrosine kinase, conférant un avantage
prolifératif ou sur la survie cellulaire, et les événements de classe Il affectant les facteurs de
transcription (tels que RUNX1, CEBPA et KMT2A) et donc la différenciation hématopoiétique
(Kelly and Gilliland 2002; Frohling et al. 2005).

De larges études pangénomiques telles que le séquengage d’exome/génome ou le single
nucleotide polymorphism array (SNP-array) ont contribué a une meilleure caractérisation du
profil moléculaire des LAM. Ainsi, environ 40% des patients ne présentent aucune mutation

dans les génes codant pour les voies de signalisation tyrosine kinase. Les mutations de genes
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codant pour des facteurs de transcription sont retrouvées dans environ 20% des cas et les
transcrits de fusions dans moins de la moitié des cas (Cancer Genome Atlas Research Network
et al. 2013). Plus récemment des études de méthylation de ’ADN ont permis de comprendre
qgue l'expression de genes codant pour les voies de signalisation tyrosine kinase et les facteurs
de transcription était régulée par des facteurs épigénétiques (Greenblatt and Nimer 2014). Des
mutations de genes impliqués dans la régulation épigénétique (méthylation de I'ADN et
modification de la chromatine par exemple) ont été identifiées dans prés de 70% des LAM et
constituent une classe critique de mutations dans la leucémogénese des LAM (Cancer Genome

Atlas Research Network et al. 2013).

Plus récemment, des études en single cell ont permis de caractériser la séquence d’apparition

des mutations et ont ainsi identifié différents modeles de hiérarchie clonale, linéaire ou

branchée, a |'origine des LAM (Figure 5) (Hirsch et al. 2016; Martignoles et al. 2018).
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Figure 5 : Modeéles de hiérarchies clonales dans les LAM (Martignoles et al. 2018)

LAM-s : LAM secondaires ; LAM-t : LAM secondaires a un traitement

Dans le cas des LAM de novo, |'évolution clonale peut émailler de mutations dans les génes
de régulation de I'épigénétique tels que DNMT3A, TET2, suivies de mutations de NPM1 ou de
génes codant pour un facteur de transcription (CEBPA, RUNX1 ou GATA2), puis de mutations
des génes des voies de signalisation (FLT3, KIT, RAS...). Dans ce modele, les mutations des genes
de I'épigénétique correspondent souvent a une hématopoiése clonale liée I'age (Clonal
hematopoiesis of indeterminate potential — CHIP). Dans les LAM de novo ou la mutation de CHIP
est portée par le gene TP53, I'évolution clonale est différente, marquée par I'acquisition de
mutations additionnelles au niveau de génes de I'épigénétique, le plus souvent DNMT3A, suivies
d’altérations chromosomiques par instabilité génétique liée a la mutation du gene TP53. Dans
ce modele, il n'existe pas de mutation de NPM1 ni de mutation de génes codant pour des

facteurs de transcription associée (Papaemmanuil et al. 2016).

27



Les LAM peuvent également résulter de 'acquisition successive d’'une mutation de NPM1 ou
de genes codant pour des facteurs de transcription, suivie de mutations dans les genes
impliqués dans la prolifération sans mutation liée a la CHIP. Ce modele correspond le plus
souvent aux LAM avec mutation bi-allélique de CEBPA.

Les LAM de novo peuvent également résulter d’'une évolution clonale plus courte, avec des
altérations cytogénétiques initiatrices suivies de mutations dans les genes des voies de
signalisation tyrosine kinase/RAS. Dans ces cas, les mutations de NPM1, RUNX1, CEBPA ou
GATA2 ne sont jamais retrouvées (Papaemmanuil et al. 2016). Ce modele est plus fréquent chez
I’enfant et I'adulte jeune (LAM-CBF, LAM avec réarrangement de KMT2A).

Dans le cas des LAM secondaires, la hiérarchie clonale est fonction du contexte (syndrome
myélodysplasique/myéloprolifératif ou traitement antérieur). Une étude incluant 93 patients
présentant une LAM secondaire a un SMD a permis d’identifier 8 mutations spécifiques au sein
de 3 classes fonctionnelles : splicéosome (SRSF2, U2AF1, ZRSR2 et SF3B1), modification de la
chromatine (ASXL1, BCOR et EZH2) et cohésine (STAG2) (Lindsley et al. 2015). Les LAM post-
SMD résultent de la succession d’une ou plusieurs mutations spécifiques de LAM secondaires,
suivies par l'acquisition de mutations dans les génes impliqués dans la prolifération cellulaire
(RAS, FLT3...). Dans les LAM secondaires a des syndromes myéloprolifératifs, les mutations
initiatrices surviennent le plus souvent dans les génes JAK2, CALR ou MPL. L’évolution clonale
est ensuite marquée par l'acquisition successive de mutations de genes de I'épigénétique puis
de genes des voies de signalisation (Martignoles et al. 2018).

Les LAM secondaires a un traitement résultent de la sélection d’un clone porteur d’une

mutation de TP53 par le traitement préalable (chimiothérapie/radiothérapie).

D. Classification OMS 2016

La classification actuelle des LAM repose la classification OMS révisée en 2016 (Tableau 2)
(Arber et al. 2016). Cette classification prend en compte les éléments morphologiques,
cytochimiques et immunohistochimiques, permettant ainsi d’identifier le type de lignée et le

degré de maturation des cellules leucémiques, tel que dans la classification FAB. A la différence
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de cette derniere, la classification OMS integre en plus des altérations cytogénétiques (RUNX1-
RUNXT1, MLLT3-KMT2A, DEK-NUP214...) ou moléculaires (mutations de NPM1, CEBPA, ou
RUNX1), la notion de myélodysplasie sous-jacente ou de chimiothérapie antérieure. Enfin, une
nouvelle entité appelée « néoplasies myéloides avec prédisposition germinale » a été intégrée

dans la derniére révision de cette classification (Arber et al. 2016).

Tableau 2: Classification OMS 2016 des LAM

LAM avec anomalies génétiques récurrentes

LAM avec t(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1

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

LAM avec t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A

LAM avec t(6;9)(p23;934.1);DEK-NUP214

LAM avec inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entité provisoire: LAM avec BCR-ABL1

LAM avec mutation NPM1

LAM avec mutation bi-allélique CEBPA

Entité provisoire: LAM avec mutation RUNX1

LAM avec anomalies associées aux myélodysplasies

Néoplasies myéloides post-chimiothérapie

LAM, sans autre spécification

LAM avec différenciation minime

LAM sans maturation

LAM avec maturation

Leucémie aigué myélomonocytaire

Leucémie aigué monoblastique/monocytaire

Leucémie érythroide pure

Leucémie aigué mégacaryoblastique

Leucémie aigué a composante basophile

LA avec myélofibrose

Sarcomes myéloides

Proliférations myéloides liés au syndrome de Down

Prolifération myéloide transitoire

Leucémies myéloides associées au syndrome de Down

Néoplasies myélodes avec prédisposition germinale
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E. Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques des LAM dépendent essentiellement des altérations

cytogénétiques et moléculaires, du patient, ainsi que de la réponse au traitement.

1.Facteurs pré-thérapeutiques

a.Liés au patient

L’age du patient au diagnostic de LAM représente un facteur de risque indépendant, avec un
pronostic d’auant plus péjoratif que la LAM survient a un age avancé (Blichner and Heinecke
1996; Creutzig et al. 2008; Juliusson et al. 2009). Cette constatation s’explique par I'incidence
plus élevée des altérations génétiques défavorables avec I'dge.

D’autre part, I'état général et les comorbidités du patient impactent directement sur la

décision thérapeutique et la tolérance au traitement (Déhner et al. 2017).
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Figure 6 : Impact pronostique de I’age dans les LAM des patients diagnostiqués entre 2000 et
2016, d’apres le registre américain SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results,
www.seer.cancer.gov)

30



b.Liés aux altérations cytogénétiques et moléculaires

Les altérations cytogénétiques représentent des facteurs pronostiques bien identifiés chez

I'adulte (Grimwade et al. 2010).

Les mutations, identifiées chez prés de 90% des patients, représentent des facteurs

pronostiques majeurs. Certaines de ces mutations ont été intégrées dans la classification de ELN

2017, stratifiant les patients selon trois groupes pronostiques et guidant la décision

thérapeutique (Tableau 3) (Papaemmanuil et al. 2016; Doéhner et al. 2017). Cette révision

intégre certaines mutations dont I'impact prédomine sur les altérations cytogénétiques. Les

mutations bi-alléliques de CEBPA et les mutations de NPM1 en I'absence de mutation FLT3-ITD

ou avec une ITD a faible ratio allélique sont de bon pronostic. Les mutations FLT3-ITD ainsi que

des RUNX1, ASXL1 et TP53 sont associées a un pronostic défavorable (Paschka et al. 2015;

Gaidzik et al. 2016; Papaemmanuil et al. 2016).

Tableau 3 : Classification pronostique de I'ELN 2017 d'aprés Déhner et al. (Dohner et al. 2017)

Pronostic
Favorable

Intermédiaire

Défavorable

Altérations génétiques et cytogénétiques

t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

Mutation de NPM1 sans FLT3-ITD ou avec ratio allélique de FLT3-ITD bas (<0,5)
Mutations bi-alléliques de CEBPA

Mutation de NPM1 et FLT3-ITD avec ratio allélique élevé

Absence de FLT3-ITD ou FLT3-ITD avec ratio allélique bas sans mutation de NPM1
(sans altération génétique de mauvais pronostic)

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

Anomalies cytogénétiques non classées favorables ni de mauvais pronostic
t(6;9)(p23;034.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); réarrangement de KMT2A

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(921.3926.2) or t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2-MECOM (EVI1)

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

Caryotype complexe ou présence d’une monosomie sur le caryotype

FLT3-ITD avec ratio allélique élevé sans mutation de NPM1

Mutation de RUNX1, ASXL1 ou TP53
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2.Facteurs post-thérapeutiques : le suivi de la maladie résiduelle

Le suivi de la maladie résiduelle (Minimal residual disease, MRD) constitue un facteur
pronostique post-thérapeutique indépendant, permettant d’identifier des cellules leucémiques
résiduelles avec une résolution supérieure a celle de I'examen morphologique (102) (Jongen-
Lavrencic et al. 2018).

La MRD revét d’un intérét majeur pour apprécier I'efficacité d’un traitement, adapter la
stratégie thérapeutique, et surveiller de facon plus étroite I'apparition d’une rechute afin
d’intervenir plus précocement (Schuurhuis et al. 2018) La MRD représente un critére
d’évaluation de substitution de I'EFS et pourrait ainsi aider a accélérer I'approbation de
nouveaux traitements (Hourigan et al. 2017).

Différentes techniques sont utilisées pour le suivi de la MRD parmi lesquelles la CMF et la
real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) représentent les deux techniques

les plus fréquemment réalisées en pratique clinique courante (Figure 7) (Schuurhuis et al. 2018)
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Figure 7 : Seuils de détection pour I'évaluation de la maladie résiduelle selon les approches
utilisées
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Le suivi de la MRD en CMF repose sur I'évaluation de I'expression aberrante d’antigenes par
les blastes de LAM selon deux techniques: I'immunophénotype associé aux leucémies
(Leukemia Associated ImmunoPhenotypes, LAIP) déterminé au diagnostic de LAM, et
I'identification d’'immunophénotypes différents de la normale (Different from Normal, DfN) en
cours de suivi. L’évaluation de la MRD par CMF est réalisable dans environ 90% des patients
(Ravandi et al. 2018).

Les LAIP peuvent correspondre a 1) des antigénes anormalement exprimés en comparaison
aux progéniteurs de la lignée myéloide de méme stade de différenciation, 2) des marqueurs
d’autres lignées, 3) I'expression asynchrone d’antigénes (co-expression de marqueurs
d’'immaturité et de maturité)(Kern et al. 2010). Les LAIP peuvent varier au cours du temps et
suivant les traitements. Cette évolution peut s’expliquer par l'instabilité antigénique du clone
principal, I'émergence d’un nouveau clone leucémique, ou I'expansion d’un sous-clone chimio-
résistant sous la pression thérapeutique.

La stratégie DfN est une approche complémentaire permettant d’identifier les blastes par
déviation de leur chemin de maturation en comparaison a celui des cellules normales
(Schuurhuis et al. 2018).

La sensibilité de la CMF pour détecter des cellules leucémiques résiduelles est de 104

L’évaluation de la MRD par RT-gPCR est une approche hautement sensible (seuil de
détection : 10 a 10°®) permettant le suivi d’altérations génétiques telles que les mutations de
NPM1 ou de certains transcrits de fusion tels que CBF-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA. En
raison de la présence nécessaire de certaines cibles moléculaires spécifiques, cette technique

n’est applicable qu’a environ 40% des patients (Schuurhuis et al. 2018).

La PCR digitale (droplet digital PCR, ddPCR) représente également une approche de haute
résolution (seuil de détection: 10° a 10°) offrant la possibilité d’'un suivi de tout type de

mutation/transcrit de fusion.

Le suivi de la MRD en NGS est une approche en cours de développement. Le NGS permet de
détecter des mutations dans prés de 90% des LAM, avec un seuil de sensibilité d’environ 103 3

10 pour les technologies actuelles. Néanmoins, environ 50% des mutations identifiées au
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diagnostic persistent en rémission compléete (RC), parmi lesquelles, les mutations de DNMT3A,
TET2 et ASXL1 (mutations « DTA ») sont les plus fréquemment retrouvées (Jongen-Lavrencic et
al. 2018). Ces mutations sont associées a une hématopoiese clonale liée a I’dge et n’ont pas
d’impact pronostique.

L’évaluation de la MRD en NGS nécessite donc de suivre les mutations « non-DTA » et serait
donc réalisable dans environ 40-50% des cas. La persistance d’'une MRD positive en RC
représenterait un facteur pronostique indépendant sur la survie sans rechute et la survie

globale (Jongen-Lavrencic et al. 2018).

F. Prise en charge thérapeutique des LAM de I’adulte jeune

a.Traitement conventionnel

*Traitement d’induction

La prise en charge thérapeutique des LAM de I'adulte jeune (18-60 ans) a longtemps reposé
sur une polychimiothérapie intensive associant de la daunorubicine 60 mg/m?/j pendant 3 jours
a de la cytarabine 100-200 mg/m?/j pendant 7 jours (schéma « 3+7 »). Ce régime d’induction
permet |'obtention d’une RC dans 60-80% des LAM de I'adulte jeune (Dombret and Gardin
2016).

*Traitement post-rémission

La décision du type de traitement en post-induction (chimiothérapie de
consolidation/allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, Hematopoietic Stem Cell
Transplantation, HSCT) dépend des facteurs pré-thérapeutiques et de la réponse au traitement
d’induction évaluée par la mesure de la maladie résiduelle.

L'HSCT représente le traitement de choix pour prévenir le risque de rechute dans les LAM
mais est grevée d’'une morbidité et mortalité (treatment-related mortality, TRM) non
négligeables en particulier chez les patients les plus agés. Au cours des dernieres années,
I'utilisation de conditionnements atténués chez les patients les plus agés ou présentant des

comorbidités a permis une diminution de la TRM (Sengsayadeth et al. 2015). La décision d’"HSCT
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dépend de la balance bénéfice-risque entre la morbi-mortalité non liée a la rechute et le risque
de rechute — reposant principalement sur les facteurs pronostiques pré-thérapeutiques — et du
type de donneur. L'HSCT est recommandée lorsque le risque de rechute sans HSCT est supérieur
a 35-40%, c’est-a-dire chez les patients des groupes intermédiaire ou défavorable selon I'ELN
2017 (Cornelissen et al. 2012; Déhner et al. 2017).

La chimiothérapie intensive de consolidation, proposée chez les adultes non candidats a
I"'HSCT, repose sur la cytarabine a dose intermédiaire (1000 & 1500 mg/m?) ou a forte dose

(3000 mg/m?), ou sur une polychimiothérapie (Schlenk 2014).

b.Place des houveaux agents dans le traitement des LAM

L'identification des altérations moléculaires dans les LAM a permis non seulement une
meilleure stratification des patients mais a également contribué au développement de thérapies
ciblées. Ainsi, la prise en charge thérapeutique des LAM a changé substantiellement en 2017
avec l'approbation par I'agence américaine du médicament (FDA, Food and Drug
Administration) de nouveaux agents thérapeutiques tels que le gemtuzumab ozogamicine, les
inhibiteurs de FLT3, d’IDH1/2 ou de BCL2 (Tableau 4). Ces nouvelles molécules ont ainsi offert
de nouvelles options thérapeutiques aux patients, en particulier a ceux dont I'age ou les
comorbidités les rendaient inéligibles a une chimiothérapie intensive, appelés patients

« unfits ».
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Tableau 4 : Traitements ciblés des LAM approuvés par I’agence américaine du médicament

Drogue/Schéma de traitement Indication approuvée par la FDA* Date de la 1ére

approbation par la
FDA

Rydapt/midostaurine en LAM avec mutation de FLT3 28 Avril 2017

combinaison avec la chimiothérapie

intensive

Idhifa/énasidénib LAM en rechute/réfractaire avec 01 Ao(it 2017

mutation d'/DH2
Mylotarg/gemtuzumab ozogamicine LAM CD33+ 1¢" Septembre 2017

seul ou en combinaison avec
daunorubicine et cytarabine

Tibsovo/ivosidénib LAM >75 ans inéligible a la chimiothérapie 20 Juillet 2018
intensive avec mutation d'IDH1

Daurismo/glasdégib + LDAC >75 ans ou inéligible a la chimiothérapie 21 Novembre 2018
intensive pour la Cl

Vénétoclax + HMA ou LDAC LAM =75 ans non antérieurement traitée 21 Novembre 2018
ou inéligible a la chimiothérapie intensive

Xospata/giltéritinib fumarate LAM en rechute/réfractaire avec 28 Novembre 2018

mutation de FLT3
FDA: Food and Drug Administration, LDAC : low—dose cytarabine, HMA : hypomethylating agent

*Inhibiteurs de FLT3

Les inhibiteurs de FLT3 ont été introduits dans les essais cliniques a partir de 2002. Les
inhibiteurs de premiére génération (midostaurine, sorafénib, lestaurtinib...) ont une activité
multi-kinases, non sélective de FLT3, et dont I'efficacité est contrebalancée par d’importantes
toxicités en raison de leur manque de spécificité (effet « off-target »). Les inhibiteurs de
seconde génération sont plus spécifiques de FLT3 et ainsi associés a moins d’effet off-target
(Daver et al. 2019b).

Selon leur mécanisme d’action, on distingue deux types d’inhibiteurs de FLT3: les
inhibiteurs de classe | qui se lient au site de liaison a I’ATP quelle que soit la conformation du
récepteur, tandis que les inhibiteurs de classe Il se fixent au récepteur dans sa conformation
inactive au niveau de la région hydrophobe sous-jacente au domaine de liaison a I’ATP (Daver et
al. 2019b). Ainsi, les inhibiteurs de type | (midostaurine, giltéritinib, lestaurtinib, sunitinib et

crénolanib) sont actifs sur les mutations de type ITD et TKD alors que les inhibiteurs de classe Il
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(sorafénib, panatinib, quizartinib) sont spécifiques des mutations de type ITD, les mutations de

type TKD induisant une conformation active du récepteur (Figure 8).
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* Second-generation FLT3 inhibitors

Figure 8 : Mécanismes d'action des inhibiteurs de FLT3, d’aprés Daver et al. (Daver et al.
2019b)

L’étude randomisée de phase Ill RATIFY, menée chez 717 patients diagnostiqués pour une
LAM non antérieurement traitée avec mutation de FLT3 a montré une amélioration significative
de la survie globale des patients traités dans le bras midostaurine en comparaison a ceux traités
dans le bras placebo (survie globale médiane : 74,7 mois vs 25,6 mois, hazard ratio[HR] : 0,78,
IC95% :0,63-0,96; P=0,009) avec un profil de toxicité similaire entre les deux bras (Stone et al.
2017). Ces résultats ont conduit a I'approbation de la midostaurine par la FDA en 2017 dans le
traitement des LAM de I’adulte non antérieurement traitées avec mutation FLT3 (ITD ou TKD) en
combinaison avec le traitement intensif standard.

Plus récemment, le giltéritinib, inhibiteur de deuxiéme génération, hautement spécifique
des mutations FLT3-ITD et —TKD, est le second inhibiteur de FLT3 a avoir été approuvé par la
FDA, en monothérapie dans les LAM avec mutation de FLT3 en rechute/réfractaires sur les
résultats de I’étude ADMIRAL. Cette étude randomisée de phase Ill, a montré une augmentation
significative de la survie globale dans le bras giltéritinib en comparaison au bras standard avec
chimiothérapie de rattrapage (survie médiane : 9,3 mois vs 5,6 mois ; HR : 0,64, 1C95% : 0,49-
0,83 ; P<0.001)(Perl et al. 2019).
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Le quizartinib (AC220) est un inhibiteur tyrosine kinase de type Il dont I'administration en
monothérapie a montré une activité anti-leucémique chez les patients en rechute/réfractaire,
avec un taux de réponse composite (RC + RC incompléte + RC avec récupération hématologique
incomplete) de 47 a 56% (Cortes et al. 2018a, 2018b). L'étude randomisée de phase |l
QUANTUM-R a comparé le bénéfice du quizartinib vs chimiothérapie de rattrapage sur la survie
globale chez 367 adultes avec LAM en rechute/réfractaire (Cortes et al. 2019b). Cette étude a
montré une efficacité limitée du quizartinib, avec une survie globale médiane de 6,2 mois vs 4,7
mois dans le bras controle (HR = 0,76, IC95% : 0,58-0,98, P=0,02). En EFS, il n’était pas observé
de différence statistiquement significative entre le quizartinib et la chimiothérapie de
rattrapage (EFS médiane : 1,4 mois vs 0,9 mois; HR = 0,90, 1C95% : 0,70-1,16, P=0,11). Par
ailleurs, les effets secondaires, cardiaques notamment, étaient plus fréquemment observés
dans le bras expérimental. Collectivement, ces résultats ont conduit a un refus d’approbation du
quizartinib par la FDA.

D’autres inhibiteurs de FLT3 sont en cours d’évaluation dans des essais de phase plus ou
moins avancée, en premiére ligne, en induction ou en maintenance (Perl 2017). Enfin, une
étude de phase Ill comparant I'efficacité du crénolanib — inhibiteur de seconde génération — a
la midostaurine en premiére ligne de traitement est actuellement en cours (NCT03258931,

(Stone et al. 2019)).

*Inhibiteurs d’IDH

L’énasidénib (AG-221), inhibiteur d’IDH2, représente le premier inhibiteur d’IDH a avoir
démontré une efficacité dans la LAM. Dans un essai multicentrique de phase 1/2, 176 patients
avec une LAM en rechute/réfractaire ont recu un traitement par énasidénib. Chez ces patients,
I’énasidénib a permis |'obtention d’une réponse globale de 40,3% avec une survie globale
médiane de 9,3 mois (Stein et al. 2017). Chez les 19,3% de patients en RC, la survie globale
médiane était de 19,7 mois. Un syndrome de différenciation était observé dans 11,7% des cas
mais pouvait étre pris en charge de facon efficace par administration de corticoides (Fathi et al.
2018). L’énasidénib a ainsi obtenu |'approbation de la FDA en 2017 pour les LAM en

rechute/réfractaires avec mutation d’IDH2.
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De facon similaire, I'ivosidénib (AG-120), inhibiteur d’IDH1, a été testé dans une étude de
phase 1/2. Le taux de réponse globale était de 41,6% dont 21,6% de RC chez les patients avec
LAM en rechute/réfractaire (n=125 patients), et la durée médiane de réponse était de 6,5 mois
(DiNardo et al. 2018b). Chez les patients non antérieurement traités, 42,4% des patients traités
par ivosidénib étaient en RC ou RC avec récupération hématologique partielle (RCh), la durée
médiane de RC/RCh n’était pas atteinte et la survie globale médiane était de 12,6 mois (Roboz
et al. 2020). Au total 79% des patients expérimentaient des toxicités de grade > 3, et 18% des
patients présentaient un syndrome de différenciation. Ces résultats ont ainsi conduit a
I'approbation par la FDA de I'ivosidénib dans les LAM de I'adulte avec mutation d’IDH1 en
rechute/réfractaires en 2017, puis en premiére ligne chez les patients agés d’au moins 75 ans
non antérieurement traités, inéligibles a la chimiothérapie intensive 2019.

Récemment, une étude de phase | a évalué le bénéfice de I'ivosidénib/énasidénib en
combinaison avec une chimiothérapie intensive en traitement de premiere ligne dans LAM de
I’adulte avec mutation IDH1/2 (Stein et al. 2020). Un total de 153 patients a été inclus dans
I’étude (bras ivosidénib : n=60 patients ; bras énasidénib : n=91 patients). Le taux de RC était de
55% dans le bras ivosidénib et 47% dans le bras énasidénib, soit une réponse globale (RC/RCh)
de 72% et 63% respectivement. Les syndromes de différenciation étaient moins fréquents que
lors de l'utilisation des inhibiteurs d’IDH1/2 en monothérapie (3,3% dans le bras ivosidénib et
2,2% dans le bras énasidénib). Une étude randomisée de phase Ill est actuellement en cours afin

de confirmer ces premiers résultats (étude HOVON 150 AML ; clinicaltrials.gov : NCT03839771).

*Inhibiteurs de KIT

Les mutations de KIT sont fréquentes dans les LAM CBF et constituent des cibles
thérapeutiques potentielles. La midostaurine et le dasatinib sont des inhibiteurs multikinases,
avec notamment une activité contre les mutations de KIT. Deux études de phase Il (AMLSG 11-
08 et CALGB 10801) ont évalué la faisabilité et I'efficacité de I’adjonction du dasatinib en
induction, consolidation et maintenance a la polychimiothérapie intensive en premiére ligne de
traitement des LAM CBF (Paschka et al. 2018; Marcucci et al. 2020). Dans I'essai AMLSG 11-08,
le taux de réponse globale (CR + CR incompléte) était de 94% et la survie globale a 4 ans était de

74,7% (Paschka et al. 2018). De facon similaire dans I’étude CALGB 10801, le taux de RC était de
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90%, avec une survie sans maladie et une survie globale a 3 ans de 75 et 77% respectivement
(Marcucci et al. 2020). Par ailleurs, une étude de phase Il a évalué I'efficacité du dasatinib en
traitement de maintenance dans les LAM CBF en RC mais avec une MRD moléculaire positive. A
deux ans, la survie sans maladie était similaire entre les patients traités par dasatinib et ceux
n’ayant pas recu de traitement de maintenance (40,2% vs 50,0%, P=0,74) (Boissel et al. 2015).
Une étude randomisée de phase Il (NCT02013648) est actuellement en cours pour évaluer le
bénéfice de I'ajout du dasatinib au traitement intensif standard dans les LAM CBF non

antérieurement traitées.

*Inhibiteurs de la voie RAS

Des mutations de genes de la voie de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK sont fréquentes dans
les LAM et sont parfois impliquées dans les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de FLT3,
d’IDH1/2 ou encore de BCL-2. La voie de signalisation RAS représente donc une cible
thérapeutique d’intérét potentiel dans les LAM.

Des inhibiteurs de MEK-1/2, le solumétinib et le tramétinib ont montré une efficacité limitée
dans le traitement des LAM, y compris en combinaison avec un inhibiteur de la voie PI3K-Akt,
susceptible d’étre activée dans les cas de résistance aux inhibiteurs de MEK (taux de réponse :

17-22%) (Jain et al. 2014; Ragon et al. 2019).

*|nhibiteurs de TP53

L’APR-246 est un analogue méthylé de PRIMA-1 (p53 Re-activation and Induction of Massive
Apoptosis) capable d’induire I'apoptose de cellules mutées TP53. L’APR-246 est spontanément
converti en une forme active, le méthyléne quinuclidinone qui, apres liaison covalente aux
résidus cystéine des protéines p53 mutées, va restaurer leur activité en favorisant leur
conformation wild-type (Lambert et al. 2009; Zhang et al. 2018).

Une étude de lignées cellulaires mutées TP53 a montré |'effet synergique pro-apoptotique
de la combinaison APR-246 et azacitidine en comparaison a |'azacitidine seule, et un arrét du
cycle cellulaire dans 83% des cellules traitées par cette combinaison (Maslah et al. 2020).

Deux études cliniques de phase Il (NCT03072043, NCT03588078) ont récemment confirmé le

bénéfice de I'adjonction de I’APR-246 au traitement par azacitidine dans les SMD et les LAM,
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avec un taux de réponse globale de 75-87%, dont 53-56% de RC (Cluzeau et al. 2019; Sallman et
al. 2019).

*Inhibiteurs de MDM2

MDM?2 est une ubiquitine ligase E3 qui régule négativement I'activité de p53 en induisant sa
dégradation dans le protéasome (Moll and Petrenko 2003). Dans différents cancers dont les
LAM, la protéine MDM2 peut étre anormalement surexprimée par amplification du gene
MDM?2, promouvant alors la dégradation de la protéine p53 (Momand et al. 1998). L’inhibition
de l'interaction MDM2-p53 représente une cible d’intérét pour restaurer I'activité de la protéine
p53. Les inhibiteurs de MDM2 pourraient ainsi potentialiser 'activité cytotoxique de certains
agents de chimiothérapie tels que la cytarabine et la daunorubicine en particulier dans les LAM
sans mutation de TP53 (Kojima et al. 2005). Une étude de phase I/Ib a démontré un profil de
toxicité acceptable ainsi qu’une activité anti-leucémique de l'idasanutline en monothérapie ou
en combinaison avec la cytarabine (Yee et al. 2014). Ces résultats ont conduit a une étude
randomisée de phase Il (essai MIRROS ; NCT02545283) évaluant I'efficacité de la combinaison
idasanutline — cytarabine vs placebo — cytarabine. Les résultats préliminaires de I'étude ne
montrent pas de bénéfice de I'adjonction d’idasanutline sur la survie globale (survie globale

médiane : 8,3 vs 9,1 mois, (HR : 1,08 ; 1C95% : 0,81-1,45 ; P=0,58) (E-Poster EHA 2020 EP532).

*|nhibiteurs de BCL2

Les protéines de la famille BCL2 (BCL2, BCL-XL, MCL1...) jouent un réle clé dans le controle
de la voie intrinseéque de I'apoptose. Cette famille de protéines peut étre divisée en 4 groupes
fonctionnels : les suppresseurs (BCL2, BCL-XL, MCL1...), les activateurs (BIM, PUMA), les
effecteurs (BAX, BAK) et les sensibilisateurs (NOXA). Les suppresseurs répriment 'activité pro-
apoptotique des activateurs et des effecteurs, tandis que les sensibilisateurs inhibent I'activité
des suppresseurs. Les activateurs et les effecteurs induisent une augmentation de la
perméabilité de la membrane externe mitochondriale, relarguant ainsi le cytochrome C et
générant I'activation de la caspase 9, ce qui conduit a la mort de la cellule (Pollyea et al. 2019).
L'expression de BCL2 est fréquemment augmentée dans les LAM, a l'origine d’une résistance

aux traitements et de la survie des cellules leucémiques.
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Le vénétoclax (ABT-199) est un BH3 mimétique, inhibiteur hautement sélectif de BCL2,
induisant in vitro l'apoptose dans les lignées cellulaires de LAM (Pan et al. 2015).
L'administration du vénétoclax en monothérapie dans les LAM de haut-risque en
rechute/réfractaires inéligibles a la chimiothérapie a conduit a un taux de réponse globale de
19%, avec un profil de toxicité acceptable (Konopleva et al. 2016).

Des études précliniques ont montré que différents agents tels que les anthracyclines, la
cytarabine, ou les agents hypométhylants agissent de facon synergique avec le vénétoclax pour
déclencher I'apoptose des cellules leucémiques (Bogenberger et al. 2015; Niu et al. 2016). Ainsi,
I'azacitidine semble promouvoir I'action du vénétoclax par un mécanisme non épigénétique, en
induisant I'expression de protéines pro-apoptotiques NOXA et PUMA (Jin et al. 2020). D’autre
part, MCL1 peut induire une séquestration de BIM, a I'origine d’une résistance au vénétoclax.
L'administration de daunorubicine ou de cytarabine permet de réprimer ce mécanisme de
résistance en diminuant I’expression de MCL1, promouvant ainsi 'apoptose (Niu et al. 2016).

Le vénétoclax a ensuite été testé dans des études de phase Ib/Il en association avec des
agents hypométhylants ou avec de la cytarabine a faible dose chez des patients avec LAM non
antérieurement traitée agés d’au moins 60 ans inéligibles a la chimiothérapie intensive. En
association avec I'azacitidine ou la décitabine, le vénétoclax a permis I'obtention d’une réponse
globale (RC + RC incompléte) de 67% parmi les 145 patients traités, avec une durée de réponse
médiane de 11,3 mois et une survie globale médiane de 17,5 mois (DiNardo et al. 2018a, 2019).
D’autre part, I'association vénétoclax-cytarabine a faible dose a conduit a un taux de réponse
globale de 54% parmi les 82 patients inclus, avec une durée de réponse médiane de 8,1 mois et
une survie globale médiane de 10,1 mois (Wei et al. 2019).

Ces deux études ont conduit la FDA a approuver le vénétoclax en association avec des
agents hypométhylants ou avec de la cytarabine a faible de dose dans les LAM des sujets agés
d’au moins 75 ans inéligibles a la chimiothérapie intensive en novembre 2018.

Deux études randomisées de phase lll, ont été menées chez des sujets agées de 75 ans et
plus non antérieurement traités pour confirmer le bénéfice de I’adjonction du vénétoclax a la
cytarabine a faible dose (étude VIALE-C; NCT03069352) ou aux agents hypométhylants (étude
VIALE-A ; NCT02993523).
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L’étude VIALE-C a montré que l'adjonction du vénétoclax a la cytarabine faible dose
permettait une réduction de 30% du risque de décés en comparaison a la cytarabine seule
(survie globale médiane: 8,4 vs 4,1 mois, HR: 0,70, 1C95% [0,50-0,99], P=0,04). Le taux de
réponse globale était de 48% dans le bras expérimental et 13% dans le bras contrdle (P<0,001)
(Wei et al. 2020).

L'étude VIALE-A a évalué le bénéfice de la combinaison azacitidine — vénétoclax en
comparaison a l'azacitidine seule. La survie globale médiane était de 14,7 mois dans le bras
azacitidine-vénétoclax vs 9,6 mois dans le bras azacitidine seule (HR : 0,66, IC95% [0,52-0,85],

P<0,001), et le taux de réponse globale était de 66,4% vs 28,3% (P<0,001) (DiNardo et al. 2020).

*Gemtuzumab ozogamicine

Le CD33 est un antigéne présent a la surface des cellules de la lignée myéloide, et largement
exprimé par les blastes myéloides (>80%)(Sievers et al. 2001). Le gemtuzumab ozogamicine (GO,
Mylotarg®), conjugué anticorps-médicament (ADC, antibody-drug conjugate) dirigé contre
I'antigeéne CD33 représente le premier ADC a avoir été approuvé par la FDA en oncologie. Le GO
a démontré son efficacité dans le traitement de la LAM, en particulier chez les patients de
risque favorable. Une revue des essais cliniques et des marqueurs biologiques d’efficacité du

gemtuzumab ozogamicine, réalisée dans le cadre de cette these, est proposée page 90.

*Inhibiteurs de checkpoints

Le systeme immunitaire joue un role majeur dans le contréle du développement tumoral et
la résistance aux traitements. Ce réle a été particulierement mis en exergue dans les tumeurs
solides et a révolutionné la prise en charge de différents cancers solides avec le développement
d’inhibiteurs de checkpoints (anti-PD1, anti-PDL1, anti-CTLA4). Dans les hémopathies malignes,
le développement des inhibiteurs de checkpoints est moins avancé.

Les LAM sont associées a une augmentation de I'expression de cellules T CD8+ coexprimant
les marqueurs PD-1 TIM3, et LAG3. Les modeles murins montrent des effets anti-leucémiques
du CTLA4, PD-1, PD-L1 et TIM3 (Williams et al. 2019).

Une étude de phase 1/1b a évalué I'efficacité de I'ipilimumab (anti-CTLA4) en monothérapie

dans le traitement de rechutes post-allogreffe chez des patients pris en charge pour une
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hémopathie maligne. Quatre des 12 patients diagnostiqués pour une LAM présentaient une
réponse compléte et durable (> 1an) (Davids et al. 2016).

Le nivolumab, anti-PD1, a été testé en combinaison avec un agent hypométhylant,
I’azacitidine dans une étude de phase Il menée chez des patients en rechute/réfractaires de

LAM. Le taux de réponse globale était de 33% (n=22/70 patients) (Daver et al. 2019a).

*Inhibiteur de la voie sonic hedgehog

La voie Hedgehog est une voie de signalisation hautement conservée et joue un réle clef
dans le développement embryonnaire et dans la maintenance de I'état souche des cellules.
Cette voie est impliquée dans la survie et I'expansion des cellules souches hématopoiétiques
(Wellbrock et al. 2015).

Une étude randomisée de phase Il a évalué l'efficacité de I’'adjonction du glasdégib a la
cytarabine a faible dose (Cortes et al. 2019a). Le glasdégib a amélioré significativement la survie
globale des patients avec une LAM ou un syndrome myélodysplasique de haut risque 8,8 vs 4,9
mois (P=0,0004). Le glasdégib a obtenu I'approbation de la FDA en 2018 dans les LAM des
patients agés d’au moins 75 ans ou inéligibles pour la chimiothérapie, en association avec la

cytarabine a faible dose.

G. Protocole ALFA-0702

Le protocole ALFA-0702 est une étude prospective multicentrique randomisée de phase |l
évaluant l'intérét d’un régime de consolidation a base de clofarabine en comparaison a la
cytarabine a forte dose chez les patients agés de 18 a 59 ans diagnostiqués pour une LAM de
novo non antérieurement traitée. Cette étude a été conduite entre mars 2009 et septembre
2013.

Les patients inclus dans I'étude recevaient une chimiothérapie séquentielle d’induction
associant daunorubicine (60 mg/m?/j de J1 a J3 et 35 mg/m?/j a 18 et J9), cytarabine (500
mg/m?/j de J1 & J3 et 1 g/m?/12h de J8 & J10). Une cure de rattrapage comprenant de
I'idarubicine (12 mg/m?/j de J1 a J3), et de la cytarabine (3 g/m?/12h a J1, 3, 5, et 7) était
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réalisée en cas d’échec d’induction.

Les patients de risque favorable en RC/ RC sans récupération plaquettaire (RCp) recevaient
un traitement de consolidation par 3 cycles de cytarabine a forte dose.

Les patients de risque intermédiaire ou défavorable en RC/RCp a l'issue de la cure
d’induction/rattrapage étaient éligibles a I’'HSCT en traitement de consolidation. En I’absence de
donneur HLA compatible, les patients étaient randomisés dans I’étude CLARA pour le traitement
de consolidation. L’étude CLARA consistait en un bras associant clofarabine 30 mg/m?/j de J2 a
J6 et cytarabine 1g/m?/j de J1 a J5 (bras CLARA) et un bras associant de la cytarabine 3 g/m?/12h
a J1, J3 et J5 (bras HDAC). Une HSCT pouvait étre réalisée chez les patients randomisés dans les

cas d’identification tardive de donneur.

RATTRAPAGE Risque non favorable ou Int+ CR/CRp
IDA : 12mg/m2/j, J1-J3 - - Ou

- 2
| AraC:3g/m12h. J1.3.5.7 Nécessité de cure de ratirapage

‘i CONSOLIDATION

Donneur HLA identique ?

CLARA : 3 cures

i oul NON Clofarabine 30mg/m?/j, J2-J6
! 7 T AraC - 1g/m2j, J1-J5
INDUCTION Allogreffe RANDOMISATION e} T

AraC - 500mg/m?/j, J1-J3, puis
1g/m12h, J8-J10

DNR : 60mg/m2/j, J1-J3, puis
35mg/m?/j, J8-J9

HDAC : 3 cures
HD-AraC - 3g/m2/12h, J1,3,5

= 2 T triples* +IT triple”

Autres : Sortie de I'étude CLARA

Groupes de risque Caractéristiques
Risque Intermédiaire-1 Caryotype normal avec mutation de NPM1 ou de CEBPA sans mutation
FLT3-ITD

Risque Intermédiaire-2 Autres cas
Risque défavorable -5,-7,5q-, 79-,
Réarrangements de KMT2A incluant KMT2A-PTD (excepté t( 9;11))
t(6;9)
Caryotype complexe (> 2 anomalies)
Anomalies 3q26 ou EVI1+
> 1 cure pour obtention de la RC

Figure 9 : Design de I'étude ALFA-0702
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L’objectif principal de I'étude était de comparer la RFS entre les deux bras de randomisation,
CLARA et HDAC.

Au total, 713 patients ont été inclus dans I'étude. A lissue de la cure d’induction, 616
patients (86,4%) étaient en RC/RCp, parmi lesquels 221 patients ont été randomisés (bras
CLARA : n=107 patients, bras HDAC : n=114 patients).

La RFS a 2 ans des patients randomisés était de 58,5%, IC95% [49%-67%] dans le bras CLARA
et 46,5%, 1C95% [37%-55%] dans le bras HDAC (HR : 0,76 ; 1C95% [0,54-1,09] ; P = 0,13). Dans
une analyse de sensibilité, en censurant les 110 patients qui étaient allogreffés en RC/RCp, la
RFS a 2 ans était de 53,3% dans le bras CLARA vs 31,0% dans le bras HDAC (HR : 0,63; 1C95%
[0,41-0,98]; P = 0,043) (Thomas et al. 2017).

H. Vers une approche thérapeutique personnalisée ?

1. Identification de nouveaux biomargueurs moléculaires pronostiques

Les larges études du profil moléculaire des LAM menées au cours des dernieres années ont
conduit a l'identification de nouveaux marqueurs pronostiques tels que CEBPA, FLT3, RUNXI,
ASXL1, WT1 ou encore KIT dans les LAM CBF (Marcucci et al. 2011; Patel et al. 2012; Schnittger
et al. 2013b; Do6hner et al. 2015). Le pronostic de la LAM est donc lié a une architecture
génomique composite et ne peut étre restreint a la présence d’un seul marqueur pronostique
tel que défini dans la classification ELN 2017 (Moarii and Papaemmanuil 2017).

Une étude du profil moléculaire incluant I'analyse cytogénétique et le séquencage de 111
genes de 1540 patients inclus dans trois études prospectives multicentriques AML-HD98A, AML-
HD98D et AMLSG-07-04 a été réalisée (Papaemmanuil et al. 2016). Cette étude a permis
d’identifier au moins une mutation dans 96% des cas (1478/1540 patients), et a conduit a
I’établissement de 11 classes de LAM avec un pronostic distinct, regroupées dans 3 grandes
catégories : transcrits de fusion (inv(16), t(8;21), t(15;17), t(6;9), inv(3), fusions impliquant
KMT2A), absence de transcrit de fusion (mutations CEBPA bialléliques, IDH2 R172, NPM1, TP53-

aneuploidie, chromatine-splicéosome), et absence de classification génomique (mutations
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drivers non classantes, mutations non drivers, anomalies mixtes) (Figure 10).

Figure 10: Stratification pronostique selon la classification de Papaemmanuil (Papaemmanuil
et al. 2016)

1.0+ Gene Fusions 1.0 No Gene Fusions 1.0 No Genomic Classification
inv(16)
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Cette nouvelle classification a permis de classer 80% de la population analysée dans un
groupe unique tandis que 48% de la population seulement était classée en se basant sur la
classification OMS en vigueur lors de I'étude, i.e. la classification OMS 2008. Selon la
classification proposée par Papaemmanuil et al, 4% des patients présentaient des altérations
classant dans deux catégories ou plus, et seulement 11% des patients avec driver mutations ne
pouvaient étre classés (Papaemmanuil et al. 2016). Par ailleurs, il était observé une corrélation
entre les différentes catégories et la survie globale des patients. Ainsi, les patients avec
mutation de type chromatine-splicéosome avaient un pronostic défavorable. D’autre part, il a
été montré que la présence de co-mutations pouvait moduler I'impact pronostique de certaines
mutations. Ainsi, chez les patients présentant une mutation de NPM1, le pronostic était
défavorable en présence de co-mutations de DNMT3A et FLT3-ITD, ce qui a été confirmé

ultérieurement (Bezerra et al. 2020).

2. Vers une approche « bangque de connaissance »

Un des enjeux majeurs dans la prise en charge des LAM de l'adulte jeune réside dans

I'indication de I’'HSCT en RC1 chez les patients traités par chimiothérapie intensive (Cornelissen
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and Blaise 2016; Dombret and Gardin 2016).

La stratification pronostique des patients repose sur la classification ELN 2017 et inclut un
nombre restreint d’altérations cytogénétiques et moléculaires.

Les études « donneur vs absence de donneur de cellules souches hématopoiétiques » ont
permis d’évaluer l'intérét de I'HSCT en comparaison a la chimiothérapie intensive de
consolidation et ont conduit aux recommandations sur I'indication d’"HSCT en RC1 dans les LAM
(Schlenk et al. 2008; Koreth et al. 2009; Majhail et al. 2015; Dohner et al. 2017). Ces études ont
montré le bénéfice de I'HSCT sur la survie sans rechute et la survie globale chez les patients de
risque défavorable mais pas chez les patients de risque favorable.

Récemment des modeles de prédiction multifactoriels ont été développés afin d’évaluer le
pronostic des patients en prenant en compte de fagcon exhaustive I'ensemble des
caractéristiques cliniques, biologiques et moléculaires de la LAM. Ainsi, une approche « banque
de connaissance » développée par Gerstung et al. a été développée a partir des 1540 patients
inclus dans les études prospectives de I'AMLSG et étudiés par Papaemmanuil et al.
(Papaemmanuil et al. 2016; Gerstung et al. 2017). Ce modéle multi-étape intégre 100 variables
cliniques, cytogénétiques, génétiques et le type de traitement (HSCT ou non), et permet de
prédire la survie globale, le risque de décés non en rémission, le risque de décés non en rechute,
le risque de déces en rechute et le traitement optimal de consolidation pour chaque patient :

chimiothérapie ou HSCT (Figure 11).

Multistage model
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1 1 1 1
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Figure 11: Approche « banque de connaissance », d’aprés Gerstung (Gerstung et al. 2017)

48



Cette approche personnalisée permettrait de réduire de 20 a 25% le nombre de patients
allogreffés tout en préservant la survie globale (Gerstung et al. 2017).

Les prédictions des causes de déces ont été validées dans des cohortes indépendantes : une
cohorte du TCGA (The Cancer Genome Atlas) et une cohorte rétrospective monocentrique
(Gerstung et al. 2017; Huet et al. 2018). Ces deux cohortes indépendantes ont également
montré la supériorité du modele multi-étapes dans la prédiction de la survie globale en

comparaison a 'ELN 2017 et 'ELN 2010.
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OBJECTIFS

Les LAM représentent des entités hétérogénes sur le plan clinique et biologique. Les études
de biologie moléculaire de haute résolution ont permis de mieux appréhender le profil
moléculaire des LAM au cours des dernieres années. De nouvelles approches sont en cours de
développement telle que la SNP-array, qui permet d’identifier des altérations numériques de
petite taille et des pertes d’hétérozygoties, mais I'impact pronostique de ces altérations est peu
connu, et donc la place de cette technique dans la pratique clinique quotidienne reste a définir.

La caractérisation de nouveaux marqueurs a conduit au développement d’approches
multifactorielles intégrant un nombre plus large de parametres, cliniques et biologiques. Ces
nouvelles approches visent a refléter au mieux les singularités de la LAM de chaque patient et
ainsi optimiser la prédiction du pronostic des patients afin de guider leur prise en charge
thérapeutique. Un enjeu majeur dans le traitement des LAM est I'indication d’HSCT en RC1. A
I’heure actuelle, cette indication repose sur I'dge du patient au diagnostic de LAM, ses
comorbidités et son groupe de risque selon la classification ELN 2017. L'approche « banque de
connaissance » développée par Gerstung et al, permet de prédire la survie des patients de facon
personnalisée, mais la prédiction du bénéfice de I'allogreffe en RC1 selon cette approche n’est
pas encore validée.

Par ailleurs, la prise en charge des patients a substantiellement évolué au cours des
derniéres années avec le développement de thérapies ciblées. Plusieurs d’entre elles ont
montré leur efficacité a travers différents essais cliniques. Ces nouvelles thérapies offrent de
nouvelles options thérapeutiques en monothérapie ou en association a la chimiothérapie
intensive dans la prise en charge des patients. Différents marqueurs permettent de prédire la
réponse a ces traitements. Le troisieme axe de ce travail sera ainsi consacré a une revue sur les

biomarqueurs prédictifs de réponse au gemtuzumab ozogamicine dans le traitement des LAM.
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RESULTATS

A. Intérét de la clofarabine sur la survie sans rechute dans les LAM de I’adulte
jeune avec caryotype micro-complexe

L’analyse en SNP-array permet l'identification du nombre de copies de genes et des pertes
d’hétérozygotie sans altération du nombre de copies de genes. De précédentes études de LAM
en SNP-array ont mis en évidence des altérations génomiques récurrentes incluant des genes
d’intérét dans les LAM tels que TET2, CBL ou FLT3 (Jacoby and Walter 2012). Peu d’études ont
évalué I'impact pronostique des altérations identifiées en SNP-array.

Dans le protocole ALFA-0702, le régime de consolidation a base de clofarabine semblait
bénéficier aux patients avec un risque plus défavorable (Thomas et al. 2017). Afin de mieux
définir le sous-groupe de patients susceptibles de bénéficier de ce traitement, une étude en
SNP-array a été conduite chez les patients randomisés de I'étude pour lesquels de I’ADN au
diagnostic était disponible.

L'analyse SNP-array a été réalisée chez 187 patients (CLARA : n=92 patients, HDAC : n=95
patients). En comparaison au traitement standard (HDAC), le régime de consolidation a base de
clofarabine (CLARA) n’améliorait pas la RFS des patients avec caryotype complexe en
cytogénétique conventionnelle (RFS a 4 ans: 36,4% vs. 18,8%, respectivement ; p=0,134). En
définissant les caryotypes « micro-complexes » par la présence d’au moins 4 anomalies en SNP-
array, le groupe de patients de risque défavorable a pu étre élargi. Ainsi, le régime CLARA
améliorait la RFS des patients avec caryotypes « micro-complexe » (CLARA vs HDAC, RFS a 4
ans : 44,4% vs 13,8%, p=0,004). Dans la cohorte analysée, 8% des patients présentaient une
mutation de TP53, associée a un pronostic défavorable (RFS a 4 ans : 20,0% vs. 43,7% ; p=0,029).
En analyse multivariée, la présence d’un caryotype micro-complexe représentait le seul facteur
de mauvais pronostic chez les patients du bras HDAC (hazard ratio : 2,324, CI95% : 1,337-4,041,
p=0,003).

Ainsi, la SNP-array représente une approche robuste pour redéfinir le sous-groupe de

patients susceptibles de bénéficier de nouveaux régimes de consolidation.
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Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) encompasses heterogeneous entities with dismal
outcomes. Intermediate and unfavorable-risk AML represent the most difficult-to-treat
entities. We recently reported the benefit of the clofarabine-based consolidation
(CLARA) regimen compared to the standard high-dose cytarabine (HDAC) regimen in
younger AML patients. Here, we aimed at assessing the clinical significance of single-
nucleotide polymorphism (SNP)-array alterations and their interactions with
chemotherapy regimens. A SNP-array was successfully performed in 187 out of the 221
intent-to-treat patients (CLARA arm: n = 92 patients, HDAC arm: n = 95 patients). The
CLARA regimen did not significantly improve relapse-free survival (RFS) among
patients who displayed a complex karyotype when compared to the HDAC regimen (4-
year RFS (4y-RFS): 36.4% vs. 18.8%, respectively; p = 0.134). Defining micro-complex
karyotypes from at least four SNP-array lesions enabled us to refine and enlarge the
subset of adverse patients. In such patients, the CLARA regimen significantly improved
RFS compared to the HDAC regimen (4y-RFS: 44.4% vs. 13.8%, respectively; p = 0.004).
From our study cohort, 8% of patients displayed TP53 mutations, which were associated
with an impaired RFS (4y-RFS: 20.0% vs 43.7%; p = 0.029). In a multivariate analysis,
micro-complex karyotypes remained the sole poor prognostic factor in the HDAC arm
(hazard ratio (HR) = 2.324 (95% confidence interval (CI) = 1.337-4.041), p = 0.003). The
SNP array represents a powerful and reproductive approach to refine adverse AML
patients that may benefit from alternative consolidation regimens.

Keywords: acute myeloid leukemia; snp-array; micro-complex karyotype

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) encompasses heterogeneous entities, but its global
outcome remains of concern. Recurrent numerical and structural cytogenetic
abnormalities are among the most important prognostic factors in AML and are now
routinely used to inform disease classification and stratify patients [1]. Among AML
cytogenetic subgroups, complex karyotypes stand as one of the most difficult-to-treat.
On the other hand, nearly 50% of AML patients show a normal karyotype in
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conventional cytogenetics, and about 25% have uncommon aberrations [2]. In this
context, high resolution approaches such as single-nucleotide polymorphism (SNP)-
array karyotyping are attractive to better characterize unrecognized or cryptic copy
number alterations (CNAs) and copy-neutral-loss of heterozygosity (CN-LOH), and
these approaches may provide new information in AML diagnosis and prognostication
[3]. Some studies have shown the feasibility of interrogating AML genomes with such
technologies [4,5]. They have led to the discovery of novel recurrent gene deletion,
amplification, and CN-LOH encompassing important targets including TET2, CBL,
EZH2 or FLT3 (reviewed in [6]). However, few studies have focused on the prognostic
impact of SNP-array lesions in clinical practice. Recently, we reported the benefits of the
clofarabine combination with intermediate-dose cytarabine (CLARA arm) compared to
standard high-dose cytarabine (HDAC arm) as consolidation chemotherapy in AML
patients with intermediate or unfavorable cytogenetics who were enrolled in the
randomized Acute Leukemia French Association (ALFA)-0702 trial and the subsequent
CLARA study [7]. Here, we describe the SNP-array profiling of this well-annotated
cohort of AML patients and evaluate the prognostic impact of these genetic alterations
on clinical outcomes and their interactions with chemotherapy regimens.

2. Methods

2.1. Patients and Treatment

From March 2009 to September 2013, 713 patients aged 18-59 years old with previously
untreated de novo AML were included in the phase II randomized multicenter ALFA-
0702 trial (ClinicalTrials.gov identifier: NCT00932412) [7]. Informed consent for both
treatment and genetic analysis was obtained before the inclusion in accordance with the
Declaration of Helsinki. The study protocol was approved in December 2008 by the
Institutional Review Board of the French Regulatory Agency and the Ethics Committee
Sud-Est IV, France (ID: 08/099). Patients with intermediate or unfavorable-risk AML
who had achieved first complete remission (CR) after one or two induction courses and
who had no identified human leukocyte antigen-compatible donor were randomly
assigned to the CLARA study (n = 221 patients). The CLARA study compared three
clofarabine-based consolidation courses (CLARA arm) to three high-dose cytarabine
courses (HDAC arm). Among the 221-intent-to-treat patients, the SNP-array was
performed in 187 (85%) who had available genomic DNA.

2.2. SNP-A Karyotyping

Bone marrow or peripheral blood samples at diagnosis were analyzed by a Cytoscan
HD array (ThermoFisher (Santa Clara, CA, USA)) according to the manufacturer’s
instructions, as previously described [8]. Data were screened according to the
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Chromosome Analysis Suite (ChAS) 3.1 software (ThermoFisher), with stringent filters.
In order to exclude germline alterations, only CNAs larger than 20 kb—including at
least 20 consecutive markers and telomeric and interstitial copy-neutral-loss of
heterozygosity (CN-LOH) over 3 and 10 Mb, respectively —were considered for this
analysis. Additionally, all CNAs and CN-LOH fulfilling these criteria were approved
through a visual inspection, and they were annotated based on the human genome
version 19 (hg19) of the University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser.

2.3. Mutational Analysis

The genomic data of the NPM1, CEBPA and FLT3-ITD mutations were provided by
standard procedures, as previously described [3,9]. The TP53 mutations were screened
by high-throughput sequencing (full gene). Briefly, libraries were prepared by using the
Haloplex System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions, and then they were run on a MiSeQ (Illumina, San Diego,
CA, USA). Raw data were processed with the SureCall (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) and SeqNext (JSI Medical systems Corp.,, New York, NY, USA)
softwares.

2.4. Statistical Analysis

The principal endpoint was relapse-free survival (RFS). RFS was defined from the date
of the CR/CR with incomplete platelet recovery (CRp) to the date of relapse or death or
last contact for patients alive in continuous CR/CRp. RFS was estimated by the Kaplan—
Meier method and compared by the log-rank test. Comparisons were performed by the
Wilcoxon rank-sum test for continuous variables and by x? or the Fisher exact test for
categorical variables. The hazard ratio (HR) was given with a 95% confidence interval
(95% CI). Multivariate analyses were performed by using the Cox proportional hazard
model. Statistical analyses were carried out with the use of the SPSS Statistics V22.0
software (IBM Corp., Chicago, IL, USA). All p-values were two-sided, with p < 0.05
considered as statistically significant.

3. Results and Discussion

The patient characteristics are summarized in Table S1. The SNP-array was performed
in 187 randomized patients (CLARA arm, n = 92; HDAC arm, n = 95). A total of 801
SNP-array alterations were identified. The median number of abnormalities was two per
patient (first quartile: 1; third quartile: 4; range: 0—46) and did not significantly differ
between both randomization arms (p = 0.41) (Table S1). CNAs accounted for the most
common lesions (losses: 54%, gains: 38%; vs. CN-LOH: 8%). The third quartile (75th
percentile) was found to be the optimal cut-off to discriminate AML patients into
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prognostic subgroups. Consequently, AML genomes harboring four or more SNP-array
lesions (including CNA and CN-LOH) were defined as the “micro-complex” karyotype.
Overall, a total of 27 patients displayed the complex karyotype (i.e., at least three
chromosomal abnormalities) in conventional cytogenetics, while 56 patients harbored
the “micro-complex” karyotype, including 20 patients with the complex karyotype. The
micro-complex karyotype was not found in the seven remaining patients, possibly due
to low bone marrow/blood blast infiltration and/or balanced alterations.

Among patients with the complex karyotype, the CLARA-based consolidation was
associated with a trend of a better RFS, although it did not reach statistical significance
(4-year RFS (4y-RFS), 36.4% vs. 18.8%; p = 0.134) (Figure 1A). Interestingly, when
considering all patients with the micro-complex karyotype, the CLARA consolidation
significantly improved RFS (4y-RFS, 44.4% vs. 13.8%; p = 0.004) (Figure 1B). Similar
results were observed when censoring at the time of allogeneic stem cell transplantation
in first remission (p = 0.012). By contrast, the treatment arm did not impact RFS in
patients without the micro-complex karyotype (4y-RFS, 46.9% vs. 46.6%; p = 0.698).
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Figure 1. Kaplan-Meier estimates of relapse-free survival according to treatment arm
(clofarabine-based consolidation (CLARA) vs. high-dose cytarabine (HDAC)) and
complex karyotype (A) (4y-RFS: complex CLARA vs. non-complex CLARA, p = 0.49;
complex HDAC vs. non-complex HDAC, p = 0.039; complex CLARA vs. complex
HDAC, p = 0.13; non-complex CLARA vs. non-complex HDAC, p = 0.23) and micro-
complex karyotype (B) (4y-RFS micro-complex CLARA vs. non-micro-complex CLARA,
p = 0.58; micro-complex HDAC vs. non-micro-complex HDAC, p < 0.001; micro-complex
CLARA vs. micro-complex HDAC, p = 0.004; non-micro-complex CLARA vs. non-
micro-complex HDAC, p =0.70).

Considering the well-known association between TP53 mutations and complex
karyotypes among hematological malignancies [10], TP53 sequencing was performed in
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the present cohort. A total of 15 patients (8%) carried at least one TP53 mutation, among
which 12 harbored a complex karyotype and 12 had a micro-complex karyotype. As
expected, the TP53 mutations statistically impaired RFS in the whole cohort (4y-RFS,
20.0% vs. 43.7%; p = 0.029).

In a multivariate analysis that took both TP53 mutations, complex karyotypes, and
micro-complex karyotypes into account, only micro-complex karyotypes remained a
poor prognostic factor in the HDAC arm (HR, 2.32 (95% CI = 1.34-4.04); p = 0.003). By
contrast, none of them had a prognostic value in the CLARA arm (Table 1). Only a few
studies have assessed the prognostic value of SNP-array karyotyping in AML. A
previous study by Bullinger et al. [4] showed that neither the presence nor the number
of CNAs predict outcome, but this study focused on cytogenetically normal AML; this is
in contrast to our cohort, which was enriched with patients who harbored abnormal
cytogenetics. Another study by Parkin et al. [5] found that two or more SNP-array
alterations negatively impacted overall survival, including when controlling for age and
karyotype in multivariate analysis. A difference in the cut-off chosen by the authors may
have been due to the use of different SNP-array chips, different patient selections, and
different treatments. Overall, the effect observed in the present cohort may have
reflected changes in mRNA expression at putative target genes that are involved in
leukemogenesis and disease resistance. However, we did not identify any recurrent
pattern of CNA or CN-LOH that was associated with a poor outcome. One could
hypothesize that a high number of SNP-array alterations could reflect a genomic
instability that is concordant with a more aggressive disease and resistance to
cytarabine. Clofarabine added, either simultaneously with or in sequence, to cytarabine
may overcome this factor by increasing cytarabine accumulation in AML cells [7].

Table 1. Multivariate Cox model analysis of relapse-free survival (RFS).

Variables Hazard Ratio 95%CI p-Value

HDAC
Micro-complex karyotype 2.32 1.34-4.04 <0.01
Complex karyotype 1.55 0.73-3.28  0.25
TP53 mutation 0.77 03-1.99 0.59

CLARA
Micro-complex karyotype 1.03 0.49-2.17 0.94
Complex karyotype 0.57 0.13-25 045
TP53 mutation 4.83 0.92-25.25 0.06
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4. Conclusions

In conclusion, our results demonstrate that SNP-array analysis could represent a
powerful and reproductive tool to better detect patients with poor prognosis, especially
in patients who lack a favorable risk factor in conventional genetics. Indeed, these
results demonstrate that a SNP-array could refine the stratification of adult AML by
identifying patients with a micro-complex karyotype (defined by at least four SNP-array
abnormalities) who present a higher risk of relapse. Additionally, this study allowed us
to characterize the relationship between the micro-complex karyotype and its prognostic
significance in the context of alternative consolidation regimens. The current report
enlarges our previous published findings about the benefits of the clofarabine-based
consolidation in younger AML patients with intermediate or unfavorable cytogenetics.
We suggest that this effect could be restricted to AML with micro-complex karyotypes,
which represent an outstanding marker as compared to complex karyotypes or TP53
mutations. However, broader prospective studies are required to further confirm the
prognostic impact of micro-complex karyotypes.
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B. Vers une approche personnalisée pour guider l'allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques des LAM de I'adulte jeune

La classification ELN 2017 permet de stratifier les LAM de I'adulte jeune selon trois
groupes pronostiques distincts mais ne tient compte que d’un nombre restreint d’altérations
cytogénétiques et moléculaires. Un modele de prédiction multifactoriel — ou approche
« banque de connaissance » — basé sur l'intégration de 100 parametres clinico-biologiques a
été récemment développé par Gerstung et al (Gerstung et al. 2017) afin de mieux apprécier
le pronostic des LAM de I'adulte et de guider leur prise en charge thérapeutique, en
particulier la décision d’"HSCT en RC1. L'objectif de ce travail était de valider I'algorithme
développé par Gerstung et al. (score de Gerstung) dans la cohorte des LAM de I'adulte jeune
issue du protocole ALFA-0702, et d’évaluer la performance de cette approche dans la
décision d’"HSCT en RC1.

La prédiction de la survie globale (Overall survival, OS) selon I'approche de Gerstung était
supérieure a celle de la classification pronostique de I'ELN 2017 (index de concordance : 68,9
vs 63,0).

Parmi les patients en RC1, ’'HSCT en RC1 définie comme une variable temps-dépendant
était délétere chez les patients de risque favorable selon I'ELN 2017 et chez ceux avec une
MRD NPM1 négative (tests d’interaction : P=0,01 et P=0,02, respectivement). En utilisant
I'algorithme décrit par Gerstung pour prédire I’OS a 5 ans en I'labsence d’"HSCT en RC1, nous
avons identifié, dans une analyse temps-dépendant similaire, une interaction significative
entre le score de Gerstung et I'HSCT, avec un effet délétere de I'HSCT en RC1 chez les
patients de bon pronostic selon le score de Gerstung (score de Gerstung>40, test
d’interaction : P=0,01).

Enfin, en intégrant I'ELN 2017, la MRD NPM1 et le score de Gerstung parmi les 545
patients en RC1, 278 patients (51,0%) étaient des candidats a I'HSCT et 267 (49,0%) des
candidats a la chimiothérapie de consolidation.

Ainsi, la combinaison de I'algorithme de Gerstung avec I'ELN 2017 et la MRD offre une
approche personnalisée prometteuse pour optimiser I'indication d’"HSCT dans les LAM de

I'adulte jeune.
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Key Points

*A knowledge-bank (KB) algorithm provides more accurate outcome prediction than the current
ELN risk stratification.

*The decision to perform HSCT in first CR in AML can be personalized by integrating ELN
2017 risk, NPM1 MRD, and KB simulation.
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Abstract

A multistage model instructed by a large dataset (knowledge bank [KB] algorithm) has recently
been developed to improve outcome prediction and tailor therapeutic decision, including
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in AML. We assessed the performance of the KB
in guiding HSCT decision in first complete remission (CR1) in 656 AML patients younger than
60 years from the ALFA-0702 trial (NCT00932412). KB predictions of Overall Survival (OS)
were superior to those of European LeukemiaNet (ELN) 2017 risk stratification (C-index 68.9

versus 63.0).

Among patients reaching CR1, HSCT in CR1, as a time-dependent covariate was detrimental in
those with favorable ELN 2017 risk and those with negative NPM1 MRD (interaction tests
P=0.01 and P=0.02, respectively). Using KB simulations of survival at 5 years in a scenario
without HSCT in CR1 (KB score), we identified in a similar time-dependent analysis a
significant interaction between the KB score and HSCT, with HSCT in CR1 being detrimental
only in patients with a good prognosis based on KB simulations (KB score >40, interaction test
P=0.01). We could finally integrate ELN 2017, NPM1 MRD and KB scores to sort 545 CR1
patients into 278 (51.0%) HSCT candidates and 267 (49.0%) chemo-only candidates. In both
time-dependent and 6-month landmark analyses, HSCT significantly improved OS in HSCT
candidates while it significantly shortened OS in chemo-only candidates. Integrating KB
predictions with ELN 2017 and MRD may thus represent a promising approach to optimize

HSCT timing in younger AML patients.
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Introduction

The decision to proceed to allogeneic stem cell transplantation (HSCT) is the mainstay of
precision medicine in newly diagnosed AML patients younger than 60 years achieving a first
complete remission (CR1) with intensive chemotherapy.!-2

Risk stratification was initially based on a limited set of recurrent cytogenetic and genetic
lesions.®® The recent European LeukemiaNet (ELN) 2017 stratification also accounts for the
allelic ratio of FLT3 internal tandem duplications (FLT3-ITDs),*® and mutations in TP53,
RUNX1 or ASXL1.1°

Current guidelines on the timing of HSCT in AML have been informed by pivotal ‘donor versus
no donor’ studies demonstrating that, in patients with favorable genetic risk, HSCT led to similar
long-term outcome compared to other post-remission therapies.'®'® These ‘genetic
randomization’ studies became less relevant with the expanding use of donors others than HLA-
identical siblings.!**®> Authors have also considered HSCT as a time-dependent covariate to
control for the immortal time bias.!6°

Collectively, these studies confirmed the benefit of HSCT in adverse risk patients, with
conflicting data for intermediate risk patients. None of them identified a subset of patients with a
significant benefit of chemotherapy-based consolidation compared to HSCT 11-13.16-18

Minimal residual disease (MRD) is also increasingly used to predict the benefit of HSCT in
AML. Transcript-based MRD can identify the subset of NPM1 mutated patients who benefit from
HSCT.202

Papaemmanuil et al. previously described the mutational landscape of 111 genes in 1,540 AML
patients accrued between 1993 and 2004 in German-Austrian AML Study Group (AMLSG)
trials.?? Gerstung et al applied on this cohort a multistage model with random effects to generate a
‘knowledge bank’ (KB) that integrates clinical, cytogenetic, genetic, and treatment (HSCT)
variables. The resulting KB algorithm generates personalized survival simulations.?® Because of
improvements in AML management since accrual of this training cohort,?* KB simulations may
not necessarily match the outcome of patients treated in more recent years. However, KB
predictions, used as continuous prognostic scores, have been shown to predict prognosis more
accurately than ELN risk stratifications.?3%

The KB algorithm can also simulate the survival of a given patient in different treatment

scenarios, including HSCT in CR1 or HSCT deferred beyond relapse. Gerstung et al proposed to
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use the differences between these simulations to estimate the benefit of HSCT in CR1. Whether
the KB algorithm can indeed identify HSCT candidates has yet to be validated. Here we integrate
KB predictions with ELN 2017 and NPM1 MRD to identify patients benefiting from HSCT in
CR1 in a cohort of 656 patients prospectively enrolled in the ALFA-0702 trial.

Patients and Methods

Patients and treatment

The ALFA-0702 trial (ClinicalTrials.gov NCT00932412) was a phase Il multicenter randomized
study including 18-59 years-old patients with newly diagnosed de novo AML, excluding Acute
Promyelocytic and Core Binding Factor Leukemias. Patients achieving complete remission (CR)
defined per international criteria,?® or CR with incomplete platelet recovery (platelet count < 100
x10%L, CRp)?’ after a daunorubicin and cytarabine timed sequential induction chemotherapy
(with or without a high-dose cytarabine based salvage course) and with protocol-defined non-
favorable risk (Supplementary Table 1), were eligible for HSCT in first CR/CRp (henceforth
CR1). In the absence of HLA-matched donor (sibling or 10/10 matched unrelated donor) or if
otherwise ineligible for HSCT, they were randomly assigned to receive either 3 cycles of high-
dose cytarabine (HDAC) or 3 cycles or clofarabine associated with intermediate-dose cytarabine
(CLARA) as consolidation regimen. Patients with protocol-defined favorable risk were not
randomized and received 3 HDAC cycles. Results of the CLARA randomization have previously
been published.?® Of 713 patients included in the trial, 656 (92.0%) had DNA available at

inclusion for centralized genomic analyses (Supplementary Figure 1).

Targeted sequencing

Bone marrow samples from AML patients at diagnosis were studied by targeted sequencing of 41
recurrently mutated genes (Supplementary Table 2). All diagnosis samples were screened for
the presence of FLT3-1TDs by fragment analysis as previously described.?’ High and low FLT3-
ITDs were defined per ELN 2017 guidelines.’® Over 50 recurrent gene rearrangements and
KMT2A partial tandem duplications (KMT2A-PTD) were sought using ligation-dependent RT-

PCR amplification.?® Further details are provided in the Supplementary Appendix.
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NPM1 MRD

Methods are detailed in the Supplementary Appendix. A > 4 log reduction in peripheral blood
MRD after the first induction course was used to define MRD negativity, a threshold previously
shown to indicate HSCT benefit in patients with both typical (A/B/D) and non-typical NPM1

mutations.2%41

Definitions

ELN 2017 classification was applied retrospectively, after central review of cytogenetics and
gene mutations, accounting for RT-PCR results when available.’® Conditioning regimens were

classified as myeloablative (MAC) or reduced intensity (RIC) according to recommendations.

Knowledge bank algorithm

Variables were recoded according to Gerstung et al.?® Missing data was imputed as previously
reported,?>% using the original AMLSG dataset that served to derive the KB algorithm.?? We
then ran the KB algorithm as published,?® to simulate the survival of each patient in the absence
of HSCT in CR1. We further refer to the 5-year overall survival from diagnosis estimated by
these simulations as the ‘KB score’, a continuous variable ranging from 0 to 100, with lower KB
score indicating worse prognosis. Further KB simulations are indicated in the Supplementary
Methods and Supplementary Table 3.

Statistical analysis

Data are summarized as numbers and percentages or medians and ranges or interquartile ranges
(IQR). Group comparisons were carried with Fisher tests for categorical variables, Mann-
Whitney or Kruskal-Wallis tests for continuous variables with 2 or >2 groups, respectively.
Overall Survival (OS) was defined as the time-interval between inclusion in the ALFA-0702 trial
and death or loss of follow-up. Disease-free survival (DFS) was computed from the date of CR1

until relapse, death or loss to follow-up, whichever came first. Survival distributions were done
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with the Kaplan-Meier estimator. Follow-up was computed with the inverse method.3! Univariate
and multivariate analyses were carried with log-rank tests and Cox models, respectively. The
proportional hazard assumption was validated by visual inspection and testing of Schoenfeld
residuals.®? Multicollinearity was inspected by studying the variance inflation factor (VIF),
considering VIF > 4 as unacceptable.®® To measure the goodness-of-fit of prognostic models,
Harrell’s concordance indexes (C-indexes)® were obtained after bootstrap cross validation
trained from 100 samples, with R package pec. The impact of HSCT on OS was studied in
patients reaching CR1, with a landmark at 45 days from inclusion considering HSCT in CR1 as a
time-dependent covariate, using the method of Simon-Makuch for survival curves® and the
Mantel-Byar method for group comparisons.®® Multivariate analyses were carried with Andersen-
Gill models.*” Interaction analyses between HSCT and covariates were tested by introducing
interaction terms in multivariable models, and forest plots displayed with the R package anoint.

Analyses were performed with R 3.5.3 (cran.r-project. org).

Results
Patients characteristics

Median age of the 656 genotyped patients was 46 years (range 18 — 60, Table 1), comparable to
the 57 patients without centralized genomics (Supplementary Table 4). Of 147 (22.4%) FLT3-
ITD patients, 87 (13.3%) and 60 (9.1%) had low (< 0.5) and high (>0.5) allelic ratios respectively
(Supplementary Figure 2). ELN 2017 risk was favorable, intermediate and adverse in 231
(35.2%), 194 (29.6%) and 222 (33.8%) patients respectively. Nine (1.4%) patients were not
classified by ELN 2017 due to missing cytogenetics and lack of stratifying mutation
(Supplementary Table 5). With a median follow-up of 4.2 years (95%CI 4.0 - 4.4), 5-year OS
was 58.2% (95%CI 54.3-62.4%). CR1 was achieved in 563 (85.8%) patients after one (N=525)
or two (N=38) courses. Median interval between inclusion and CR1 was 45 days (range 23-124
days). A population of 545 CRL1 patients could be analyzed for HSCT benefit after exclusion of
the 9 patients with unknown ELN 2017 risk and of 9 patients relapsing before the day 45
landmark chosen for those analyses (‘HSCT eligible’ population, Table 1, Supplementary
Figure 1). Their 5-year DFS and OS from CR1 was 56.1% (95%CI 51.7-60.8%) and 64.9%
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(95%CI1 60.5-69.6%), respectively. Ninety-one (16.7%) received clofarabine-based (CLARA)
instead of HDAC courses.

Prognostic role of European LeukemiaNet 2017 classification

Five-year OS was 77.0% (95%CI 71.7-82.7%), 57.0% (95%CI 50.0-64.9%) and 40.0% (95%ClI
33.4-47.8%) in patients with favorable, intermediate and adverse risk, respectively (log-rank test
P<10°°, Supplementary Figure 3A). CR1 was achieved in 219 (94.8%) favorable, 166 (85.6%)
intermediate, and 160 (72.1%) adverse ELN 2017 risk patients (P<107®). DFS also varied
significantly according to ELN 2017 risk with 5-year estimates of 72.1% (95%CI 66.4-78.4%),
53.7% (95%CI 46.3-62.3%) and 36.3% (95%CI 28.1-46.8%) in patients with favorable,
intermediate and adverse risk respectively (overall log-rank test P<10®°, Supplementary Figure
3B). Differences in CR rates, OS and DFS according to FLT3-ITD allelic ratio did not reach

statistical significance (Supplementary Figure 4).

Prognostic value of the Knowledge-bank algorithm

Of the 100 variables (16 clinical, 26 cytogenetic and 58 molecular) that can instruct KB
predictions, 3 clinical (LDH, hemoglobin, splenomegaly) and 24 genetic variables were
unavailable. The mutation frequency of these 24 genes was at most 5.4% in the AMLSG cohort
that served to develop the KB.?® Data in the remaining 73 variables was missing in less than 5%
of patients. After imputation of missing data as recommended by Gerstung et al,?® we derived for
each patient a ‘KB score’ ranging from 0 to 100, with lower values potentially indicating worse
prognosis (Supplementary Figure 5). As a continuous variable, a higher KB score was
associated with a lower risk of death (OS: HR=0.65, 95% CI 0.60-0.71 for a 10% increase in KB
score, P<107) or failure beyond CR (DFS: HR=0.74, 95% CI: 0.68-0.80, P<107). For graphical
purposes, we binned KB scores in three arbitrary groups. Patients with a KB score <20 (N=180),
20-39 (N= 268) or >40 (N= 208) had 5y-OS of 31.9% (95% CI 25.4-40.2%), 57.5% (95% ClI
51.4-64.4%) and 81.6% (95% CI 76.2-87.4%, log-rank test P<10°, Figure 1A), and 5y-DFS of
37.0% (95% CI 29.4-46.5%), 51.1% (95% CI 43.3-60.3%) and 73.1% (95% CI 67.0-79.8%, log-
rank test P=0.004, Figure 1B). ELN 2017 risk stratification and KB score (as a continuous
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variable) were correlated with median KB scores of 45.2 [IQR 35.1-57.8], 29.3 [IQR 21.1-37.0]
and 18.3 [IQR 7.0-28.8] in patients with favorable, intermediate and adverse ELN 2017,
respectively (P<10°, Supplementary Figure 6). As a continuous variable, the KB score had
increased predictive value compared to ELN 2017 stratification, with bootstrapped C-indexes of
68.9 versus 63.0 respectively for OS and 65.4 versus 60.4 respectively for DFS. Even after
arbitrary discretization as in Figure 1, the bootstrapped C-indexes of KB score categories were
67.0 and 62.5 for OS and DFS, respectively, thus still superior to ELN 2017 (63.0 and 60.4,

respectively).

Prediction of HSCT benefit with MRD-adjusted ELN 2017 risk

Of the 545 patients eligible for HSCT in CR1, 276 (50.6%) were transplanted in CR1, including
53, 106 and 117 patients with favorable, intermediate and adverse ELN 2017 risk, corresponding
to 24.2%, 63.9% and 73.1% of each risk group, respectively. HSCT was done after myeloablative
(N=178) or reduced intensity (N=94) conditioning (conditioning not available in N=4) from a
matched related donor (N=120), a matched unrelated donor (N=137) or an alternative donor
(N=19).

Considering HSCT as a time-dependent covariate in a bivariate analysis adjusted on ELN 2017
risk, the impact of HSCT was detrimental on OS from the day 45 landmark in patients with
favorable risk AML (HR=2.78, 95% CI 1.50-5.12, P=0.001), and overall neutral in those with
intermediate (HR=0.68, 95% CI1 0.40-1.13, P=0.14) or adverse risk (HR=0.87, 95% CI 0.53-1.45,
P=0.59), with a significant interaction between ELN 2017 risk categories and HSCT (P=0.01,
Figure 2).

MRD was available in 143 (65.0%) of the 220 NPM1-mutated patients eligible for HSCT in CR1.
Of those, 106 (74.1%) had a negative MRD after the first induction course. As previously
published,?®2! there was a significant interaction between MRD and HSCT benefit (interaction
test P=0.02), with MRD negativity being associated with a significant detriment of HSCT
(HR=4.37, 95% CI 1.71-11.17, P=0.002, Figure 2). We next considered an MRD-adjusted ELN
2017 risk stratification to identify a potential benefit of HSCT in CR1. Fourteen patients with
intermediate ELN 2017 risk but negative MRD were re-assigned to the favorable risk group and

72




27 patients with favorable ELN 2017 risk but a positive MRD to the intermediate risk group,
resulting in a total of 206 favorable risk ‘chemo-only candidates’, and 339 ‘HSCT candidates’
(step 2, Figure 3). Of those, 215 (63.4%) ‘HSCT candidates’ and 61 (29.6%) ‘Chemo-only
candidates’ were transplanted in CR1 based on ALFA-0702 recommendations and investigator’s
choice (Supplementary Figure 7A). In a time-dependent analysis, the impact of HSCT on OS
from day 45 landmark was not significantly beneficial in the 339 ‘HSCT candidates’ (HR=0.80,
95% CI1 0.57-1.12, P=0.19) and was significantly detrimental in the 206 ‘Chemo-only candidates
(HR=4.21, 95% CI 2.16-8.20, P<107®), again with a significant interaction between the post-
remission stratification and HSCT (P=3x10"°, Supplementary Figure 7B). Therefore, an NPM1
MRD adjusted ELN 2017 risk classification can identify patients for whom HSCT in CR1 is
detrimental but is not sufficient to robustly identify patients benefiting from HSCT in CRL1.

Prediction of HSCT benefit with the KB algorithm

We next investigated whether the KB algorithm could identify patients benefiting from HSCT in
CR1. We first attempted to validate the approach published by Gerstung et al., where the KB
algorithm is used to simulate the survival of each patient with versus without HSCT in CR1 (see
Methods supra), and differences in simulated survival are used to guide HSCT decision. This
first approach was not validated in our dataset (details in Supplementary Methods,
Supplementary Results and Supplementary Figure 8). Because the benefit of HSCT is often
confined to patients with poorer prognosis, and because of the strong prognostic value of the KB
score, we alternatively inspected whether a lower KB score could predict HSCT benefit. A
systematic inspection of various cutoffs for the KB score identified a threshold value of 40 as
optimal for the discrimination of HSCT benefit (Supplementary Methods, Supplementary
Figure 9). Of the 545 patients eligible for HSCT in CR1, 355 (65.1%) had a KB score lower than
40, of whom 218 (61.4%) were actually transplanted in CR1. In those 355 patients, there was no
significant benefit of HSCT in CR1 (HR=0.93, 95% CI 0.67-1.29, P=0.68), whereas HSCT was
detrimental in the 190 patients with a KB score of 40 or higher (HR=3.00, 95% CI 1.38-6.50,
P=0.005), with a significant interaction between HSCT and this KB score threshold (P=0.01,
Figure 2).
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HSCT decision integrating ELN 2017, MRD and the KB score

We finally sought to combine the MRD-adjusted ELN stratification with this KB score threshold
to optimally identify patients in whom HSCT in CR1 induces a survival benefit. For that purpose,
we further refined the definition of ‘HSCT candidates’ as those with non-favorable MRD-
adjusted ELN risk and a KB score less than 40. Though there was still a significant association
between a KB score < 40 and higher MRD-adjusted risk (Fisher test P<10°, Supplementary
Figure 10), 47 (26.3%) of the 179 patients with intermediate MRD-adjusted risk and 14 (8.8%)
of the 160 adverse risk patients had a KB score >40 and were reclassified as ‘chemo-only
candidates’, leaving 278 (51.0%) of the 545 patients as ‘HSCT candidates’ and the remaining 267
(49.0%) patients as ‘Chemo-only candidates’ (step 3, Figure 3). Among intermediate-risk
patients, HSCT candidates were significantly older (P<10°®), had higher bone marrow blast
percentages (P=0.0009), more frequent spliceosome gene mutations (14.4% vs 0%, P=0.004) and
less frequent NPM1 mutations (21.2% vs 42.6%, P=0.007) than chemo-only candidates. Among
adverse-risk patients, the 14 patients that were predicted not to benefit from transplant in CR1
were younger (P<10), more frequently harbored KMT2A-PTD (21.4% vs 4.1%, P=0.03) but
never presented with monosomal karyotype (0% versus 23.1%, P=0.07, Supplementary Table
6).

One hundred eighty-five (66.5%) ‘HSCT candidates’ and 91 (34.1%) ‘Chemo-only candidates’
were transplanted in CR1 in the ALFA 0702 study. The repartition of the 66 transplanted done
beyond relapse is shown on Figure 3. In a time-dependent analysis, there was a strong interaction
between this integrated transplant indication and the outcome of HSCT (P=1.5x10%).
Transplantation in CR1 was detrimental in chemo-only candidates (HR=3.19, 95% CI 1.81-5.61,
P=5x10"°) but was associated with a significant benefit in OS from the day 45 landmark in
‘HSCT candidates” (HR=0.67, 95% CI 0.47-0.96, P=0.03, Simon-Makuch plot in
Supplementary Figure 11). Based on C-indexes and proportion of HSCT candidates, this
stringent HSCT policy, requiring both an MRD-adjusted ELN 2017 intermediate or adverse risk
and a KB score lower than 40 to indicate HSCT, represented an optimal compromise between
prediction of HSCT benefit and number of patients requiring an HSCT, compared to a liberal
policy requiring either a non-favorable MRD-adjusted ELN 2017 risk or a KB score lower than
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40, or a transplant indication solely guided by either MRD-adjusted ELN 2017 or KB score
(Supplementary Figure 10).

Finally, in a landmark analysis at 6 months from inclusion, when 529 (97.1%) of the 545 HSCT
eligible patients were still alive and 201 (72.8%) of the 276 HSCTs in CR1 had been performed,
the OS of transplant recipients from the 6-month landmark was significantly longer (5y-OS
58.4%, 95% CI 48.4-70.3%) than that of non-transplanted patients (43.5%, 95% CI 34.5-54.8%,
P=0.01) among ‘HSCT candidates’ based on the stringent HSCT policy, while amongst ‘chemo-
only candidates’, HSCT significantly reduced OS (70.1%, 95% CI 59.8-82.1%) versus 84.5%,
95% CI 77.7-91.8%, P=0.002), again with a significant interaction between transplant indication
and HSCT (P=9.10"°, Figure 4).

Discussion

By studying a cohort of 656 patients prospectively enrolled in the ALFA-0702 trial with targeted
sequencing of 41 genes, we showed that ELN 2017, NPM1 MRD and the KB algorithm can be
integrated to refine HSCT indication in AML.

Our study population consisted of patients younger than 60 eligible for intensive chemotherapy,
thus representing the core population of patients eligible for HSCT in daily practice. The high
exhaustivity (92%) of centralized genomics and the multicentric nature of the ALFA-0702
academic trial limit the selection biases inherent to these studies. Indeed, the genetic spectrum in
our cohort agreed with previous findings in comparable populations.*?? Only 1.4% of patients
could not be classified in the ELN 2017 system. Though our analyses confirm the prognostic
relevance of ELN risk system, we found limited differences in OS and DFS between patients
with high and low allelic ratios of FLT3-1TDs, as also found by others.®3° This result, which is
discrepant from previous reports,54° stresses the need to interrogate some of the modifications

operated during the 2017 update of ELN guidelines on the basis of large consortiums.*

We could confirm previous results on smaller patient cohorts regarding the clear superiority of
KB over ELN stratification in predicting outcome,? with bootstrapped C- indexes of 68.9 versus
63.0 respectively for the prediction of OS. These values notably point to the need for further

improvement of ELN risk stratification. As previously shown,?*? the predictive power of the KB
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is robust to missing data, though the clinical parameters unavailable in the ALFA-0702 trial
(LDH, hemoglobin and splenomegaly) had limited individual predictive power in the KB
dataset,?? and the genes not assessed by targeted sequencing in our study are infrequently mutated
in AML and have limited prognostic impact.*?>%> For graphical purposes, we have discretized
results from the KB predictions (Figure 2). C-indexes for such arbitrary discretization were still
superior to ELN 2017 for OS and DFS, but how this continuous score should be implemented in
daily practice for prognostication remains to be addressed.

Choosing who to transplant in CR1 remains the main question in the management of younger
AML patients treated intensively. In recent years and in the absence of randomized trials, time-
dependent analysis has become a robust tool to interrogate the benefit of HSCT in defined patient
subgroups.t®-8 In the ALFA-0702, HSCT indication was guided by trial-specific criteria inspired
by ELN 2010. As a result, the proportion of patients who underwent HSCT was, to some extent,
balanced between ELN 2017 categories, thus limiting the biases inherent to these uncontrolled
analyses. Information on donor availability was lacking in the ALFA-0702 study, precluding a
formal ‘donor versus no donor’ comparison. We confirmed that favorable risk AML does not
benefit from HSCT in CR1,5°¢18 especially when accounting for NPM1 MRD to reassign
patients with a favorable genotype but a positive to the intermediate risk group, and those with
intermediate genotype but negative MRD to the favorable group.?®?! However, even such an
‘MRD adjusted” ELN risk stratification could not robustly identify the subset of patients with a
clear survival benefit of HSCT after CR1.

The multistage model of Gerstung et al accounts for the risk of relapse and non-relapse mortality
at all times, thus theoretically allowing to capture the risks and benefits of performing an HSCT
either in CR1 or later, after relapse. In the KB development cohort, 12% of patients were
predicted to derive an OS benefit > 10% by timing HSCT in CR1. In our cohort, a similar
approach led to identify 111 (20.4%) such CRL1 patients, but we found no differential effect of
HSCT in those patients (interaction test: P=0.27, details in Supplementary Results). It is
possible that estimation of non-relapse mortality by the KB, which has been developed based on
data from patients transplanted between 1993 and 2004 after different post-remission
consolidations,? does not provide an accurate risk/benefit evaluation of HSCT in more recent

decades, given the continued improvement of the procedure.? This stresses the need for a
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continuous update of KB with more recent datasets. Another caveat of the multistage model
underlying the current KB algorithm is that it does not explicitly estimate the proportion of
patients who can achieve a second CR after relapse and be successfully transplanted in CR2.

However, the overall benefit of this strategy remains questionable.*

We thus turned to an alternative way to refine HSCT indications based on KB predictions. Since
the benefit of HSCT in CR1 has consistently been shown to be highest in patients with poor
prognosis, 1”2 we simulated the long-term (5-year) OS of each patient in a scenario without
HSCT in CR1. Simulating survival rather than incidence of relapse may better capture the benefit
of salvage on long-term outcome. The resulting ‘KB score’ ranges from 0 to 100, with lower
values indicating worse outcome. We identified a KB score of 40 or lower as the best threshold to
identify the benefit of HSCT in CR1. Expectedly, there was a significant overlap between MRD-
adjusted ELN 2017 and this KB-guide rule for HSCT allocation. However, combining these
systems reclassified 26.3% of intermediate and 8.8% of adverse risk patients in CR1 in the
‘chemo-only’ group that may not need HSCT in CR1. Though some demographic, clinical and
molecular differences were identified between these reclassified patients and those from their
cognate ELN 2017 risk category, none could substitute the KB approach, strengthening the

relevance of this machine learning tool for accurate risk profiling in AML.

This combined stratification strongly interacted with the benefit of HSCT in both time-dependent
and 6-month landmark analyses. The 278 ‘transplant candidates’ derived a significant OS benefit
from HSCT in CR1, when HSCT significantly impaired OS in the 267 ‘chemo-only candidates’.
This stratification seems superior to previous ones, where non-significant differences were found
in the favorable risk group,*®'® and comforts integration of MRD and the KB algorithm to
optimize the use of HSCT in CR1. Importantly, this stringent HSCT policy identified patients
likely to benefit from transplant better than more liberal policies (Supplementary Figure 10).
This suggests that the current KB alone cannot substitute for MRD to identify among ‘favorable-

risk’ patients those at higher risk of relapse.204

As all machine learning approaches, the internal logic of the KB algorithm is a ‘black box’.*> KB
simulations can be made through web-based tools. We have derived a similar tool to guide HSCT

indication according to our strategy in daily practice (https://alfa-group.shinyapps.io/alfa-hsct/).
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Further improvements in personalized HSCT decisions are needed. They will require refined
multistage models, accounting for CR2 and transplant modalities, more recent patient data
capturing the continued improvement in AML management,*® such as new disease-modifying
agents (eg FLT3 inhibitors),*” and progresses in transplantation techniques.*® Finally,
personalized predictions integrating recently developed prognostic gene expression profiles,* or
other MRD techniques suited for NPM1 wildtype patients,>**! are an area of future investigation.
Until then, implementation of our personalized, integrated, HSCT decision tool will require

prospective evaluation in clinical trials integrating upfront chemotherapy with transplant strategy.
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Tables

Table 1. Study Population

Total genotyped (N=656) HSCT eligible (N=545)

Characteristic N or median % or range N or median % or range
Age, years 46 18-60 46 18-60
Sex

Male 351 53.5 285 52.3

Female 305 46.5 260 47.7
ECOG PS

0 284 43.3 233 42.8

1 298 45.5 250 45.9

2-3 66 10 56 10.2

NA 8 1.2 6 1.1
WBC, 10%/L 8.4 0.3-377.4 8.7 0.3-377.4
ELN 2017 risk

Favorable 231 35.2 219 40.2

Intermediate 194 29.6 166 30.4

Adverse 222 33.8 160 29.4

Missing 9 1.4 0 0
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Figure Legends

Figure 1. Validation of the prognostic relevance of the knowledge-bank approach. (A.)
Overall Survival of all 656 patients and (B.) Disease-Free Survival of the 545 CR1 patients
according to the KB score arbitrarily binned in three groups (KB score <20, 20-39, and >40). P

values from log-rank tests.

Figure 2. Forest plot of interaction between ELN 2017 risk, NPM1 MRD and KB score
threshold with HSCT in CR1. Hazard ratio (HR) and 95% confidence intervals (in brackets) of
the effect of HSCT in CR1 (as a time-dependent covariate) on overall survival after the day 45
landmark in the 545 patients eligible for HSCT in CR1 according to ELN 2017 risk, NPM1 MRD
(in the 143 assessed patients) or by the KB score threshold of 40. P values from interaction tests

in bivariate Cox models.

Figure 3. Flow chart of the 3-step development of a personalized approach to guide HSCT
indication in CR1, successively integrating ELN 2017 risk, NPM1 MRD and KB score
threshold. The subsets of patients assigned to the ‘chemo-only’ and the ‘HSCT’ post-remission

strategies at each step are indicated by blue and red boxes, respectively.

Figure 4. Landmark analysis at 6 months of the impact of HSCT in CR1. Kaplan-Meier
estimates for OS from a 6-month landmark of the 268 ‘HSCT candidates’ and 261 ‘chemo-only
candidates’ still alive at 6 months from inclusion (96.4% and 97.8% of the total HSCT and
chemo-only candidates respectively, see Figure 3) transplanted (N=132 HSCT candidates, N=69
chemo-only candidates) or not transplanted (N=136 HSCT candidates, N=192 chemo-only
candidates) before the 6-month landmark. P values from log-rank tests and from the interaction

term of a bivariate Cox model.
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C. Etude des biomarqueurs prédictifs de la réponse au gemtuzumab
ozogamicine dans le traitement des LAM

Le CD33 est un marqueur exprimé a la surface des cellules leucémiques chez 85 a 90% des
patients diagnostiqués pour une LAM. Le gemtuzumab ozogamicine (GO, Mylotarg®) est un
conjugué anticorps-médicament composé d’un anticorps dirigé contre le CD33 couplé a un
antibiotique antitumoral (la calichéamicine). Le GO a démontré son efficacité dans le traitement
des LAM CD33+ a travers des essais cliniques successifs et obtenu I'approbation de la FDA le ler
septembre 2017 chez les patients avec LAM CD33+ agés d’au moins 2 ans. Cette approbation a
été étendue aux LAM CD33+ agées d’au moins 1 mois depuis le 16 juin 2020.

Différents essais cliniques ont montré des disparités de réponse au GO entre les patients et
ont conduit a I'identification de biomarqueurs prédictifs de la réponse au GO. Ainsi, I'expression
du CD33, les altérations cytogénétiques favorables telles que les t(8;21), inv(16)/(16;16) et
t(15;17) constituent des facteurs prédictifs de bonne réponse au GO. De plus, différentes études
ont montré le bénéfice du GO chez les patients présentant une mutation de NPM1, FLT3-ITD ou
d’autres génes impliqués dans les voies de signalisation.

Plus récemment, de nouveaux marqueurs théranostiques ont été identifiés tels que
I’évaluation de la MRD, I'expression cellule souche leucémique évaluée par le score LSC17, les
mutations ou les SNP dans les genes impliqués dans le métabolisme du GO (CD33, ABCB1). Un
score moléculaire, le CD33_PGx6_Score, dérivé du génotypage de six SNP du gene CD33 a été
développé et semble étre corrélé a une meilleure survie sans rechute chez les patients avec un
score supérieur ou égal a O traités par GO.

La revue qui suit reprend les principales études cliniques disponibles ayant évalué |'efficacité
du gemtuzumab ozogamicine et décrit les différents facteurs prédictifs de réponse a ce

traitement.
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Abstract

Gemtuzumab ozogamicin (GO, Mylotarg®) consists of a humanized CD33-targeted antibody-
drug conjugated to a calicheamicin derivative. Growing evidence of GO efficacy in acute
myeloid leukemia (AML), demonstrated by improved outcomes in CD33-positive AML patients
across phase I to 11 clinical trials, led to the Food and Drug Administration (FDA) approval on 1
September 2017 in CD33-positive AML patients aged 2 years and older. Discrepancies in GO
recipients outcome have raised significant efforts to characterize biomarkers predictive of GO
response and have refined the subset of patients that may strongly benefit from GO. Among
them, CD33 expression levels, favorable cytogenetics (t(8;21), inv(16)/t(16;16), t(15;17)) and
molecular alterations, such as NPM1, FLT3-internal tandem duplications and other signaling
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mutations, represent well-known candidates. Additionally, in depth analyses including minimal
residual disease monitoring, stemness expression (LSC17 score), mutations or single nucleotide
polymorphisms in GO pathway genes (CD33, ABCB1) and molecular-derived scores, such as the
recently set up CD33_PGx6_Score, represent promising markers to enhance GO response
prediction and improve patient management.

Keywords: acute myeloid leukemia; gemtuzumab ozogamicin; biomarkers; CD33; FLT3; therapy

1. Introduction

Standard of care for acute myeloid leukemia (AML) has long been based on chemotherapy
combinations with or without hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Despite efforts in
supportive care improvement, 5-year overall survival (OS) of adult patients with AML remains at
30-40% [1]. Over the past years, significant advances have been made in understanding the AML
mutational landscape, identifying leukemic cells and characterizing their intrinsic properties
leading to the development of new drugs, among which eight have been approved by the Food
and Drug Administration (FDA) for the treatment of AML between 2017 and 2019. Notably,
gemtuzumab ozogamicin (GO, CMA-676, Mylotarg®) is a humanized cluster of differentiation
33 (CD33)-targeted antibody-drug conjugated to a calicheamicin derivative, a natural antitumor
antibiotic. CD33 antigen represents a hallmark of myeloid leukemic blasts, widely expressed in
AML patients. Several clinical studies have highlighted the clinical benefit of GO on patient
outcome. GO stands for the first antibody drug conjugate approved by the FDA. Enhanced
knowledge about the GO metabolic pathway at both cellular and molecular levels has raised and
improved understanding on GO response biomarkers.

After a brief review about the mechanism of action of GO and its efficacy across successive

clinical trials, this review will discuss the biomarkers predicting GO response (Figure 1).
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Figure 1. Gemtuzumab ozogamicin (GO) mechanism of action and biomarkers of response.
SOCS3: Suppressor Of Cytokine Signaling 3; ABCB1: ATP-binding cassette subfamily B
member 1 gene; NPM1™%: Nucleophosmin 1 gene mutation; FLT3-ITD: FMS-Like Tyrosine

Kinase 3 Internal Tandem Duplication; KMT2A-r: Lysine Methyltransferase 2A rearrangement.

2. Gemtuzumab Ozogamicin

2.1. CD33: The Target Antigen

The CD33 antigen is a 67 kD single chain transmembrane glycoprotein that belongs to the sialic-
acid-binding immunoglobulin-like lectins family (Siglecs) [2]. The CD33 gene, located on
chromosome 19913.4, is composed of eight exons. Exons 1 and 2 encode for the amino-terminal
V-set signal peptide, an immunoglobulin-like domain mediating the sialic-acid binding, exons 3
and 4 encode the C2-set domain, and exon 5 encodes the transmembrane domain. The
intracytoplasmic domain, encoded by exons 6, 7a and 7b, comprises two tyrosine-based
inhibitory signaling motifs (Y340 and Y 358) which, upon phosphorylation, provide docking sites
for the Src homology-2 domain-containing tyrosine phosphatases (SHP) and the suppressor of
cytokine signaling 3 (SOCS3) [3,4,5]. In turn, SHP-1 and SHP-2 dephosphorylate CD33 and
negatively regulate other surrounding receptors [3]. SOCS3 competes with SHP-1/2 for CD33
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binding and recruits the Elongin B/C-Cul2/Cul5-SOCS-box protein E3 ubiquitin ligase leading to
the proteasomal degradation of CD33 and SOCS3 [6].

CD33 is a differentiation antigen especially expressed among myeloid progenitors, while it is not
expressed by normal hematopoietic stem cells [7]. AML originates from clonal evolution of
driver and cooperative genetic alterations in multipotent CD34/CD33" stem cells and/or in
committed CD34*/CD33" myeloid progenitors [8,9,10]. Previous studies have shown that CD33
was expressed on leukemic blasts in 85% to 90% of AML patients [11,12]. Collectively, these

data raised a huge interest to consider CD33 as potent and selective therapeutic target in AML.
2.2. Mechanism of Action

GO consists of a recombinant humanized immunoglobulin G4 kappa CD33-targeted antibody
(hP67.6) covalently linked to the semi-synthetic antitumor antibiotic of the enediyne family, the
N-acetyl gamma calicheamicin, via the acid-labile hybrid 4-(4’-acetylphenoxy)butanoic acid
linker [13]. After binding to the CD33 antigen, the complex GO-CD33 is rapidly internalized
[14]. In the cytoplasm, this complex is routed in the lysosome. Under the acidic environment of
the lysosome, the butanoic acid linker is hydrolyzed, releasing the toxic moiety of the GO. The
calicheamicin derivative is reduced by the glutathione into a highly reactive species which
induces simple- and double-stranded DNA breaks, leading to DNA-damage [15,16,17].
Downstream, the DNA repair pathway is activated through the ataxia-telangiectasia mutated
(ATM)/ataxia-telangiectasia and Rad3-related (ATR) and the DNA-dependent protein kinase
pathways [18,19]. In turn, ATM and ATR proteins phosphorylate Chk1 and Chk2 proteins, which
eventually results in G2/M cell cycle arrest. The DNA-dependent pathway activation mediates
DNA repair through H2AX phosphorylation. Hence, cells defective in ATM, DNA-dependent
protein kinase or genes coding for the non-homologous end joining repair are hypersensitive to
calicheamicin [16,20]. However, the predominant downstream pathway following the ATM/ATR
activation is the mitochondrial apoptotic pathway mediated by the B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)
family proteins Bax and Bak which releases the cytochrome-c and eventually activates caspases 9
and 3. This pro-apoptotic pathway acts independently of the tumor protein 53 (TP53) and Fas-
Associated protein with Death Domain (FADD)-signaling pathways [21,22]. Data from a phase 11
trial suggest that Bcl-2 antisense (Oblimersen sodium) may enhance the pro-apoptotic pathway in

patients treated concomitantly with GO [23].
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2.3. Clinical Data

Successive clinical trials have demonstrated the anti-leukemic activity of GO and its clinical

benefit on patient outcome (Table 1).
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Table 1. Overview of the main clinical trials evaluating GO efficacy

Median
Age of
Trial Dates of ) . . ~ Evaluable .
. Phase Patient Population Patients in . GO Dosing Treatment Plan Outcomes Ref.
Acronym  Recruitement Patients
Years
(Range)
Adult Trials
Relapsed/refractory Escalating doses, Single arm trial, GO administered as . Sievers
NA | . 54 (24-73) 40 . ORR: 8/40 patients (20%)
AML patients 0.25 to 9 mg/m? single agent 1999 [24]
9 mg/m?, 2 doses
. o recommended (max. . . o . .
AML patients in first . Single arm trial, GO administered as ORR: 42/142 patients (30%), CR Sievers
1997-1999 1l 61 (22-84) 142 3 doses), with at least .
relapse single agent rate: 16%, CRp rate: 13% 2001 [25]
14 days between 2
doses
Fractionated doses: 3 . . o
o Single arm trial, GO administered as )
De novo AML in first mg/m? on days 1, 4 . o . ORR: 19/57 (33%), CR rate: 15/57 Taksin 2007
Mylofrance-1 2005 1l 64 (22-80) 57 ) single agent in induction, followed by
relapse and 7 of the first . o (26%), CRp: 4/57 (7%) [26]
cytarabine-based consolidation
course
Fractionated doses: 3 .
o . . ) . ORR: 13/20 patients (65%), CR
De novo AML in first mg/m?on days 1,4  Single arm trial, GO combined with DA . Farhat 2012
Mylofrance-2  2006-2007 171 60 (40-70) 20 . o rate: 11/20 patients (55%), CRp
relapse and 7 of the first (DA dosing finding) . [27]
rate: 2/20 patients (10%)
course
GO- vs. no GO-arm: CR, 82% vs.
Randomization at induction and at 83%, OR: 1.04, 95% ClI: 0.76—
3 mg/m?onday 1 of consolidation. Induction regimen (DA or  1.42, p = 0.8; 5-year OS, 43% vs.
De novo/secondary Burnett
MRC AML15 2002-2006 1| 50 (15-71) 1113 course 1 +/— on day | ADE or FLAG-Ida) +/— GO. 41%, HR: 0.92, 95% CI: 0.79—
AML 2011 [28]

of the course 3

MidAC or high-dose cytarabine) +/— GO

Consolidation regimen (MACE or 1.08, p = 0.3; 5-year RFS: 39% vs.
35%, HR: 0.87, 95% CI: 0.73—

1.02,p=0.09
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Median

Age of
Trial Dates of . . 'g . Evaluable .
. Phase Patient Population Patients in . GO Dosing Treatment Plan Outcomes Ref.
Acronym  Recruitement Patients
Years
(Range)
Randomized trial, GO plus modified DA
6 mg/m? on day 4; o DA + GO vs. DA alone: ORR:
. (daunorubicin, 45 mg/m¥d, day 1 to day
additional 3 doses of . 76% vs. 74%, p = 0.36; CR rate:
SWOG 3; cytarabine, 100 mg/m?/d, day 1 to day Petersdorf
2004-2009 1] De novo AML 47 (18-60) 595 GO, 5 mg/m? for o 69% vs. 70%, p = 0.59; 5-year
S0106 . . 7) vs. standard DA (daunorubicin, 60 2013 [29]
patients in CR after . RFS: 43% vs. 42%, p = 0.40; 5-
o mg/m?/d, day 1 to day 3; cytarabine, 100
consolidation year OS: 46% vs. 50%, p = 0.85
mg/m?/d, day 1 to day 7)
GO- vs. no GO-arm: ORR: 70%
vs. 68%, OR: 0.88, 95% CI: 0.68—
De novo/secondary . . 1.13, p = 0.3; 3-year OS: 25% vs.
NCRI L 3 mg/m? on day 1 of Randomized trial: DA or Burnett
2006-2010 1 AML and high-risk 67 (51-84) 1115 . 20%; HR: 0.87, 95% CI: 0.76—
AML16 the first course daunorubicin/clofarabine +/— GO 2012 [30]
MDS 1.00, p = 0.05; 3-year RFS: 21%
vs. 16%, HR: 0.84, 95%Cl: 0.71—
0.99, p=0.04
GO- vs. no-GO-arm: CR rate:
91.6% vs. 86.5%, p = NS; 3-year
) 6 mg/m? on day 4 of ) o o )
GOELAMS- De novo AML patients ) . Randomized trial: intensive induction ~ OS: 53% vs. 46%, p = NS; 3-year
o . the induction and on Delaunay
AML 2006  2007-2010 1] with intermediate 50 (18-60) 238 . regimen (DA) +/— GO, consolidation  EFS: 51% vs. 33%, p = NS. In non
o day 4 of the first o 2011 [31]
IR cytogenetic risk L (MidAC) +/- GO, +/— HSCT HSCT recipients, GO vs. no GO-
consolidation course
arm: 3-year EFS: 53.7% vs. 27%, p
=0.0308
GO- vs. no-GO-arm: ORR: 81.5%
3 mg/m? on days 1, 4, vs. 73.5% (p = 0.15) (CR: 70.4%  Castaigne
and 7 of induction vs. 69.9%; CRp:11.1% vs. 3.7%); 2012,
ALFA-0701  2008-2010 1] De novo AML 62 (50-70) 271 and on day 1 of each Randomized trial: DA +/— GO median EFS: 13.6 monthsvs. 8.5 Lambert
of the subsequent two months, HR: 0.66, 95% CI: 0.49— 2019
consolidation courses 0.89, p = 0.006; median OS: 27.5 [32,33]

months vs. 21.8 months, HR: 0.81,
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Median

Age of
Trial Dates of . . 'g . Evaluable .
. Phase Patient Population Patients in . GO Dosing Treatment Plan Outcomes Ref.
Acronym  Recruitement Patients
Years
(Range)
95% ClI: 0.60-1.09, p = 0.16
GO 3 mg/m? vs. 6 mg/m?: ORR:
89% vs. 86%, HR: 1.34,
95%Cl:0.88-2.04, p=0.17; (CR
De novo or secondary . . rate 82% vs. 76%, OR: 1.46,
UK NCRI o 3 mg/m?vs. 6 mg/m?  Randomized trial: GO 3 vs. 6 mg/m? + Burnett
20092011 I AML and high-risk 50 (0-81) 788 ] _ ] ) 95%Cl: 1.04-2.06, p = 0.03); 4-
AML17 on day 1 of induction combined with ADE vs. DA 2016 [34]
MDS year OS: 50% vs. 47%, HR: 1.10,
95% ClI: 0.90-1.34, p = 0.3; 4-year
RFS: 44% vs. 38%, HR: 1.11, 95%
Cl:0.91-1.35,p=0.3
3 mg/m? for 2 doses, GO vs. no-GO-arm: ORR: 45% vs.
EORTC- on days 1 and 15 of . o . 49%; OR: 0.86, 95% Cl, 0.6-1.23, .
De novo/secondary . . Randomized trial: intensive Amadori
GIMEMA 2002-2007 1] 67 (60-75) 472 induction, 3 mg/m?2 . p = 0.46; OS: HR: 1.20, 95% CI:
AML _ chemotherapy (MICE induction) +/— GO 2013 [35]
AML-17 on the first day of 0.99-1.45, p = 0.07; RFS: HR:
consolidation 1.08, 95% CI: 0.81-1.44, p = 0.61
De novo/secondary 6 mg/m? on day 1 and .
EORTC- . GO- vs. BSC-arm: median OS: 4.9 .
AML unfit for 3 mg/m? on day 8, . ) Amadori
GIMEMA 2004-2013 1] . . 77 (62-88) 237 Randomized trial: GO alone vs. BSC ~ months vs. 3.6 months, HR: 0.69,
intensive +/~2 mg/m%month 2016 [36]
AML-19 95% CI: 0.53-0.90, p = 0.005
chemotherapy for up to 8 doses
Pediatric
trials
Relapsed/refractory Escalating doses, 6 to  Single arm trial, GO administered as ORR: 8/29 patients (28%); CR  Arceci et al.
1999-2002 | ) 12 (1-16) 29 .
AML patients 9 mg/m? single agent rate: 14%; CRp rate: 14%) 2005 [37]
Refractory de novo Non randomized multi-arm trial, GO +  Arm A vs. arm B: ORR: 55% vs.
COG- 11.5 (0.8- . . Aplenc
2002-2006 1l AML or newly 45 2 to 3 mg/m? cytarabine + mitoxantrone (arm A) vs.  40%, p = NS; 1-year EFS: 55% vs.
AAMLOOP2 ) 19.8) ) ) 2008 [38]
diagnosed secondary GO+ cytarabine+ L-asparaginase (arm B) 21.8%, p = NS; 1-year OS: 64.6%
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Median

Age of
Trial Dates of . . 'g . Evaluable .
. Phase Patient Population Patients in . GO Dosing Treatment Plan Outcomes Ref.
Acronym  Recruitement Patients
Years
(Range)
AML vs. 45.0% p = NS
) 3 mg/m? on day 6 of ) ) ] )
COG- Newly diagnosed de 9.5 (0.07— Single arm trial, GO combined with CR rate: 83.1%; 3-year OS: 66%; Cooper
2003-2005 1 340 course 1 and day 7 of . .
AAMLO3P1 novo AML 21.6) 4 intensive chemotherapy 3-year EFS: 53% 2012 [39]
course
GO- vs. no-GO arm: CR rate:
3 mg/m? on day 6 of
. . 88.3% vs. 85.1, p = 0.15; 3-year
. induction course 1, .
COG- Newly diagnosed de Randomized trial, GO +/— standard EFS: 53.1% vs. 46.9%, HR: 0.83, Gamis 2014
2006-2010 1 9.7(0-29) 1022 and on day 7 of
AAMLO0531 novo AML chemotherapy 95% CI: 0.70-0.99, p = 0.04; 3- [40]

intensification course
2

year OS: 69.4% vs. 65.4%; HR:
0.91,95% CI: 0.74-1.13, p = 0.39

COG: Children’s Oncology Group; MDS: myelodysplastic syndrome; CR: Complete Remission; CRp: all criteria for CR without the

full recovery of platelets count; ORR: overall response rate (CR+CRp); DA: daunorubicin plus cytarabine; DAE: cytarabine,

daunorubicin, and etoposide; FLAG-Ida: fludarabine, cytarabine, granulocyte colony-stimulating factor, and idarubicin; MACE:

amsacrine, cytarabine and etoposide; MidAC: mitoxantrone and cytarabine; MICE: mitoxantrone, cytarabine, and etoposide; BSC: best

supportive care, HSCT: hematopoietic stem cell transplantation; NA: Not available; NS: not significant.
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2.3.1. GO Administered as Monotherapy

In a phase | dose escalation trial, 40 adult patients with relapsed/refractory CD33-positive AML
received GO until a maximum dose of 9 mg/m? saturating almost all AML CD33-binding sites
(92.2%) with an acceptable safety profile [24]. Similarly, a phase I trial undertaken in 29 children
with relapsed/refractory AML, showed the tolerability and the efficacy of GO (overall response
rate [ORR], 28%) [37].

Three phase I trials assessed the safety and the efficacy of GO as a single agent given at 9 mg/m?
on day 1 and day 14 in adult AML patients experiencing first relapse. A total of 30% of the
patient population achieved complete remission (CR)/complete remission without platelet
recovery (CRp) [25]. Based on these results, GO was granted FDA accelerated approval on 17
May 2000 as a monotherapy for CD33-positive AML patients older than 60 years of age,
experiencing first relapse and unfit for intensive treatment [41]. Of note, final analysis revealed
that this GO schedule was associated with frequent grade 3 and 4 hematological toxicities
(profound neutropenia and thrombocytopenia) and liver toxicities (veno-occlusive disease) [42].
The European Organization for Research and Treatment of Cancer-Gruppo Italiano Malattie
Ematologiche Maligne dell’Adulto (EORTC-GIMEMA) AML-19 trial is a sequential phase 11/111
trial that first determined the best GO induction regimen (GO administered as monotherapy, 6
mg/m? on day 1 plus 3 mg/m? on day 8 versus [vs.] GO 3 mg/m? on days 1, 3 and 5) before
undertaking the phase Il trial comparing GO to best supportive care in previously untreated
AML patients older than 61 years unfit for intensive chemotherapy. The GO schedule 6 mg/m?
on day 1 plus 3 mg/m? on day 8 led to a higher rate of disease non-progression, defined as the
rate of patients in CR/CRp or in stable disease at the end of induction course (63% vs. 38%), and
was retained for the phase Il [43]. In the subsequent phase IlI, first-line GO monotherapy
significantly improved OS compared to best supportive care (1-year OS: 24.3% vs. 9.7%, hazard
ratio [HR]: 0.69, 95% CI: 0.53-0.90, p = 0.005) [36].

2.3.2. GO Administered in Combination with Intensive Chemotherapy

A phase Ill randomized trial was undertaken by the Southwest Oncology Group (SWOG, S0106
trial) to further confirm the clinical benefit of the addition of GO (6 mg/m? on day 4) to the

standard ‘3 + 7° induction regimen, associating daunorubicin and cytarabine. Patients allocated to
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the GO arm received lower dose of daunorubicin (45 mg/m? vs. 60 mg/m? in the control arm) in
order to balance toxicities [29]. However, the interim analysis revealed higher rate of fatal
induction toxicities in the GO arm (5.5% vs. 1.4%, p = 0.0062) leading to the premature end of
the study and withdrawal from the market on 21 June 2010. Final data analysis of the S0106 trial
failed to demonstrate any clinical benefit of the addition of GO neither on relapse-free survival
(RFS) nor on OS (GO arm vs. non GO arm: 5-year RFS: 43% vs. 42%, p = 0.40; 5-year OS: 46%
vs. 50%, p = 0.85).

In an attempt to reduce GO toxicities, a dose-finding trial assessed the addition of GO 3 mg/m?
vs. 6 mg/m? to intensive chemotherapy regimens. The addition of GO 6 mg/m? was not feasible
due to hepatotoxicity and delayed hematopoietic recovery. However, 3 mg/m? GO appeared
effective and safe [44]. This study led to two randomized phase 11 trials, addressing the clinical
benefit of adding GO 3 mg/m? to the induction regimen in younger adults (Medical Research
Council (MRC) AML15 trial) and in older patients (National Cancer Research Institute (NCRI)
AML16 trial) [28,30]. In these two trials, the addition of GO showed an improved OS in older
patients, and in younger adults with favorable-risk AML. Given the rapid re-expression on the
CD33 antigen after GO exposure [14,17], a phase 1l trial addressed the efficacy of fractionated
GO (3 mg/m? on days 1, 4 and 7) in adults with relapsed AML [26]. Fractionated GO
administered as monotherapy led to a CR/CRp rate of 33% with a good safety profile, in
particular, no grade 3 or 4 liver toxicity. When combining fractionated GO to chemotherapy, 65%
to 75% of patients achieved CR/CRp [27,45]. Based on these encouraging results of lowering and
fractionating doses of GO, the randomized phase Il trial Acute Leukemia French Association
(ALFA)-0701 compared the clinical benefit of low fractionated doses of GO in addition to the
standard intensive chemotherapy regimen in newly diagnosed CD33-positive AML patients, aged
50 to 70 years old [32]. In the experimental arm, patients were administered fractionated doses of
GO 3 mg/m?, during induction (on days 1, 4 and 7) and consolidation courses (on day 1 of each
course). Event-free survival (EFS) was remarkably improved in the GO arm (median EFS,
assessed by the blinded independent review: 13.6 vs. 8.5 months, HR: 0.66, 95% CI: 0.49-0.89, p
= 0.006) whilst median OS did not significantly differ between the two arms (HR: 0.81, 95% ClI.
0.60-1.09, p = 0.16) [33]. These results led the FDA to approve GO for newly diagnosed CD33-
positive AML in adults and for relapsed or refractory CD33-positive AML in patients aged 2
years and older on 1 September 2017. GO received the European Medicines Agency’s (EMA)
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marketing authorization on 19 April 2018 for the treatment of de novo CD33-positive AML
patients aged 15 years and above as frontline therapy in combination with daunorubicin and
cytarabine.

Corroborating these results, a meta-analysis including 3325 patients from five open-label
randomized phase Il controlled trials (MRC AML15, NCRI AML16, SWOG S0106,
addition of GO on the risk of relapse (RR) and on OS (RR: OR: 0.81, 95% CI: 0.73-0.90, p =
0.0001; 5-year OS: OR: 0.90, 95% CI: 0.82-0.98, p = 0.01) [46].

More recently, a phase Il trial, the NCRI AML17 trial, evaluated the impact of GO dosing 3 vs.
6 mg/m? combined with intensive chemotherapy in previously untreated AML patients. Among
the 788 included patients, increased GO dosing (6 mg/m?) did not improve neither response rate
nor patient outcome (OS: HR: 1.10, 95% CI: 0.90-1.34, p = 0.3; RFS: HR: 1.11, 95% CI: 0.91-
1.35,p=0.3) [34].

In the pediatric population, phase II studies from the Children’s Oncology Group (COG,
AAMLOOP2 and AAMLO3P1) demonstrated the benefit of the addition of GO to chemotherapy
[38,39]. In the subsequent phase Il trial AAML0531, AML patients aged O to 29 years with
newly diagnosed AML were randomly assigned to a five-course chemotherapy regimen alone or
combined with two doses of GO 3 mg/m? (on day 6 during induction course 1, and on day 7
during intensification course 2). Among the 1022 evaluable patients, GO recipients experienced
better EFS (3-year EFS: 53.1% vs. 46.9%, HR: 0.83, 95% CI: 0.70-0.99, p = 0.04) but no
improved OS (3-year OS: 69.4% vs. 65.4%, HR: 0.91, 95% CI: 0.74-1.13, p = 0.39) [40]. Based
on these results, the FDA extended the indication of GO to newly diagnosed CD33-positive AML

patients aged one month and older, on June 16, 2020.
3. Biomarkers

3.1. CD33 Expression on AML Cells

As previously described, CD33 is widely expressed in AML patients (>80%, [25]). However, the
CD33 expression level on leukemic cells is heterogeneous, varying more than 2 log-fold among
AML patients [47,48]. In the pediatric AAMLO3P1 cohort, high expression of CD33 is associated

with poor outcome in multivariate analysis [47,49]. In vitro studies demonstrated that GO-
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induced cytotoxicity was highly dependent on cell surface expression of CD33 and higher CD33
expression levels correlated with an increase of GO binding to CD33 antigenic sites and thus
enhanced clearance of AML blasts [14,50]. Remarkably, good responders among GO recipients
express higher mean of CD33 expression levels inversely correlated with a low ATP-binding
cassette subfamily B-member 1 (ABCBL1) expression which mediates drug efflux [51]. Among
the 825 patients from the pediatric AAMLO531 trial, GO improved EFS in patients with high
CD33 expression (quartiles (Q), Q2-Q4, GO vs. no-GO, 5-year EFS: 53% vs. 41%, p = 0.005),
whereas patients with low CD33 expression (Q1) did not benefit from the addition of GO to the
induction chemotherapy (GO vs. no-GO, 5-year EFS: 53% vs. 58%, p = 0.456) [48]. By contrast,
in the adult population no interaction on survival was observed between CD33 expression
quartiles and GO in non-core binding factor (CBF)-AML patients [52]. However, GO reduced the
RR of adult patients with Q4-CD33 expression (HR: 0.63, 95% CI: 0.35-1.12). Higher CD33
expression have been observed in patients displaying mutations in Nucleophosmin 1 (NPM1)
gene or FMS-like tyrosine kinase 3 internal tandem duplications (FLT3-ITD) and is further
on 200 adult patients from the ALFA-0701 trial, and considering CD33 expression as a binary
variable defined by a 70% cutoff, GO improved EFS and RFS of patients with high CD33
expression even after adjustment for cytogenetics and NPM1/FLT3-ITD mutations [55]. Thus
CD33 expression appears, as expected, as an important pre-treatment biomarker for GO response.

3.2. Prognostic Impact of the Cytogenetic Alterations on GO Efficacy

The benefit of GO has been widely observed in the non-adverse cytogenetic-risk groups
benefit in patients from good (acute promyelocytic leukemia [APL] excluded) and intermediate
cytogenetic groups (absolute survival benefit at 6 years: + 20.7%; OR: 0.47, 95% CI: 0.31-0.73,
p = 0.0006; + 5.7%; OR: 0.84, 95% CI: 0.75-0.95, p = 0.005, respectively) [46]. Conversely, in
the adverse cytogenetic group, in which the CD33 expression level is usually lower, GO failed to
improve OS (absolute survival benefit at 6 years: + 2.2%, OR: 0.99, 95% CI: 0.83-1.18, p = 0.9).
CBF-AMLs correlate with a low CD33 expression [52]. It is assumed that the first event,
t(8;21)/inv(16)/t(16.16), initiates very early in preleukemic CD33" cells [57]. By contrast,

subsequent driver events, such as tyrosine kinase mutations leading to the proliferative AML
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phenotype occur when the cells express CD33 [58]. Hence, GO could eradicate the proliferative
clone and spare CD33" preleukemic cells. Additionally, GO efficacy in CBF-AML may be
explained by a high sensitivity of CBF-AML blasts to calicheamicin [9,59]. A phase Il trial
assessed the efficacy of the FLAG induction regimen, including fludarabine, cytarabine and
filgrastim, combined with GO 3 mg/m?, at induction day 1, and post-remission courses 1 and 2
day 1 (FLAG-GO) as frontline therapy in adult CBF-AML patients. Among the 45 enrolled
patients, the FLAG-GO regimen was associated with a high remission rate (95%), and 3-year OS
and RFS of 78% and 85% respectively [60]. A recent study assessed the benefit of the FLAG-GO
regimen compared to the association FLAG and idarubicin regimen (FLAG-Ida). The FLAG-GO
regimen was associated with a higher molecular response rate (76% vs. 42%, p = 0.002) and an
improved 5-year RFS (87% vs. 68%, p = 0.02), but not 5-year OS (p = 0.7) compared to the
FLAG-Ida regimen [61].

The standard of care for APL treatment relies on all-trans retinoic acid (ATRA) plus or minus
arsenic trioxide (ATO)-based regimen [62,63]. However, APL blast cells express the CD33
antigen in nearly 100% of APL patients along with a low ABCB1 expression and offer the
opportunity of a new treatment option for APL patients [64,65,66]. Administered as a single-
agent or combined with ATRA, GO improved response rate of APL patients [67,68,69,70].
Interestingly, in vitro studies have reported the efficacy of GO in ATRA- or arsenic trioxide
(ATO)-resistant APL cell lines which translated into remission achievement in clinical trials
[65,71]. The combination of ATRA plus ATO with or without GO appeared safe and effective,
with a CR rate of 90%, and 81% in high-risk patients [72]. These results were further confirmed
in the phase 111 UK-NCRI AML17 trial [70]. In high-risk APL patients treated with ATRA, the
addition of GO plus ATO was as effective as the adjunction of idarubicine (5-year OS: 84% vs.
100%, p = 0.453) [73]. Recently, the SWOG assessed the efficacy of ATRA plus ATO with GO
combination in high-risk APL patients in a phase Il trial (SWOG S0535). Among the 70
evaluable patients, 86% achieved CR and the 3-year OS and 3-year RFS were 86% and 91%,
respectively [74]. Hence, this chemotherapy-free combination appears as a relevant option in
high-risk APL patient management.

11g23/lysine methyltransferase 2A (KMT2A) rearrangements are recurrent cytogenetic
alterations in AML, more commonly identified in children. These rearrangements correlate with

elevated CD33 expression levels on leukemic cells [48,75]. Several reports have highlighted the
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anti-leukemic effect of GO in relapsed/refractory KMT2A-rearranged AML [76,77]. In the COG
AAMLO531 trial, 215 patients harbored a 11923/KMT2A rearrangement. In this patient
population, patients treated with GO plus chemotherapy experienced a significantly higher EFS
than those treated with chemotherapy alone (5-year EFS: 48% vs. 28%, p = 0.002), although 5-
year OS did not reach significant difference across treatment arms (5-year OS: 64% vs. 53%, p =
0.053) [78].

3.3. Prognostic Impact of the Molecular Profile on GO Efficacy

Aside from favorable cytogenetic alterations, GO seems to benefit patients with NPM1 or FLT3
mutations.

NPM1 mutations are identified in 25% to 35% of AML patients and more frequently in
cytogenetically normal AML (45%-60%) [79]. As previously mentioned, patients with NPM1
mutations display higher CD33 expression levels [53,54,55]. In the ALFA-0701 trial, the subset
analyses pointed out the benefit of the addition of GO on 2-year EFS, RFS and OS in NPM1-
mutated patients [32]. Recently, the prospective, randomized phase Il trial Acute Myeloid
Leukemia Study Group (AMLSG) 09-09 addressed the clinical benefit of the addition of GO to
induction (3 mg/m? on day 1) and consolidation chemotherapy (3 mg/m? on day 1 of the first
consolidation cycle) in adult patients with NPM1-mutated AML eligible to receive intensive
chemotherapy [80]. Among the 588 included patients, 292 were assigned to the GO arm and 296
to the standard arm. GO did not improve 2-year EFS in this trial (HR: 0.83, 95% CI: 0.65-1.04, p
= 0.10). In patients achieving CR/CR with incomplete hematologic recovery, GO significantly
decreased the cumulative incidence of relapse (HR: 0.66, 95% CI: 0.49-0.88, p = 0.005).
Interestingly, GO improved 2-year EFS of FLT3 wild-type, but not FLT3-ITD mutated patients
(HR: 0.72, 95% CI: 0.56-0.95 vs. HR: 1.53, 95% CI: 0.95-2.48, respectively; interaction test, p =
0.002).

FLT3-ITD mutations are found in approximately 20% of AML patients, and are associated with
high expression of CD33 and impaired outcome [79]. The addition of GO has demonstrated
improved OS, EFS and RFS in adult AML patients with FLT3-ITD mutations [32,56]. In a
retrospective analysis of FLT3-ITD mutated patients from the COG AAMLO3P1 and
AAMLO0531 trials, the addition of GO was associated with a decreased RR (37% vs. 59%, p =

0.02) [81]. Among the subset of patients who underwent hematopoietic stem cell transplantation
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(HSCT) in first CR, this effect was even stronger, prior exposure to GO was associated with a
reduced cumulative incidence of relapse (22% vs. 56%, p = 0.003). Patients displaying a high
allelic ratio (> 0.4) experienced a lower RR of relapse when GO was administered prior to HSCT
(15% vs. 53%, p = 0.007). By contrast, in the adult cohorts from the MRC AML15 and NCRI
AML16 trials, GO did not improve clinical outcome of FLT3-ITD mutated AML patients.
However, in these trials GO was administered as a single dose while fractionated doses of GO
were administered in the ALFA-0701 and the COG AAMLO3P1 and AAMLO531 trials.

Mutational profile of AML has been widely deciphered by high-throughput sequencing
technologies over the past decade [82]. Mutations have become strong prognostic factors and
have been integrated in the latest European LeukemiaNet (ELN) 2017 risk stratification [83]. A
retrospective analysis from the ALFA-0701 showed a benefit of the addition of GO on EFS in
patients from the ELN favorable-risk (HR: 0.54, 95% CI: 0.30-0.98, p = 0.04) and intermediate-
risk groups (HR: 0.57, 95% CI: 0.33-1.00, p = 0.05), but not in patients from the ELN adverse-
risk group (HR: 0.93, 95% CI: 0.61-1.43, p = 0.74) [84]. In particular, considering mutations by
functional group as previously described [82], GO predominantly improved EFS of patients
harboring signaling mutations, (HR: 0.43, 95% CI. 0.28-0.65) [84]. These mutations were

associated with higher CD33 expression levels.

3.4. Prognostic Impact of Minimal Residual Disease (MRD)

AML prognosis highly depends on pretreatment markers such as cytogenetic and molecular
alterations. These prognostic factors have been integrated in the latest ELN 2017 risk
classification and guide HSCT decision [83]. Growing evidence has suggested the prognostic
impact of persisting leukemic cells assessed by the minimal disease monitoring after induction
molecular markers have been evaluated to monitor MRD [92]. In the pediatric AMLO2 trial,
patients were allocated to either chemotherapy alone, chemotherapy plus GO, or GO alone
depending on MRD levels, assessed by flow cytometry [93]. Among patients with positive MRD,
13 out of 17 reached MRD negativity after GO administration alone, and 13 out of 29 had
negative MRD after GO plus chemotherapy [94]. In the NCRI-AML16 trial, MRD measured by
flow cytometry accounted for an independent prognostic factor for patient outcome. However,

this trial failed to demonstrate a significantly higher proportion of MRD negativity measured by
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flow cytometry among patients receiving GO compared to the control arm (57% vs. 48%, p =
0.18) [85].

NPMI1 mutation and Wilms’ tumor 1 (WT1) gene overexpression represent valuable prognostic
molecular markers to assess MRD by real-time quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR)
regimen increased NPM1 MRD negativity proportion both at the end of induction and at the end
of treatment (39% vs. 7%, p = 0.006; and 91% vs. 61% p = 0.028, respectively) [97]. By contrast,
no impact on WT1 MRD has been observed when adding GO to standard induction regimen
neither after induction nor after end of treatment (MRD negativity: 75% vs. 65%, p = 0.29; 82%
vs. 80%, p = 1, respectively). The lower sensitivity of WT1 MRD compared to NPM1 MRD may
have accounted for this discrepancy [97].

These encouraging results of MRD monitoring in patients treated with GO gave rise to consider
MRD as a surrogate endpoint for patient outcome. To date, several MRD-directed trials are
currently investigating GO benefit [102].

3.5. GO and Stemness Signature

Different studies support the critical role of leukemic stem cells (LSC) in AML maintenance.
LSC are characterized by intrinsic properties of cell cycle quiescence, self-renewal and increased
drug efflux which confer chemotherapy resistance [8,103,104]. A recent study based on five
independent AML cohorts (n = 908 patients) set up the LSC17 score, derived from a 17-gene
expression signature for LSC [105]. This score stands for a strong prognostic factor in AML.
Interestingly, in the ALFA-0701 trial, the addition of GO correlated with improved outcome in
patients with low but not high LSC17 score (EFS: HR: 0.42, p = 0.001; RFS: HR: 0.53, p = 0.03).
Hence, the LSC17 score appears as relevant biomarker to predict GO benefit in AML patients
[105].

Patients harboring normal karyotype and NPM1 mutations without FLT3-ITD are assimilated to
a low molecular risk (LMR). Interestingly, the GO12 score, derived from 12 GO pathway genes
accurately identified LMR/LMR-like patients that may benefit from GO across 5 independent
AML cohorts (n = 1188 patients; area under the curve: 80.8%) [106].

3.5.1. CD33 Single Nucleotide Polymorphisms

107



https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B85-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B89-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B95-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B96-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B97-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B98-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B99-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B100-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B101-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B97-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B97-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B102-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B8-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B103-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B104-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B105-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B105-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B106-ijms-21-05626

Recent studies have addressed the relationship between CD33 genotype and GO efficacy. A
pivotal retrospective study from the St Jude (AMLO2 trial) found out a single nucleotide
polymorphism (SNP) in the splice enhancer region of the CD33 gene exon 2, rs12459419 (C > T,
Alal4Val) that affected response to GO, as measured by flow cytometric MRD [107]. This SNP
resulted in CD33 exon 2 skipping, leading to a shorter CD33 isoform lacking the
immunoglobulin-like V-set domain which is the epitope for GO and for the P67.6-CD33
antibody, used for CD33-expression determination by immunophenotyping [108,109]. In patients
displaying TT genotype, median CD33 expression was significantly lower than those with CT or
CC genotype (TT vs. CT vs. CC: 44.8% vs. 97.4% vs. 152.2%, p < 0.001) [110]. These first
results were further confirmed in AML patients aged O to 29 years from the AAMLO0531 trial
[111]. Among the 816 patients genotyped for the SNP rs12459419, 51%, 39% and 10% of the
patients had CC, CT, TT genotype, respectively. A benefit of the addition of GO was
demonstrated on both RR and RFS only in patient with CC genotype. A recent similar study
undertaken in younger adults with AML (13-69 years) from the randomized MRC AML15 and
NCRI AML17 trials showed a similar distribution of CC, CT and TT genotypes (47%, 44%, 9%,
respectively). However, this study failed to demonstrate any benefit of GO on OS and on RFS in
the different genotype subgroups [112]. Likewise, the prognostic value of the CD33 splice site
genotype was evaluated in patients receiving an alternative CD33-targeting antibody-drug
conjugate, the vadastuximab talirine (SGN-CD33A) administered as monotherapy or in
combination with hypomethylating agents, in a cohort of 20 adult patients (mean age: 69.8 years,
range: 27.5-82.6 years) with AML [113]. Genotyping analysis of CD33 SNP rs12459419
revealed the following distribution of the CC/CT/TT genotypes: 50%/40%/10%. Similarly to the
previous study led in adult patients, CD33 splice site genotype did not impact patient outcome
neither in OS (p = 0.923) nor in EFS (p = 0.683). Differences in trial designs including age range
of inclusion and GO dosing may explain these discrepancies. The ABCB1-mediated drug efflux,
which is higher in older patients, may have encountered for such differences between pediatric
and adult populations [51,113,114,115].

Genotyping studies of CD33 SNPs have identified five other SNP such as rs1803254(G > C;
3'UTR), rs35112940(G > A; Arg304Gly), rs2455069(A > G; Arg69Gly), rs61736475(Ser305Pro)
and rs201074739 (CCGG deletion) which may modulate GO anti-leukemic effect [116]. A

reduced RR in GO recipients was observed in patients displaying the following genotypes:

108



https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B107-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B108-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B109-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B110-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B111-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B112-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B113-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B51-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B113-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B114-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B115-ijms-21-05626
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5626/htm#B116-ijms-21-05626

rs1803254 GG (p = 0.009), rs35112940 GG (p < 0.001), rs2455069 GG (p = 0.005), rs61736475
TT (p = 0.002), and rs201074739 CCGG/CCGG (p = 0.002).

Interestingly, the CD33_PGx6_Score—a composite score derived from six CD33 SNP of
prognostic significance (rs12459419, rs2455069, rs201074739, rs35112940, rs61736475 and
rs1803254)—has been recently set up to assess the impact of CD33 genotype on CD33
expression and GO response among 938 patients with de novo AML, aged 0-29 years [116].
CD33_PGx6_Score of 0 or higher was associated with higher CD33 expression levels and
improved RFS and reduced RR in patients treated in GO arm (GO vs. no-GO arm, 5-year RFS:
62.5% vs. 46.8%, p = 0.008; 5-year RR: 28.3% vs. 49.9%, p < 0.001). By contrast, the addition of

GO showed no improvement on patient outcome when the score was less than 0.

3.5.2. Prognostic Impact of ABCB1

Despite its pro-apoptotic effects, free calicheamicin may also be a substrate of the ABCB1
transporter (also known as permeability glycoprotein (Pgp) and multi-drug resistance protein
(MDR1)) and to a lesser degree, the multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1 or
ABCC1), but not the breast cancer resistance protein (BCRP) [117,118,119]. Hence, ABCB1 and
MRP1 may pump calicheamicin out of the cell before exerting its cytotoxic activity and
ultimately compromise GO efficacy.

ABCBL is expressed in 58% of AML patients and its expression on blasts cells varies from 19%
to 75% [118,120]. ABCB1 expression strongly correlates with response to GO, and higher
expression level of ABCBL1 stands for an independent poor prognostic factor in OS and EFS
[51,117,120,121]. Importantly, in a retrospective study from three phase Il trials [25,42,117], the
expression of CD33 was inversely correlated with the ABCB1 drug efflux activity. However,
after adjusting for CD33 expression, ABCB1 was still associated with outcome (p < 0.001) [51].
Interestingly, a comprehensive analysis of ABCB1 demonstrated that ABCB1 expression was
shown to correlate with low white blood cell count and high expression of the following genes:
CD34, BAALC, CD7 and CD200 [120]. Additionally, ABCB1 activity seems to be linked to the
absence of FLT3-1TD and NPM1 mutations.

A recent study has assessed the clinical impact of ABCB1 genotype among 942 patients from the
COG-AAMLO531 trial [122]. GO recipients displaying CT or TT genotype for the SNP
rs1045642 (C > T; lle1145lle) had improved outcomes compared to those with CC genotype (CT
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or TT vs. CC, 5-year EFS: p = 0.022; 5-year RR: p = 0.007) as a result of an increased

accumulation of calicheamicin.

3.5.3. SOCS3 Methylation

By binding to the CD33, SOCS3 induces the proteasomal degradation of the CD33-SOCS3
complex [6]. SOCS3 expression was suggested to modulate anti-CD33 antibodies response [123].
Analysis of the methylation status of the SOCS3 CpG islands was associated with a trend of
improved response rate and OS in patients with SOCS3 hypermethylation (ORR: 86% vs. 56%, p
=0.17; OS: 25.1 months vs. 10.3 months; HR: 0.29%, 95% CI: 0.06-1.32, p = 0.09) [124].

3.5.4. HFE Mutations

HFE mutations are associated with higher risk of cancer. Interestingly, GO improved patient
outcome among heterozygote HFE mutated patients compared to wild type patients, probably
related to an impaired CD33 internalization [125].

4. Conclusions

Given its high expression on AML blasts, CD33 antigen represents an attractive target in AML.
Different clinical trials have confirmed the anti-leukemic activity of GO in CD33-positive AML
cells and have shown improved outcome in AML patients. Over the past years, flow cytometry,
cytogenetics, and molecular approaches, including sequencing technologies, MRD monitoring,
and genotyping studies of CD33 and ABCB1 SNPs have offered a comprehensive analysis of
promising biomarkers for GO response. Collectively, these improvements have helped to refine
the subset of patients that may benefit from GO and improve patient management. Increasing
knowledge of the molecular alterations in AML paves the way to new combinatory regimens that
may enhance GO efficacy. Hence, ongoing trials are evaluating the feasibility and the efficacy of
combining GO to FLT3-1TD inhibitors (NCT03900949, NCT04385290, NCT04293562) and Bcl-
2 inhibitors (NCT04070768, NCT04070768).
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Abbreviations

ABC ATP-Binding Cassette

ABCB1 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1
ALFA Acute Leukemia French Association
AML Acute Myeloid Leukemia

AMLSG Acute Myeloid Leukemia Study Group
APL Acute Promyelocytic Leukemia

ATM Ataxia-Telangiectasia Mutated

ATR Ataxia-Telangiectasia and Rad3-Related
ATRA All-Trans Retinoic Acid

BCRP Breast Cancer Resistance Protein

Bcl-2 B-Cell Lymphoma 2

BSC Best Supportive Care

CBF Core-Binding Factor

CD Cluster Of Differentiation

COG Children’s Oncology Group

CR Complete Remission

CRp Complete Remission Without Platelet Recovery
DA Daunorubicin Plus Cytarabine

DAE Cytarabine, Daunorubicin, And Etoposide
ECS Elongin B/C-Cul2/Cul5-Socs-Box Protein
EFS Event-Free Survival
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ELN European LeukemiaNet

EMA European Medicines Agency

EORTC European Organization For Research And Treatment Of Cancer
FADD Fas-Associated Protein With Death Domain

FDA Food And Drug Administration

FLAG-Ida Fludarabine, Cytarabine, Granulocyte Colony-Stimulating Factor, and Idarubicin
FLT3-ITD FMS-Like Tyrosine Kinase 3 Internal Tandem Duplication
GIMEMA  Gruppo Italiano Malattie Ematologiche Maligne Dell’adulto

GO Gemtuzumab Ozogamicin
HR Hazard Ratio
HSCT Hematopoietic Stem Cell Transplantation

KMT2A Lysine Methyltransferase 2A

KMT2A-r  Lysine Methyltransferase 2A Rearrangement
LMR Low Molecular Risk

LSC score  Leukemic Stem Cell Score

MACE Amsacrine, Cytarabine and Etoposide

MDS Myelodysplastic Syndrome

MICE Mitoxantrone, Cytarabine, and Etoposide

MidAC Mitoxantrone and Cytarabine

MRC Medical Research Council

MRD Minimal Residual Disease

MRP1 Multidrug Resistance-Associated Protein 1

NCRI National Cancer Research Institute

NPM1 Nucleophosmin 1 gene

NS Not Significant

ORR Overall Response Rate

(0K Overall Survival

Pgp Permeability Glycoprotein

Q Quartile

RFS Relapse-Free Survival

RQ-PCR Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction

RR Risk Of Relapse

SHP Src Homology-2 Domain-Containing Tyrosine Phosphatases
Siglec Sialic-Acid-Binding Immunoglobulin-Like Lectins Family
SNP Single Nucleotide Polymorphism

SOCS3 Suppressor Of Cytokine Signaling 3
SWOG Southwest Oncology Group

TP53 Tumor Protein 53
Vs Versus
WT1 Wilms’ Tumor 1 Gene
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CONCLUSION

Les techniques de biologie moléculaire de haute résolution ont contribué a une meilleure
caractérisation des altérations génomiques a I'origine des LAM et a 'identification de nouveaux
marqueurs pronostiques et théranostiques. Ce travail a permis d’approfondir la compréhension
du profil moléculaire des LAM par I'analyse en SNP-array des patients randomisés dans I'étude
CLARA du protocole ALFA-0702. Nous avons ainsi caractérisé un nouveau groupe de patients de
pronostic défavorable, dit patients avec « caryotype micro-complexe », défini par la présence
d’au moins quatre altérations en SNP-array. Ces résultats semblent ainsi confirmer I'impact
défavorable des altérations en SNP-array suggéré dans une précédente étude (Parkin et al.
2010). L'effet de ces altérations dans la cohorte ALFA-0702 reflete possiblement des
modifications d’expression des ARNm de génes impliqués dans la leucémogénese des LAM
(Walter et al. 2009). Limpact défavorable des caryotypes « micro-complexes » pourrait
également étre le reflet d’'une instabilité génomique, souvent corrélée a un profil de maladie
plus agressive et une résistance au traitement (Suela et al. 2007).

D’autres biomarqueurs associés aux LAM émergent avec le développement des différentes
techniques de biologie moléculaire. Les analyses transcriptomiques permettent ainsi
I'identification de nouveaux transcrits de fusion mais également d’évaluer le profil d’expression
génique (Bullinger et al. 2004; Metzeler et al. 2008; Ng et al. 2016; Stengel et al. 2020). Des
scores d’expression génique ont ainsi été développés et semblent constituer de nouveaux
marqueurs pronostiques (Bullinger et al. 2004; Metzeler et al. 2008; Ng et al. 2016).

Les nouvelles technologies de haute résolution contribuent ainsi a mieux appréhender
I'hétérogénéité des LAM. Le développement d’approches prédictives intégrant un nombre
important de variables cliniques et biologiques telle que I'approche « banque de connaissance »
développée par Gerstung et al (Gerstung et al. 2017) ouvrent la voie a une prise en charge
personnalisée des LAM. En dépit de I'absence de 27 parametres sur les 100 inclus dans
I'approche « banque de connaissance », nous avons confirmé que cette approche était plus
performante pour prédire le pronostic des patients que la classification ELN 2017, avec un index

de concordance de 68,9 vs 63,0 pour la prédiction de la survie globale.
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Un enjeu majeur dans la prise en charge des LAM est I'indication d’"HSCT en RC1. Dans notre
étude, l'intégration de la MRD NPM1 a la classification ELN n’était pas assez robuste pour définir
le sous-groupe de patients bénéficiant réellement de I’'HSCT en RC1. L'approche « banque de
connaissance » permet de prédire le risque de rechute et de mortalité non liée a la rechute a
tout moment et pourrait donc capturer les risques et bénéfices de I'HSCT en RC1. Dans la
cohorte initiale, 'approche « banque de connaissance » prédisait qu’en réalisant I'HSCT en RC1,
12% des patients avaient une survie globale a 5 ans augmentée de plus de 10%. En appliquant
cette regle a la cohorte des patients du protocole ALFA-0702, 111 patients (20,4%) parmi les 545
patients éligibles a I'HSCT semblaient bénéficier de 'HSCT en RC1. En analyse bivariée, en
considérant 'HSCT en RC1 comme une variable temps-dépendante, la réalisation de I'HSCT en
RC1 n’améliorait pas le pronostic de ces 111 patients en comparaison aux 343 autres patients
(test d’interaction, P=0,27). Néanmoins I'approche prédictive développée par Gerstung et al.
était basée sur des données de patients allogreffés entre 1993 et 2004, ce qui ne rend peut étre
pas compte d'une évaluation bénéfice-risque valide pour des patients allogreffés plus
récemment étant donné I'amélioration des procédures d’HSCT (Cornelissen and Blaise 2016). En
établissant un score dérivé de I'approche « banque de connaissance » ou « KB score », codé de
0 a 100, les valeurs basses correspondant a un pronostic péjoratif, nous avons pu identifier un
seuil de 40% en deca duquel les patients bénéficiaient d’'une HSCT en RC1. En combinant la
classification ELN 2017, la MRD NPM1 et le score KB aux 545 patients en RC1, 278 candidats a
I'allogreffe, soit 51% des patients en RC1 avaient une survie globale significativement améliorée
par I'allogreffe alors que cette procédure était délétére chez les candidats a la chimiothérapie.
L'intégration de ces différents parameétres semble donc prédire plus précisément le sous-groupe
de patients bénéficiant de I'allogreffe en RC1, mais nécessite d’étre validée de fagon prospective
dans de nouveaux essais cliniques. Le modeéle banque de connaissance constitue ainsi une
approche dynamique bénéficiant de I'intégration de nouveaux parameétres.

Par ailleurs, la prise en charge de LAM a évolué de fagon substantielle au cours des derniéeres
années avec l'arrivée des thérapies ciblées qui ont permis une prise en charge plus
personnalisée des LAM. Ces nouveaux traitements offrent de nouvelles options thérapeutiques

non seulement dans le traitement des LAM inéligibles a la chimiothérapie intensive mais
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également en combinaison a la chimiothérapie intensive. En particulier, le gemtuzumab
ozogamicine a montré son efficacité dans certains sous-types de LAM. La revue sur le
gemtuzumab ozogamicine illustre la diversité des biomarqueurs potentiels pour prédire la
réponse au traitement. De fagcon analogue, des études sont actuellement en cours pour évaluer
les facteurs de résistance aux inhibiteurs de FLT3 par exemple. Ainsi, des mutations dans les
voies de signalisations ont été identifiées comme facteurs de résistance aux inhibiteurs de FLT3.
La compréhension des mécanismes de résistance a ces traitements ouvre ainsi la voie a de
nouvelles stratégies thérapeutiques.

L'identification de nouveaux marqueurs dans les LAM permet donc de mieux appréhender
les caractéristiques de la maladie. Ces marqueurs peuvent revétir d’un intérét pronostique ou
théranostique, et leur intégration dans les nouveaux modeles de prédiction multifactoriels,
représente une approche prometteuse pour optimiser la prise en charge des patients, selon une
approche personnalisée.

De nouvelles études prospectives sont nécessaires pour confirmer 'intérét de I'approche
« banque de connaissance » dans l'indication d’HSCT en RC1 et évaluer sa faisabilité en pratique
clinique. D’autre part, I'intégration de nouveaux marqueurs tels que le suivi de la MRD sur des
marqueurs autres que NPMI1 ou encore |lutilisation de données issues d’analyses
transcriptomiques, pourrait contribuer a améliorer les prédictions de I'approche « banque de
connaissance » et notamment les indications d’allogreffe en RC1. D’autre part, les prédictions
établies par ce modele multifactoriel nécessitent d’étre validées sur des données plus récentes
tenant compte de la modification de prise en charge des patients avec I'émergence des
thérapies ciblées (inhibiteurs de FLT3 ou d’IDH1/2).

Enfin, la médecine personnalisée connait un réel essor avec I'arrivée de nouvelles approches
pangénomiques a tres haut débit tels que le séquencage de I'exome ou du génome entier, ou
encore le RNA-seq, dans le cadre du plan France médecine génomique 2025. Concernant les
LAM, ces approches sont proposées aux adultes en rechute de leur maladie et aux enfants, quel
que soit le stade de la maladie. L'identification de nouveaux marqueurs pronostiques ou
théranostiques par ces nouvelles technologies offre I'opportunité d’une meilleure connaissance

des LAM et d’'une amélioration de la prise en charge et donc du pronostic de ces patients.
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