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Résumé

L’activité de la protéine ABCB1 est un facteur pronostique connu dans les leucémies aigués
myéloides, mais n’a jamais été évaluée en comparaison des marqueurs moléculaires de
découverte plus récente, comme les duplications de FLT3, les mutations de NPM1, les
mutations de CEBPA, ou I’expression de BAALC. Par ailleurs, les relations entre ces derniers
marqueurs et I’activité d’ABCBL1 ont été trés peu étudiées. Cette étude rétrospective sur 206
patients atteints de leucémie aigué myéloide, et traités de maniere homogeéne, évalue les
relations entre I’activité d’ABCB1 et ces marqueurs moléculaires, et évalue si cette activité

reste un facteur pronostique indépendant pour la réponse au traitement.

Dans cette étude, 20% des patients présentent une haute activité d’ABCB1. Cette activité est
associee a un compte leucocytaire plus bas, a I’absence de mutation de NPM1, et a une haute
expression de BAALC et de CD 34. Les facteurs pronostiques indépendants retrouves pour la
survie globale dans la population générale sont I’age, la cytogénétique, les duplications de
FLT3, et I’activite d’ABCB1. En cas de cytogenétique normale, I’age, le compte leucocytaire
et I’activité d’ABCB1 sont les seuls facteurs pronostiques indépendants pour la survie sans
maladie ; I’age, les duplications de FLT3, et I’activit¢ d’ABCB1 sont les seuls facteurs
pronostiques indépendants pour la survie globale. L’absence de duplication de FLT3, associée
a une faible activité d’ABCBL, definit un groupe de patients de pronostic significativement

plus favorable.

L’activité d’ABCBL1 reste un facteur pronostique indépendant dans les leucémies aigués

myeloides, et devrait étre évaluée chez tous les patients au diagnostic.

Mots clés : Leucémie aigué myéloide, pronostic, ABCB1, FLT3, NPM1, CEBPA, BAALC.
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I- Introduction
A. Généralités

i. Définition

La leucémie aigué (LA) est une maladie clonale des précurseurs hématopoiétiques, qui vont
perdre leur capacité normale de différenciation, et acquérir des capacités anormales de
prolifération. Ces précurseurs hématopoiétiques anormaux, appelés blastes, vont envahir la
moelle osseuse, aux dépens des lignées hématopoiétiques normales, ce qui conduit a un défaut

de production d’hématies, de plaquettes et de leucocytes.

D’aprés la classification des tumeurs du systéme hématopoiétique publiée en 2008 par
I’organisation mondiale de la santé (OMS) (1) (annexe 1), le diagnostic de LA est porté, sauf
exceptions, par une proportion de blastes dans la moelle osseuse supérieure a 20 % des
cellules nucléées. La LA sera dite myéloide (LAM) si ces blastes sont d’origine myéloide, ce
qui peut étre affirmé par des caracteres cytologiques (notamment par la présence de corps
d’Auer dans le cytoplasme des blastes), par des caracteres cytochimiques (coloration a la
myeloperoxydase ou au noir Soudan), ou par une analyse en cytométrie de flux. On peut, avec
cette derniére technique, affirmer le diagnostic de LAM si 20 % des blastes expriment des
marqueurs myeéloides spécifiques (notamment CD 33, CD 13 ou la myéloperoxydase), en
I’absence d’expression de certains marqueurs lymphoides B ou T (hotamment CD 3, CD 19,

ouCD 22) (1, 2).

Il faut cependant noter plusieurs exceptions a cette définition. En effet, quand plus de 80 %
des cellules nucléées de la moelle sont de lignée monocytaire, le diagnostic de LA
monocytaire (ou monoblastique) pourra étre retenu. De méme, le diagnostic
d’érythroleucémie sera porté si plus de 50 % des cellules nucléées médullaires appartiennent a

la lignée érythroide, et si au moins 20 % des cellules n’appartenant pas a cette lignée sont des



myeéloblastes. Les LA mégacaryoblastiques, de diagnostic souvent difficile, seront affirmées
par la présence d’un nombre de blastes supérieur a 20 %, dont au moins la moitié
appartiennent a la lignée mégacaryocytaire, définie par la présence de marqueurs spécifiques

en cytométrie de flux (CD 41, CD 42 ou CD 61).

D’autre part, la présence de certaines anomalies cytogénétiques spécifiques dans la population
de cellules blastiques (t(15;17)(q22;q12), inv(16)(p13.1922), ou t(8;21)(q22;922)), suffit a

affirmer le diagnostic de LAM, méme si le compte des blastes est inférieur a 20 %.

Enfin, dans le cas particulier des sarcomes myeloides, tumeurs solides constituées de cellules
blastigues myéloides, I’envahissement de la moelle, bien que fréquent, n’est pas
systématiquement retrouvé. Si on ne parle pas de LAM dans cette derniere situation, I’attitude

thérapeutique sera cependant quasiment identique.

ii. Epidémiologie

D’aprés I’analyse du registre américain des cancers, les LAM représentent environ 25 % de
toutes les leucémies de I’adulte. Elles restent cependant des maladies tres rares, avec une
incidence ajustée a I’age de 3,5 /100 000 habitants/an sur la période de 2003 a 2007, ce qui
représente moins de 3 % de la totalité des cancers (3). Sur la méme période, I’incidence est
discretement plus élevee chez les hommes que chez les femmes (4,3 /100 000 habitants /an
contre 2,9 /100 000 habitants /an) et augmente avec I’age (1,7 /100 000 habitants /an avant 65
ans et 15,7 /100 000 habitants / an apres 65 ans). L’age moyen au diagnostic est de 67 ans aux

Etats-Unis (3).

iii. Facteurs étiologiques

Certains facteurs environnementaux favorisant I’apparition des LAM ont été identifiés,

comme I’exposition aux radiations ionisantes (radiothérapie ou autres), ou au benzéne.



L’exposition a d’autres facteurs chimiques (toxiques industriels, solvants...) est également

probablement en cause, mais ces derniers n’ont pas été formellement déterminés.

L’utilisation de certains produits de chimiothérapie, et notamment des agents alkylants et des
inhibiteurs de la topoisomérase |1, peut également mener au développement secondaire d’une
LAM (4-7). Les LAM secondaires aux traitements par radiothérapie ou chimiothérapie sont

considérées comme des entités particuliéres dans la classification de I’OMS (1).

De plus, certaines pathologies hématologiques, comme les syndromes myelodysplasiques, les
syndromes myéloprolifératifs, ou les aplasies médullaires, peuvent aussi prédisposer a
I’apparition de LAM. Enfin, certains syndromes génétiques congénitaux sont associés a une
fréquence plus élevee de LAM, comme par exemple le syndrome de Down (trisomie 21), le
syndrome de Kostman, la maladie de Fanconi, ou le syndrome de Li-Fraumeni (8). Les LAM
secondaires aux syndromes myélodysplasiques et les LAM associées au syndrome de Down

sont des entités a part dans la classification de I’OMS (1).

Dans une tres large majorite de cas cependant, aucun facteur étiologique n’est retrouve (9).

iv. Physiopathologie et histoire naturelle

Les LAM sont la conséquence d’un déreglement du programme génétique au niveau des
précurseurs des cellules hematopoiétiques. 1l est couramment admis, méme si la véracite de ce
modele n’est pas demontrée chez I’homme, que les LAM résultent d’un processus de
cancérogenese en plusieurs éetapes, associant a un premier événement, responsable d’un
blocage de maturation des précurseurs, un second evénement, responsable d’une

augmentation de leur capacité de prolifération (10).

Plusieurs arguments soutiennent cette théorie. Premiérement, dans des modéles animaux de

pathologie hématologique, la greffe a des souris immuno-déficientes de précurseurs



hématopoiétiques modifiés, porteurs d’une anomalie génétique unique connue pour avoir un
role dans les LAM, va aboutir soit a un blocage de maturation des lignées hématopoiétiques
(par exemple, en cas de surexpression de PU.1), soit a un accroissement des capacités de
prolifération cellulaire, mimant un syndrome myéloprolifératif (par exemple, en cas de
mutation activatrice du récepteur au «stem cell factor » (c-Kit)). Une anomalie génétique
unique ne suffit jamais a induire de LAM dans ces modeles murins, mais I’association a un

second événement génétique est toujours nécessaire au développement de ce tableau (10-13).

De méme, chez les patients atteints de LAM, on retrouve souvent plusieurs anomalies
génétiques ou moléculaires concomitantes. Par exemple, I’association fréquente de la
translocation réciproque des chromosomes 8 et 21 ((8;21)(g22;g922)), qui aboutit au transcrit
de fusion AMLI1-ETO, et a un blocage de maturation, et des mutations de c-Kit, qui
aboutissent a une activation constitutive du signal sous-jacent, et & une plus grande

prolifération, pourrait partiellement expliquer la physiopathologie de ces maladies (10).

Il est donc classique de distinguer deux types d’évenements moléculaires ou génétiques dans
les LAM (figure 1). Les mutations de classe I, qui sont des anomalies menant a une activation
anormales des voies de transduction du signal de récepteurs cytokiniques, aboutissent a une
augmentation des capacités de prolifération cellulaire. On compte notamment dans ce groupe
les mutations de N-Ras, de K-Ras, les mutations et les duplications en tandem de la « FMS
like tyrosine kinase 3 » (FLT3), et les mutations de c-Kit. Les mutations de classe Il sont,
quant a elles, des anomalies de facteurs de transcription ou d’éléments du complexe de
transcription, qui aboutissent a un blocage de la maturation, ou a I’acquisition de capacités
d’auto renouvellement cellulaire. On peut, par exemple, citer dans ce groupe la présence d’un

transcrit de fusion PML-RAR ¢, associé aux translocations t(15;17)(g22;q12), d’un transcrit de

fusion impliquant le « core binding factor » (CBF) (CBFA-MYH11 ou AML1-ETO) (1), les

10



mutations de la nucléophosmine (NPM1), ou les mutations de la « CAAT/enhancer binding

protein alpha » (CEBPA) (10, 14).

L’association de ces deux événements moléculaires va permettre aux cellules blastiques
d’acquérir un avantage sélectif par rapport aux cellules hématopoiétiques normales, et ainsi

d’empécher le déroulement normal de I’hématopoiése.

e
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Figure 1 : Exemples d’anomalies moléculaires impliquées dans les LAM, et des voies de signalisations sous-jacentes.
Les anomalies de classe | sont entourées en trait plein, les anomalies de classe Il sont entourées en trait discontinu.

En I’absence de traitement spécifique, I’évolution des LAM est spontanément défavorable a
tres court terme, avec un déces par infection ou par hémorragie sévere dans les semaines qui

suivent le diagnostic (9, 15, 16).
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v. Traitements et objectifs

1. Objectifs des traitements et évaluation de leur efficacité

Les criteres d’évaluation de I’efficacité des traitements (ou « critéres de Cheson »), détaillés
dans cette section, ont été établis par un panel international d’experts en 1990, et réévalués en

2003. lIs servent toujours de référence internationale dans les LAM (17).

Le premier objectif dans le traitement des LAM est I’obtention de la rémission compléte
cytologique (RC), définie par I’association (a) d’une proportion de blastes inférieure a 5 %
des cellules nucléees de la moelle osseuse, avec absence de corps d’Auer dans leur
cytoplasme, (b) de I’absence de localisation extra-médullaire de la maladie, et (c) de la
normalisation de la numération globulaire sanguine, c’est-a-dire de I’association d’un compte
de polynucléaires neutrophiles supérieur a 1000 / ul, et d’un compte de plaquettes supérieur a

100 000 / pl. Ces trois critéres doivent étre réunis pour affirmer la RC.

Cet objectif pourrait &tre complété par la nécessité d’obtention d’une réponse cytogénétique
compléte, correspondant a I’absence d’anomalie cytogénétique dans les cellules blastiques, en
présence d’une anomalie initiale, aprés I’analyse d’au moins 20 mitoses. Un dernier objectif
serait I’obtention d’une décroissance moléculaire, voire d’une rémission moléculaire, de
définition variable en fonction des marqueurs et des techniques utilisables pour leur
quantification. Cette décroissance moléculaire correspondrait & la diminution, voire a la
disparition, d’une anomalie moléculaire détectée au diagnostic (par exemple, des transcrits de

fusion PML-RAR«a ou AML1-ETO).

Le traitement initial permettant I’obtention de la rémission compléte est appelé traitement

d’induction, et consiste le plus souvent en I’association d’une anthracycline et d’aracytine.

12



L’objectif de la seconde phase du traitement, une fois la RC obtenue, est son maintien de la
maniere la plus prolongée possible. Cette phase de traitement, appelée traitement de
consolidation, peut consister en une ou plusieurs cures de chimiothérapie, et en une éventuelle
greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) autologues ou allogéniques (connue

également sous le nom d’intensification thérapeutique).

Un échec du traitement peut donc étre défini de plusieurs fagons: (a) la présence d’une
maladie résistante, définie par I’absence d’obtention de la RC aprés un traitement adapté ; (b)
le décés pendant I’aplasie, c’est-a-dire apres la fin d’un traitement adapté, alors que le patient
est toujours cytopénique ; (c) le déces de cause indéterminée, c’est-a-dire avant la fin d’un
traitement adapté, ou apres la fin du traitement sans évaluation permettant d’affirmer la RC ;
(d) la rechute, définie par la réapparition de blastes dans le sang, la présence de plus de 5 % de
blastes dans la moelle, ou le développement d’une maladie extra-médullaire, le tout chez un

patient ayant précédemment atteint la RC.

Il n’existe pas de definition précise de la guerison des LAM, c'est-a-dire pas de seuil de durée
de rémission compléte permettant d’affirmer cette guérison, étant donné la possibilité de
rechute tardive. Cependant, la majorité des rechutes se produisent dans les trois ans qui
suivent I’obtention de la RC (9). Pour évaluer I’efficacité des traitements, on utilise donc
préférentiellement comme critéres le taux d’obtention de la RC, c'est-a-dire le rapport du
nombre de patients atteignant la RC apres un traitement au nombre de patients ayant recu le
traitement, et différentes mesures de survie. Parmi ces derniéres, la survie globale (OS) est
mesurée depuis la date du diagnostic, jusqu’a la date du déces, quelle qu’en soit la cause ; la
survie sans rechute (DFS) est mesurée depuis la date d’obtention de la RC, jusqu’a la date de
rechute ou de déces, quelle qu’en soit la cause ; enfin, la survie sans évenement (EFS) est
mesurée de la date du diagnostic, jusqu’a la date d’échec du traitement, de rechute ou de

déces, quelle qu’en en soit la cause.
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2. Patients de moins de 60 ans

a. Traitement d’induction

Depuis les années 1960, le traitement d’induction standard (ou «3+7 ») consiste en
I’association de daunorubicine a la dose de 30 a 45 mg/m2/j pendant 3 jours, et d’aracytine en
administration continue a la dose de 100 a 200 mg/m2/j pendant 7 jours. Ce traitement permet
I’obtention de la RC chez environ 60 a 80 % des patients (18, 19). Tres peu d’améliorations
ont été apportées depuis lors. La seule modification ayant permis une amélioration globale du
pronostic est I’augmentation des doses de daunorubicine a 60 mg/m2/j ou plus (20). Les
tentatives de substitution des anthracyclines par des dérivés moléculaires proches (idarubicine
ou mitoxantrone a la dose de 10 a 12 mg/m?/j), ou d’adjonction d’un autre produit de
chimiothérapie (thioguanine, étoposide, fludarabine...) n’ont pas démontré d’amélioration
majeure sur le taux de RC ou sur I’OS, malgré parfois une amélioration de la DFS.
L’utilisation de thérapies ciblées par anticorps anti CD 33 couplés a un cytotoxique
(Gemtuzumab) n’a pas permis non plus d’ameélioration du pronostic global, sauf chez les
patients de risque cytogénétique favorable (21). Les resultats encourageants, dans certaines
études, de I’injection concomitante a la chimiothérapie de facteurs de croissance (GM-CSF ou

G-CSF) (22, 23), également appelée « priming », n’ont pas été confirmés (9, 19, 24).

b. Traitement de consolidation

Le bénéfice d’un traitement complémentaire apres I’obtention de la RC a été démontré, avec
une survie globale trés limitée pour les patients n’ayant recu qu’une induction seule (25). Ces
traitements complémentaires peuvent consister soit en une chimiothérapie intensive, soit en
une greffe de cellules souches hématopoiétiques (autologues ou allogéniques), soit en

I’association de ces derniéres.
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i. Chimiothérapie intensive

La chimiothérapie intensive est le traitement de consolidation le plus souvent proposé aux
patients. Comme pour I’induction, la drogue essentielle de ce traitement est I’aracytine. Le
nombre optimal de cycles a administrer n’est pas défini, mais certaines études ont démontré
que la répétition prolongée des cures de chimiothérapie (au-dela de quatre cures) n’améliorait

pas la survie globale (26).

De plus, la nature et les doses des chimiothérapies a utiliser ne sont pas clairement définies.
L’intérét d’utiliser des hautes doses d’aracytine en monothérapie a été montre dans les LAM a
cytogénétique favorable, et, dans une moindre mesure, dans les LAM a caryotype
intermédiaire (9, 27), mais cette intensification des doses ne change pas le pronostic des LAM
a caryotype défavorable. Par ailleurs, peu d’études randomisées ont démontré que I’utilisation
de ces hautes doses d’aracytine n’était pas inférieure a celle d’une association d’aracytine a
dose standard et d’une anthracycline (27, 28), et les différences de toxicité entre ces régimes
de chimiothérapie ont été mal évaluées. Le nombre optimal et la nature des produits a utiliser

pour les chimiothérapies de consolidation dans les LAM restent donc trés discutés.

ii. Greffe de CSH allogéniques

La greffe de CSH allogéniques (ou allogreffe de CSH) peut théoriquement étre pratiquée
immediatement apres le traitement d’induction, ou apres la réalisation de chimiothérapie de
consolidation. L’utilisation d’un donneur de CSH familial géno-identique, et d’un
conditionnement standard, associant de fortes doses de cyclophosphamide a une irradiation
corporelle totale (ICT) de 12 Gy, permet de combiner I’effet cytotoxique du traitement contre
la LAM et un effet immunologique potentiel du greffon contre la leucéemie (GVL). Cette
procédure est associée a un taux de rechute plus faible chez les patients. Malheureusement, le

bénéfice est limité par le taux élevé de mortalité qui lui est lié, et par le potentiel effet du

15



greffon contre I’h6te (GVH). Elle devrait donc étre réservée aux patients dont les chances de
survie avec un traitement par chimiothérapie seule, ou par chimiothérapie et greffe de CSH
autologues, sont plus faibles que les chances de survie avec une allogreffe de CSH. Plusieurs
études montrent que cette procédure n’apporte de bénéfice que chez les patients a risque
cytogénétique intermédiaire ou élevé. Les patients a risque cytogénétique favorable ne
bénéficient pas de ce geste. Les patients a cytogénétique normale et avec des mutations de
NPM1 sans duplication de FLT3 n’en bénéficieraient pas non plus, mais cette derniére donnée

n’a été validee que sur un groupe de faible effectif (24, 29).

En cas d’absence de donneur géno-identique, d’autres sources de CSH peuvent étre utilisées,
et notamment des donneurs phéno-identiques pour le systeme HLA. Les résultats sur la survie
sont alors comparables aux résultats obtenus avec un donneur géno-identique (19, 24). Les
techniques plus récentes utilisant d’autres sources de CSH, comme le sang placentaire ou les

donneurs intra-familiaux haplo-identiques, restent a évaluer.

Du fait de I’apparition des procédures a conditionnement atténué, qui engendrent une moindre
toxicité, et de la diversité de sources possibles de donneurs, la place exacte de I’allogreffe a
I’heure actuelle doit étre réévaluée, notamment chez les sujets plus agés. Cependant, il
apparait essentiel d’identifier de puissants facteurs pronostiques de probabilité de réponse a la
chimiothérapie, afin de ne réserver cette thérapeutique potentiellement toxique qu’aux seuls

patients susceptibles d’en tirer un bénéfice.
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iii. Greffe de CSH autologues

Les greffes de CSH autologues (ou autogreffes de CSH), comme les allogreffes de CSH,
peuvent étre proposées apres une ou plusieurs cures de chimiothérapie de consolidation. Ce
geste consiste en I’administration de chimiothérapie a doses myélo-ablatives, plus ou moins
associée a une ICT, a visée anti-tumorale, puis en la réinjection de CSH autologues afin de
permettre la récupération d’une hématopoieése normale. Cette option thérapeutique parait
valable en cas de LAM de risque favorable ou intermédiaire, mais son évaluation a en fait été
tres limitée dans les différentes études, a cause du faible effectif de patients inclus dans les
différents sous-groupes (19). Dans une des seules larges études sur le sujet, le bénéfice
apporté par une autogreffe de CSH parait au moins identique a celui des chimiothérapies de
consolidation, avec une amélioration de la DFS pour les patients traités par autogreffe, sans
traduction sur I’OS. L’autogreffe, malgré une moindre toxicité, est dans cette étude cependant
moins efficace que I’allogreffe de CSH (30). La place exacte de I’autogreffe de cellules

souches dans le traitement des LAM reste donc elle aussi a préciser (19, 24).

3. Patients de plus de 60 ans

Les stratégies de traitement a proposer aux sujets plus agés sont encore plus discutées. En
effet, du fait d’une trop grande toxicité, il est impossible d’administrer a cette population des

traitements d’intensité aussi importante que celle utilisée pour les sujets plus jeunes.

On distingue cependant habituellement, au sein de cette population, un premier groupe,
constitué par les patients agés de 60 a 74 ans, chez qui, sous réserve d’un état général
conserve, et de I’absence de comorbidité majeure, on peut proposer un schéma de traitement
comparable a celui des sujets jeunes. Une induction, a base d’anthracyclines pendant 3 jours
et d’aracytine pendant 7 jours reste alors classique. Des différents essais thérapeutiques

réalisés dans cette population, il est par contre tres difficile de tirer des recommandations sur
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les traitements & administrer aprés la RC. Méme si I’administration d’au moins une cure de
consolidation reste un standard, la nature, I’intensité et le nombre de ces cures reste a
déterminer (24, 31-33). Enfin, la place de I’allogreffe de CSH dans ce groupe reste a évaluer.
En effet, depuis le développement des conditionnements d’intensité atténuée, qui permettent
une diminution de la mortalité liée au geste, I’allogreffe de CSH devient une option
thérapeutique valable jusqu’a I’age de 65 a 70 ans. Cependant, la encore, du fait des
nombreux biais de recrutement dans les études, et des faibles effectifs, liés aux comorbidités

des patients, la place de ce geste doit étre précisée (24, 34).

Le second groupe est constitué des patients agés de 75 ans ou plus. Chez ces patients, étant
donné le trés faible taux de réponse et les toxicités associées au traitement par chimiothérapie
intensive, un traitement d’intensité réduite doit étre proposé, notamment en cas de
comorbidités, ou d’altération de I’état général. 1l a été démontré que des injections d’aracytine
a faibles doses étaient plus efficaces qu’un traitement par hydroxyurée (35), mais le bénéfice
associe reste malgré tout tres limité, avec une médiane de survie inférieure a six mois.

L’utilisation d’autres produits de chimiothérapie est en cours d’évaluation.

Par ailleurs, en I’absence d’altération de I’état général, et en I’absence d’autre critéere de
mauvais pronostic, il semblerait qu’une partie de cette population puisse bénéficier d’un
traitement plus intensif, comprenant au moins une induction par « 3+7 », notamment en cas
de cytogénétique favorable, de mutations de NPML1 et d’absence d’expression de la protéine
ABCB1 (24, 36). Dans cette tranche d’age, une évaluation stricte des autres facteurs de
mauvais pronostic, et notamment des comorbidités associées a chaque patient parait
indispensable avant de recommander ce traitement. Le développement de stratégies
alternatives a évaluer dans le cadre d’essais thérapeutiques de grande envergure parait

indispensable.
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4. Autres thérapeutiques

De nombreuses molécules, en complément ou en alternative aux traitements standards, ont été
testées avec plus ou moins de succes, ou sont en cours d’évaluation. Parmi elles, le
gemtuzumab, anticorps anti CD 33 couplé a un cytotoxique, semble avoir un intérét,
notamment chez les sujets agés, a doses réduites et en monothérapie, avec une survie plus
longue qu’avec I’utilisation d’aracytine a faibles doses. Son bénéfice global est par contre
limité chez les sujets plus jeunes aux LAM de risque cytogénétique favorable (21, 37).
L’utilisation d’inhibiteurs des protéines ABC, a plus ou moins larges spectres, comme la
quinine, la ciclosporine, ou le PSC 833, ont eu des résultats variables selon les études, mais
globalement limités (38-41). Les modulateurs épigénétiques, comme les inhibiteurs de la
méthyltransférase (5-azacytidine), semblent également avoir un intérét, et prolonger la survie
globale chez les sujets agés, notamment en cas de faible envahissement médullaire (42).
Enfin, des thérapeutiques plus ciblées comme les inhibiteurs de FLT3 (AC220 ou PKC412),

ou les inhibiteurs de la voie mTOR (rapamycine) sont en cours d’évaluation.

vi. Résultats des traitements

Malgré I’amélioration de la prise en charge globale des patients, le pronostic des LAM reste
tres sévere, en particulier chez les sujets agés. En effet, méme si la survie globale s’est
améliorée dans les années 2000, par rapport aux années 1980, celle-ci reste d’environ 19,5 %
a 5 ans et d’environ 17 % a 10 ans, d’apres les analyses du registre américain (3), avec un

pronostic toujours trés défavorable chez les sujets ages.

D’apres I’analyse du registre suedois des cancers (figure 2), I’OS a 10 ans est plus élevée dans
les populations plus jeunes, aux environs de 47 % pour les patients de moins de 35 ans et
diminue rapidement avec I’age : aux environs de 30 % dans la tranche d’age de 35 a 54 ans,

de moins de 20 % pour la tanche 55-64 ans, et de moins de 5 % pour les patients de plus de 65
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ans (43). Les trés mauvais résultats retrouvés dans cette derniére tranche d’age peuvent sans
doute étre en partie reliés a I’impossibilité de proposer un traitement optimal a la maladie, en
raison des trop grandes toxicités qui lui seraient associées, et par une probable plus grande

complexite géenétique de ces maladies.
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Figure 2 : Survie globale dans les LAM selon les tranches d’age et d’aprés les données du registre suédois des cancers. Les
lignes continues représentent les patients traités entre 1980 et 1984 et les lignes discontinues représentent les patients
traités entre 2000 et 2004. (Adapté d’apres Pulte et al.)

Cependant, au sein de chacune de ces tranches d’age, les résultats des traitements restent
hétérogenes. De trés nombreux facteurs cliniques et biologiques, reflétant la grande diversité

des LAM, ont été identifiés ces dernieres années. llIs permettent d’estimer au mieux la
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probabilité de réponse au traitement dés le diagnostic, d“adapter en conséquence le traitement,
en proposant une éventuelle intensification par greffe de CSH allogéniques, ou d’éventuels

traitements ciblés contre les anomalies moléculaires retrouvées.

B. Facteurs pronostiques dans les LAM

i. Facteurs pronostiques liés au patient

Comme déja rappelé dans la partie précédente, I’age reste un des principaux facteurs
pronostiques des LAM. Méme en tenant compte des autres facteurs, les patients plus agés ont
un pronostic global défavorable en comparaison des patients plus jeunes (44, 45) (figure 2).
Cependant, méme dans cette population, on note une grande diversité dans la survie, en

fonction des autres facteurs pronostiques connus (45).

L’existence de comorbidités, comme une insuffisance rénale sévére, une insuffisance
cardiaque, une insuffisance hépatique ou une obésité, est associée a un moins bon pronostic
(46), du fait de I’'impossibilité d’administrer un traitement adapté. Plus largement, la présence
d’une altération de I’état genéral, reflétée par un score élevé sur I’échelle de I’ECOG (reprise
par I’OMS) (47) (annexe 3), est un des facteurs pronostiques les plus importants (48). Le taux
d’albumine au diagnostic, globalement corrélé a I’état général, permet également d’évaluer le

pronostic dans les LAM.

Récemment, I’influence du niveau socio-économique a été mise en évidence, a partir d’une
étude du registre suedois des cancers. Le pronostic des LAM serait plus déefavorable chez les
« cols bleus » que chez les « cols blancs » (49). De méme, certaines etudes américaines ont
démontré que le pronostic était moins favorable chez les sujets noirs que chez les blancs, avec
un taux plus bas de RC et une OS plus courte, pouvant faire suspecter I’influence de facteurs
socio-génétiques sur la réponse au traitement (50). Le tabagisme actif serait également un

facteur de mauvais pronostic dans les LAM (51, 52).

21



ii. Facteurs pronostiques liés a la maladie

1. Chimiorésistance

La résistance de la maladie a la chimiothérapie, c'est-a-dire I’absence d’obtention de la RC
aprés un traitement adapté, ou la rechute, est associée a un pronostic tres sévere. Elle
démontre en effet, par définition, le peu de sensibilité de la maladie au traitement. Méme si un
deuxieme traitement intensif peut étre administré dans cette situation, la probabilité d’y

répondre est faible, et la survie globale de ces patients est tres limitée (53, 54).

2. Parameétres reflétant la masse tumorale

Dans de multiples études, certains paramétres biologiques, qui reflétent une masse tumorale
importante, ont été associés a un pronostic défavorable. Parmi eux, les deux principaux sont le
nombre de leucocytes circulants au diagnostic, et le taux de lactate déshydrogenase (LDH)
circulante. Les seuils a adopter pour considérer ces facteurs comme utiles au pronostic sont
variables selon les études. Une étude récente (55) retrouve ces facteurs simples comme ayant

une valeur pronostique indépendante, méme en tenant compte des marqueurs moléculaires.

3. Cytogénétique

L’influence majeure du caryotype des cellules blastiques sur le pronostic global des LAM a
été démontrée au début des années 1980 (56), puis confirmée dans plusieurs tres larges études
multicentriques dans les années 2000 (57-59). D’apres ces différentes études, il apparait que
les patients peuvent étre séparés en trois groupes en fonction de I’analyse cytogenétique
initiale. A ces trois groupes est associée une survie globale plus ou moins longue (figure 3) :
environ 55 % a 5 ans pour le groupe favorable, 40 % pour le groupe intermédiaire, et 10 %
pour le groupe défavorable (58). La cytogénétique est maintenant une des pierres d’angle de

la classification de I’OMS des LAM parue en 2008 (1).
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Figure 3 : Survie globale dans les LAM en fonction du risque cytogénétique. (Adapté d’apres Marilyn et al.)

a. Anomalies associées a un pronostic favorable

Toutes les études ont retrouvé les mémes anomalies :
- Translocation reciproque des chromosomes 8 et 21 (1(8;21) (q22 ; q22))

- Inversion péricentrique du chromosome 16 (inv(16) (p13.1g22)) ou translocation du

chromosome 16 (t(16;16) (p13.1922))

- Translocation réciproque des chromosomes 15 et 17 (t(15;17) (q22 ; q12)
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b. Anomalies associées a un pronostic défavorable

Certaines anomalies ont été retrouvées par toutes les études :

- Délétion du bras long du chromosome 5 (59-) et monosomie 5 (5-)

- Monosomie 7 (7-), et délétion du bras long du chromosome 7 (79-)

- Translocation réciproque du chromosome 6 et du chromosome 9 (t(6 ;9)(p23 ;g34))

- Translocation réciproque du chromosome 9 et du chromosome 22 (t(9 ;22)(q34 ;q11)

- Inversion péricentrique du chromosome 3 (inv(3)(g21926.2))

- Caryotype complexe, défini par I’association de 3 anomalies chromosomiques différentes, a

I’exclusion des anomalies de bon pronostic.

D’autres anomalies comme les différentes atteintes du chromosome 11 (avec remaniements
du gene MLL), ou la translocation t(1 ;22)(p13 ;q13), ou d’autres, ont pu étre retrouvées dans
certaines études, mais non confirmées par d’autres, et sont souvent considérées comme de

pronostic intermédiaire.

c. Caryotypes associés a un pronostic intermédiaire

Les patients porteurs d’un caryotype normal, ou de toute autre anomalie qui ne correspond pas
a celles decrites précedemment, ont été considérés, dans les différentes études, comme ayant a
un pronostic intermédiaire. Cependant, au sein de ce groupe, la pratique clinique a montré que
les résultats des traitements étaient tres hétérogenes. Ce constat a conduit au developpement
de nouveaux marqueurs en biologie moléculaire, notamment pour tenter de prévoir au mieux

la réponse au traitement.
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4. Biologie moléculaire

Les principales anomalies moléculaires décrites dans les LAM, et notamment en cas de

cytogénétique normale, et leurs valeurs pronostiques sont résumées dans le tableau 1.

Fréquence dans les

Anomalie moléculaire LAM a caryotype Pronostic associé
normal
FLT3/ITD 20-30% Défavorable
FLT3/TKD 10% Défavorable ou absence de valeur associée
Mutations de NPM1 40-60 % Favorable si cytogénétique normale avec absence de
FLT3/ITD
Favorable si cytogénétique normale avec absence de
Mutations de CEBPA 8-20% FLT3/ITD
(limitation aux doubles mutations ?)
MLL/PTD 5-11% Défavorable
Mutations d’IDH1 14-16% Défavorable si cytogénétique normale avec absence
de FLT3/ITD et présence de mutation de NPM1
Mutations d’IDH2 11-21% Défavorable si cytogénétique normale avec absence
de FLT3/ITD et présence de mutation de NPM1
Mutations de DNMT3A 33% Défavorable

Défavorable si cytogénétique normale avec absence

Mutations de TET2 23 % de FLT3/ITD et présence de mutations de NPM1 ou
de CEBPA
Surexpression de BAALC Non évaluable Défavorable en cas de cytogénétique normale
Surexpression d’ERG Non évaluable Défavorable en cas de cytogénétique normale
Surexpression de MN1 Non évaluable Défavorable en cas de cytogénétique normale
Surexpression d’ld1 Non évaluable Défavorable chez les sujets jeunes
Surexpression d’Evil Non évaluable Défavorable

Tableau 1 : Principales anomalies moléculaires décrites dans les LAM et valeur pronostique associée. La fréquence de
surexpression des différents marqueurs n’est pas évaluable en raison d’'une quantification relative dans chaque étude. La
surexpression a été définie, dans les différentes études, soit par une expression du marqueur supérieure a la médiane ou
au troisieme quartile de I’ensemble de la population étudiée, soit par référence a une lignée cellulaire utilisée comme
normalisation.
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a. Duplication en tandem de FLT3

La « fms-like protéine kinase 3 » est une protéine trans-membranaire a activité tyrosine kinase
(60, 61), normalement exprimée au niveau des progéniteurs hématopoiétiques. Il s’agit d’un
récepteur a un facteur de croissance, nommé ligand de FLT3 (62), pouvant étre également
exprimé dans les cellules leucémiques (63). Son activation conduit a une cascade de
phosphorylations intra-cytoplasmiques, aboutissant a une prolifération cellulaire accrue, et a
une résistance a I’apoptose (64). Or, dans de nombreuses études a partir de lignées cellulaires
de LAM, les duplications en tandem du domaine juxta-membranaire (FLT3/ITD) conduisent a
une activation constitutive de FLT3, et a I’activation des voies de prolifération sous-jacentes
(65) (figure 1). Ces duplications en tandem ont été décrites chez 20 a 30 % des patients
atteints de LAM (29, 66-69) et associées a un pronostic défavorable (67, 68), en particulier
chez les patients a cytogénétique normale (29). La recherche de FLT3/ITD est hautement
recommandée dans la classification OMS des LAM de 2008 (1). Il existe également des
mutations dans le domaine tyrosine kinase de FLT3 (FLT3-TKD), mais leur réle dans la
pathogénie des LAM et leur implication pronostique est encore discutée, avec un impact sur la

survie contradictoire selon les différentes études (70, 71).

b. Mutations de NPM1

La nucléophosmine (NPM1) est une protéine chaperon, de localisation préférentiellement
nucléaire, capable de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau des cellules, qui joue un
role dans la régulation de la transcription, et qui assure le transport et I’assemblage des
particules pré-ribosomales dans le cytoplasme. NPM1 agit également comme contréle de la
voie de la protéine p53 (72). Plusieurs types de mutations de NPM1, localisées au niveau de
I’exon 12 (73, 74), ont été identifiées chez les patients atteints de LAM. Elles ont comme

conséquence I’accumulation intra cytoplasmique de la protéine (73), et la perte de sa fonction
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normale, par défaut de localisation nucléaire. Les trois types A, B et D représentent a eux trois
plus de 90 % des mutations de NPM1 (73-75). Ces derniéres sont retrouvées dans environ 25 %
de I’ensemble des LAM (74), et dans 40 a 60 % des LAM a caryotype normal (29, 69, 73,
75). Dans la plupart des études, la présence de mutations de NPM1, dans les LAM a caryotype
normal, et en I’absence de FLT3/ITD, confére un pronostic favorable (29, 69, 73, 75), mais
certaines ne retrouvent pas cette implication pronostique (69, 74, 76). Les LAM avec présence
de mutations de NPM1 sont considérées comme une entité provisoire particuliére dans la

classification OMS des LAM de 2008 (1).

c. Mutations de CEBP alpha

La « CAAT/enhancer binding protein alpha » (CEBPA) est un facteur de transcription, qui
joue un réle essentiel dans la maturation finale de la lignée granulocytaire (77, 78). Sa
délétion, dans des modéles murins, conduit a I’absence totale de granuleux matures (79). Des
mutations dans un des trois domaines actifs de CEBPA (domaine leucine zipper, ou domaines
trans-activateurs TAD1 et TAD2), conduisant a une perte d’activité, ont été décrites chez
environ 10 % a 15 % des patients atteints de LAM (80, 81) et dans 8 a 20 % des LAM a
cytogénétique normale (29, 82-84). Elles ont été associées, dans ce dernier sous-groupe, a un
pronostic favorable, en I’absence de FLT3/ITD (29, 69, 81, 83-85). Certaines etudes n’ont
ensuite retrouvé de valeur pronostique aux mutations de CEBPA qu’en cas d’atteinte des deux
alleles, une mutation simple n’ayant pas de valeur en soi (86-88). Ces doubles mutations ne
sont retrouvees que dans 3 a 4 % des LAM a caryotype normal, réduisant I’intérét pratique de
I’utilisation de CEBPA comme marqueur pronostique (86-88). Les LAM avec présence de
mutation de CEBPA sont considérées comme une entité provisoire particuliere dans la

classification OMS des LAM de 2008 (1).
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d. Expression de BAALC

La protéine BAALC (« Brain And Acute Leukemia, Cytoplasmic »), de fonction inconnue,
est retrouvée dans les tissus dérivés du neurectoderme, dans les précurseurs hématopoiétiques
normaux, ainsi que, de maniere aberrante, dans des cellules de patients porteurs de LAM (89).
La surexpression de BAALC, dans les LAM a caryotype normal, a été associée a un pronostic
défavorable, d’abord chez les sujets de moins de 60 ans (90-92), puis chez les sujets plus agés
(93). Par ailleurs, les patients avec un haut niveau d’expression de BAALC ont un risque plus
important d’étre porteurs d’autres anomalies biologiques, comme par exemple de FLT3/ITD,
de mutation de CEBPA, ou d’une haute expression de « I’Ets related gene » (ERG). Une haute
expression de BAALC est également associée & une absence de mutation de NPM1 (92). A
noter que, dans une étude comparant la valeur pronostique de plusieurs marqueurs biologiques
dans la LAM, et incluant notamment I’expression de BAALC et I’expression d’ERG, BAALC
n’avait pas de valeur pronostique indépendante (94). L’étude de I’expression de BAALC dans
les LAM est peu réalisée en pratique courante, du fait des difficultés de standardisation des

techniques, et de la difficulté de déterminer une valeur seuil définissant la surexpression.

e. Autres marqueurs

De nombreuses autres anomalies moléculaires ont été décrites ces derniéres années dans les
LAM, en particulier en cas de cytogénétique normale, et ont été associées a une valeur
pronostique pour la réponse au traitement. Ces différentes anomalies sont retrouvées avec des
fréquences trés variables. On peut citer notamment, les mutations des genes de I’isocitrate
déshydrogénase 1 (IDH1) et 2 (IDH2) (95-97), les mutations des génes DNMT3A (98), TET2
(99), ou N-RAS (100), les duplications partielles du gene MLL (101), la surexpression de ERG
(102, 103), la surexpression d’Id1 (104), la surexpression de MN1 (105), ou la surexpression

de Evil (106).
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En plus de ces anomalies impliquant différents génes, I’expression de certains microARN

(miRNA) a également une valeur pronostique dans les LAM (107).

Etant donne le nombre croissant de marqueurs, et leur corrélation, il parait difficile, & I’heure
actuelle, de proposer une classification claire, ou un arbre décisionnel simple, a partir de ces
anomalies (69). Certaines équipes proposent cependant [’établissement de scores
pronostiques, en tenant compte de différents paramétres cliniques, biochimiques,
cytogénétiques ou moléculaires, afin de prévoir la probabilité de réponse au traitement.
Malheureusement, ces scores peuvent s’avérer difficiles a utiliser en pratique quotidienne,
notamment du fait des difficultés a définir des seuils adaptés pour la surexpression des

différents marqueurs (55).

29



5. Les protéines ABC

a. Généralités

Dans de nombreuses lignées cellulaires dérivées de cancers solides ou de leucémies, il a été
observé, au cours des années 1980, I’existence de résistances croisées a plusieurs produits de
chimiothérapies. Ce phénoméne a été appelé phénotype MDR (pour « Multi Drug
Resistance ») (108) et a d’abord été relié a la présence, dans la membrane plasmique, de la
glycoprotéine P (Pgp) (109), résultant de I’expression du géne MDR1 (110-112). Ensuite,
d’autres protéines comme la protéine MRP (« Multi drug Resistance associated Protein »)
(113) ou la protéine BCRP (« Breast Cancer Resistance Protein ») (114) ont été décrites
comme participant au phénotype MDR. Ces trois protéines appartiennent a la méme famille
des transporteurs ABC (« ATP Binding Cassette »), constituée, dans I’espéce humaine, de
quarante-neuf membres au total. Il s’agit de protéines transmembranaires, possédant des
capacités d’efflux de différentes molécules en dehors du milieu intra cellulaire, et notamment
de différents produits de chimiothérapie (115). Le defaut d’accumulation des cytotoxiques
dans le cytoplasme serait a I’origine du phénotype MDR, et de la sensibilité diminuée a la
chimiothérapie. D’autres protéines d’efflux, qui n’appartiennent pas a la famille des protéines
ABC, peuvent également avoir un impact sur la chimio résistance, comme par exemple la

protéine LRP (« Lung Resistance Protein ») (116).

De maniere physiologique, de nombreuses protéines de la famille ABC sont exprimées dans
les cellules hématopoiétiques les plus immatures (définies par le phénotype CD 34+ CD 38-).
Bien qu’également présentes dans les cellules souches non hématopoiétiques, I’expression des
protéines ABC est plus diversifiée dans les CSH (117), faisant supposer un role particulier
pour elles dans la fonction de ces cellules. Cette expression diminue au cours de la maturation

cellulaire (118, 119), ce qui permet, d’autre part, de postuler, pour ces protéines, un role de
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protection des CSH contre les xénobiotiques, afin de permettre le maintien d’un compartiment

hématopoiétique normal malgré I’exposition aux toxiques.

b. ABCB1

La protéine ABCB1, également connue sous le nom PgP, ou de MDRL, a été la premiére
protéine reliée au phénotype MDR dans les cancers humains (109). Il s’agit d’une protéine
membranaire de 170 kDa, qui fonctionne comme une pompe transmembranaire. Elle possede
une activité ATPase (120, 121), et la capacité d’effluer en dehors du cytoplasme différents
produits de chimiothérapie, dont certains sont utilisés dans le traitement des LAM, comme
notamment les anthracyclines, I’amsacrine, la mitoxantrone, les alcaloides de la pervenche, et
I’étoposide. Son expression par transfection d’ADN complémentaire dans des lignées

cellulaires sensibles est suffisante a I’obtention du phénotype MDR (122).

Le r6le de I’expression d’ABCB1 dans la LAM a été trés étudie dans les années 1990. La
proportion de patients exprimant ABCB1 est variable selon les études, du fait des différentes
techniques de mesure utilisées (de 20 a 70 % des patients), et est globalement associée a un
pronostic défavorable, avec une diminution franche du taux de RC et/ou de I’OS, chez les
patients jeunes. Cet effet est encore plus marqué chez les patients agés (123-125).
L’expression d’ABCBL a été associée, dans les différentes études, a I’expression membranaire

de CD 34 (123, 125), et au caractere secondaire des LA (125).

Du fait du caractére pronostique de I’expression d’ABCB1, et de I’existence de nombreuses
drogues permettant de moduler son activité, comme par exemple la ciclosporine ou le
verapamil, (126, 127), ABCB1 a rapidement été definie comme une cible thérapeutique

potentielle dans la LAM.

De nombreux tests étudiant le caractére fonctionnel d’ABCB1 ont été développés. Ces

différents tests utilisent des sondes fluorescentes, substrats d’ABCB1, associées a des
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inhibiteurs plus ou moins spécifiques d’ABCB1. La mesure, en cytométrie de flux, de la
différence d’intensité de fluorescence de cellules incubées avec la sonde, en présence ou en
I’absence d’un inhibiteur, permet de déduire le caractéere fonctionnel ou non de la protéine sur
les cellules testées. L’absence de différence dans les niveaux de fluorescence refléte donc
I’absence de fonctionnalité, et la présence d’une grande différence reflete un haut niveau
fonctionnel (figure 4). La performance de ces tests va donc dépendre de la spécificité des
sondes, c’est-a-dire de leur capacité a étre effluées par d’autres mécanismes, et de la
specificité des modulateurs utilisés. Parmi les différents tests, on peut citer I’utilisation de
DIOC2 +/- Ciclosporine A, de DIOC2 +/- PSC833, de daunorubicine +/- ciclosporine A

(128), de rhodamine 123 +/- ciclosporine A ou de JC-1 +/- ciclosporine A (129).

Une forte activité d’ABCB1 sur les cellules blastiques au diagnostic a été reliée a un pronostic
global défavorable pour les patients. Il est par ailleurs intéressant de noter que, malgré une
bonne corrélation globale entre les tests fonctionnels d’ABCBL et son niveau d’expression,
certains patients montrent une discordance entre ces deux parameétres, avec une possibilité de
haute expression sans fonctionnalité, ou au contraire d’une forte fonctionnaliteé, sans
expression importante (128). La mesure de I’activité d’ABCBL1, directement correlée a
I’accumulation intra-cytoplasmique des drogues, parait un meilleur reflet de la
chimiorésistance que celle de son expression. De plus, la possibilité de I’association d’une
forte activité a une faible expression d’ABCB1 a suggeéré que d’autres mecanismes d’efflux
pouvaient étre impliqués dans le phénotype MDR, et que les tests d’activité utilisés n’étaient
en fait pas spécifiques d’ABCB1, mais pouvaient refléter également I’activité d’autres
transporteurs. En effet, méme si la plupart des tests precédemment cités ont initialement éte
développés pour ABCBL1, leur caractere spécifique a ce transporteur n’a jamais été totalement

démontré.
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Figure 4 : Principe des tests de fonctionnalité d’ABCB1. Partie A : en 'absence d’activité d’ABCB1, 'incubation des cellules
leucémiques en présence d’une sonde spécifique d’ABCB1, ou d’une sonde et d’un inhibiteur spécifiques aboutit a
I'accumulation intra cytoplasmique de la sonde par défaut d’extrusion. Les courbes de fluorescence cytoplasmique,
mesurée en cytométrie de flux, sont superposables. Partie B: en cas d’expression et d’activité d’ABCB1, les sondes
spécifiques, en I'absence d’inhibiteur spécifique, sont effluées en dehors du cytoplasme, résultant a I'absence de
fluorescence intra cytoplasmique. En présence de sonde et d’inhibiteur spécifiques d’ABCB1, la sonde s’accumule dans le
cytoplasme, résultant en une fluorescence intra cytoplasmique importante. Les courbes de fluorescence ne seront pas
superposables. La différence entre les courbes de fluorescence est évaluée par le test de Kolmogorov-Smirnov (valeur D).

c. ABCC1

La protéine ABCCL1, connue également sous le nom de MRP1 a été identifiée en 1992, a
partir d’une lignée de cancer pulmonaire résistante aux anthracyclines (113). Son expression
par transfection d’ADN complémentaire dans des lignées sensibles suffit a leur conférer une
résistance aux anthracyclines, aux alcaloides de la pervenche, aux épipodophyllotoxines, aux
camptothécines et au méthotrexate (130, 131). Son implication dans la résistance a la
chimiothérapie dans les LAM, et son rdle pronostique, ont été beaucoup plus discutés que

pour ABCB1 (132). La moitié des études montre qu’une forte activité d’ABCC1, testée par la
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calcéine AM, est associée & une diminution du taux de RC (133, 134). L impact sur la survie
globale est encore plus discuté, mais a été démontré dans certaines études, s’intéressant soit a
son expression, soit a sa fonctionnalité (133, 135). D’autres études, au contraire, n’ont montré

aucun impact (136-138).

d. ABCG2

La protéine ABCG2, appelée également BCRP a été isolée en 1998, a partir d’une lignée de
cancer du sein résistante a la chimiotherapie (114). Son expression par transfection d’ADN
complémentaire dans des lignées cellulaires cancéreuses sensibles est suffisante pour leur
conférer une capacité d’efflux de la daunorubicine, de la doxorubicine, de la mitoxantrone et
du topotecan (114, 139). L expression d’ABCG2 sur des cellules de LAM a été démontrée en
2000 (140), mais, comme pour les autres protéines ABC, les niveaux d’expression retrouvés
sont trés variables selon les techniques utilisées (141, 142). L’expression d’ABCG2 a éte
reliée a un pronostic défavorable dans les LAM en cas de traitement d’induction comprenant
de la daunorubicine ou de la mitoxantrone (143) et également dans une série de patients traités
par idarubicine (144). Des tests d’activités d’ABCG2 ont ete développés selon le méme
principe que pour les autres protéines ABC (mitoxantrone + fumitremogine C). Une forte
activité a été retrouvée dans environ 30 % des LAM, et associée a un pronostic défavorable

(145), avec un taux plus bas de RC et une survie globale plus courte.

e. Les autres protéines ABC

D’autres membres de la famille des protéines ABC, parmi les quarante-neuf décrits chez
I’homme, ont démontré leur capacité a effluer les cytotoxiques dans des modeles de lignees de
cancers solides, et leur implication pronostique dans la réponse a la chimiothérapie (146,
147). Le role de ces autres protéines ABC a globalement été peu étudié dans les LAM, mais il

est probable que certaines d’entre elles soient impliquées dans la chimiorésistance. En effet,
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une étude de profils d’expression génique a montré la présence de nombreux membres de la
famille des transporteurs ABC dans les cellules leucémiques (119), et une autre étude, la
surexpression de quatre «nouveaux » membres de cette famille dans la moelle d’enfants
atteints de LAM par rapport a des moelles d’enfants sains (148). De plus, une étude récente a
montré que les expressions d’ABCGL1 et d’ABCB6 étaient également associées a un pronostic
défavorable dans les LAM de I’adulte (149). Enfin, on peut citer la protéine ABCC3, capable
d’effluer plusieurs drogues, dont I’étoposide et le méthotrexate, et dont I’implication
pronostique a été démontrée par des tests d’expression et de fonctionnalité dans les LAM

(145, 150).

f. Protéines ABC et autres marqueurs moléculaires

Les relations entre I’expression ou la fonctionnalité des proteines ABC, et en particulier
d’ABCBL1, et I’expression des autres marqueurs biologiques ont été trés peu étudiées. On ne
retrouve pas, dans la littérature, d’étude discutant des relations entre les proteines ABC et les
mutations NPM1, les mutations de CEBPA, ou I’expression de BAALC. Les relations entre
FLT3/ITD et ABCBL1 ont, quant a elles, été partiellement étudiées. Dans les deux seules
études menées sur le sujet, il a été retrouvé un taux de FLT3/ITD beaucoup plus faible dans
les populations avec une haute expression ou une haute fonctionnalite d’ABCB1 (135), et la
présence simultanée de FLT3/ITD et d’une haute fonctionnalité d’ABCBL1 a été associée a un

pronostic tres défavorable (151).
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C. Problématique

Nous étudierons, dans le présent travail, les relations entre I’activité d’ABCB1, la présence de
FLT3/ITD, des mutations de NPM1 et de CEBPA, et I’expression de BAALC. Nous étudierons
également si I’activité d’ABCBL1 reste un facteur pronostique indépendant dans une cohorte

de 206 patients traités pour LAM.
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1- Matériel et méthodes
A- Patients et traitement

i.  Critéres d’inclusion et criteres d’exclusion

Tous les patients suivis dans le Département d’Hématologie de I’Hotel-Dieu de Paris de 1996
a 2008 et traités pour une LAM dans les protocoles thérapeutiques de I’Organisation
Européenne pour la Recherche et le Traitement du Cancer (EORTC) AML 10, AML 12 et
AML 13, ou selon ces protocoles, étaient incluables dans cette étude. Parmi ces patients, tous
ceux pour lesquels du matériel cellulaire ou génétique (ADN et ARN) était disponible en
tumorothéque (Tumorothéque Leucémies, Hotel-Dieu, APHP, n°579) ont été inclus. Un
consentement éclairé pour la conservation et I’utilisation du matériel cellulaire a été signé au
moment de son recueil, au moment du diagnostic. Les critéres d’inclusion et d’exclusion
détaillés dans les protocoles AML 10, AML 12 et AML 13 sont consultables en annexe

(annexe 4 et 5).

Les patients ages de 15 a 60 ans inclus dans cette étude ont été traites dans les protocoles
AML 10 ou AML 12, selon la période d’ouverture des protocoles. Dans ces deux études, les
patients suivis pour un syndrome myélodysplasique ou pour un syndrome myéloprolifératif

chronique avant le diagnostic de LA étaient exclus.

Les patients agés de 61 ans ou plus ont été traités dans le protocole AML 13. Dans ce
protocole, les patients ayant regu une chimiothérapie antérieure, ou suivis pour un syndrome

myeloprolifératif chronique, leucémie myéloide chronique y compris, étaient exclus.

En cas de refus de participation aux études de ’EORTC, les patients ont été traités selon le
bras de reférence des études proposées, a la période correspondant a I’ouverture de celles-ci.
Les patients pour lesquels il existait un critere d’exclusion aux différents protocoles, sans

contre-indication formelle au traitement, ont également été traités selon le bras de référence
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de ces mémes protocoles. Enfin, les patients traités a une période pendant laquelle ces
différents protocoles n’étaient pas ouverts ont été traités selon le bras de référence des

difféerents protocoles.

Tous les patients porteurs de LA promyélocytaire (LAM 3 selon la classification FAB) ont été
exclus de I’étude, en raison du caractere spécifique du traitement, ainsi que les patients

porteurs d’une translocation t(9;22)(g34 ;q11).

Au total, 206 patients &gés de 16 a 81 ans, ont éteé inclus dans cette étude.

ii.  Traitements de premiére ligne
1. Patients &gés de moins de 60 ans

a. Le protocole AML 10

Dans ce protocole, le traitement consistait en une chimiothérapie d’induction comprenant les

drogues suivantes :

- ARACYTINE IV : 25 mg/m2 en bolus a J1, et 100 mg/m?/j en perfusion continue de J1 a J10
- ETOPOSIDE IV : 100 mg/m?/j de J1 a J5
- Une des 3 anthracyclines suivantes, selon la randomisation :

- DAUNORUBICINE IV : 50 mg/m?/j aJ1, J3 et J5

- MITOXANTRONE IV : 12 mg/m?/jaJi, J3 et J5

- IDARUBICINE IV : 10 mg/m?/j aJ1, J3 et J5

En cas d’absence de rémission compléete, un second traitement d’induction, identique au

premier était administré.
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J1 12 J3 14 J5 J6 17 J8 | J9 | J10
Aracytine 25 mg/m? X
Aracytine 100 mg/m? X X X X X X X X X X
Etoposide 100 mg/m? X X X X X
Selon randomisation
Daunorubicine 50 mg/m? X X X
ou
Mitoxantrone 12 mg/m? X X X
ou
Idarubicine 10 mg/m? X X X

Tableau 2 : Résumé du traitement d’induction dans le protocole AML 10

En cas d’obtention de la rémission compléte, un traitement unique de consolidation était

administré, qui comprenait les drogues suivantes :

- ARACYTINE IV : 500 mg/m#12h de J1 a J6

- Une anthracycline identique a celle de la cure d’induction (selon la randomisation) :

- DAUNORUBICINE 1V : 50 mg/m?/j de J4 & J6

- MITOXANTRONE IV : 12 mg/m?/j de J4 a J6

- IDARUBICINE 1V : 10 mg/m?/j de J4 & J6

J1 J2 J3 14 J5 16
Aracytine | 500 mg/m?2/12h | x X X X X X
Selon randomisation

Daunorubicine 50 mg/m? X X X
ou

Mitoxantrone 12 mg/m? X X X
ou

Idarubicine 10 mg/m? X X X

Tableau 3 : Résumé du traitement de consolidation dans le protocole AML 10

Une intensification thérapeutique était pratiquée dans les suites (voir paragraphe c).

39



b. Le protocole AML 12

Dans ce protocole, le traitement consistait en une chimiothérapie d’induction comprenant les

drogues suivantes :

- DAUNORUBICINE IV : 50 mg/m?/j aJ1, J3 et J5
- ETOPOSIDE IV : 100 mg/m#j de J1 & J5
- ARACYTINE IV a une des deux posologies suivantes (selon la randomisation) :

- 25mg/m2 en bolus a J1, suivi de 100 mg/m?/j en perfusion continue de J1 a J10

-3 g/m?12h aljl, J3,J5 et J7

J1 12 J3 1 J4 | )5 |6 |J7 | )8 |1J9 |10
Etoposide 100 mg/m? X X X X X
Daunorubicine 50 mg/m? X X X
Selon randomisation
Aracytine 25 mg/m? X
Aracytine 100 mg/m? X X X X X X X X X X
ou
Aracytine 3 g/m?/12h ‘ X ‘ ‘ X | ‘ X ‘ ‘ X | ‘ ‘

Tableau 4 : Résumé du traitement d’induction dans le protocole AML 12

En cas d’absence de rémission complete, un second traitement d’induction, identique au

premier était administré.

En cas d’obtention de la rémission compléte, un traitement unique de consolidation était

administré, qui comprenait :

- DAUNORUBICINE IV : 50 mg/m?#/j de J4 a J6

- ARACYTINE IV : 500 mg/m2/12h de J1 a J6
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J1 J2 J3 J4 J5 J6
Aracytine 500 mg/m?/12h | x X X X X X

Daunorubicine 50 mg/m? X X X

Tableau 5 : Résumé du traitement de consolidation dans le protocole AML 12

Une intensification thérapeutique était pratiquée dans les suites (voir paragraphe c), suivie,
selon une seconde randomisation d’un traitement d’entretien par injection d’interleukine 2, ou

d’une période d’observation simple.

c. Intensification thérapeutique

Dans les 2 protocoles AML 10 et AML 12, une intensification thérapeutique était

systématiquement proposée.

En cas d’existence d’un donneur géno-identique, chez les patients agés de moins de 45 ans, et
en I’absence de contre-indication, on proposait une greffe de cellules souches

hématopoiétiques allogéniques.

En I’absence de donneur géno-identique, et chez les patients agés de plus de 45 ans, on
proposait une greffe de cellules souches autologues, avec recueil de cellules souches
périphériques a la sortie d’aplasie de la cure de consolidation, et sans traitement particulier sur

les cellules obtenues.

Dans les 2 cas, le conditionnement consistait en I’administration des traitements suivants :

- Irradiation corporelle totale (ICT) : 12 Gy, fractionnés de J-8 & J-5
- BUSULFAN PO : 4 mg/kg/j en cas d’impossibilité d’ICT, de J-8 a J-5

- CYCLOPHOSPHAMIDE IV : 60 mg/kg/j 4 J-4 et J-3
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En cas d’allogreffe de cellules souches, la prophylaxie de la maladie du greffon contre I’héte

était assurée par de la ciclosporine. Au total, dans cette étude, 46 patients ont recu une greffe

de CSH allogeniques en premiére RC.

2. Patients de plus de 60 ans : AML 13

Dans ce protocole, le traitement consistait en une chimiothérapie d’induction comprenant :

- MITOXANTRONE IV : 7 mg/m?/jaJl, J3etJ5

- ARACYTINE 1V: 100 mg/m?/j de J1 & J7 en administration continue

- ETOPOSIDE IV : 100 mg/m?/j de J1 a J3

- LENOGRASTIM 150 pg/m? : pendant la chimiothérapie et/ou apres la fin de la

chimiothérapie, selon randomisation.

J1 12 J3 14 J5 J6 17 J8 | 19 |..J28
Mitoxantrone 7 mg/m? X X X
Aracytine 100 mg/m? X X X X X X X
Etoposide 100 mg/m? X X X
Selon randomisation
Lenograstim 150 pg/m? X X X
Lenograstim 150 pg/m? X X X X X X X

Tableau 6 : Résumé du traitement d’induction dans le protocole AML 13

En cas d’absence de rémission compléte, une seconde cure, identique a la premiére était

administrée.
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En cas d’obtention de la rémission compléte, une cure de consolidation était pratiquée et

comportant selon la randomisation :

Soit :
- IDARUBICINE IV : 8 mg/m?j aJ1, J3 et J5
- ETOPOSIDE IV : 100 mg/m?/j de J1 a J3

- ARACYTINE 1V: 100 mg/m?/j de J1 a J5 en administration continue

J1 J2 J3 J4 J5
Aracytine IV 100 mg/m? X X X X X
Idarubicine IV 8 mg/m? X X X
Etoposide IV 100 mg/m? X X X

Tableau 7 : Résumé du premier bras de consolidation dans le protocole AML 13

Soit :
- IDARUBICINE PO : 20 mg/m?j a J1, J3 et J5
- ETOPOSIDE PO 50 mg/m#/12h de J1 a J3

- ARACYTINE SC: 50 mg/m#12h de J1 a J5

J1 12 J3 J4 J5
Aracytine SC 50 mg/m?/12h| x X X X X
Idarubicine IV 20 mg/m? X X X
Etoposide PO 50 mg/m?/12h| x X X

Tableau 8 : Résumé du second bras de consolidation dans le protocole AML 13

Une intensification thérapeutique par autogreffe de CSH pouvait éventuellement é&tre
proposée aux patients agés de moins de 70 ans et selon leur état genéral (modalités identiques

que pour les protocoles AML 10 et AML 12).
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iii.  Traitement des rechutes

En cas de rechute, la majorité des patients a recu un traitement de seconde ligne associant une
anthracycline (IDARUBICINE ou DAUNORUBICINE), associée a de ’ARACYTINE IV a
fortes doses. Une partie des patients a été traitée par un anticorps anti CD33 associé a de la
chimiothérapie (gemtuzumab). Suivant I’age, I’état genéral, la disponibilité d’un donneur non
géno-identique, et I’obtention de la rémission complete, une intensification thérapeutique par

allogreffe de CSH a été proposée aux patients.

iv.  Suivi

Apreés la fin du traitement, les patients ont été suivis régulierement sur les plans cliniques et

biologiques. Le temps de suivi median des patients inclus dans cette étude est de cing ans.
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B- Données cliniques et biologiques

i.  Données recueillies au diagnostic

Les données cliniques des patients ont été recueillies le jour du diagnostic, incluant I’age, le
sexe, les antécédents de chimiothérapie ou d’autre pathologie hématologique prédisposante
(syndrome myéloprolifératif chronique ou syndrome myélodysplasique), et I’état général
(défini par le score de I’ECOG). La numération globulaire et la formule sanguine ont été
recueillies le jour du diagnostic. Les analyses cytologiques sanguines et médullaires, les
analyses cytogénétiques, les analyses phénotypiques en cytométrie en flux, et les tests de
fonctionnalité d’ABCBL1 sur les cellules tumorales (JC-1) ont été réalisées sur les échantillons

sanguins ou médullaires frais, prélevés au diagnostic, et avant tout traitement.

1. Analyse cytologique

Une analyse cytologique des échantillons sanguins et médullaires a été pratiquée
systématiquement au laboratoire de cytologie, aprés coloration des frottis au May Grinwald-
Giemsa, pour affirmer le diagnostic. La maladie des patients a été classée selon la
classification franco américaine et britannique (152) (annexe 2) et/ou selon la classification de

I’OMS (1) (annexe 1).

2. Analyse cytogénétique

Le caryotype des cellules blastiques a été déterminé au diagnostic, a partir de cultures
cellulaires d’échantillons sanguins ou medullaires bloquées en métaphase, par la méthode
conventionnelle en bandes G. L’interprétation des caryotypes a été pratiquee selon le systéme
international de nomenclature cytogénetique. La normalité du caryotype a été retenue apres
I’examen d’au moins 20 cellules en métaphase sans anomalie. Les patients ont été divisés en

trois groupes selon le pronostic associé aux anomalies cytogénetiques comme décrit dans
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I’introduction (paragraphe 1.B.ii.3.) (57-59). Chez deux patients, I’analyse n’a pas pu étre

pratiquee en raison de I’échec de la technique.

3. Analyse en cytométrie de flux

Un immunophénotypage complet des cellules blastiques sanguines ou médullaires a été
systématiquement pratiqué au diagnostic afin de confirmer le diagnostic de LAM. Chaque
marqueur testé a éte considéré comme exprimé quand la recherche était positive dans au
moins 20 % des cellules blastiques. Chez 35 patients, I’information concernant I’expression

du CD 34 n’a pas été retrouvée.

4. Fonctionnalité d’ABCB1

a. LasondeJC-1

La sonde JC-1 (ou 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethilbenzimidazolcarbocyanine iodide),
qui est un substrat d’ABCBL, est une carbocyanine pouvant former des cristaux liquides. Une
des propriétés de cette sonde, liée a I’agrégation des cristaux liquides, est d’émettre une
fluorescence de longueur d’onde différente en fonction de sa concentration. Apres excitation
(avec un faisceau de longueur d’onde de 490 nm) et en basse concentration (sous forme de
monomeres), la sonde JC-1 émet en effet une fluorescence de longueur d’onde moyenne de
537 nm (bande verte). Au-dela d’une concentration critique, les cristaux de JC-1 s’agregent,
et émettent, en plus de la bande verte, une fluorescence de longueur d’onde moyenne de 597
nm (bande rouge). En I’absence d’extrusion de JC-1, le dépassement des concentrations
critiques intracellulaires entraine la cristallisation, et on peut donc observer les 2 bandes de
fluorescence. A [I’inverse, sur les cellules résistantes par hyperactivité d’ABCBL, la
concentration intracellulaire de sonde JC-1 diminue par extrusion, ne depassant pas la
concentration critiqgue de cristallisation, ce qui ne permet pas d’observer la bande de

fluorescence rouge. L’application de cette propriété permet, en utilisant la sonde JC-1 en
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présence ou non d’un inhibiteur d’ABCB1, un test trés sensible de la fonctionnalité d’ABCB1
(153). Tout comme pour les autres tests fonctionnels développés pour ABCB1, son caractere

entierement spécifique n’a pas été démontre.
b. Mesure de la fonctionnalité d’ABCB1

La fonctionnalité d’ABCBL1 a été mesurée en cytométrie de flux au moment du diagnostic, sur
des cellules sanguines ou médullaires, en utilisant la sonde JC-1 (129, 153) et la ciclosporine,
selon le principe décrit dans I’introduction (figure 4). Aprés un lavage avec un tampon
phosphate salin (PBS), les cellules, & la concentration de 5x10°/ml ont été séparées en 2
groupes : le premier a été incubé a 37° C pendant 15 minutes en présence de sonde JC-1 a
la concentration de 0,1 uM, et d’un modulateur d’ABCBL1 (ciclosporine a la concentration de
2 UM) ; le second groupe a été incubé dans les mémes conditions avec la sonde JC-1 et en
I’absence de modulateur. Aprés deux lavages en PBS, la fluorescence cellulaire a été mesurée
avec un cytometre de flux equipé d’un laser a Argon d’une longueur d’onde de 488 nm et de
trois détecteurs de fluorescence : FL1 (filtre de bande passante a 530 nm), FL2 (filtre a 585
nm) et FL3 (filtre a 650 nm). La fluorescence a été étudiée sur les canaux FL1 et FL2 pour la
détection des formes monomériques et agrégées de JC-1. La population blastique a été definie
par I’expression faible du CD45 (detectée sur le canal FL3 par I’utilisation d’un anticorps
spécifique) et I’étude de la fonctionnalité d’ABCB1 a éte limitée a cette population. Le
résultat a eté exprimé sous forme d’une variable D, générée par le test de Kolmogorov-
Smirnov, qui compare les fonctions de distribution de fluorescence recueillies sur les
populations cellulaires d’intérét entre les 2 groupes (en présence ou en I’absence de
ciclosporine). D est compris entre 0 (absence de différence) et 1 (absence de recouvrement).
Une valeur de D supérieure ou égale a 0,6 a été considerée comme le reflet d’une haute

fonctionnalité d’ABCB1 (129).
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ii.  Données biologiques recueillies aprés congélation

1. Congélation et stockage du matériel

Les échantillons de cellules mononucléées ont été isolés au diagnostic a partir du sang ou de
la moelle osseuse des patients selon le protocole suivant : dilution des échantillons en RPMI,
puis séparation des cellules mononuclées par centrifugation en gradient de densité (MSL) et
deux lavages en RPMI. Les cellules ont ensuite été congelées apres dilution secondaire a
raison de 20 millions de cellules par ampoule comprenant 500 ul de RPMI, 400 pl de sérum
de veau feetal et 100 pl de DMSO. Apres refroidissement progressif jusqu’a — 80 ° C, les

cellules ont eté stockées dans I’azote liquide.

Une partie des cellules a été congelée en milieu spécifique pour permettre I’extraction

secondaire des ARN, et une autre partie en culot sec pour permettre I’extraction des ADN.

2. Détection de FLT3/ITD

L’ADN des cellules a été extrait a partir des échantillons congelés de sang ou de moelle
osseuse en utilisant les kits Nucleon® (GE Healthcare™) et en suivant le protocole du

fournisseur.

Une partie des exons 13 et 15 et I’intégralité de I’exon 14 de FLT3 ont été amplifiées par 35
cycles de PCR (94° C pendant 30 secondes, 60° C pendant 1 minute puis 72° C pendant 1
minute), en utilisant 250 ng d’ADN génomique, 0,3 uM de chacune des amorces ITD sens
TGGTGTTTGTCTCTTCTTCATTGT et ITD anti-sens GTTGCGTTCATCACTTTTCCAA,
750 UM de désoxynucléotides tri phosphate, 5 mM de MgCI2, 1,25 Ul de Taqg GOLD
polymeérase et du tampon GOLD 1 (Perkin Elmer Life™ and Analytical Sciences™) dans un
volume total de 50 pl. Les produits d’amplification ont ensuite été recueillis, puis soumis a
une migration sur un gel d’Agarose a 2 %. Avec cette méthode, les fragments sauvages de

FLT3 mesurent 240 paires de bases, et les fragments de FLT3/ITD sont plus longs. Pour cette
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étude, les échantillons montrant I’absence ou une trés faible détection des fragments de
FLT3/ITD ont été considérés comme négatifs ; les échantillons avec une détection marquée
(avec un seuil de plus de 10 % d’allele muté) ou prédominante des fragments de FLT3/ITD

ont été considérés comme positifs.

3. Détection des mutations de NPM1

L’ADN complémentaire total (ADNCc) des cellules a été synthétisé a partir de 1 pg d’ARN
total, en utilisant un kit de transcription inverse a haute capacité (Applied Biosystems™), et
en suivant le protocole du fournisseur. Des amorces spécifiques pour I’exon 12 de NPML1 sens
GGATGACTGACCAAGAGGCTATTC et anti-sens
CAGAAATGAAATAAGACGGAAAATTTTTTAACAAATTGT, et 4 sondes spécifiques
marqueées avec un colorant fluorescent (FAM) et un quencher non fluorescent (NFQ) pour
détecter la forme sauvage (FAM-CTCCACTGCCAGAGAT-NFQ) et les mutations de type A
(FAM-CACTGCCAGACAGAGAT-NFQ), B (FAM-ACTGCCATGCAGAGAT-NFQ) et D
(FAM-CTGCCAGGCAGAGAT-NFQ) de NPML1, ont eteé fournies par Applied Biosystems™.
Une amplification par PCR quantitative en temps réel (TagMan 7900HT; Applied
Biosystems™) a été pratiquée, avec un cycle initial (50°C pendant 2 minutes et 95 °C pendant
10 minutes), puis 40 cycles (95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute), en
utilisant 10 ng d’ADNc, 10 ul de TagMan genotyping Master Mix®, et 1 ul d’amorces et de
sondes. En I’absence de détection de fluorescence correspondant aux 3 sondes testant les
mutations A, B, et D, la recherche de mutations de NPM1 a éte considérée comme négative
sur I’échantillon. En cas de détection de fluorescence pour au moins I’une des 3 sondes testant
les mutations de NPM1, la recherche de mutation de NPML1 a été considérée comme positive
sur I’échantillon. Tous les résultats ont été analysés avec le logiciel RQ manager® (Applied

Biosystems™)
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4. Détection des mutations de CEBPA

L’ADN des cellules a été extrait a partir des échantillons congelés de sang ou de moelle
osseuse comme décrit précédemment (paragraphe I1.B.ii.2). Les domaines TAD1, TAD?2 et
bZIP de CEBPA ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces spécifiques (TAD1 sens
TCGGCCGACTTCTACGAGGC et anti-sens ACTTTGACTACCCGGGCGC ; TAD2 sens
TACCTGGACGGCAGGCTGGA et anti-sens AGACCACCATGCACCTGCA ; bZIP sens
AGAAGTCGGTGGACAAGAACAGCAA et anti-sens GTCAAGGCCATGGGCAACT)
avec un cycle initial (10 minutes a 95°C), puis 30 cycles (95°C pendant 1 minute, 55° C
pendant 40 secondes puis 72° C pendant 90 secondes), et un cycle final (5 minutes a 72°C),
en utilisant 50 ng d’ADN total, 500 nM d’amorces spécifiques, 0,4 Ul de Taq GOLD
polymérase (Applied Biosystems™), 0,2 mM de chaque désoxynucléotide tri phosphate, dans
un tampon de DMSO contenant 1,5 mM de MgCI2. Deux pl de chacun des produits
d’amplification ont ensuite été recueillis, et transférés dans 1 pl de marqueurs GeneScan®
(AppliedBiosystems™) et 10 ul de formamide. Une étape de dénaturation par chauffage du
mélange a 95°C pendant 5 minutes, et refroidissement immediat sur glace a ensuite été
pratiquee, suivie d’une électrophorése capillaire (ABI 3130xI geneticanalyzer®, Applied
Biosystems™), selon le protocole du fournisseur. Les données recueillies ont été analysées
avec le logiciel GeneMapper® version 4.0. Les échantillons ont été considérés comme mutés
pour CEBPA en cas de détection de mutation sur un ou plusieurs des domaines amplifiés pour

chaque échantillon.

5. Mesure de I’expression de BAALC

La mesure de I’expression de BAALC a été réalisée en utilisant I’ADNc obtenu a partir des
échantillons congelés de sang ou de moelle osseuse, comme décrit dans le paragraphe

I1.B.ii.3. BAALC et Abelson (ABL), utilisé comme contréle interne, ont été analysés en PCR
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quantitative en temps réel (TagMan 7900HT; Applied Biosystems™). Chaque échantillon a
été analysé deux fois, sur une méme plague MicroAmp® a 96 puits. En cas de résultats
discordants entre les deux tests, une troisieme analyse a été pratiquée. Les conditions
d’amplifications étaient les mémes que celles décrites précédemment (cf paragraphe B.ii.3.),
en utilisant des amorces et des sondes spécifiques de BAALC et d’ABL (séquences déposées
désignées par Applied Biosystems™). La méthode de comparaison des « cycles de seuil » a
été utilisée pour déterminer I’expression relative de BAALC. La différence des « cycles de
seuil » ACt = CtgaaLc - CtagL a €té calculée pour chaque produit d’amplification, ainsi que la
moyenne des deux mesures de ACt pour chaque échantillon (MACt = ZACt/2). En cas
d’absence d’amplification au bout de 40 cycles, I’expression de BAALC a été considérée
comme nulle. Un des échantillons des patients a été utilisé arbitrairement comme contrdle, et
inclus dans chaque test, comme standardisation. L’expression de BAALC dans ce controle a
éteé arbitrairement fixée a 1. L’expression relative de BAALC dans les différents échantillons a
éteé calculée selon la formule suivante :

Expression relative echantiion = 24!

et HAACE = HACtpatient - MACtcontrote-

Tous les résultats ont été analysés avec le logiciel RQ manager® (Applied Biosystems™).
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ii.  Analyse statistique

1. Evaluation de I’efficacité des traitements

L’efficacité des traitements a été évaluée, selon les recommandations internationales décrites
dans I’introduction, par la mesure du taux de rémission compléte, de la survie sans maladie, et
de la survie globale. Les données pour la DFS ont été censurées a la derniere date de suivi
pour les patients connus pour étre en vie et sans preuve de rechute, et les données pour I’OS

ont été censurées a la derniere date de suivi pour les patients connus pour étre en vie.

2. Comparaisons des patients selon la fonctionnalité d’ABCB1

L’association des différentes caractéristiques cliniques (age, leucocytose initiale, sous-type
FAB, existence d’une phase pré-leucémique) ou biologiques (expression de CD 34, groupe
cytogénétique, présence de FLT3/ITD, de mutation de NPM1, de mutation de CEBPA, et
expression de BAALC) avec la fonctionnalité d’ABCB1 a été évaluée en utilisant le test exact
de Fisher, le test de Kruskall-Wallis ou le test de Mann-Whitney selon le caractére continu ou
catégoriel des variables testées. Les différences observées ont été considérées comme

statistiquement significatives pour une valeur de p inférieure a 0,05.

3. Probabilité de survie

Les différentes probabilités de survie (DFS et OS) ont été estimées par la méthode de Kaplan-
Meier. Les différences entre les distributions de survie ont été évaluées en utilisant le test du
log-rank. Ces différences ont été considérées comme significatives quand p était inférieur a
0,05. Les données de survie ont été censurées a la date de la greffe de CSH allogéniques pour

les patients concernés.
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4. Parameétres impliqués dans la survie

Des modeles de hasards proportionnels ont été construits pour évaluer si la fonctionnalité
d’ABCB1 était associée a la survie, en tenant compte des autres variables. Toutes les
variables testées en analyse univariée et associées a un p inférieur a 0,2 ont été incluses dans
ces modeles. L’influence des variables a été considérée comme significative quand p était

inférieur a 0,05.
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11- Résultats

A. Caractéristiques des patients

Au total, 206 patients ont été inclus dans I’étude. Les principales caractéristiques des patients

sont resumees dans le tableau 9 et celles des patients a caryotype normal dans le tableau 10.

L’age médian au diagnostic était de 54,5 ans. La population était composee de 111 hommes
(54%) et de 95 femmes (46 %). 19 patients (10%) etaient suivis préalablement pour une
pathologie prédisposant a une LAM (myelodysplasie ou syndrome myéloprolifératif

chronique).
Le compte médian des leucocytes au diagnostic était 15 000 x10°/1.

La répartition des patients selon la classification FAB était la suivante : MO pour 10 patients
(5%), M1 pour 43 patients (21%), M2 pour 52 patients (25%), M4 pour 29 patients (14%),

M5 pour 40 patients (19%) et M6 pour 5 patients (2%).

Le caryotype était favorable pour 17 patients (8%), défavorable pour 32 patients (16%) et

intermédiaire pour 155 patients (75 %) et 111 patients (54 %) avaient un caryotype normal.

Une mutation de NPM1 a été retrouvée chez 44 patients (21 %) dont 38 avaient un caryotype
normal. FLT3/ITD a été retrouvée chez 26 patients (13 %) dont 18 avaient un caryotype
normal. Une mutation (ou plus) de CEBPA a été retrouvee chez 33 patients (16 %) dont 23

avaient un caryotype normal.
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Caractéristique

Tous les patients

Patients avec une

Patients avec une

Comparaison

(n=206) forte activité faible activité entre les
d’ABCB1 d’ABCB1 deux groupes
(n=42) (n=164)
Age, en années : médiane (intervalle) 54,5 (16 — 81) 57,5(17-78) 53 (16 -81) p=0,15
Leucocytes au diagnostic, 10°/I : médiane 15 (0,52 —284) 7,1 (0,6 —230) 19,4(0,52 — 284) p=0,01
(intervalle)
Sous type FAB *: n (%) p=0,09
M (non classé) 24 (12) 9(22) 15 (9)
MO 10 (5) 2 (5) 8 (5)
M1 43 (21) 10 (24) 33 (21)
M2 51 (25) 13 (30) 38 (24)
M4 29 (14) 1(2) 28 (17)
M5 40 (19) 6 (15) 34 (22)
M6 5(2) 1(2) 4(2)
Expression de CD34 % n (%) p=0,004
CD 34+ 115 (67) 29 (87) 86 (62)
CD 34 - 56 (33) 4(13) 52 (38)
Caryotype, n (%) p=0,21
Favorable 17 (8) 2 (5) 15(9)
Intermédiaire 155 (75) 30(71) 125 (76)
Normal 111 (54) 21 (50) 90 (55)
Autre 44 (21) 9 (21) 35 (21)
Défavorable 32 (16) 10 (24) 22 (13)
Echec 2(1) 0(0) 2(1)
Phase pré-leucémique *: n (%) p=0,55
Oui 19 (10) 5(12) 14 (9)
Non 170 (90) 35 (88) 135 (91)
Mutation de NPM1 : n (%) p=0,03
NPM1 muté 44 (21) 4(10) 40 (24)
NPM1 sauvage 162 (79) 38 (90) 124 (76)
Présence de FLT3/ITD : n (%) p=0,11
Présence de FLT3/ITD 26 (13) 2 (5) 24 (14)
Absence de FLT3/ITD 180 (87) 40 (95) 140 (86)
Mutation de CEBPA : n (%) p=0,99
CEBPA muté 33 (16) 7 (16) 26 (16)
CEBPA sauvage 173 (84) 35 (84) 138 (84)
Expression de BAALC *: médiane (intervalle) 0,287 (0,002-16,79) | 0,564 (0,01-16,58) | 0,225 (0,002-16,79) p=0,0079

1: données indisponibles pour 4 patients
2: données indisponibles pour 35 patients

3: données indisponibles pour 17 patients
4: données indisponibles pour 5 patients

Tableau 9 : Principales caractéristiques des patients et comparaison selon I'activité d’ABCB1
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B. Relations entre I’activité d’ABCBL1 et les autres caractéristiques des patients

i. Dans I’ensemble des patients

Les principaux résultats sont résumés dans le tableau 9.

Quarante deux patients (20%) avaient une forte activité d’ABCBL, et 164 (80%) une activite
faible. 1l n’a pas éte retrouve de différence significative entre les 2 groupes pour le sexe, I’age,
I’existence d’une phase pré-leucémique, le sous-type FAB ou la distribution des caryotypes.
Une forte activité d’ABCBL1 était associée a un compte leucocytaire plus bas (p=0,01), a une
expression plus importante de CD 34 (p=0,004) et de BAALC (p=0,0079), et a I’absence de
mutation de NPM1 (p=0,03). Il n’a pas été observe de différence entre les deux groupes pour

la présence de mutation de CEBPA (p=0,99) ou de FLT3/ITD (p=0,11).

ii. Dans la population a cytogénétique normale

Les principaux résultats sont résumés dans le tableau 10.

Sur les 111 patients avec un caryotype normal, 21 (19 %) avaient une forte activité d’ABCB1,
et 90 (81 %) une faible activité d’ABCBL1. Dans cette population sélectionnée, il n’a pas éeté
retrouvé de différence significative entre les 2 groupes pour le sexe, I’age, I’existence d’une
phase pré-leucémique, le compte leucocytaire, ou le sous-type FAB. Une forte activité
d’ABCBL1 était associée a une expression plus importante de CD 34 (p=0,01), avec une
tendance non significative a une expression plus élevee de BAALC (p=0,08), et a I’absence de
mutation de NPM1 (p=0,12). Il n’a pas été observé de différence entre les deux groupe pour la

présence de mutation de CEBPA (p=0,37) ou de FLT3/ITD (p=0,51).
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Caractéristique

Patients avec un caryotype

Patients avec une

Patients avec une

Comparaison

normal forte activité faible activité entre les 2
n=111 d’ABCB1 d’ABCB1 groupes
n=21 n=90
Age, années : médiane (intervalle) 56 (16 —81) 56 (17 -78) 55,5 (16 — 81) p=0,75
Leucocytes au diagnostic, 10°/1 (range) 16 (0,52 —211) 9,2 (1-163) 19,4 (0,52 -211) P=0,64
Sous types FAB : n (%) * P=0,31
M (non classé) 8(7) 2 (10) 6(7)
MO 6 (5) 1(5) 5 (6)
M1 31(28) 6 (28) 25 (28)
M2 25 (23) 7 (33) 18 (20)
M4 17(15) 0(0) 17 (19)
M5 19 (17) 5 (24) 14 (16)
M6 4 (4) 0(0) 4(4)
Expression de CD 34 % n (%) p=0,01
CD34+ 52 (58) 14 (87) 38 (52)
CD34- 37 (42) 2(13) 35 (48)
Phase préleucémique *: n (%) p>0,99
Oui 8(7) 1(5) 7 (9)
Non 96 (92) 19 (95) 77 (91)
Mutation de NPM1 : n (%) p=0,12
NPM1 muté 38 (34) 4(19) 34 (38)
NPM1 sauvage 73 (66) 17 (81) 56 (62)
Présence de FLT3/ITD : n (%) p=0,51
FLT3/ITD présent 18 (16) 2 (10) 16 (18)
FLT3/ITD absent 93 (84) 19 (90) 74 (82)
Mutation de CEBPA : n (%) p=0,37
CEBPA muté 23 (21) 6 (29) 17 (19)
CEBPA sauvage 88 (79) 15 (71) 73 (81)
Expression de BAALC *: médiane 0,197 (0,002 - 16,79) 0,280 (0,01 —13,56) 0,134 (0,002 - 16,79) p=0,08

(intervalle)

1 : données non disponibles pour 1 patients
2 : données non disponibles pour 22 patients

3 : données non disponibles pour 7 patients
4 : données non disponibles pour 2 patients

Tableau 10 : Principales caractéristiques des patients a cytogénétique normale et comparaison selon I'activité d’ABCB1

C. Impact pronostique de I’activité d’ABCB1

i. Dans I’ensemble des patients

Cent cinquante patients sur les 206 (73 %) ont atteint la RC. Une forte activité d’ABCBL1 était

un facteur de mauvais pronostic pour I’obtention de la RC : 59 % contre 76 % (p=0,03). La

DFS a cing ans, estimée par la méthode de Kaplan-Meier était de 36 * 4 %, avec une tendance

a étre plus basse en cas de forte activité d’ABCBL1 : 24 + 8 % contre 39 + 4 % (p=0,06). L’OS

a cing ans, etait de 37 £ 3 % et significativement plus basse en cas de forte activite

d’ABCBL1 : 18 + 8 % contre 42 + 4 % (p=0,001). Les courbes de survie sont montrées sur la

figure 5.
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Figure 5 : Survie sans maladie (A) et survie globale (B) en fonction de I’activité d'’ABCB1 dans I’ensemble des patients
ii. Dans la population a cytogénétique normale

Quatre vingt huit patients sur les 111 (79%) ont atteint la rémission complete. De maniéere
inattendue, I’activité d’ABCB1 n’était pas un facteur pronostic pour I’obtention de la RC dans
ce groupe: 71 % contre 80 % (p=0,38). La DFS a cing ans, estimée par la méthode de
Kaplan-Meier était de 40 + 5 %, et significativement plus basse en cas de forte activité
d’ABCB1: 20 £ 10 % contre 45 + 6 % (p=0,02). L’OS a cinq ans était de 42 + 5%, et
significativement plus basse en cas de forte activité d’ABCB1 : 19 + 9% contre 48 + 5%

(p=0,003). Les courbes de survie sont montrées sur la figure 6.
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Figure 6 : Survie sans maladie (A) et survie globale (B) en fonction de I'activité d'ABCB1 dans la population a
cytogénétique normale
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D. Facteurs pronostiques dans la population générale

Une analyse statistique a été pratiquée pour I’obtention de la RC, la DFS et I’OS pour les
facteurs suivants : age, leucocytose initiale, groupe cytogénétique, existence d’une phase pré-
leucémique, présence de FLT3/ITD, présence de mutation de NPM1, présence de mutation de

CEBPA, expression relative de BAALC, et activite d’ABCBL.

i. Obtention de la RC

Les résultats sont montrés dans le tableau 11.

En analyse univariée, les facteurs retrouvés ayant une valeur pronostique significative étaient

I’age (p<0,0001), le caryotype (p=0,0221), I’existence d’une phase pré-leucémique
(p=0,0007), la présence d’une mutation de NPM1 (p=0,0274), I’expression de BAALC

(p=0,012) et I’activité d’ ABCB1 (p=0,0323).

Un modele intégrant tous les parametres avec un p inférieur a 0,2 a été construit. Avec ce

modele, seul I’age (p = 0,001) était un facteur indépendant pour I’obtention de la RC.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P P
Age 0,949 (0,926-0,973) 0,953 (0,926-0,981)
p<0,0001 p=0,001
Leucocytose 1,002 (0,996-1,008) NI
p=0,501
Caryotype 4,333 (1,235-15,208) 0,909 (0,218-3,787)
p=0,0221 p=0,89
Existence d’une phase pré 0,179 (0,066-0,48) 0,308 (0,098-0,968)
leucémique p=0,0007 p=0,439
Mutation de NPM1 2,827 (1,123-7,119) 1,887 (0,607-5,862)
p=0,0274 p=0,2722
Présence de FLT3/ITD 0,818 (0,334-2,004)
NI
p=0,66
Mutation de CEBPA 1,200 (0,506-2,844) NI
p=0,6788
Expression relative de BAALC 0,873 (0,785-0,971) 0,896 (0,788-1,018)
p=0,012 p=0,0923
Activité d’ABCB1 0,459 (0,225-0,936) 0,527 (0,226-1,232)
p=0,0323 p=0,1392

NI : non inclus

Tableau 11 : Analyse statistique pour la rémission compléte dans la population globale
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ii. Survie sans maladie
Les résultats sont montrés dans le tableau 12.
Les seuls facteurs retrouvés ayant une valeur pronostique en analyse univariée étaient I’age

(p=0,0478) et le groupe cytogénétique (p=0,0006).

Un modéle intégrant tous les paramétres avec un p inférieur a 0,2 a été construit. Avec ce modele,

I’a4ge (p=0,0001), le caryotype (p=0,0137) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0319) étaient les seuls

facteurs pronostiques indépendants.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P [
Age 1,014 (1-1,027) 1,026 (1,019-1,033)
p=0,0478 p=0,0001
Leucocytose 1,002 (0,998-1,005) NI
p=0,2762
Caryotype 0,232 (0,091-0,589) 0,573 (0,347-0,799)
p=0,0006 p=0,0137
Ex'sgf:f:uié”m"fqzzase 0,597 (0,259-1,376) NI
p=0,2261
Mutation de NPM1 1,161 (0,730-1,846) NI
p=0,5286
Présence de FLT3/ITD 0,959 (0,511-1,799) NI
p=0,89
Mutation de CEBPA 1,519 (0,829-2,785) 1,067 (0,8-1,334)
p=0,1763 p=0,8076
Expression relative de 0,943 (0,847-1,050) NI
BAALC p=0,2868
Activité d’ABCB1 0,630 (0,388-1,025) 0,640 (0,432-0,848)
p=0,0627 p=0,0319

NI : non inclus

Tableau 12 : Analyse statistique pour la survie sans maladie dans la population globale.

iii. Survie globale

Les résultats sont montrés dans le tableau 13.

En analyse univariee, les facteurs retrouvés ayant une valeur pronostique significative étaient

I’age (p<0,0001),

le caryotype (p=0,0017),

(p=0,0407) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0012).
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I’existence d’une phase pré-leucémique




Un modele intégrant tous les parameétres avec un p inférieur & 0,2 a été construit. Avec ce
modele, seuls I’age (p=0,0004), le caryotype (p=0,0453), la présence de FLT3/ITD

(p=0,0096) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0334) étaient des facteurs pronostiques indépendants.

La présence de mutation de NPM1 (p=0,074) et I’expression de BAALC (p=0,4689)

n’atteignaient pas le seuil de significativite.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
[ P
Age 1,029 (1,016-1,042) 1,024 (1,011-1,038)
p<0,0001 p=0,0004
Leucocytose 1,0 (0,997-1,003) NI
p=0,8391
Caryotype 0,501 (0,325-0,772) 0,373 (0,142-0,980)
p=0,0017 p=0,0453
Existence d’une phase 0,566 (0,329-0,976) 0,868 (0,487-1,549)
pré leucémique p=0,0407 p=0,6328
Mutation de NPM1 1,526 (0,970-2,401) 1,633 (0,953-2,797)
p=0,0673 p=0,0740
Présence de FLT3/ITD 0,688 (0,422-1,122) 0,497 (0,293-0,843)
p=0,1342 p=0,0096
Mutation de CEBPA 1,229 (0,746-2,024) NI
p=0,4175
Expression relative de 1,041 (0,980-1,105) 1,024 (0,960-1,093)
BAALC p=0,195 p=0,4689
Activité d’ABCB1 0,523 (0,354-0,774) 0,619 (0,398-0,963)
p=0,0012 p=0,0334

NI : non inclus
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Tableau 13 : Analyse statistique pour la survie globale dans la population générale




E. Facteurs pronostiques dans la population a cytogénétique normale

Le principal probléme pour le choix des traitements se pose en cas de cytogénétique normale.
Une analyse a donc été réalisée dans cette population, en incluant les parametres suivants :
age, leucocytose initiale, existence d’une phase pré leucémique, présence de FLT3/ITD,
présence de mutation de NPM1, présence de mutation de CEBPA, expression relative de

BAALC, et activité d’ABCBL.

i. Obtention de la RC

Les résultats sont montrés dans le tableau 14.

En analyse univariée, seul I’age (p=0,0009) avait une valeur pronostique significative. Un
modele intégrant tous les parametres avec un p inférieur & 0,2 a été construit. De nouveau,

avec ce modele, seul I’age (p=0,0056) était un facteur pronostique indépendant.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P P
Age 0,934 (0,897-0,973) 0,935 (0,891-0,980)
p=0,0009 p=0,0056
Leucocytose 1.01 (0,991-1,012)
NI
p=0,83
Ex'“e"f:ui :n':f '::ase pre 0,231 (0,053-1,012) 0,586 (0,120-2,857)
4 p=0,0518 0=0,5081
Mutation de NPM1 3,148 (0,991-10,004) 2,559 (0,618-10,933)
p=0,0519 p=0,1924
Présence de FLT3/ITD 0,996 (0,28-3,14)
NI
p=0,92
Mutation de CEBPA 1,377 (0,42-4,51)
NI
p=0,59
Expression relative de BAALC 0,88 (0,75-1,02) 0,936 (0,789-1,110)
p=0,09 p=0,4463
Activité d’ABCB1 0,616 (0,210-1,812) NI
p=0,379

NI : non inclus

Tableau 14 : Analyse statistique pour la rémission compléte dans la population a cytogénétique normale

62



ii. Survie sans maladie

Les résultats sont montrés dans le tableau 15.

Les facteurs retrouvés en analyse univariée ayant une valeur pronostique significative étaient

I’age (p=0,0423), la leucocytose (0,0064) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0256).

Un modele d’analyse multivariée intégrant tous les paramétres avec un p inférieur a 0,2 a été
construit. Avec ce modéle, la leucocytose initiale (p=0,0046), I’a4ge (p=0,0104) et I’activité

d’ABCBL (p=0,0107) etaient les seuls facteurs pronostiques indépendants.

Les mutations de NPM1 ou de CEBPA, et I’expression de BAALC n’avaient pas de valeur

pronostique.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
p P
Age 1,020 (1,001-1,04) 1,026 (1,006-1,047)
p=0,0423 p=0,0104
Leucocytose 1,007 (1,002-1,013) 1,008 (1,003-1,014)
p=0,0064 p=0,0046
Existence d’une phase pré 0,451 (0,161-1,265) 0,377 (0,124-1,144)
leucémique p=0,1301 p=0,0848
Mutation de NPM1 0,901 (0,515-1,574) NI
p=0,71
Présence de FLT3/ITD 0,563 (0,281-1,127) 0,558 (0,265-1,174)
p=0,1048 p=0,1241
Mutation de CEBPA 1,334 (0,649-2,743) NI
p=0,4325
Expression relative de BAALC 1,019 (0,903-1,150) NI
p=0,7601
Activité d’ABCB1 0,487 (0,259-0,916) 0,413 (0,209-0,815)
p=0,0256 p=0,0107

NI : non inclus
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Tableau 15 : Analyse statistique pour la survie sans maladie dans la population a cytogénétique normale




iii. Survie globale

Les résultats de I’analyse sont montrés dans le tableau 16.

Les facteurs retrouvés ayant une valeur pronostique en analyse univariée étaient I’age
(p=0,0006), la leucocytose (p=0,0382), la présence de mutation de NPM1 (p=0,0147), de

FLT3/ITD (p=0,0143) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0036).

Un modéle intégrant tous les parametres avec un p inférieur a 0,2 a été construit. Avec ce
modele, I’age (p=0,0012), I’activité d’ABCB1 (p=0,0038) et la présence de FLT3/ITD

(p=0,0173) étaient les seuls facteurs pronostiques indépendants pour I’OS.

Les mutations de NPML1 et de CEBPA, et I’expression de BAALC n’avaient pas de valeur

pronostique.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P P
Age 1,033 (1,014-1,053) 1,031 (1,012-1,049)
p=0,0006 p=0,0012
Leucocytose 1,005 (1-1,009) 1,004 (0,999-1,009)
p=0,0382 p=0,1404
Existence d’une phase pré 0,782 (0,313-1,954) NI
leucémique p=0,5986

Mutation de NPM1

1,4251 (1,002-1,053)

1,041 (0,620-1,749)

p=0,0147 p=0,8794
Présence de FLT3/ITD 0,475 (0,262-0,862) 0,460 (0,243-0,872)
p=0,0143 p=0,0173
Mutation de CEBPA 1,290 (0,673-2,473) NI
p=0,4430
Expression relative de BAALC 1,041 (0,961-1,127) NI
p=0,3238
Activité d’ABCB1 0,441 (0,254-0,766) 0,424 (0,238-0,758)
p=0,0036 p=0,0038

NI : non inclus
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Tableau 16 : Analyse statistique pour la survie globale dans la population a caryotype normal




F. Facteurs pronostiques dans la population a cytogénétique normale, sans FLT3/ITD

et sans mutation de NPM1

En cas de cytogénétique normale, le sous-groupe qui pose le plus de problémes pour les choix
thérapeutiques est celui des patients sans FLT3/ITD, ni mutation de NPM1, chez qui les
résultats des traitements sont pourtant trés variables. Une analyse statistique a donc été
pratiquée dans ce sous-groupe de 66 patients, pour la RC, la DFS et I’OS, comprenant les
variables suivantes : age, leucocytose initiale, existence d’une phase pré leucémique, présence

de mutation de CEBPA, expression relative de BAALC, et activité d’ABCB1.

i. Obtention de la RC

Les résultats sont montrés dans le tableau 17.

Le seul facteur retrouvé ayant une valeur pronostique en analyse univariée était I’age

(p=0,002).

Un modele d’analyse multivariée intégrant tous les paramétres avec un p inférieur a 0,2 a été
construit. Avec ce modéle, I’age (p=0,0046) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0382) étaient les

seuls facteurs indépendants retrouvés.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P P
Age 0,88 (0,82-0,95) 0,869 (0,789-0,958)
P=0,002 P=0,0046
Leucocytose 0,996 (0,984-1,009) NI
P=0,57
Existence d’une phase pré 0,325 (0,071 - 1,487) 0,599 (0,107 - 3, 356)
leucémique P=0,14 P=0,5603
Mutation de CEBPA 1,85 (0,52-6,53) NI
P=0,33
Expression relative de BAALC 0,90 (0,77-1,06) NI
P=0,21
Activité d’ABCB1 0,45 (0,133-1,521) 0,157 (0,027-0,904)
P=0,1988 P=0,0382

NI : non inclus

Tableau 17 : Analyse statistique pour la RC dans la population a cytogénétique normale sans FLT3/ITD ni mutation de NPM1
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ii. Survie sans maladie

Les résultats des analyses sont montrés dans le tableau 18.

En analyse univariée, aucun facteur n’avait de valeur pronostique significative. Un modeéle
d’analyse multivariée intégrant tous les parametres avec un p inférieur a 0,2 a été construit.
Avec ce modele, I’age (p=0,0285) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0488) étaient les seuls facteurs

pronostiques indépendants.

Les mutations de CEBPA et I’expression de BAALC n’avaient pas de valeur pronostique.

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P P
Age 1,022 (0,996-1,048) 1,036 (1,004-1,069)
P=0,0974 P=0,0285
Leucocytose 1,007 (0,999-1,015) 1,008 (0,999-1,017)
P=0,0856 P=0,881
Existence d’une phase pré 0,406 (0,138-1,2) 0,484 (0,148-1,577)
leucémique P=0,1031 P=0,2284
Mutation de CEBPA 1,643 (0,689-3,917) NI
P=0,2625
Expression relative de BAALC 1,068 (0,944-1,208) NI
P=0,2967
Activité d’ABCB1 0,518 (0,217-1,237) 0,372 (0,139-0,995)
P=0,1386 P=0,0488

NI : non inclus

Tableau 18 : Analyse statistique pour la survie sans maladie dans la population a cytogénétique normale sans FLT3/ITD ni
mutation de NPM1

iii. Survie globale

Les résultats sont montrés dans le tableau 19.

En analyse univariée, seuls I’age (p=0,0012) et I’activité d’ABCB1 (p=0,0046) avaient une

valeur pronostique.

Un modele d’analyse multivariée intégrant tous les paramétres avec un p inférieur a 0,2 a été
construit. Avec ce modele, seuls I’age (p < 0,001) et I’activité d’ABCBL1 (p = 0,004) étaient

des facteurs pronostiques indépendants.
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Les mutations de CEBPA et I’expression de BAALC n’avaient pas de valeur pronostique.

Tableau 19 : Analyse statistique pour la survie globale dans la population a cytogénétique normale sans FLT3/ITD ni

mutation de NPM1

Variable Univariée Multivariée
HR (intervalle) HR (intervalle)
P p
Age 1,045 (1,017-1,073) 1,049 (1,02-1,079)
P=0,0012 P=0,0008
Leucocytose 1,003 (0,997-1,0009) NI
P=0,3546
Existence d’une phase pré 0,732 (0,283-1,898) NI
leucémique P=0,5214
Mutation de CEBPA 1,505 (0,704-3,217) NI
P=0,2911
Expression relative de BAALC 1,063 (0,979-1,154) 1,031 (0,950-1,119)
P=0,1478 P=0,4632
Activité d’ABCB1 0,369 (0,185-0,736) 0,350 (0,171-0,715)
P=0,0046 P=0,004
NI : non inclus
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G. Pronostic global en fonction de FLT3/ITD et de I’activité d’ABCB1

i. Dans la population a cytogénétique normale

Comme les seuls facteurs pronostiques retrouvés pour I’OS dans la population a
cytogénétique normale étaient I’age, la présence de FLT3/ITD, et I’activité d’ABCB1, les
patients a cytogénétique normale ont été séparés en quatre groupes : présence de FLT3/ITD et
haute activité d’ABCB1 (2 patients) , présence de FLT3/ITD et faible activité d’ABCB1 (74
patients), absence de FLT3/ITD et haute activité d’ABCB1 (19 patients), et absence de
FLT3/ITD et faible activité d’ABCB1 (16 patients). L’OS a cingq ans a été estimée par la
méthode de Kaplan-Meier et comparée par le test du log rank (figure 7). Les deux patients
ayant a la fois une haute activité d’ABCBL et la présence de FLT3/ITD avaient un pronostic
tres défavorable. Les patients ayant & la fois une faible activité d’ABCBL1 et I’absence de
FLT3/ITD avaient un pronostic significativement plus favorable que les patients ayant soit la
présence de FLT3/ITD seule, soit une forte activité d’ABCBL1 isolée : OSa5ans =53+ 6 %

contre 21 + 9 % et 21 + 10 % respectivement (p=0,0001).

Survle globale

T Fableactvité JABCB1etFLT3ATD-
T 7 Fableactvie IABCB1 et FLTIATD+

"7 Haule activité ’ABCB1 et FLT3NTD-
" Haute activité 'ABCB1 et FLT3NTD +

Figure 7 : Survie globale en fonction de I'activité d'ABCB1 et de la présence de FLT3/ITD en cas de cytogénétique normale
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ii. Dans la population jeune a cytogenétique normale

Comme I’age était également un facteur indépendant pour I’OS dans la population a
caryotype normal, et que le probleme de I’allogreffe de CSH se pose essentiellement chez les
patients jeunes, une analyse similaire a été pratiquée chez les 70 patients agés de moins de 60
ans. Les courbes de survie sont montrées sur la figure 8. Les patients ayant a la fois une faible
expression d’ABCBL1 et I’absence de FLT3/ITD (45 patients) avaient un meilleur pronostic
(OS = 68 £ 7 %) que les patients avec seulement FLT3/ITD (n=12) ou les patients avec
seulement une forte activité d’ABCBL1 (n=12) : OS = 20 + 16 % et 36 + 14 % respectivement
(p = 0,0005). Le seul patient ayant a la fois la présence de FLT3/ITD et une haute expression

d’ABCB1 avait un pronostic tres defavorable.

Survle globale
|
—_
1
1
1

Faible activité TABCB1 et FLT3ATD -
T 7 Fableactivité ABCE1 et FLTIATD +

"7 Haute activité 'ABCB1 et FLT3NTD -
Haute activité dABCE1 et FLTINTD +

Figure 8 : Survie globale en fonction de I'expression d'ABCB1 et de la présence de FLT3/ITD dans la population jeune a

cytogénétique normale
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V- Discussion

De nombreuses altérations génétiques et moléculaires ont été décrites dans les LAM, et
peuvent étre utilisées comme marqueurs pronostiques, afin d’orienter, dés le diagnostic, les
choix thérapeutiques chez les patients, en particulier en cas de cytogénétique normale ou
intermédiaire. Méme si la valeur pronostique de certains de ces marqueurs, comme
FLT3/ITD, n’est plus discutée, celle d’autres marqueurs reste débattue. Par exemple, la valeur
des mutations simples de CEBPA, qui ont été récemment inscrites comme référence dans la
classification de I’OMS (1), n’a pas été retrouvée dans les études les plus récentes, et seules
les plus rares doubles mutations auraient un impact pronostique (86, 87). Ces différences entre
les études sont sans doute liées aux variations d’effectifs des populations, a leur hétérogénéité
et aux différences de traitements administrés, ou a d’autres causes, mais rendent difficiles

I’identification certaine de facteurs prédictifs de réponse aux traitements.

Par ailleurs la multiplication récente du nombre d’altérations moléculaires décrites rend de
plus en plus difficile, en pratique quotidienne, le choix des critéres a appliquer aux patients
pour décider de I’intensité des traitements. L’identification de facteurs pronostiques puissants
parmi les facteurs déja connus, ou de nouveaux facteurs plus larges englobant les précédents
parait indispensable. Dans la présente étude, nous nous intéressons particulierement a la
valeur de la fonctionnalité de la protéine ABCB1, et nous la comparons aux principaux
facteurs pronostiques moléculaires dont [I’utilisation est recommandée : présence de

FLT3/ITD, de mutations de NPM1 et de mutations de CEBPA.

A. Intérét de la sonde JC-1

Dans cette étude, la fonctionnalité d’ABCBL a été évaluée en utilisant la sonde JC-1, et la
ciclosporine comme modulateur d’activité. Bien que moins utilisée que d’autres tests

d’ABCB1, comme par exemple le test a la rhodamine 123, cette méthode présente de

70



nombreux avantages. Elle est en effet simple a appliquer en routine, en cytométrie de flux,
trés reproductible, et trés sensible (129, 153). Méme si I’utilité de la sonde JC-1 n’a été pour
I’instant démontrée que comme test de I’activité d’ABCB1, une étude récente suggére qu’elle
pourrait refléter I’activité globale d’ABCB1 et d’autre membres de la famille des protéines
ABC, dont le r6le dans les LAM a déja été décrit ou non, comme par exemple ABCG1,
ABCG2 (BCRP), ABCA2 ou ABCB6 (149). De plus, la plupart des tests d’activité d’ABCB1
couramment pratiqués n’ont jamais totalement démontré leur spécificité, en raison de
I’absence d’étude pratiquée sur I’ensemble des pompes ABC. Le caractére de test fonctionnel
global de la famille des protéines ABC renforcerait I’intérét d’évaluer avec la sonde JC-1 tous

les nouveaux patients atteints de LAM.

B. Relations entre ABCBL et les autres marqueurs

Dans notre étude, les parametres associés a une forte activité d’ABCBL sont les suivants : une
expression plus élevee de BAALC et de CD 34, une fréquence plus basse de mutations de

NPM1, ainsi qu’un compte leucocytaire initial plus bas.

L’expression plus forte des protéines ABC dans les cellules souches hématopoiétiques
normales et leucémiques (exprimant le CD 34) est une donnée bien connue, et les tests
fonctionnels d’efflux (test au Hoechst 33342) peuvent méme aider a la définition des CSH
(119, 154). Comme déja dit, ces protéines ont probablement un réle de protection des CSH

contre les xénobiotiques.

Les liens entre BAALC et ABCB1 n’ont quasiment pas été étudiés. Dans la littérature, on
retrouve une seule étude de profils d’expression génique, qui montre, en cas de haute
expression de BAALC, une plus haute expression de CD 34 et d’ABCB1 (92), sans que la
fonctionnalité d’ABCB1 n’ait été étudiée. Par ailleurs, dans la méme étude, une haute

expression de BAALC est associée a une fréquence plus faible de mutations de NPM1. De
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plus, les LAM avec mutations de NPM1 sont connues pour avoir une plus faible expression
membranaire de CD 34 (155). Enfin, une autre étude de profil d’expression chez les sujets
agés de plus de 60 ans retrouve une plus faible expression d’ABCB1, d’ABCG2, de CD 34 et
de BAALC en cas de mutation de NPM1 (156). Les données de notre étude confirment bien
une association entre ABCB1 (haute fonctionnalité), expression de CD 34, haute expression
de BAALC et absence de mutation de NPML1. Il est intéressant de noter que, dans la littérature,
chacun de ces parameétres, pris de maniére indépendante, a été associé a un pronostic
défavorable. On pourrait postuler a I’existence d’un profil génétique de LAM « bloquées a un
stade plus précoce de maturation », associant I’ensemble de ces caractéristiques, et présentant

une plus forte résistance a la chimiothérapie.

De maniére intéressante, dans notre étude, bien que les mutations de NPM1 aient, en analyse
univariée, un impact significatif sur la survie chez les patients a cytogénétique normale, celui-
ci disparait en analyse multivariée, quand la fonctionnalité d’ABCB1 est intégrée au modele.
On pourrait donc postuler qu’une partie de I’impact des mutations de NPM1 décrit dans la
littérature est liée a I’association de ces mutations avec une plus faible activité d’ABCBL. Les
relations entre NPML1 et les protéines ABC devront étre étudiées de maniére approfondie pour

comprendre ces associations.

L’association d’une forte expression d’ABCB1 et d’un compte leucocytaire bas a deja été
décrite, bien que non retrouvee par toutes les études (157). Nous confirmons I’association
d’une haute fonctionnalité d’ABCB1 a un compte leucocytaire plus bas. Ceci pourrait étre
expliqué par I’avantage de survie acquis par les cellules exprimant ABCB1. On peut en effet
postuler que, du fait de ce mécanisme de protection contre les agressions, une haute capacité
de prolifération est moins nécessaire a la survie de la population tumorale. Une autre cause
pourrait étre le faible taux de FLT3/ITD en cas de forte activité d’ABCB1. En effet, les LAM

porteuses de FLT3/ITD sont connues pour avoir un compte leucocytaire initial plus élevé.
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L’absence quasi compléte de FLT3/ITD dans la population avec une forte activité d’ABCB1

pourrait donc partiellement expliquer un compte leucocytaire initial plus bas.

C. Intérét pratique de I’étude de la fonctionnalité d’ABCB1

Dans notre étude, environ 20 % des patients ont une forte activité d’ABCB1, et la proportion
est la méme en cas de cytogenétique normale. Dans cette derniére population, I’activité
d’ABCBL1 est un des seuls facteurs pronostiques indépendants pour la survie, en plus de I’age
et de la présence de FLT3/ITD. De plus, les patients ayant ala fois une faible activite
d’ABCBL1 et I’absence de FLT3/ITD ont un pronostic plus favorable que les autres patients.
Du fait de sa fréquence relativement élevée, de son impact pronostique, de son absence de
corrélation avec FLT3/ITD, et de la réalisation facile en pratique du test avec la sonde JC-1, la
fonctionnalité d’ABCBL1 parait donc un candidat idéal comme marqueur d’évaluation du
pronostic des patients au diagnostic. Ces données nécessitent d’étre confirmées par une étude
prospective plus large, mais il parait raisonnable de proposer qu’un test de fonctionnalité
d’ABCBL1 avec la sonde JC-1 soit pratiqué systématiquement chez les patients atteints de
LAM. La fonctionnalité d’ABCB1, associée a I’age et a la présence de FLT3/ITD pourrait étre
a la base d’un systeme de classification pronostique des patients au diagnostic. L’ impact de
I’allogreffe de CSH en fonction de la présence de FLT3/ITD et de I’activité d’ABCBL1 devrait

également étre étudié.

Enfin, si on s’intéresse a la population considérée habituellement comme de pronostic
intermédiaire, c'est-a-dire, les patients a cytogénétique normale, sans mutation de NPML1 ni
FLT3/ITD, et chez qui I’attitude thérapeutique optimale, et notamment la place de I’allogreffe
de CSH, est trés discutée, I’expression d’ABCBL1 reste, dans notre étude, le seul facteur
pronostic indépendant en plus de I’age. Méme si les résultats dans ce sous-groupe doivent étre

tempérés par un faible effectif de patients, le caractére hautement significatif de la
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fonctionnalité d’ABCBL sur le pronostic, en I’absence d’influence des autres facteurs testés,
démontre la place essentielle qu’un tel test devrait prendre dans I’établissement d’une
classification pronostique des LAM. La encore, les résultats doivent étre confirmés sur une
série plus large et de maniére prospective, et I’'impact de I’allogreffe de CSH doit étre établi

avant de pouvoir utiliser en pratique le test JC-1 dans les décisions thérapeutiques.

D. Facteurs pronostiques

Dans notre étude, les facteurs pronostiques pour I’OS dans la population générale sont I’age,
le caryotype, la présence de FLT3/ITD et la fonctionnalit¢ d’ABCB1. Contrairement a
d’autres études, qui ne prennent pas en compte la fonctionnalit¢ d’ABCB1, nous ne
retrouvons pas de valeur pronostique indépendante du statut mutationnel de NPM1, malgré
une forte tendance, ni des mutations de CEBPA ou de I’expression de BAALC. De méme, dans
la population a caryotype normal, NPM1, CEBPA et BAALC n’ont pas de valeur pronostique
indépendante. Une partie de ces résultats pourrait étre expliquée par le relativement faible
effectif de patients inclus dans I’étude, et par le manque de puissance statistique qui lui serait
lie. Le caractere tres peu significatif sur le pronostic de ces différents marqueurs (avec des
valeurs de p supérieures a 0,2) dans notre analyse statistique, malgré la forte significativité
retrouvée d’autres facteurs irait contre cette hypothese. Comme déja discuté dans la partie
précédente, une autre explication concernant I’absence d’impact des mutations de NPML1 et de
I’expression de BAALC serait les liens entre ces protéines et I’expression et/ou I’activité
d’ABCB1, en postulant qu’une forte activite d’ABCB1 serait en partie responsable du

mauvais pronostic associé a ces marqueurs.

Il est a noter, de plus, que quelques études ne retrouvent pas d’impact pronostique a NPM1
(74, 76), et que cet impact disparait quand les mutations de NPM1 sont associées a FLT3/ITD

(69). Par ailleurs, il a été reporté que, parmi les patients porteurs de mutations de NPM1, le
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sous-groupe porteur de mutation surajoutée d’IDH1 ou d’IDH2 avait un pronostic défavorable
(158). De maniere intéressante, une étude de profil d’expression génique a démontré que les
mutations d’IDH2 étaient associées a une surexpression d’ABCB1 (96). Nous pouvons de
nouveau faire I’hypothése qu’une partie des effets délétéres des mutations d’IDH2 serait liée a
cette surexpression, et que I’association mutations de NPM1, mutations d’IDH, et
surexpression d’ABCB1 pourrait expliquer I’absence d’impact des mutations de NPM1 chez
nos patients. Les mutations d’IDH n’ont pas pu étre étudiées chez nos patients, et I’effectif de
patients porteurs de mutation de NPM1 sans FLT3/ITD est trop faible pour en tirer une
conclusion significative. Les relations précises entre NPM1, IDH et ABCBL1 devront étre plus

largement étudiées.

Dans notre étude, nous ne retrouvons pas d’impact pronostique des mutations de CEBPA, ni
dans la population générale, ni, contrairement aux précédentes études de la littérature, dans la
population a caryotype normal. Plusieurs explications sont possibles. La premiére est liée a
notre methode de détection des mutations. En effet, avec cette technique reposant sur la
mesure de la longueur des fragments du géne CEBPA, nous pouvons seulement repérer les
mutations par insertion ou par délétion de bases, mais pas les mutations par substitutions. Ces
derniéres mutations représentent entre 5 et 15 % des mutations décrites de CEBPA dans les
LAM. De plus, il existe des polymorphismes de CEBPA avec insertion de plusieurs paires de
bases, qui ont pu étre considérés, avec notre technique, comme des mutations. Si certains
auteurs recommandent, afin de permettre une détection de toutes les mutations, de compléter
par un sequencage complet du géne (159), la sensibilité de notre technique a cependant été
évaluée a 93 % (160). La confirmation de la présence de mutations par sequencage n’a pas eté
réalisée pour I’instant. Une seconde explication possible a I’absence d’impact des mutations
de CEBPA sur nos patients, serait que nous nous sommes intéressés seulement aux mutations

simples de CEBPA, et non aux doubles mutations. Or, dans de récentes études, seules ces
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doubles mutations auraient en fait un impact pronostique (86, 87). Du fait du nombre trés
faible de patients porteurs de double mutation de CEBPA dans notre étude (8 patients, soit
moins de 4 % de la population totale), nous n’avons pas considéré ces doubles mutations dans

I’analyse statistique.

E. ABCB1 comme cible thérapeutique dans la LAM

Du fait de I’explosion, ces dernieres années, du nombre des marqueurs moléculaires, et des
succes trés limités obtenus, en pratique clinique, avec I’utilisation d’inhibiteurs d’ABCBL1 (39,
40, 161), I’évaluation de I’activité d’ABCB1 a été moins pratiquée. Néanmoins, il est a noter
que, dans une étude de phase 3, et quand les patients étaient stratifies selon I’activité
d’ABCBL1, un clair avantage a I’administration d’un inhibiteur (quinine) a été retrouvé (39).
De plus, dans une étude utilisant la ciclosporine, un modulateur plus large de la famille des
protéines ABC, un avantage a également été demontre (38), contrairement a la majorité des
études utilisant des inhibiteurs plus spécifiques d’ABCB1, comme par exemple le PSC833
(41). Comme la sonde JC-1 pourrait évaluer I’activité regroupeée des protéines ABC, et qu’une
haute fonctionnalité a été retrouvee chez 20 % des patients, il pourrait étre utile, dans le futur,
de réévaluer I’impact de I’utilisation d’un inhibiteur large spectre des protéines ABC, en cas

de forte activité, évaluée par cette sonde.

Enfin, une autre solution pour dépasser le probleme de la chimio-résistance liée aux protéines
ABC serait le développement d’autres drogues pouvant se substituer aux anthracyclines,
efficaces contre la LAM, et qui ne seraient pas des substrats des protéines ABC, comme par

exemple I’Amonafide -L-malate (162).
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V-

Conclusion

Pour la premiére fois, nous avons montré dans cette étude, que, dans les leucémies aigués
myéloides, une forte activité de la protéine ABCBL est associée a une haute expression de
BAALC, et a I’absence de mutation de NPM1. De plus, malgré I’apparition des nouveaux
marqueurs moléculaires couramment utilisés, cette activité, évaluée au diagnostic, reste un
facteur pronostique majeur pour la survie apres un traitement intensif, avec une
association indépendante d’un fort niveau d’activité a un pronostic défavorable,

notamment chez les patients a cytogénétique normale.

De plus, dans notre étude, cette activité reste, chez les patients a caryotype normal, le seul
facteur pronostique, avec la présence de duplication de FLT3 et I’age. Les patients
associant une faible activité d’ABCB1 a I’absence de duplication de FLT3 ont une

probabilité de survie nettement supérieure a celle des autres patients.

Du fait de la frequence relativement élevée d’une haute activité d’ABCBL, et de cette
valeur hautement pronostique, nous pensons que I’activité d’ABCB1 devrait étre évaluéee
systématiquement chez les patients atteints de LAM au diagnostic, dans le but de guider
les choix thérapeutiques. Cette attitude doit étre évaluée dans le cadre d’études

prospectives plus larges.
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Annexe 1 : classification OMS des LAM (2008)

1) LAM avec anomalies génétiques recurrentes
a. LAM avec translocations ou inversions chromosomiques récurrentes
I. Translocation (8;21)(g22 ;q22)
ii. Inversion (16)(p13.1922) ou translocation (16;16)(p13.1;q22)
iii. Translocation (15;17)(q22;912)
iv. Translocation (9;11)(p22 ;g23)
v. Translocation (6;9)(p23 ;q34)
vi. Inversion (3)(g21926.2) ou translocation (3;3)(q214 ;926.2)
vii. Translocation (1;22)(p13 ;q13)
b. LAM avec mutations de genes
i. Entité provisoire : LAM avec mutation de NPM1
ii. Entité provisoire : LAM avec mutation de CEBPA
2) LAM secondaire aux myélodysplasies
3) LAM secondaire aux traitements (chimiothérapie et radiothérapie)
4) LAM sans autre spécificité
a. LAM avec différenciation minimale

b. LAM sans maturation

c. LAM avec maturation

d. LA myélomonocytaire

e. LA monoblastique et monocytaire
f. LA érythroide

i. Leucémie érythroide pure
ii. Erythroleucémie, avec composant érythroide et myéloide
LA a différenciation mégacaryoblastique
LA a différenciation basophilique
i. Panmyélose aigué avec myélofibrose
5) Sarcome myéloide
6) Proliférations myéloides en rapport avec un syndrome de Down
a. Anomalie transitoire de la myélopoiese
b. LAM associee au syndrome de Down

7) Leucémie a cellules dendritiques plasmacytoides
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8) LA de lignée ambigué

o

-~ o o o

LA indifférenciée

LA biphénotypique avec t(9 ;22)(q34 ;q11)

LA biphénotypique avec t(v ;11g23) : réarrangement de MLL
LA biphénotypique B / myéloide

LA biphénotypique T / myéloide

Entité provisoire : Leucémie/lymphome lymphoblastique & NK

79



Annexe 2 : Classification franco-ameéricaine et britannique (FAB) des LAM

1) LAM 1: LAM sans maturation
a. Proportion de blastes medullaires supérieure a 30 % des cellules nucléees
b. Proportion de cellules granuleuses en cours de maturation inférieure a 10 %
dans la moelle osseuse
2) LAM 2 : LAM avec maturation granuleuse
a. Proportion de blastes medullaires supérieure a 30 % des cellules nucléées
b. Proportion de cellules granuleuses en cours de maturation supérieure a 10 %
dans la moelle osseuse
c. Proportion de cellules monocytaires inférieure a 20 % dans la moelle osseuse
3) LAM 3: LAM a promyélocytes
a. Proportion de blastes médullaires supérieure a 30 % avec présence de corps
d’Auer en fagots
b. Présence de promyélocytes anormaux
4) LAM 4 : LAM myélomonocytaire
a. Proportion de blastes médullaires supérieure a 30 %
b. Proportion de cellules granuleuses en cours de maturation supérieure a 10 %
dans la moelle osseuse
c. Proportion de cellules monocytaires supérieure a 20 % dans la moelle osseuse
5) LAM 5 : LAM monoblastique
a. Plus de 80 % de cellules de lignées monocytaire dans la moelle
6) LAM 6 : Erythroleucémie
a. Proportion de cellules érythroides médullaires supérieure a 50 %
b. Proportion de blastes supérieure a 30 % des cellules non érythroides
7) LAM 7 : LA a mégacaryocytes
a. Proportion de blastes médullaires supérieure a 30 %
b. 50 % des blastes sont de lignée mégacaryocytaire
8) LAM 0 : LA indifférenciée
a. Proportion de blastes supérieure a 30 %
b. Absence de signe de différenciation des blastes

c. Présence de marqueurs myéloides en immunophénotypage
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Annexe 3 : Echelle d’activité de ’'ECOG

0 : Activité normale ; Capacité de réaliser toutes les activités réalisées avant le diagnostic.

1 : Persistance de I’autonomie. Géne dans I’activité physique prolongée. Capacité

d’effectuer un travail l1éger ou sédentaire (travail de bureau).

2 : Persistance de I’autonomie. Impossibilité d’effectuer un travail. Capacité de rester actif

plus de 50 % du temps d’éveil.

3 : Autonomie limitée. Impossibilité de passer plus de 50 % du temps d’éveil sans étre

assis ou couché au lit.

4 : Perte d’autonomie complete. Incapacité a passer toute la journée en dehors du fauteuil

ou du lit.

5 : Decéde.
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Annexe 4 : critéres d’inclusion dans les protocoles AML 10 et AML 12 de ’TEORTC

Criteres d’inclusion :

1) LAM nouvellement diagnostiquée, quelque soit le type dans la classification FAB, a
I’exclusion des LAM 3.
2) Patient &ge de 15 a 60 ans.

Criteres de non-inclusion :

1) Patient antérieurement traité par chimiothérapie (a I’exception d’un traitement de
moins de sept jours par hydroxyurée), radiothérapie, ou par plus de sept jours de
corticothérapie.

2) Leucémie secondaire a un syndrome myéloprolifératif chronique.

3) Leucémie secondaire a un syndrome myélodysplasique évoluant depuis plus de six
mois.

4) Affections intercurrentes séveres cardiaques (fraction d’éjection ventriculaire
inférieure & 50 %), hépatiques, rénales (bilirubine ou créatinine supérieures a trois fois
la valeur normale), pulmonaires, neurologiques ou psychiatrigques.

5) Autre pathologie maligne évolutive.

6) Infection non contrdlée.

7) Score a 4 sur I’échelle d’activité.

8) Condition psychologique, familiale, sociologique ou géographique pouvant intervenir

sur la compliance ou le suivi.
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Annexe 5 : critéres d’inclusion dans le protocole AML 13 de TEORTC

Criteres d’inclusion :

1) LAM nouvellement diagnostiquée, quelque soit le type dans la classification FAB, a
I’exclusion des LAM 3.

2) Patient &gé de 61 & 80 ans.

3) Score a 2 ou moins sur I’échelle d’activité.

4) Fonction cardiaque normale.

Criteres de non-inclusion :

1) Antécédent de chimiothérapie.

2) Affections intercurrentes séveres cardiaques (fraction d’éjection ventriculaire gauche
inférieure a 50 %), hépatiques, rénales (bilirubine ou créatinine supérieures a deux fois
la valeur normale), pulmonaires, neurologiques ou psychiatriques.

3) Autre pathologie maligne évolutive.

4) Leucémie myéloide chronique en crise blastique.

5) Infection non contrélée.
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