INNOVATIONS 2018
EN ONCO-HEMATOLOGIE

Limmunothérapie par CAR-T (cells chimeric antigen receptor T cells), le séquencage de nouvelle génération (NGS pour next-
generation sequencing) et le développement de thérapies ciblées constituent autant de domaines thérapeutiques et dia-
gnostiques dominés par d'importants développements en 2018. Plusieurs études ont démontré le bénéfice des CAR-T cells
dans les lymphomes B diffus a grandes cellules réfractaires ou en rechute. Le NGS simpose comme une avancée majeure dans
le diagnostic et la prise en charge des patients souffrant de néoplasie myéloide et comme un outil pronostique important
qui supplantera probablement dans le futur beaucoup d'autres facteurs classiques. Finalement, plusieurs thérapies ciblées
revues dans cet article devraient révolutionner la prise en charge de la leucémie myéloblastique aigie.
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In 2018, major developments have been achieved
in the diagnostic and therapeutic fields of CAR-T
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or relapsing diffuse large B-cell lymphomas. NGS
is a major breakthrough in the diagnosis and
management of patients with myeloid neoplasia
and represents an important prognostic tool that will
probably replace many other conventional factors
in the future. Finally, several targeted therapies
reviewed in this article are about to revolutionize the
management of acute myeloblastic leukemia.
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Lymphomes B diffus a grandes cellules réfractaires ou en rechute, arrivée des CAR-T cells en Belgique

What's new in the European lymphoma landscape:

Relapsed or refractory diffuse large B-cells lymphoma, CAR-T cells therapy

Ces dernieres années, Iimmunothérapie par CAR-T cells
a révolutionné les perspectives de traitements en onco-
hématologie. Cette technique innovante consiste a utiliser
I'immunité cellulaire par le biais de lymphocytes T modifiés
appelés « chimeric antigen receptor T cells ». Les CAR-T
cells sont des lymphocytes issus du patient, transfectés in
vitro par un vecteur viral leur permettant d'exprimer un
récepteur chimérique capable de reconnaitre les cellules
tumorales cibles. Aprés expansion, ils sont conditionnés et
administrés au patient aprés un traitement lymphodéplétif
adapté (figure 7).

Le lymphome B diffus a grande cellule en rechute reste a
ce jour un challenge thérapeutique, de mauvais pronostic
(1-3).

En termes de résultats, le recours a des CARs anti-CD19
a permis d'obtenir des taux de rémissions complétes
avoisinant les 90% dans le traitement des leucémies aigues
lymphoblastiques B en rechute ou réfractaires (5). Prés de
la moitié des patients souffrant d’'un lymphome B diffus

FIGURE1. Déroulement de la thérapie par CAR-T cells (4)
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réfractaire obtient une rémission compléte en réponse aux
CAR-T cells dirigés contre le CD19 (6,7). Dans le domaine
spécifique du lymphome, de multiples protocoles détude
sont en cours, évaluant l'effet des CAR-T cells dans le DLBCL
(phases 3), le lymphome folliculaire, la leucémie lymphoide
chronique, les lymphomes T et la maladie de Hodgkin. Ces
traitements sont également a I'étude dans les leucémies
myéloides aigues, le myélome ou encore certains cancers
solides.

En ce qui concerne le lymphome B diffus a grandes cellules,
les deux principales études multicentriques de phase 2
ZUMA-1 et JULIET ont démontré l'efficacité des CAR-T cells
ciblant le CD19.

Dans l'étude ZUMA-1 (7) utilisant l'axicabtagene ciloleucel
(Yescarta®), on a observé parmiles 101 patients traités un
taux de réponse globale de 82% (54% CR) et une survie
globale de 52% a 18 mois. La durée médiane de réponse
est de 11 mois.
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Létude multicentrique JULIET (6), réalisée avec le
tisagenlecleucel (Kymriah®), a permis de démontrer un
taux de réponse compléte (RC) de 40%, avec 12% de
réponse partielle chez 93 patients évaluables, traités pour
un DLBL en rechute ou réfractaire. Le taux de survie sans
progression a 6 mois est estimé a 65% (79% des patients en
RC) avec obtention d’une survie sans progression de 65% 1
an aprés la réponse initiale.

Les principaux effets secondaires décrits étaient : 22% de
syndromes de relargage cytokinique de grade 3-4 (CRS),
12% d'événements neurologiques de grade 3-4, 32% de
cytopénies de grade 3-4 persistant plus de 28 jours, 20%
d'infections sévéres et 15% de neutropénies fébriles. Trois
patients sont décédés d’une progression tumorale dans les
30 jours de l'infusion. Il n'y a pas eu de décés attribués au
traitement, a un CRS ou a un cedéme cérébral (6).

Sur base de ces deux études, I'axicabtagene ciloleucel et le
tisagenlecleucel ont été approuvés par la FDA chez I'adulte
souffrant d'un lymphome B diffus a grandes cellules
en rechute ou réfractaire apres minimum 2 lignes de
traitement systémique. LEurope a également récemment
donné son approbation.

La gestion des effets secondaires tels que le syndrome
de relargage cytokinique (CRS) résultant de l'activation
des CAR-T cells ou encore la toxicité neurologique sévére
observée dans pres de 30% des cas reste un challenge
majeur. Lutilisation du Tocilizumab, un anticorps
monoclonal anti-il 6 permet notamment d'atténuer le CRS.

Malgré ces résultats trés encourageants, il manque
encore du recul quant a la durée de la réponse ou encore
lintérét d'une consolidation par allogreffe. Certaines
limitations aux CAR-T cells sont aujourd’hui bien décrites
comme la problématique du délai de production apres
leucaphéreses, la perte des CAR-T cells ou encore
I'apparition de clones mutants dépourvus du CD19. Pour
I'avenir, le développement de CAR-T modifiés ou de CAR-T

allogéniques offrent des solutions prometteuses. Le coit
reste par ailleurs non négligeable, sélevant a prés de 1
million d'euro par patient.

Larrivée des essais cliniques ainsi que la création de
laboratoires de production en Europe ouvrent des
perspectives nouvelles pour nos patients. Les difficultés
inhérentes au processus de fabrication des CAR-T cells, la
formation des équipes soignantes, la gestion des toxicités
et du colt d'un tel procédé seront certainement des défis
majeurs dans le futur.
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The development of high-throughput sequencing in myeloid neoplasia: a real mutation

Violaine Havelange, Pascale Saussoy, Jean-Philippe Defour, Stefan N. Constantinescu

Au vu de la grande hétérogénéité phénotypique et
génétique des néoplasies myéloides aigués et chroniques,
lintroduction du séquencage de nouvelle génération
(NGS pour next-generation sequencing) dans la routine
diagnostique des patients a révolutionné la prise en charge
de ces pathologies (1). Ces techniques de séquencage a
haut débit permettent de séquencer une grande quantité
d’ADN en un temps record. On peut soit séquencer
tout le génome soit une partie du génome du patient.
Actuellement, la plupart des laboratoires séquencent
un panel de génes associés a une pathologie. Il existe

différentes méthodes de séquencage et le nombre de
genes séquencés est variable.

De nombreux laboratoires de biologie hématologique
ont implémenté la technique de NGS dans le diagnostic
des patients atteints de leucémie myéloide aigué (LMA),
de syndrome myélodysplasique (SMD) ou de syndrome
myéloprolifératif ~ (principalement les  myélofibrose
primitive MF). lls utilisent un panel commercial qui permet
de séquencer entre 50- 150 génes d'intérét impliqués
dans différents mécanismes oncogéniques tels que les
suppresseurs de tumeur, la machinerie de splicing, les
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modificateurs épigénétiques, les cohésines, les facteurs de
transcription, les voies de signalisation ou les modificateurs
de la chromatine.

Le NGS chez les patients souffrant de leucémie
myéloblastique aigiie a permis lidentification de
mutations récurrentes chez la plupart des patients (2) dont
certaines avec un impact pronostic relevant telles que les
mutations de RUNX1 qui ont été associées a un pronostic
défavorable (3). Le NGS a également permis de découvrir
de nouvelles cibles thérapeutiques telles que IDH1 et
IDH2 dont les inhibiteurs sont actuellement développés
en clinique (4,5). Enfin, le NGS est un outil précieux pour
le suivi de la maladie résiduelle chez les patients en
rémission. Le groupe de Peter Valk a récemment démontré
que la détection de la maladie résiduelle en NGS chez les
patients souffrant de leucémie myéloblastique aigué en
rémission est corrélée au risque de rechute et a la survie
(6). La caractérisation moléculaire de la rechute permet
d'identifier des évolutions clonales suite a I'acquisition
de nouvelles mutations et de proposer aux patients des
thérapies ciblées en rattrapage.

Le NGS chez les patients souffrant de syndrome
myélodysplasique a également permis de détecter des
mutations récurrentes chez plus de 90% des patients et
de préciser le pronostic de certains patients. La mutation
de SF3B1 a été détectée chez 20% des patients avec un
syndrome myélodysplasique et est associée a la présence
de sidéroblastes en anneau (8).

Le NGS chez les patients souffrant de syndrome
myéloprolifératif a permis de confirmer la clonalité des
syndromes myéloprolifératifs dits triples négatifs (n‘ayant
aucunedes3mutationsdriversconnues,asavoirJAK2V617F,
Calreticuline, MPL). Le NGS a surtout été développé dans la
prise en charge de la myélofibrose. La présence de plus de
deux mutations a haut risque moléculaire (ASXL1, SRSF2,
EZH2 ou IDH1/2) a été associée a un trés mauvais pronostic
et a un risque de transformation en leucémie aigilie
potentiellement rapide (9). Ces patients sont des candidats
a l'allogreffe de cellules souches périphériques.

Il reste beaucoup de challenges a résoudre face a cette
masse de résultats obtenus grace au NGS.

Il faut tout d'abord pouvoir distinguer une mutation liée
a la leucémie d'un polymorphisme ou d'une mutation
‘passagere’ présents dans la population normale.

Une autre difficulté est de différencier une mutation liée
a la leucémie d’'une hématopoiése clonale (CHIP Clonal
Hematopoiesis of Indeterminate Potential). Les mutations
des génes DNMT3A, TET2 et ASXL1 sont fréquemment
détectées dans la population normale surtout chez les
personnes agées et sont associées a une hématopoiése
clonale. Ces personnes ont un risque plus élevé de
développer une néoplasie myéloide et un risque accru
également de pathologie cardiovasculaire possiblement
expliqué par une inflammation au niveau vasculaire induite
par des monocytes/macrophages clonaux. La persistance
de ces mutations chez des patients souffrant de leucémie

myéloblastique aigiie en rémission n'a pas été associée au
risque de rechute (6).

Une autre difficulté est de différencier une mutation liée
a la leucémie d'une mutation germinale. Un frottis buccal
ou une biopsie cutanée permettent d’en faire la distinction
sauf en cas de contamination avec des cellules sanguines.

De nombreux challenges techniques persistent encore avec
le NGS. Des erreurs de séquencage sont potentiellement
dues a la préparation de I'échantillon, au séquencage lui-
méme ou a I'analyse bioinformatique des résultats.

En conclusion, le NGS est une avancée majeure dans le
diagnostic et la prise en charge des patients souffrant
de néoplasie myéloide. Le NGS est un outil pronostique
important qui supplantera probablement dans le futur
beaucoup d'autres facteurs. Le NGS permet le suivi
mutationnel de chaque patient sous traitement, avec la
distinction des différents sous-clones lors des rechutes.
Le NGS a permis et va permettre de développer des
thérapies ciblées. Certaines mutations ont conduit au
développement de nouveaux inhibiteurs, comme ceux de
JAK2 qui sont utilisés dans les syndromes myéloprolifératifs
(10).

Chaque patient a une maladie unique aux caractéristiques
moléculaires propres et devra pouvoir bénéficier
d’'un traitement personnalisé. Nos cellules souches
hématopoiétiques acquierent 14 mutations par an. Chez
un patient de 70 ans, on détectera par NGS jusqu’a 980
mutations dans le génome. Lacquisition des mutations
« driver » pour une leucémie myéloblastique aigle,
un syndrome myélodysplasique ou un syndrome
myéloprolifératif, va conduire al'apparition de proliférations
clonales et finalement au développement de la maladie.
Les cellules couches cancéreuses pourraient répondre
d’'une maniére différente a des approches thérapeutiques
en fonction des 980 mutations passagéres, d'ou I'axiome : il
n'y a pas des maladies, il y a des patients (Figure 2).

Linterprétation des résultats de NGS reste délicate et
a intégrer dans le contexte clinique. Une approche
interdisciplinaire, impliquant les cliniciens et les biologistes
moléculaires, lors de la prise en charge de nos patients est
primordiale. La recherche a une place prépondérante dans
les développements a venir du NGS (séquengage exonique
et génomique dans un futur immédiat) et leur application
thérapeutique.



FIGURE 2.

NGS : NEXT GEMERATION SEQUEMNCING
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Le Séquencage a haut débit permet actuellement d' identifier des mutations récurrentes dans les cellules leucémiques des patients au diagnostic.
Chaque patient a un profil mutationnel différent. Certains patients peuvent déja bénéficier de thérapies ciblées.
Le développement de nouvelles thérapies ciblées dans le futur permettra d'améliorer la survie de nos patients traités pour une néoplasie myéloide.
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The development of targeted therapies in acute myeloblastic leukemia

Le développement des techniques de séquencage de
nouvelle génération (NGS pour next-generation sequencing)
dans la prise en charge des patients souffrant de leucémie
myéloblastique aiglie (LMA) a permis de découvrir de
nouvelles mutations impliquées dans la leucémogenése
mais a également permis d'initier des essais thérapeutiques
avec de nouveaux traitements ciblés pour certains patients.
Nous discuterons des inhibiteurs des mutations FLT3 et
IDH1,2.

Le géne FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) code pour un
récepteurtyrosinekinasetransmembranaire quiestexprimé
normalement dans la cellule souche hématopoiétique ou
dans les cellules progénitrices (1). Un ligand FLT3 se fixe
sur le récepteur et active celui-ci; ce qui promeut la survie,
la prolifération cellulaire et la différenciation de la cellule
via l'activation de voies de signalisation. Des mutations du
gene FLT3 sont détectées chez 30% des patients avec une
LMA. Ces mutations entrainent une activation constitutive
du récepteur et une prolifération et survie anormale de
la cellule leucémique. La duplication interne en tandem
(FLT3-ITD) est la plus fréquente des mutations de ce géne
et confére aux patients un pronostic péjoratif soit un risque
de rechute majoré et une survie raccourcie (2). Limplication
pronostique de la mutation du domaine tyrosine kinase
(FLT3-TKD) n'est pas élucidée.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase de FLT3 de 1 génération
(tels que lestaurtinib, sunitinib, sorafenib, et midostaurine)
sont des inhibiteurs de multiples kinases. Ils ont été
utilisés en monothérapie chez des patients en rechute
et ont montré une activité anti-leucémique de courte
durée et beaucoup de toxicité en combinaison avec la
chimiothérapie standard. La midostaurine arécemment été
administrée en 1¢¢ligne de traitement, en association avec
la chimiothérapie standard chez des patients avec une LMA
et une mutation de FLT3 (3). Létude RATIFY a cependant
mis en évidence une amélioration significative de la survie
et une diminution significative du risque de rechute chez
les patients ayant recu de la midostaurine. L'adjonction
de midostaurine semble bénéfique quel que soit le type
de mutation de FLT3 et peut-étre méme chez les patients
sans mutation de FLT3. La midostaurine est actuellement
remboursée en Belgique depuis le 1°" octobre 2018.

Des inhibiteurs de FLT3 de seconde génération (tels que
gilteritinib, crenolanib et quizartinib) avec davantage
de spécificité semblent avoir une meilleure activité anti-
leucémique. Le gilteritinib en monothérapie a été utilisé
dans une étude de phase % chez 252 patients adultes
réfractaires ou en rechute et a permis d'obtenir une

Violaine Havelange

rémission compléte ou partielle chez 40% des patients
(4). Le quizartinib en monothérapie a également été
testé chez 333 patients en rechute ou réfractaires et a
permis d'obtenir une rémission chez 74-77% d'entre eux
(5). Le quizartinib a montré un effet cytotoxique mais
également de différenciation chez certains patients.
Les effets secondaires de ces inhibiteurs de FLT3 étaient
généralement supportables. Une toxicité digestive,
hépatique et cardiaque a surtout été mise en évidence. Les
difficultés principales sont la survenue de résistances dues
a une persistance de FLT3 non muté, a une concentration
inadéquate de l'inhibiteur dans le plasma ou a I'acquisition
de mutations dans le domaine tyrosine kinase ou de
mutations dans d‘autres génes impliqués dans d'autres
voies de signalisation (6,7).

Le géne IDH (isocitrate déshydrogénase) code pour une
enzyme impliquée dans divers processus cellulaires dont
I'adaptation a I'hypoxie, la déméthylation des histones et
les modifications de I'ADN. IDH2 est une enzyme localisée
dans la mitochondrie et participe au cycle de Krebs. Une
mutation d’IDH2 est détectée chez 12% des patients et
une mutation d'IDH1 chez 6-10% des patients souffrant
de LMA (8). Ces mutations sont responsables de la
synthése anormale de 2-hydroxyglutarate qui résulte en
une hyperméthylation de 'ADN et des histones et en un
blocage de la différenciation cellulaire.

Lenasidenib est un inhibiteur oral sélectif d'IDH2 muté.
Une étude de phase I/1l chez des patients avec une LMA en
rechute ou réfractaire a mis en évidence un taux de réponse
de 40% avec une durée médiane de réponse de 5.8 mois
(9). Ces réponses étaient associées a une différenciation et
maturation cellulaire. La survie médiane chez les patients
en rémission était de 19.7 mois. Des effets secondaires de
type hyperbilirubinémie ou syndrome de différenciation
ont été observés. Lenasidenib semble bien toléré et
induit des réponses hématologiques et moléculaires
chez les patients en rechute (10). Des résistances suite a
I'apparition de nouvelles mutations dans le géne IDH2 ont
malheureusement récemment été démontrées chez deux
patients en rechute aprés une rémission sous enasidenib
(11).

Livosidenib est un inhibiteur oral d'IDH1 muté. Une étude
de phase | a montré chez les patients avec une LMA en
rechute ou réfractaires (n=179), un taux de réponse chez
40% d'entre eux avec une durée médiane de réponse de
8.2 mois. Une rémission moléculaire a été obtenue chez
21% des patients en rémission complete. Trois patients
ont présenté une toxicité sévére a savoir un allongement



de lintervalle QT, un syndrome de différenciation ou une
toxicité hématologique (12).

Les études faites avec les inhibiteurs des mutations de FLT3
ou d'IDH montrent des résultats trés prometteurs pour
la prise en charge des patients souffrant de LMA. Ces 2
types d'inhibiteurs entrainent une différenciation du clone
leucémique mais des réponses moléculaires (disparition
du clone muté) chez peu de patients en monothérapie.
Les études cliniques actuelles tentent de combiner ces
thérapies ciblées avec un traitement anti-leucémique
prouvé pour non seulement améliorer le taux de réponse
mais également prolonger la réponse chez les patients
porteurs de la mutation ciblée.
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