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Liste des abréviations

ADCC : antibody-dependant cell-mediated cytotoxicity
ADN : acide désoxyribonucléique

APRIL : a proliferation-inducing ligand

ARN : acide ribonucléique

ASO-PCR : allele-specifique-oligonucleotide polymerase chain reaction
ATM : ataxia telangiectasia mutated

BAFF : B-cell activated factor

BCL2 : B-cell ymphoma 2

BCR : B-cell receptor

BIRC3 : baculoviral IAP repeat containing 3

B-PLL : leucémie prolymphocytaire B

BTK : Bruton tyrosine-kinase

CDR3 : complementarity determining region 3

CHG : centre hospitalier général

CHU : centre hospitalieruniversitaire

CMF : cytométrie en flux

CMV : cytomégalovirus

CRBN : cereblon

CSH : cellule souche hématopoiétique

CXCR4 : CXC-chemokine receptor 4

DLEU?2 : deleted in lymphocytic leukemia 2

EOT : end of treatment pour fin de traitement

ERIC : European Reseach Initiative on CLL

FBXW?7 : F-box and WD repeat containing protein 7
FCM : Fludarabine, cyclophosphamide, mitoxantrone
FDG : fluorodésoxyglucose

FGF : fibroblast growth factor

FISH : fluorescence in situ hybridation

GC : germinal center

GVL : effet greffon contre leucémie

HLA : human leucocyte antigen

HR : hazard ratio

ICT : immunochimiothérapie

IGVH : géne codant pour la partie variable de la chaine lourde des immunoglobulines
IKZF1 : Ikaros Zinc Finger Protein 1

IKZF3 : Ikaros Zinc Finger Protein 3

IRAK1 : IL-1 receptor- associated kinase 1

IRF4 : interferon regulatory factor 4

IWCLL : international workshop on chronic lymphocytic leukemia
KIR : killer inhibitory receptor

LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules

LBM : lymphocytose B monoclonale

LCM : lymphome a cellules du manteau

LL : lymphome lymphocytique

LLC : leucémie lymphoide chronique



LRP4 : lipoprotein receptor-related protein 4

MDACC : MD Anderson Cancer Center

miRNA : ARN microscopique

MRD : minimal residual disease ou maladie résiduelle minime
MYD88 : myeloid differentiation primary response 88
NFkB : nuclear factor kappa B

NFKBIE : NF light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor-¢
NGS : next-generation sequencing

NK : natural killer

OS : overall survival (survie globale)

PAMP : pathogen-associated molecular patterns

PCR : polymerase chain reaction

PFS : progression-free survival (survie sans progression)
PI3K : phosphatidyl-inositol-3-kinase

PLCG2 : phospholipase C, isoforme gamma 2

RB : Rituximab-Bendamustine

RB1 : retinoblastoma 1

RC : réponse compléte

RCi : réponse compléte avec récupération hématologique incomplete
RCP : réunion de concertation pluridisciplinaire

RF : Rituximab-Fludarabine

RFC : Rituximab-Fludarabine-Cyclophosphamide

RP : réponse partielle

PNN : polynucléaire neutrophile

SF3B1 : splicing factor 3b subunit 1

SNP : single nucleotide polymorphism

SR : syndrome de Richter

STAT3 : signal transducer and activator of transcription 3
SUV : standardized uptake value

TEP : tomographie par émission de positons

TLR : Toll-like receptor

TP53 : tumor protein 53

VEGF : vascular endothelial growth factor

WES : whole exome sequencing

WGS : whole genome sequencing

ZAP-70 : zeta-associated protein 70
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1 Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC), leucémie la plus fréquente dans les pays
occidentaux (1), est une hémopathie lymphoide de bas grade. Si elle est majoritairement
sporadique avec peu de facteurs de risque reconnus, elle peut également s’inscrire dans le
cadre d’une famille présentant des antécédents de LLC ou d’autre lymphome non
hodgkinien.

Bien que dénommée leucémie lymphoide chronique, il s’agit d’'une hémopathie dérivant du
lymphocyte B mature. Cette dénomination tient a la lymphocytose constatée dans cette
maladie et étant un critere diagnostique : le diagnostic de LLC requiert au moins 5000
lymphocytes clonaux par mm? présentant des caractéristiques phénotypiques spécifiques et
persistant au moins 3 mois. La contrepartie exclusivement tumorale de la LLC est le
lymphome lymphocytique (LL), qui partage les mémes caractéristiques physiopathologiques
et évolutives que la premiere, et qui est regroupé avec elle dans une méme entité
nosologique (2,3).

Bien que présentant des caractéristiques phénotypiques singulieres et constantes, sous le
cadre nosologique de LLC sont regroupées deux types de maladies distinctes, selon leur
statut mutationnel pour le géne des chaines lourdes d’'immunoglobulines.

1.1 Epidémiologie

La LLC a une incidence estimée a environ 3,8 cas pour 100 000 habitants par an (1). Elle
atteint les hommes deux fois plus fréquemment que les femmes, et I'dge médian au
diagnostic est de 70 a 72 ans selon les études. Il est reconnu que 'origine ethnique influe sur
le risque de développer une LLC; ceci est particulierement bien documenté aux Etats-Unis
ou l'incidence est retrouvée la plus importante chez les caucasoides, et la plus faible chez les
patients d’origine asiatique ou d’Océanie (4).

1.1.1 Facteurs héréditaires

L’existence d’une susceptibilité génétique a développer une LLC est corroborée par plusieurs
données : les apparentés au premier degré de patients ayant une LLC ont un risque relatif de
développer eux-mémes une LLC évalué a 8,5 (5,6) ; de plus, les jumeaux monozygotes de
patients porteurs d’une LLC se voient plus souvent diagnostiquer eux-mémes des LLC que
leurs jumeaux dizygotes (7). Il est intéressant de noter que cette susceptibilité génétique aux
syndromes lymphoprolifératifs ne semble pas restreinte a la LLC dans la mesure ou les
apparentés au premier degré de patients porteurs d’une LLC ont également un sur-risque de
développer un autre lymphome indolent (5). Des polymorphismes nucléotidiques (SNP) sont
potentiellement impliqués dans ces formes familiales, et concerneraient notamment les
geénes IRF4 et BCL2, ou seraient responsables de la régulation négative des miRNA mir-15a et
mir-16-1. Une revue récente recense la plupart des SNP ayant un role dans la pathogenése
de la LLC (8).

1.1.2 Facteurs environnementaux

Un lien statistique a été mis en évidence entre le développement d’une LLC et le fait de vivre
et/ou de travailler dans une exploitation agricole, et plusieurs données suggérent que les
insecticides et herbicides (agent orange) augmenteraient le risque de LLC (9,10). Les autres
facteurs de risque identifiés dans la population occidentale sont les antécédents familiaux

14



d’hémopathie maligne (tous types confondus), certains facteurs environnementaux (métier
de coiffeur), la taille élevée et le fait d’avoir une sérologie positive pour I’'hépatite C. Certains
facteurs ont par ailleurs été retrouvés comme associés a un risque amoindri de développer
une LLC; il s’agit du terrain atopique, du fait d’avoir un antécédent transfusionnel,
I’exposition solaire importante et le fait de fumer (11).

1.2 Physiopathologie de la LLC
1.2.1 Altérations génétiques

1.2.1.1 Anomalies chromosomiques

Environ 80 % des malades porteurs de LLC ont une ou des anomalies chromosomiques
récurrentes permettant de stratifier le pronostic des patients — identification des anomalies
par FISH, sans prise en compte du statut mutationnel IGHV (12). Il s’agit essentiellement de
pertes ou de gains de matériel chromosomique ; les translocations réciproques sont plus
rares.

Les délétions 13q14 sont les anomalies chromosomiques récurrentes les plus fréqguemment
retrouvées (50-60 % des cas), sont généralement mono-alléliques et sont plus fréquemment
retrouvées dans les LLC IGHV mutées. Elles sont fréquemment retrouvées isolément, si bien
gue leur réle dans la pathogenése méme de la LLC est suspecté (d’autant que la délétion du
cluster DLEU2-mir-15-16 chez la souris reproduit un syndrome lymphoprolifératif B proche
de la LLC (13)). Elles sont en général associées a un bon pronostic, particulierement
lorsqu’aucune autre anomalie n’est détectée en FISH. La taille de la région délétée est
variable mais comprend constamment le cluster DLEU2-mir-15-16, qui régule I'expression de
protéines anti-apoptotiques ou impliquées dans le cycle cellulaire (TP53, BCL2 et CCND1
notamment). Le bon pronostic qui leur est associé n’est pas observé chez les patients chez
qui le locus du géne RBI1 fait partie de la région délétée (14). Notons que cette délétion n’est
pas exclusivement retrouvée dans la LLC puisqu’elle est récurrente dans d’autres
hémopathies lymphoides B matures telles que le lymphome du manteau (LCM), ou encore
dans des carcinomes (prostate, par exemple).

La trisomie 12 est retrouvée chez 16 % des patients (indépendamment du statut
mutationnel IGHV) et est associée a un pronostic intermédiaire. Son réle dans la pathogénie
de la LLC est inconnu. Les patients porteurs de cette anomalie ont une plus grande
propension a développer des cancers secondaires et des syndromes de Richter ; lorsque
cette anomalie est associée a une mutation de NOTCH1, son pronostic est moins favorable
(15). Elle serait mutuellement exclusive avec la dell7p mais souvent associée a d’autres
anomalies caryotypiques, qu’elles soient de bon (trisomies 18 et 19, t(14;18)) ou de mauvais
pronostic (t(14;19), t(8;14), del14q).

Les délétions 11¢g22-23 sont observées chez 18 % des patients et sont associées a un statut
IGHV non muté et a un syndrome tumoral important. Ces délétions sont hétérogenes mais
toujours de grande taille et comprennent classiquement les locus des génes ATM et BIRC3, le
premier codant pour une protéine ayant un roéle crucial dans la réponse cellulaire aux
dommages a I’ADN ; lorsque la zone délétée ne comprend pas ce locus, elle comprend celui
du géne BIRC3, codant une protéine inhibitrice de la voie NFkB alterne. Ces délétions sont
fréguemment mono-alléliques et non systématiquement associées a une mutation de I'allele
complémentaire (36 % de mutations du géne ATM restant, 5 % du gene BIRC3, suggérant
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une haplo-insuffisance a I’état mono-allélique). Cependant des délétion bi-alléliques ont été
associées a un pronostic plus défavorable en termes de survie globale (16). Les cellules de
LLC avec délétion 11q sont sujettes a une instabilité génétique importante et a des
anomalies caryotypiques additionnelles, ainsi qu’a une chimiorésistance plus élevée. Dans le
cadre particulier de I’étude de la maladie résiduelle (MRD), la présence d’une délétion 11q
est associée a une remontée plus rapide de la MRD aprés fin de traitement par
immunochimiothérapie (17).

Les délétions 17p13 sont retrouvées dans 7 % des LLC au diagnostic, plus fréquemment dans
les formes IGHV non mutées. Elles sont, comme dans tous les cancers connus pour cette
délétion caractérisée par la perte du gene TP53, associées a un mauvais pronostic. A la
rechute elles sont beaucoup plus fréquentes, expliquant la chimiorésistance plus importante
dans ce cas de figure (30 % des cas en rechute, et 50 % des cas en situation réfractaire). Il est
retrouvé une inactivation de TP53 sur le second alléle par mutation de maniére trés
fréquente (80 %). Cependant cette mutation complémentaire n’est pas indispensable pour
qgue la délétion 17p confere un pronostic défavorable a la maladie ; ceci témoigne d’un effet
dominant négatif de la del17p sur le second alléle. De plus, la présence de mutations sous-
clonales de TP53 sans délétion 17p a été rapportée de maniere récurrente et confere
également un pronostic défavorable (18). La del17p et/ou la mutation TP53 est associée a
une instabilité chromosomique importante car la protéine TP53 permet normalement la
réparation de I’ADN et l'induction d’apoptose des cellules endommagées. L'arrivée des
nouveaux médicaments de type inhibiteurs du BCR et de BCL2 a permis d’amoindrir I'impact
pronostique négatif de la del17p dans la LLC, sans pour autant I'effacer completement.

D’autres anomalies récurrentes sont décrites dans la LLC, comme la délétion 6q (6 % des
cas), le gain 2p (7-10 % des cas), et de maniére plus rare les trisomies 18 et 19, le gain 8924,
la délétion 8p, la délétion 14q ou les réarrangements impliquant le locus d’IGH (voir ci-
dessous).

Un caryotype complexe est défini par la présence d’au moins 3 anomalies caryotypiques,
mais cette définition va sans doute évoluer pour inclure au moins 5 anomalies. Sa présence
est associée a un pronostic défavorable, y compris chez les patients présentant une délétion
13q isolée en FISH et chez les patients IGHV mutés (19-22). Le caryotype complexe est
associé a un temps jusqu’a premier traitement raccourci. Son impact pronostique
défavorable est également retrouvé chez les patients traités par I'ibrutinib, peut-étre moins
avec R-Idelalisib, mais de telles données sont préliminaires, et méme absentes pour ce qui
concerne les inhibiteurs de BCL2 (23,24).

Des échanges de matériel chromosomique sont également retrouvés de maniére plus rare
mais néanmoins récurrente dans la LLC. D’'une maniére générale, la présence d’une
translocation est associée a un moins bon pronostic que son absence (25). Il existe plusieurs
translocations impliquant le locus IGH (26), comme ceci est constaté dans d’autres
hémopathies lymphoides B. Les plus fréquentes sont les suivantes (27) :
e Lat(14;18)(g32;921) de type IGH-BCL2. Cette translocation est retrouvée dans moins
de 2 % des LLC, exclusivement chez des patients IGHV mutés et est associée a un
pronostic favorable.

16



e la t(14;19)(932;q13) de type IGH-BCL3 est de pronostic défavorable avec un sur-
risque de développer un syndrome de Richter (28).

e Lat(8;14)(q24;932) de type IGH-MYC. Ces patients représentent 0,2 % des cas de LLC
et présentent un taux de pro-lymphocytes plus élevé et un pronostic plus sombre
gue les patients ne présentant pas cette anomalie (29,30).

e D’autres comme la t(2;14)(p12;q32) de type IGH-BCL11A, la t(6;14)(p21;q32) de type
IGH-CCND3 ou la t(7;14)(q21;932) de type IGH-CDK6. Ces anomalies seraient
associées a un pronostic défavorable (31).

1.2.1.2 Mutations ponctuelles

L'avenement récent des techniques de séquencage du génome ou de I'exome dans leur
intégralité (respectivement WGS pour whole genome sequencing et WES pour whole exome
sequencing) a permis de déterminer avec précision le taux mutationnel de la LLC. On estime
actuellement qu’il existe entre 10 et 30 mutations non silencieuses par patient (un peu plus
fréquentes dans les LLC IGHV mutées), un chiffre a peu pres similaire a ce qui est constaté
dans les leucémies aigués, mais moins important que ce qui est observé dans d’autres
hémopathies lymphoides B (lymphome B diffus a grandes cellules ou LBDGC, lymphome de
Burkitt, myélome multiple), et nettement inférieur a ce qui est observé dans les tumeurs
solides. Au total, environ 3000 génes ont été retrouvés mutés dans la LLC. Les mutations les
plus fréquemment observées concernent les genes TP53, SF3B1 et NOTCHI. Les études de
WGS et WES ont permis de déterminer I'impact pronostique de certaines associations de
mutations (double ou triple hit) (32). Les mutations récurrentes les plus fréquentes sont
détaillées ci-dessous.

Mutations de la voie NOTCH. Les mutations de la partie codante de NOTCH1 sont des
mutations activatrices retrouvées dans environ 10 % des LLC, beaucoup plus fréquemment
dans les formes IGHV non mutées ; par contre, 40 % des LLC avec trisomie 12 présentent une
mutation de NOTCH1, et cette association constituerait un facteur de risque important de
syndrome de Richter. Les patients ayant une mutation de NOTCH1 ont un pronostic
défavorable, et I'adjonction d’un anti-CD20 a une chimiothérapie ne semble pas avoir
d’impact sur le taux de réponse dans ce sous-groupe de patients dont les cellules montrent
une moins forte expression membranaire de CD20 (33,34). Notons que certaines mutations
de la partie 3’ non transcrite du gene NOTCH1 ainsi que des mutations de FBXW?7 ont été
retrouvées de maniere récurrente chez des patients avec une LLC ne présentant pas de
mutation de NOTCH1, suggérant que la voie NOTCH est importante dans la pathogenése de
cette maladie (bien qu’elle demeure actuellement considérée comme passenger car ne
concernant souvent pas 100 % des cellules du clone).

Mutations de genes clé de la réparation de I’ADN. Il s’agit essentiellement des mutations
des genes ATM et TP53, détaillées ci-dessus. Dans les deux cas il s’agit de mutations
inactivatrices et la plupart du temps sous-clonales, associées a un mauvais pronostic. Il est
important de noter que les mutations de TP53 ont un pronostic défavorable quelle que soit
la taille du clone muté (18). Il a méme été montré un impact pronostique de la présence de
mutations de TP53 mises en évidence par NGS (35,36). Le niveau de mutation TP53 qui doit
faire choisir une thérapie ciblée est encore discuté, le seuil de 10 % est utilisé en pratique
courante.
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Mutations des acteurs de I’épissage des introns et du traitement de I’ARN. Les mutations
de SF3B1, dont I'impact pronostique est défavorable, sont les plus documentées. Elles sont
retrouvées dans environ 10 % des cas de LLC, plus souvent dans les LLC /IGHV non mutées. La
mutation K700E est la plus fréquente (50 % des mutations observées), mais toutes semblent
partager une modification de I'interaction entre la protéine SF3B1 et les ARNm. Par ailleurs,
d’autres éléments du spliceosome ou du traitement de I’ARN ont été retrouvés mutés de
maniére récurrente dans la LLC, mais de maniére moins fréquente.

Lésions génétiques activant la voie NFkB. On recense :

e Les inactivations de BIRC3 (par délétion ou par mutation tronquant le géne),
conduisant a une activation constitutive de NFkB par défaut d’ubiquitinylation de
MAP3K14, et qui sont retrouvées de maniere plus importante dans les LLC résistantes
a la fludarabine (associées a un mauvais pronostic).

e Les mutations de MYDS88. Il s’agit essentiellement de la mutation L265P qui est trés
fréquente dans les maladies de Waldenstrom (et dans une moindre mesure dans les
LBDGC de phénotype ABC). Dans la LLC, elle est retrouvée chez des patients jeunes
dans 5 % des cas environ, et trés majoritairement chez des patients IGHV muté et/ou
présentant une délétion 13q (serait associée a un pronostic favorable). MYD88 est
une protéine impliquée dans la voie des TLR, et la mutation L265P augmente la
liaison entre MYD88 et IRAK1, activant de maniére anormale une cascade de
phosphorylations aboutissant a I'activation de nombreuses cibles, notamment STAT3
et NFxB.

e Les mutations inactivatrices de NFKBIE, empéchant ce dernier d’exercer son activité
de maintien des dimeres de NFkB hors du noyau, ce qui aboutit a 'augmentation de
la translocation nucléaire de NFkB.

Mutations conférant une résistance aux inhibiteurs du BCR : actuellement ont été mises en
évidence des mutations de BTK et de PLCG2 expliquant aprés 2 a 3 ans un échappement a
I'ibrutinib ; aucune mutation ne prédit la progression avec l'idelalisib.

D’autres mutations sont décrites, et concernent la voie WNT (WNT, B-caténine, MYC) ou
encore des mutations d’acteurs de la modification des histones.

1.2.1.3 Altérations des miRNA

Les plus fréquemment altérés sont mir-15a et mir-16-1 (dans 60 % des cas environ), par
délétion (del13q) ou régulation négative ; ces deux miRNA ciblent notamment BCL2 et MCL
et sont dérégulés dans certains cas familiaux de LLC (37). D’autres miRNA sont altérés de
maniére récurrente dans la LLC, aboutissant notamment a une augmentation de la
signalisation du BCR ou a une surexpression de TCL1A (lymphomagenése dans des modeles
de souris transgéniques).

1.2.1.4 Modifications épigénétiques

La LLC présente une hypométhylation globale associée a une hyperméthylation localisée, ce
qui est constaté dans de nombreux cancers. La méthylation présente également une
hétérogénéité intra-tumorale dans cette maladie, et la complexité de méthylation au niveau
individuel est corrélée avec un mauvais pronostic et des anomalies cytogénétiques
défavorables.
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1.2.2 Microenvironnement dans la LLC

La LLC est une maladie modeéle pour I'étude du microenvironnement et de son influence sur
le cours évolutif de celle-ci. Elle est considérée comme trées dépendante de ce
microenvironnement (Figure 1).

Les sites de prolifération de la LLC sont essentiellement les organes lymphoides secondaires,
comme cela a été démontré par une augmentation importante de la signalisation NFkB dans
les cellules de LLC issues de ganglions comparativement a celles issues de moelle osseuse ou
du sang (38) ; de maniere intéressante, cette augmentation de signalisation du BCR et
d’activation de la voie NFkB est encore plus marquée dans les clones de LLC /GHV non muté
(ce qui fait sens avec une plus grande capacité de ces LLC a proliférer).

Il existe dans les ganglions de LLC des « centres prolifératifs » au sein desquels les cellules
proliférent via des interactions bidirectionnelles avec des cellules non tumorales. Quel que
soit le statut mutationnel IGHV, les cellules de LLC sont soumises a une stimulation
chronique du BCR dans ces centres.

Les cellules stromales de ces centres prolifératifs ont un réle primordial pour attirer les
lymphocytes B et T vers leurs zones respectives. Alors que les cellules réticulaires
fibroblastiques attirent les cellules T, les cellules folliculaires dendritiques (FDC) attirent les
lymphocytes B des veinules endothéliales vers les zones B grace a la sécrétion de CXCL12 et
de CXCL13, dont les récepteurs (CXCR4 et CXCR5 respectivement) sont retrouvés a la surface
des cellules de LLC. Lorsque les cellules de LLC expriment la L-sélectine et I'intégrine CD49d,
leur migration de la veinule endothéliale vers le ganglion est facilitée, ce qui se traduit par
une prolifération plus importante et une progression plus rapide de la maladie. Les FDC
sécrétent également plusieurs cytokines favorisant la survie des cellules de LLC notamment
BAFF et APRIL, dont les récepteurs présents sur les cellules de LLC sont respectivement
BCMA et TACI.

Les NLC (nurse-like cells) sont des cellules d’origine monocytaire équivalentes aux TAM des
cancers solides (39). Elles participent a la progression de la maladie de plusieurs manieres :
en attirant les cellules de LLC par sécrétion de CXCL12 et de CXCL13, et en augmentant leur
survie par I'expression membranaire de BAFF et APRIL. Par ailleurs, elles peuvent présenter
des antigénes a des cellules de LLC de maniére T-indépendante, par exemple la vimentine et
la calréticuline qu’elles expriment a leur surface.

Les cellules T sont nombreuses mais peu fonctionnelles dans la LLC. Leur rOle dans la
prolifération de la LLC passe essentiellement par une évasion immune médiée par les
lymphocytes T régulateurs, ainsi que par un déséquilibre de la balance Th1/Th2 au profit de
ces derniers (40,41). Il est intéressant de noter que les cellules T CD4+ infiltrent les
pseudofollicules ganglionnaires de LLC et favorisent la croissance tumorale. L'importance
des cellules T in vivo dans la LLC a été démontré par des modeéles de greffe transgéniques a
des souris immunodéficientes, chez lesquelles la présence de cellules T CD4+ est
indispensable a la survie de cellules de LLC (42).

Les interactions se font également de la cellule de LLC vers les autres cellules du micro-

environnement, en attirant des cellules favorisant leur prolifération et en modifiant le milieu
a leur profit. On note par exemple la sécrétion de CCL3 et de CCL4 qui attire les lymphocytes
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T et les monocytes (ces derniers se différenciant par la suite en NLC), ou bien encore la
sécrétion de CCL12 et de CCL22, attirant des lymphocytes T régulateurs.

Il faut également noter que les cellules de LLC induisent des altérations fonctionnelles des
lymphocytes T CD4, notamment via la sécrétion d’IL6, d’IL10 et de TGFf. Ces altérations
induisent I'épuisement et I'anergie des lymphocytes T, et les CD4 voient leur nombre
augmenté dans les ganglions de LLC; les cellules T effectrices sont diminuées et présentent
une synapse immunologique déficiente. Une dysfonction des NK serait induite de la méme
maniere par les cellules de LLC (43,44).

Figure 1 : microenvironnement de la LL.C (centres prolifératifs), d’aprés (8).

1.2.3 Voie du BCR

Le BCR est composé d’une association entre un hétérodimére CD79A-CD79B et une
immunoglobuline de surface. Dans la LLC, il existe classiquement une co-expression d’IgM et
d’lgD (la présence d’'une commutation isotypique est trés rare et se fait principalement vers
une IgG) et I'expression de I'immunoglobuline de surface est moins importante qu’elle ne
I’est sur les cellules B normales. Le maintien d’'un BCR fonctionnel est nécessaire a la survie
des cellules de LLC (45) : apres pontage des immunoglobulines de surface, ’hétérodimere
CD79A-CD79B est phosphorylé, ce qui permet le déclenchement d’une cascade de
signalisation intracellulaire en aval, avec formation d’un signalosome comprenant
notamment BTK, SYK, PLCG2 et dont I'action est amplifiée par PI3K. La stimulation via des
antigenes exogénes ou endogenes joue un role important dans I'entretien de la stimulation
du BCR, et une stimulation réciproque des cellules de LLC entre elles (via leur CDR3) a méme
été mise en évidence dans certains cas (46).
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Si la stimulation antigénique chronique est nécessaire au maintien de la prolifération des
cellules de LLC, elle se fait selon des modalités différentes selon le statut mutationnel IGHV.
En cas de LLC mutée, la présence d’une réponse T-dépendante permet a la cellule de rentrer
dans le centre germinatif, et ainsi de procéder a I’hypermutation somatique. Dans les LLC
non mutées, les antigénes suspects d’induire la prolifération sont des antigenes non
protéiques qui présentent des épitopes répétés et induisent une réponse immunitaire T-
indépendante (d’ou Il'absence de passage par le centre germinatif et [|'absence
d’hypermutation somatique). Dans ce cas les Toll-Like-Receptor (TLR) exprimés par les
lymphocytes de LLC (notamment TLR9) vont étre activés suite a la reconnaissance de PAMP
ou de ligands endogenes, et induire la prolifération cellulaire. Les antigénes non protéiques
en question seraient des auto-antigenes (surtout chez les patients ayant un BCR stéréotypé
(47)) et des antigenes microbiens (via les TLR chez les patients ayant une mutation de
MYD8S).

Les antigenes responsables du développement de la maladie ne sont pas identifiés, méme si
certains BCR stéréotypés semblent interagir avec certains déterminants antigéniques. Il
parait cependant illusoire d’identifier des épitopes antigéniques activant spécifiquement le
BCR des différents subsets de LLC, car il a été démontré que les LLC non mutées présentaient
des BCR polyréactifs, soumis a de stimulations de faible intensité mais répétées.

La stimulation antigénique est entretenue de plusieurs manieres, notamment par une
modulation de I’expression membranaire de CXCR4 selon la stimulation du BCR (diminution
aprés stimulation dans les centres prolifératifs, puis ré-augmentation progressive lors du
séjour sanguin de la cellule, permettant sa réentrée dans le ganglion (48)) et par I'absence
de différenciation en cellules sécrétrices d’immunoglobulines (évitant une potentielle
neutralisation de I'antigene stimulant).

Il est intéressant de noter que le répertoire des immunoglobulines est biaisé : alors que les
possibilités d’'immunoglobulines différentes sont de I'ordre de 10° par le simple fait des
recombinaisons V(D)J, on retrouve dans la LLC jusqu’a 1 % de BCR identiques, et une
utilisation restreinte a quelques dizaines de VH ; en ce qui concerne le CDR3, le plus au
contact de I'antigene, il a été retrouvé identique dans 25 a 30 % des LLC, y compris sur des
cellules présentant des VH différents (49). Les BCR stéréotypés ont été regroupés en subsets
au sein desquels les patients partagent non seulement leur région CDR3 mais également des
caractéristiques évolutives (cf ci-dessous).

1.2.4 Déficit immunitaire dans la LLC

Le déséquilibre du systéeme immunitaire dans cette pathologie se traduit a la fois par une
immunosuppression et par des manifestations auto-immunes. En effet, le déficit
immunitaire présent explique le sur-risque de cancer des patients atteins de LLC, ainsi que
leur risque infectieux majeur ; ce risque infectieux, bien qu’aggravé par les traitements et
notamment les chimiothérapies, est présent dés le stade de lymphocytose B monocloncale
(LBM) et est donc intrinséque a la maladie (50). Les manifestations auto-immunes sont
essentiellement représentées par des cytopénies auto-immunes, bien que d’autres
manifestations aient été décrites (51).
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L'immunosuppression est avant tout représentée par une hypogammaglobulinémie médiée
par la sécrétion d’IL10 par les cellules T mais également par les cellules de LLC elles-mémes.
De plus, les cellules de LLC expriment PD-L1, ce qui participe a I'’épuisement des cellules T
effectrices exprimant PD-1.

1.2.4.1 Systeme immunitaire inné

De nombreux monocytes de patients atteins de LLC sont non-classiques (CD14+CD16++) et
présentent des défauts d’activité de présentation des antigenes et de production
cytokinique.

Un exceés de cellules NK d’activité cytotoxique amoindrie (par défaut d’expression du
corécepteur NKG2D, régulation positive de leur expression des KIR et suppression par les T
régulateurs) a également été décrit. Les autres parametres altérant potentiellement I'action
des NK sont la baisse du ratio cellule effectrice/cellule cible (diminution potentielle des
capacités d’Antibody Dependent Cell Cytotoxicity des NK), et I'expression de HLA-G par les
cellules de LLC (activation du récepteur KIR des NK).

1.2.4.2 Réponse immunitaire adaptative

La dysfonction lymphocytaire B se manifeste par une hypogammaglobulinémie, alors que la
dysfonction T est plus complexe. Dés les stades précoces de la LLC on constate la baisse d’au
moins une classe d’'immunoglobulines, qui lors de I'évolution de la maladie s’étend a toutes
les classes (IgA, IgG et IgM), avec un défaut particulierement marqué pour les IgG3 et 1gG4.
Cette hypogammaglobulinémie ne differe pas selon le statut mutationnel IGHV et est
responsable d’infections potentiellement séveéres surtout lorsqu’elle concerne les IgA et/ou
les IgG. L'efficacité vaccinale chez ces patients hypogammaglobulinémiques est faible et
seulement partiellement améliorée par I'utilisation de vaccins conjugués (témoignant de
I'altération de la réponse T helper associée).

De maniere tres précoce dans la LLC il existe une altération du répertoire T, et I’on sait que
les CD4 et les CD8 sont élevés dans la sang, avec une augmentation plus importante des CD8
(conduisant a une diminution du rapport CD4/CD8). Cette diminution relative du nombre de
CD4 pourrait étre due a leur recrutement dans les centres prolifératifs (52,53).

Les cellules T CD4 et CD8 des patients ayant une LLC présentent des altérations
fonctionnelles (particulierement marquées pour les fonctions helper) et des profils
d’expression génique différents de ceux constatés chez des sujets sains — concernant
essentiellement les genes de remodelage du cytosquelette et des fonctions cytotoxiques, ce
qui se traduit par une synapse immunologique déficiente par défaut de polymérisation des
filaments d’actine. De plus, la proportion de lymphocytes T régulateurs est augmentée dans
la LLC, ce qui participerait au déficit immunitaire observé en inhibant les Th17 (diminués
dans la LLC) (54,55).

Enfin, les cellules T des patients atteints de LLC sont qualitativement altérées, avec la
formation de synapses immunologiques peu fonctionnelles, et des capacités prolifératives
altérées ainsi qu’un phénotype d’épuisement comparable a celui observé dans les infections
virales chroniques (augmentation de I'expression de CD244, CD160, PD-1).

Les cellules T (CD4 et CD8) et les NK sont élevés au diagnostic de LLC (et de LBM) et voient
leur nombre diminuer avec I’évolution de la maladie. Une constatation semblable est faite
pour les Th17; le rapport Thl/Th2 est quant a lui élevé au stade précoce de la LLC et
diminue par la suite. Il y a donc toutes raisons de penser que cet état initial reflete une
réponse antitumorale « limitée » par les cellules de LLC et leur microenvironnement avec
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diminution des CD4, CD8, NK, Th17 au cours du temps, et diminution du rapport Th1/Th2
médiée par les lymphocytes T régulateurs (56).

1.2.4.3 Les lymphocytes T régulateurs

Ils sont présents en exces dans la LLC et sont plus suppresseurs que les T régulateurs de
sujets sains (41,57) ; leur nombre augmente avec I'évolution de la maladie. Ces cellules
sécrétent également de I'IL10. Il semblerait exister une balance Treg/Th17 dans la LLC, un
exces relatif de Treg favorisant la progression de la maladie alors qu’un excés relatif de Th17
serait observé dans des maladies de meilleur pronostic et plus volontiers associées a des
cytopénies auto-immunes (induites par les lymphocytes B polyclonaux) (40,58).

1.2.4.4 Les cellules de LLC, des lymphocytes B régulateurs ?

Les lymphocytes de LLC partagent de nombreuses caractéristiques avec les lymphocytes B
régulateurs, cellules capables d’inhiber la prolifération lymphocytaire T (et d’induire un
déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur de ces derniers) et de favoriser la production
de lymphocytes T régulateurs, ainsi que d’altérer la synapse immunologique.

Les points communs les plus importants sont leur faible expression d’IgM de surface, leur
sécrétion d’IL10 (en réponse a de nombreux signaux présents dans le mirco-environnement
ganglionnaire) leur expression de CD5, du marqueur mémoire CD27 dans les LLC IGHV
mutées, de CD1d (dans les cas de mauvais pronostic), de CD23, de CD24 ou de CD38. De
plus, la faible expression de CD20 et la capacité a sécréter du granzyme B apres stimulation
par de I'lL21 sont deux caractéristiques partagées par les cellules de LLC et les B régulateurs.
D’autres caractéristiques régulatrices (dont la présence dans la population B régulatrice
normale n’est pas établie) existent également au niveau des cellules de LLC (comme
I’expression de HLA-G).

1.2.5 Cellule d’origine et chronicité des mutations (Figure 2)

Si la cellule a I'origine de la prolifération lymphocytaire est toujours source de débat, il est
maintenant admis que les premiéres altérations génétiques et cytogénétiques surviennent
au niveau d’une cellule-souche hématopoiétique (CSH) pluripotente : en effet, la greffe de
CSH de patients porteurs de LLC a des souris immunodéficientes a permis d’observer le
développement de syndromes lymphoprolifératifs (59).

Cette CSH porterait des anomalies génétiques et épigénétiques l'orientant vers une
différenciation lymphocytaire B, avec expansion spontanée de progéniteurs B polyclonaux.
Par la suite, une stimulation antigénique T-dépendante (LLC /GHV mutées) ou T-
indépendante (LLC IGHV non mutées) permettrait I'expansion et la sélection de populations
B oligoclonales. La sélection clonale se poursuivrait alors en passant par les stades LBM puis
LLC. Au final, la contrepartie normale des cellules de LLC IGHV muté serait les lymphocytes B
mémoire CD5+CD27+ ayant procédé a I’"hypermutation somatique lors de leur passage dans
le centre germinatif ; celle des LLC /GHV non muté pourrait étre soit une cellule B CD5+CD27-
pré-centre germinatif, soit une cellule B mémoire T-indépendante. Quoi qu’il en soit, ces
cellules acquierent des anomalies surnuméraires et font I'objet d’'une sélection clonale
dépendante d’une stimulation antigénique, donnant naissance a une LBM puis a une LLC
(46).
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Figure 2 : physiopathologie de 1a LLC (cellule d'origine). Les éclairs représentent les 1ésions génétiques ou
épigénétiques supposées se présenter intialement dans la cellule souche hématopoiétique (CSH). TD pour
stimulation antigénique T-dépendante, TI pour stimulation antigénique T-indépendante. D’aprés (60).

L'association des études cytogénétiques a celles de WES et de WGS a permis de découvrir
une grande hétérogénéité sous-clonale dans la LLC (61,62). En effet si certaines anomalies
(telles que la trisomie 12, la délétion 13q ou la mutation MYD88) ont été identifiées comme
clonales (déja présentes au stade de LBM), on voit apparaitre par la suite des mutations
« driver » sous-clonales (persistent dans le sous-clone a partir de leur apparition, a la
différence des mutations « passenger »). Chez chaque patient co-existent plusieurs sous-
clones entrant en compétition au cours de l'évolution de la maladie. Les différents
traitements administrés aux patients sélectionnent de maniére darwinienne les sous-clones
les plus résistants. Ainsi a la rechute le clone dominant peut-il étre différent de celui présent
en pré-thérapeutique ; par contre si I'ensemble des sous-clones du patient ne présente pas
d’hétérogénéité en termes de chimiorésistance, la répartition des différents sous-clones
restera identique jusqu’a la rechute (sauf événement aléatoire conduisant a une nouvelle
mutation driver, voir Figure 3). Tous les traitements sont susceptibles de sélectionner des
sous-clones résistants (notamment les mutations TP53 en immunochimiothérapie, les
mutations de BTK et de PLCG2 sous ibrutinib ou encore les mutations des membres de la
famille BCL-2 sous venetoclax) (63,64).
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Figure 3 : évolution clonale dans la LLC. (A) le traitement a peu d'effet sur le clone majoritaire, et les
sous-clones se développent via I'acquisition de nouvelles lésions génétiques. (B) : le traitement éradique le
clone majoritaire, laissant la place a des sous-clones devenant a leur tour majoritaires. D pour mutation
driver, W&W pour watch and wait. D’aprés (65)

Cette sélection des sous-clones par le traitement explique que la présence d’une délétion
17p et/ou d’une mutation de TP53 est associée a une survie sans progression et globale plus
courte indépendamment de la taille du sous-clone présentant cette anomalie (Figure 4).

Figure 4 : exemple d'évolution clonale aprés traitement de la LLC par RFC. Initialement se développe une
grande diversité faite de nombreux sous-clones. Sous I’effet du RFC, sélection d’un clone muté TP53
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(rouge). Chaque traitement proposé a la rechute faconnera a sa facon I’architecture clonale de la maladie
(si chimiothérapie, persistance du clone TP53 muté majoritairement ; si traitement par ibrutinib, sélection
de sous-clones présentant une mutation de BTK ou de PLCG2 ; avec une autre thérapie ciblée, sélection
d’un sous-clone résistant par une mécanisme encore inconnu). D’aprés (66).

A la rechute aprés RFC par exemple, alors que la dell13q, la delllq et la trisomie 12 sont des
éléments stables par rapport a I’état pré-thérapeutique, les del17p et mutations TP53 voient
leur proportion augmenter significativement et d’autres mutations peuvent apparaitre,
concernant notamment SF3B1, POT1 et ATM (61).

1.2.6 Dichotomie physiopathologique de la LLC selon le statut mutationnel IGHV (Figure 5)
La LLC peut étre divisée en deux catégories selon le statut mutationnel du gene IGHV, une
caractéristique définie par le degré d’homologie du gene des immunoglobulines avec la
lignée germinale (au moins 98 % d’homologie définissant les LLC non mutées, moins de 98 %
les LLC mutées). Les LLC non mutées dérivent par définition de cellules n’ayant pas transité
par le centre germinatif, et sont généralement plus agressives que les LLC mutées. Ces
dernieres présentent une hypermutation somatique témoignant de leur passage dans le
centre germinatif (et rarement une commutation de classe a été opérée dans ces cellules).
La valeur pronostique de ce statut mutationnel est établie depuis 1999 (67,68). Ce statut
mutationnel est dépendant du clone de LLC et est donc constant au cours de I'évolution de
la maladie, si bien qu’il peut étre déterminé a n’importe quel moment (69-71); ceci en fait
un marqueur pronostique trés robuste (72). Notons que les BCR stéréotypés sont plus
fréquents dans les LLC non mutées que dans les LLC mutées.

Au sein des deux groupes pronostiques définis sur la base de ce statut mutationnel,
I’évolution peut varier d’un patient a I'autre, et le fait d’avoir un BCR stéréotypé (un tiers des
patients) permet également la définition de groupes pronostiques selon les subsets ainsi
identifiés : le subset 4 présente une évolution indolente contrairement aux subsets 1 et 2,
associés a une évolution agressive. De plus I'acquisition des mutations somatiques dans les
LLC au BCR stéréotypé peut étre guidée par le stéréotype (73).

Cependant cette dichotomie n’est pas absolue : en effet, il a été mis en évidence un sous-
type de LLC présentant une chaine lourde mutée (97 % d’homologie avec la lignée
germinale) et une chaine légere IGLV3-21 non mutée (74,75). De plus certains subsets ont
une présentation dont I'agressivité est indépendante du statut mutationnel IGHV (76-78).
Enfin, les études de NGS semblent montrer la co-existence au niveau individuel de plusieurs
sous-clones pouvant présenter un degré de mutation somatique différent (79).

Si le statut mutationnel a une influence indéniable sur le pronostic des patients traités par
RFC (avec des survies sans progression [PFS] trés prolongées chez les patients IGHV muté
surtout lorsqu’ils atteignent une MRD négative en fin de traitement), une telle différence n’a
pour le moment pas été mise en évidence avec l'ibrutinib (24) (les seules différences
actuellement observées concernent la lymphocytose qui semble plus importante et plus
prolongée chez les patients IGHV mutés (80)). Les cellules de LLC non mutées seraient plus
sensibles a I'inhibition du BCR que les cellules de LLC mutées, expliquant I'absence de valeur
pronostique de ce statut chez les patients traités par inhibiteurs du BCR (81). Il a récemment
été suggéré que les mutations présentes dans les deux types de LLC étaient différentes,
expliquant leur différence en termes de pronostic (82).
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Figure 5 : dualité de la LLC selon le statut mutationnel IGHV. IGHV-UM CLL pour LLC non mutée
IGHV. IGHV-M CLL pour LLC mutée IGHV. D’aprés (60).

1.3 Diagnostic et pronostic

1.3.1 LLC et lymphocytose B monoclonale

Dans la plupart des cas, le diagnostic est évoqué devant la présence d’'une
hyperlymphocytose découverte fortuitement sur un bilan biologique. Les signes spécifiques
pouvant amener a faire un hémogramme sont la présence d’un syndrome tumoral, de signes
généraux, d’infections faisant évoquer une hypogammaglobulinémie, ou bien encore en cas
de cytopénie auto-immune (essentiellement anémie hémolytique auto-immune).

A I'examen cytologique du frottis sanguin, les cellules de LLC sont de petits lymphocytes
matures et monomorphes, de morphologie proche de celle des lymphocytes normaux. Elles
présentent un rapport nucléocytoplasmique élevé (> 90 %), un noyau arrondi et sans
encoche, une chromatine mature non nucléolée, un cytoplasme bleuté et sans granulation.
La présence d’'ombres nucléaires dites de Gumprecht est classique — noyaux nus
correspondant a des cellules altérées par une apoptose résultant de la réalisation du frottis
sanguin ; leur présence est liée a une faible expression de la vimentine et est tres évocatrice
de LLC. Certaines atypies peuvent parfois étre présentes, notamment une chromatine
mottée. Un contingent pro-lymphocytaire peut s’observer d’emblée ou au cours de
I’évolution de la maladie. En présence de plus de 55 % de pro-lymphocytes circulants, on
parle de leucémie pro-lymphocytaire B (B-PLL).
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Les criteres diagnostiques de la LLC ont été révisés en 2008 par I'lWCLL, et il est nécessaire
d’avoir au moins 5000 lymphocytes clonaux par mm? ayant un score de Matutes a au moins
4/5 et depuis plus de 3 mois pour porter ce diagnostic.

Le caractere clonal de la prolifération est affirmé par une monotypie kappa ou lambda. La
LLC présente certaines caractéristiques immunophénotypiques. On y retrouve une faible
expression de I'immunoglobuline de surface. On retrouve par ailleurs I'expression du CD5,
marqueur T également exprimé dans les LCM et dans environ la moitié des B-PLL. On
retrouve également une expression du marqueur d’activation CD23, ainsi qu’une diminution
de I'expression de FMC7 et de CD79b. Outre ces éléments permettant le calcul du score de
Matutes, il est a noter d’autres particularités phénotypiques des cellules de LLC : faible
expression membranaire de CD20 et de CD22, absence d’expression de CD10, expression de
ROR1 et de CD200, possibilité d’expression de CD25, CD38, CD43, CD200, CD71, CD11c. En
cas de score de Matutes a 3/5, I'expression de CD43, de ROR1 et de CD200 est évocatrice de
LLC (mais les patients sont généralement exclus des essais cliniques si le score de Matutes
n’est pas d’au moins 4/5).

Le lymphome lymphocytique partage les mémes caractéristiques physiopathologiques et
évolutives que la LLC, si bien que ces deux maladies sont regroupées au sein d’une méme
entité nosologique (2,3).

En cas de lymphocytose clonale chronique de Matutes a au moins 4/5 mais inférieure a 5
G/L et asymptomatique (sans syndrome tumoral et sans cytopénie par infiltration
médullaire), on parle de lymphocytose B monoclonale (LBM). En I'absence de LLC mais avec
un syndrome tumoral significatif, on parle de lymphome lymphocytique.

La LLC est constamment précédée par une phase de lymphocytose B monoclonale (LBM)
faite de lymphocytes clonaux présentant un phénotype de LLC, mais insuffisamment
nombreux pour faire porter ce diagnostic (on parle de LLC lorsqu’il existe plus de 5000
lymphocytes B clonaux par mm?, et/ou lorsqu’il existe une cytopénie liée a la prolifération
lymphoide). Le potentiel d’'une LBM a évoluer vers une LLC est estimé a 1 % par an et
concerne essentiellement les sujets ayant plus de 500 lymphocytes clonaux par mm?: il
s'agit des LBM high count, dont le répertoire IGHV est similaire a celui des LLC,
contrairement aux LBM low count comprenant moins de 500 lymphocytes clonaux par mm?
(83,84), dont le répertoire IGHV est différent et qui concernent 5 % des personnes d’origine
européenne ayant plus de 40 ans.

La biopsie ostéomédullaire, de pratique courante aux Etats-Unis ou en Australie, n’est pas
pratiquée en routine en Europe pour cette maladie. Si une biopsie ganglionnaire est
pratiquée (essentiellement en cas de lymphome lymphocytique), elle retrouve un aspect
d’infiltration diffuse par de petits lymphocytes matures avec des centres prolifératifs
(pseudo-follicules).

1.3.2 Pronostic

Le pronostic de la LLC est tres hétérogéne : alors que certains patients vont nécessiter une
intervention thérapeutique dés le diagnostic (avec parfois des maladies réfractaires a tout
traitement), d’autres ne seront jamais traités et décéderont de causes indépendantes.

De nombreux facteurs pronostiques ont été décrits, mais ont rarement été testés dans des
modeles multivariés. Une méta-analyse récente combinant les données de 8 essais cliniques
prospectifs randomisés utilisant de la chimiothérapie ou de I'immunochimiothérapie (ICT) en
premiere ligne a permis d’identifier la valeur pronostique indépendante de 5 facteurs en
termes de survie globale (OS): I'age, le stade clinique, la B2-microglobuline, le statut
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mutationnel IGHV et la délétion et/ou mutation de TP53 (72). D’autres scores ont été
élaborés a visée pronostique dans la LLC, dont la principale limite est I'analyse de données
de patients traités exclusivement par chimiothérapie ou ICT et I'absence d’intégration des
données récentes (biologie moléculaire, subsets).

La société francaise d’hématologie recommande la détection en pré-thérapeutique de
dell7p et delllq. La recherche d’une délétion 17p doit systématiquement étre assortie
d’une recherche de mutation de TP53 car ces deux anomalies ont une valeur pronostique
identique, et ce quelle que soit la taille du clone muté/délété (85).

1.3.2.1 Facteurs pronostiques cliniques

L’age est prédictif de survie globale de maniére indépendante, avec un seuil a 65 ans dans le
score CLL-IPI.

Des stades ayant un réle pronostique mais également utilisés pour guider les indications
thérapeutiques sont définis dans cette maladie ; il s’agit de la classification de Binet et de la
classification Rai, utilisées en Europe et aux Etats-Unis respectivement (Figure 6, Tableau 1,
Tableau 2). Ces deux classifications se basent sur la présence et I'importance du syndrome
tumoral ainsi que sur la présence de cytopénies (indépendamment de leur mécanisme). Ces
deux scores anciens (la classification de Binet a été élaborée en France dans les années 1980
sur moins de 100 malades) restent d’actualité en prédiction de survie (72,86,87).

Tableau 1 : classification de Binet

Stade Description
Stade A <3 aires ganglionnaires atteintes

Hb > 10 g/dL et plaquettes > 100 G/L
Stade B > 3 aires ganglionnaires atteintes

Hb > 10 g/dL et plaquettes > 100 G/L
Stade C Hb < 10 g/dL et/ou plaquettes < 100 G/L

Figure 6 : aires ganglionnaires de la classification de Binet
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Tableau 2 : classification de Rai, d’aprés (88)

Stade Description Pronostic
0 Forme médullo-sanguine pure Favorable
| Stade 0 avec adénopathie(s) Favorable
Il Stade 0/I avec hépatomégalie Intermédiaire

et/ou splénomégalie

1l Lymphocytose et anémie < 11 Défavorable
g/dL

\} Lymphocytose et thrombopénie < | Défavorable
100 G/L

1.3.2.2 Facteurs pronostiques biologiques

La B2-microglobuline, reflet de la masse tumorale, a la plus grande valeur avec un poids
pronostique indépendant en survie globale dans le score CLL-IPI (seuil a 3,5 mg/L). Elle a
également une valeur pronostique indépdendante avec deux seuils dans le score développé
par le groupe allemand sur des patients traités par chimiothérapie +/- anti-CD20 en
premiere ligne.

La valeur sérique de thymidine-kinase, bien que rarement pratiquée en routine, a une valeur
pronostique indépendante apres traitement de premiere ligne par chimiothérapie ou ICT.
Associée a d’autres facteurs, elle a également un pouvoir discriminant pour identifier les
patients stade A qui nécessiteront un traitement (87,89).

En cytométrie en flux, I'expression membranaire de CD38 et de CD49d ainsi que I'expression
cytoplasmique de ZAP70 sont également pronostiques.

1.3.2.3 Facteurs pronostiques génétiques

La présence d’une homologie d’au moins 98 % du géne IGHV avec la lignée germinale est un
facteur pronostique indépendant en prédiction de temps jusqu’a premier traitement (90),
ainsi qu’en termes de survie globale et sans progression aprés chimiothérapie/ICT (72,87).
Sous ibrutinib, le statut IGHV perd sa valeur pronostique.

La présence de subsets de BCR permet lidentification de groupes pronostiques, mais ces
subsets n’ont pas été intégrés dans des modeles multivariés alors qu’il a pu étre démontré
gue l'acquisition de mutations pronostiques pouvait étre guidées par 'appartenance a des
subsets particuliers (73).

Des groupes pronostiques peuvent étre définis par 'identification de plusieurs anomalies en
FISH : délétion 17p, délétion 11q, trisomie 12, délétion 13q isolée (12).

L’anomalie ayant la signification pronostique la plus forte est la délétion 17p (et/ou mutation
inactivatrice de TP53), qui est retrouvée indépendante en termes de prédiction de temps
jusqu’au premier traitement, de survie globale et de survie sans progression apres de la
chimiothérapie ou de I'ICT. Les inhibiteurs du BCR et de BCL2 ont montré une activité
intéressante dans les maladies présentant ce type d’anomalies (24,80,91,92), mais leur
pronostic demeure moins bon. La valeur pronostique de cette anomalie est indépendante de
la taille du clone muté/délété (18,35,36).
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La délétion 11g a une signification pronostique d’autant plus importante qu’elle est bi-
allélique, et est prédictive de temps jusqu’au premier traitement et de la survie sans
progression. Elle gardait une signification pronostique indépendante dans le score
développé par le groupe allemand, mais sa valeur disparaissait dans I'analyse multivariée
concernant I’OS dans le score CLL-IPI. Sous ibrutinib, la dell1lq perd sa valeur pronostique
péjorative.

La valeur pronostique péjorative d’un caryotype complexe est importante avec I'ICT et elle le
reste sous ibrutinib, pour évaluer le temps jusqu’au premier traitement et I’OS (23).

De nombreuses mutations récurrentes ont un impact pronostique indépendant du statut
IGHV, et permettent I'amélioration de la prédiction pronostique lorsqu’elles sont ajoutées
aux données de cytogénétique (93-95). Outre TP53, on note essentiellement la valeur
pronostique péjorative des mutations de BIRC3, NOTCH1, SF3B1, ERG2 ainsi que l'impact
pronostique trés défavorable de I'association des mutations de TP53, ATM et SF3B1 (32).

1.3.2.4 Réponse au traitement

Apres ICT, le niveau de MRD et le niveau de réponse atteint sont des paramétres prédictifs
d’0OS en analyse multivariée (96). De plus, une rechute précoce (dans les 24 a 36 mois) apres
immunochimiothérapie type RFC est prédictive d’'une moins bonne survie globale (97),
justifiant le changement de modalités thérapeutiques (passage a un inhibiteur du BCR ou de
BCL2).

1.3.2.5 Lescore CLL-IPI (Tableau 3, Tableau 4)

Ce score a été élaboré en intégrant 27 variables chez 3472 patients traités en Europe ; deux
cohortes de Scandinavie et des Etats-Unis comprenant respectivement 416 et 838 patients
ont servi a la validation externe du score. Il permet la classification des patients en quatre
groupes pronostiques différents en termes de survie globale a 5 et a 10 ans.

Tableau 3 : poids pronostique des variables du score CLL-IPI

Variable Valeur adverse Valeur CLL-IPI
TP53 Délété ou muté 4
IGHV Non muté 2
B2-microglobuline >3,5mg/L 2
Stade clinique Binet Bou C 1
RAIla IV
Age > 65 ans 1

Tableau 4 : groupes pronostiques définis par le score CLL-IPI

Groupe pronostique Score OSa5ans
Bas risque 0-1 93,2 %
Risque intermédiaire 2-3 73,3 %
Haut risque 4-6 63,3%
Treés haut risque 7-10 23,3 %
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1.4 Complications de la LLC

1.4.1 Infections

De nombreux défauts du systeme immunitaire ont été constatés dans la LLC, au premier
rang desquels I’hypogammaglobulinémie, responsable classiquement d’infections a
répétition a tropisme bronchique ou sinusien et répondant a une supplémentation par
immunoglobulines polyvalentes durant la période hivernale (98).

Les infections sont la principale cause de décés dans la LLC, et étaient son mode de
révélation le plus fréquent lorsque les bilans biologiques étaient pratiqués de maniére moins
routiniére. Les plus souvent observées chez les patients non traités sont des infections
bactériennes a tropisme respiratoires, essentiellement a Haemophilus infulenzae,
Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus ; des infections urinaires a Escherichia
coli sont classiqguement rapportées. Les infections a Herpesviridae sont également
fréguemment observées notamment les zonas, mais plut6ét apreés initiation du traitement de
la LLC. En effet, les différents traitements de la LLC (notamment les analogues des purines)
aggravent le déficit immunitaire, ce qui justifie I'utilisation systématique d’une prophylaxie
anti-Alphaherpesviridae et anti-Pneumocystis jusqu’a 6 mois apres fin de I'ICT.

1.4.2 Manifestations auto-immunes

Il s’agit essentiellement des cytopénies auto-immunes, au premier rang desquelles on
retrouve I'anémie hémolytique auto-immune dont la prévalence est estimée entre 2,3 et
7,7% des patients selon les études, suivie des thrombopénies immunologiques (2 % des
patients environ) et enfin de I'érythroblastopénie auto-immune (1 % des patients).
L’existence d’une neutropénie auto-immune satellite de la LLC reste controversée.

Des manifestations auto-immunes extra-hématologiques sont également décrites mais
uniquement par rapports de cas, si bien qu’il est impossible d’en évaluer l'incidence ; de
plus, la nature auto-immune de ces manifestations n’est pas toujours formellement établie.
Citons le pemphigus, les glomérulonéphrites membranoprolifératives et I'angio-cedéme
acquis.

1.4.3 Seconds cancers

Si le lien entre LLC et seconds cancers est connu de longue date et attribué a
I'immunosuppression liée a la maladie, il est intrigant de constater que le spectre de cancers
associés a la LLC n’est pas semblable a ce qui est observé dans les autres déficits
immunitaires. Le sur-risque de cancer secondaire ne semble pas augmenté aprés un
traitement de premiére ligne (99,100). Le risque de syndrome myélodysplasique et de
leucémie aigué myéloide apres une ICT contenant un analogue des purines est de I'ordre de
5 % (soit supérieur a celui de la population générale) et est augmenté par la réalisation d’une
autogreffe de CSH (101). Le pronostic de ces LAM et MDS est sombre (102,103).

1.4.4 Transformation pro-lymphocytaire

Cette évolution est rare (< 1 %) et se manifeste par une splénomégalie importante et une
augmentation rapide des leucocytes (dont les pro-lymphocytes représentent au moins 55 %
par définition). Son traitement fait appel a une immunochimiothérapie ou bien a des
inhibiteurs du BCR.
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1.4.5 Syndrome de Richter

Le syndrome de Richter (SR), correspond a la transformation de la LLC en pathologie
lymphoide agressive de type lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) ou bien plus
rarement lymphome de Hodgkin (104). Le SR est peu fréquent (prévalence de 2 a 8 % des
LLC, incidence estimée a 0,5 % par an pour les LBDGC et 0,05 % par an pour les Hodgkin).
Son délai médian de survenue depuis le diagnostic est de 1,8 a 5 ans selon les études (105)
pour les LBDGC (peut étre présent au diagnostic), plus long de I'ordre de 6 ans pour les
Hodgkin (apparait essentiellement chez des patients ayant déja été traités).

Les signes faisant évoquer ce type de complication sont les signes B, la croissance rapide et
asymétriqgue du syndrome tumoral, I'élévation des LDH, ainsi que la présence d’un
envahissement extra-nodal. Si 'examen anatomopathologique d’une piéce biopsique en
permet le diagnostic, le PET-scanner peut fournir des arguments en faveur d’un SR lorsque le
seuil de SUVmax dépass 10 (106), voire 5 dans certaines études. Cet examen est
particulierement intéressant dans la LLC, maladie a faible avidité pour le FDG en situation
non évolutive (107,108), car il permet de guider le site de biopsie pour documentation
histologique en cas de suspicion de SR.

Il faut noter que 10 a 20 % des SR de type LBDGC (et 50-60 % des Richter de type Hodgkin)
ne sont pas reliés au clone de LLC (réarrangement IGHV différent), et présentent alors un
pronostic moins péjoratif que lorsqu’ils se développent a partir du clone de LLC.

Les différents facteurs de risque actuellement identifiés ne concernent que Ia
transformation en LBDGC et sont les suivants :

e Au niveau clinique : la présence d’un syndrome tumoral important de plus de 3 cm
(risque multiplié par 10) et le stade avancé (RAI Ill ou IV) sont associés a des SR plus
fréquents, alors que d’autres facteurs de risque cliniques d’évolutivité de la LLC
comme LDH, B2-microglobuline, et temps de doublement lymphocytaire n’ont pas
démontré d’association avec un risque accru de développer un SR (ce qui suppose
deux modes d’évolution distincts).

e Au niveau biologique : certains polymorphismes de BCL2, de CD38 et de LRP4, la
présence d’une mutation de NOTCH1, I'absence de mutation IGHV (risque multiplié
par 4) et la présence d’un BCR stéréotypé (et particulierement du subset 8 avec un
risque multiplié par 17) sont associés au SR. La brieveté des télomeres, témoin de
I'instabilité génétique, est également associée a un risque accru de SR. Les études de
WGS mettent en exergue I'importance de I'altération de la voie TP53 (60 % des SR
présentent une délétion 17p et/ou une mutation TP53) et de CDKN2A, de la mutation
NOTCH1 (surtout en présence d’une trisomie 12, association mutuellement exclusive
avec les altérations de TP53 et de CDKN2A) et de I'activation de MYC; ces quatre
anomalies regroupées concernent 90 % des SR.

e Au niveau thérapeutique, le traitement par analogues des purines a été suspecté
d’augmenter le risque de SR, particulierement lorsqu’il était associé a des alkylants
(les seconds induisant des dommages a I’ADN dont la réparation serait rendue moins
efficace par les premiers); ceci est actuellement remis en question. Il en est de
méme pour l'ibrutinib, suspecté d’augmenter le risque de SR, hypothése réfutée
depuis quelgues années (ce médicament sélectionnant en fait un clone résistant qui
préexistait a sa mise en place). Enfin I'alemtuzumab, de par la profonde lymphopénie
gu’il induisait, a fait surgir des lymphoproliférations a EBV qui n’étaient pas reliées a
la LLC en elle-méme (exceptionnels réarrangements IGHV communs).
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On note que dans les SR type LBDGC apparentés au clone de LLC, 70 % sont I"évolution
terminale de ce clone (évolution clonale linéaire), alors que 30 % sont le fruit d’une
évolution clonale branchée a partir d’'un précurseur commun. |l faut également noter que les
SR présentent des particularités par rapport aux LBDGC de novo, notamment en termes de
sous-type histologique (les SR étant non-GC de maniére quasi-constante) ou d’anomalies
géniques (moindre fréquence des réarrangements de BCL6, par exemple (109)).

Il n’y a actuellement pas de standard de prise en charge, et les patients bénéficient souvent
d’une ICT consolidée par une greffe de cellules souches autologues ou allogéniques en cas
de réponse. Leur pronostic demeure trés sombre, surtout en cas de SR relié a la LLC. Les
inhibiteurs de checkpoint tels que les anti-PD1 pourraient constituer une perspective
intéressante dans cette maladie (110).

1.5 Prise en charge thérapeutique

1.5.1 Indications thérapeutiques
Une indication thérapeutique est posée en cas de cytopénie liée a la LLC (que son
mécanisme soit infiltratif ou immunologique), de syndrome tumoral important et génant, ou
en cas de signes de maladie active.
Les indications thérapeutiques sont donc les suivantes (2) :
e Signes généraux sans signe d’infection
o Sueurs nocturnes depuis plus d’un mois
o Perte de d’au moins 10 % du poids corporel dans les 6 mois
o Fievre au-dela de 38°C depuis plus de deux semaines
e Stade Cde Binet
o Hb<10g/dL
o Plaquettes<100 G/L
e Signes de maladie active sur la lymphocytose (en I'absence d’infection récente et au-
dela de 30 G/L)
o Temps de doublement de lymphocytose inférieur a 6 mois
o Lymphocytose augmentant d’au moins 50 % en 2 mois
e Splénomégalie de plus de 6 cm de débord sous-costal, ou symptomatique
e Syndrome tumoral important (>10 cm), compressif et/ou menagant

1.5.2 Outils thérapeutiques

1.5.2.1 Immunochimiothérapie

Apres ['utilisation large du chloraminophéne (Clb), d’autres médicaments ont fait leur
apparition, tels que les analogues de purine et les alkykants. L'adjonction d’une
immunothérapie par anti-CD20 ou anti-CD52 a permis d’approfondir le taux de réponse et
les intervalles libres de traitement pour cette pathologie incurable en I'absence d’allogreffe.
Les différentes associations et leurs résultats en termes de taux de réponse et d’obtention
de maladie résiduelle indétectable figurent dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : historique des associations de chimiothérapie/ICT avec leurs résultats

Type Exemple Réponse Réponse MRD < 10™ Durée de

d’approche globale compléte rémission
Alkylants Chlorambucil 40-60 % <10% Non attendue la2ans
Analogues des Fludarabine 60-80 % 8-20 % Rare (< 15 %) 1,5a3ans
purines
Analogues + FC 80-90 % 25-35% 15-25 % 3a4ans
alkylants
Anticorps Alemtuzumab 80 % 20-25% 7% 1,5 ans
monoclonaux
Analogues + RFC 95 % 50 % >50 % >4 ans
alkylants +
anticorps

Du fait des taux de réponse importants apportés par cette association et de la possibilité de
rémissions prolongées dans des sous-groupes particuliers de patients, le RFC est I'ICT de
premiéere ligne chez les patients jeunes et en suffisamment bon état général (toxicité
hématologique non négligeable et nécessité d’'une fonction rénale préservée pour
I’'administration de fludarabine). Il est intéressant de noter que la qualité de vie des patients
atteints de LLC traités par RFC ou FC n’est pas altérée de maniere différente dans I'essai CLL8
(111). De plus, le RFC a maintenant montré la possibilité de rémissions prolongées chez les
patients IGHV mutés sans facteur cytogénétique adverse, dont I’OS devient superposable a
celle de la population générale appariée sur I'age et le genre (IGHV muté sans delllq ni
dell7p (112)). Il a également été constaté une phase de plateau dans les courbes de PFS des
patients /IGHV mutés issus de I'essai de phase Il du MDACC testant le RFC en premiere
ligne, avec une PFS de 53,9 % a 12,8 ans (79,8 % en cas de MRD médullaire < 10™ a I'issue du
RFC, ce qui concerne plus de la moitié de ces patients) (113). La comparaison du RFC a
I'association de Rituximab et de Bendamustine en premiére ligne de LLC a montré que la PFS
était meilleure pour les patients les plus jeunes avec le RFC, et un plateau de PFS n’a pas été
observé avec R-Bendamustine (114,115).

Chez les patients plus agés et/ou présentant des comorbidités contre-indiquant I'utilisation
du RFC, plusieurs protocoles d’ICT sont disponibles. La bendamustine est intéressante car
elle est un nouvel alkylant, et le schéma R-Bendamustine limite les effets secondaires de
type neutropénie fébrile/infections par rapport au RFC chez les patients agés (114).
L'association Obinutuzumab et Chlorambucil a été testée en premiére ligne chez des
patients présentant des comorbidités importantes (essai CLL11); elle a démontré une
efficacité supérieure au Clb seul ou avec du Rituximab, avec des MRD négatives chez plus de
35 % des patients, une PFS médiane de 26,7 mois et un temps libre de traitement de 51 mois
en médiane, ce qui doit faire préférer ce traitement en cas de comorbidité significative
(116,117).

1.5.2.2 Inhibiteurs du BCR

La signalisation par le BCR est importante pour la survie des cellules de LLC, expliquant le
développement de molécules ciblant cette voie (45).

Une caractéristiqgue de ces traitements est d’induire une diminution rapide du syndrome
tumoral concomitante d’une lymphocytose pouvant persister plusieurs mois et ayant fait
introduire la notion de réponse partielle avec lymphocytose. Cette recirculation des
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lymphocytes depuis les centres prolifératifs vers le sang serait due a une diminution de
I’expression membranaire de CXCR4 apres inhibition du BCR (118).

L’ibrutinib a été le premier inhibiteur du BCR utilisé sur de grands effectifs dans la LLC, sur
une population de 101 patients lourdement prétraités (médiane de 4 lignes antérieures).
Nous avons maintenant un recul de 5 ans sur ces patients, qui obtiennent sous ibrutinib des
PFS médianes de 26 mois en cas de délétion 17p, 55 mois en cas de delllq et 33 mois en cas
de caryotype complexe. La PFS médiane sur 'ensemble de la population est de 52 mois (24).
Ainsi la population de la phase Ib/Il a été implémentée de 31 patients de plus de 65 ans non
préalablement traités, pour lesquels le suivi a 5 ans retrouve une PFS de 92 %, avec 35 %
d’arrét de traitement, essentiellement pour des raisons de tolérance.

Cette efficacité importante et la supériorité de I'ibrutinib sur I'ofatumumab (essai RESONATE
(119)) ont rapidement fait tester ce médicament en premiére ligne. La randomisation entre
ibrutinib et chlorambucil en premiére ligne chez des sujets de plus de 65 ans sans dell7p
(essai RESONATE-2 (120)) a montré une PFS de 89 % a 2 ans et une supériorité de I'ibrutinib
par rapport au Chlorambucil. Cependant ces deux études s’intéressaient a des patients
présentant peu de comorbidités malgré un age de plus de 65 ans, notamment dans I'essai
RESONATE-2 (seulement 31 % de comorbidités significatives et un statut IGHV
majoritairement muté) qui utilisait par ailleurs un bras comparateur notoirement inefficace.
De nouvelles questions se posent également avec l'ibrutinib, notamment son colt
(médicament a prendre en continu jusqu’a progression), ses effets secondaires, ses
interactions médicamenteuses, sa dépendance a I'observance du patient (121). Les arréts de
traitement avec ce médicament sont en effet rarement dus a une progression de la maladie,
mais surtout a des effets indésirables (122,123).

La toxicité de I'ibrutinib est en effet de mieux en mieux connue, et les études en vie réelle
semblent montrer davantage d’effets indésirables que dans les essais cliniques (124,125).

L’Idélalisib est un inhibiteur de lI'isoforme & de PI3K, dont I'expression est restreinte aux
cellules de la lignée hématopoiétique et qui est activée de maniéere constitutive dans la LLC.
Apres une phase | retrouvant un taux de réponse globale de plus de 70 % chez des malades
lourdement prétraités (126), I'idélalisib a rapidement été testé en combinaison au rituximab.
L'enregistrement de cette association a été permis par un essai randomisant les patients en
double aveugle entre les associations R-Idélalisib et R-placebo. Sans surprise avec un tel bras
comparateur, l'association comprenant I'idélalisib a été montrée supérieure avec 92 % d’0OS
a 12 mois contre 80 % dans le bras R-placebo. Ce médicament a cependant été responsable
de nombreuses infections opportunistes notamment des maladies a CMV et des
pneumocystoses.

Ces deux médicaments ont une activité plus importante que celle de I'ICT sur les maladies
présentant une dell7p : ainsi dans une étude de phase 2 s’intéressant a l'ibrutinib chez des
patients ayant une délétion 17p, il a été retrouvé une PFS a deux ans de 82 %, sans
différence entre les patients recevant l'ibrutinib en situation de premiere ligne ou de
rechute/réfractaire. Dans une autre étude de phase 2 s’intéressant a des patients agés naifs
de traitement et recevant |’association Rituximab et Idélalisib en premiere ligne, il a été
retrouvé une PFS de 82 % a deux ans, sans différence selon que les patients avaient ou non
une délétion 17p (80,92).
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D’autres médicaments sont en cours de développement, les plus avancés étant
I'acalabrutinib, le tirabrutinib (inhibiteurs de BTK) et le duvelisib (inhibiteur de PI3K

isoformes d et v).

1.5.2.3 Inhibiteurs de BCL2

Une autre perspective intéressante dans la LLC est I'inhibition de la voie BCL2. Le Venetoclax
est un médicament ayant induit un syndrome de lyse tumorale en 24 heures chez 3 patients
porteurs de LLC apres administration d’'une dose unique, et qui épargne les plaquettes (lui
évitant la toxicité limitante du navitoclax (127)). L’étude de phase | du venetoclax a permis
d’obtenir chez des malades lourdement prétraités plus de 70 % de réponse globale dont 20%
de RC et 5 % de MRD médullaires indétectables (91). Une autre étude s’est intéressée
spécifiquement aux patients en rechute et/ou réfractaires et présentant une dell17p, avec
79,4 % de réponse globale (128).

1.5.2.4 Autres traitements

Le lenalidomide est un IMiD qui a une activité dans les syndromes myélodysplasiques, le
myélome et certaines lymphopathies. Dans la LLC, il est responsable d’'un effet « flare »
initial chez un peu plus de la moitié des patients. Une étude monocentrique menée au
MDACC a retrouvé 58 % de répondeurs longs (> 36 mois), qui normalisaient leur nombre de
CD4 dans 48 % des cas (129). L'adjonction de rituximab au lenalidomide a été responsable
de neutropénies de grades 3 et 4 tres fréquentes dans une population en rechute et/ou
réfractaire (130). Son association a RF ou a RB s’est avérée tres neutropéniante et I'avenir de
ce médicament dans la LLC réside probablement dans son utilisation en maintenance : dans
une population en RC apres 4 cures d’ICT avec MRD détectable et un statut /GHV non muté
ou une délétion de TP53, la randomisation entre placebo et lenalidomide a permis de
montrer un avantage significatif en faveur du lenalidomide avec des négativations de MRD
et une PFS médiane non atteinte dans le bras lenalidomide contre 13,3 mois dans le bras
placebo (131).

Le pembrolizumab apparait étre une option intéressante dans les SR, avec 44 % de réponse
globale dans un essai récemment publié (110).

Les CAR T-cells sont une thérapie sur laquelle de nombreux espoirs reposent en hématologie
maligne. La LLC ne fait pas exception, et des CAR autologues anti-CD19 comprenant CD137
et CD3E ont été testés avec succés dans cette maladie (132). Les difficultés techniques
inhérentes a leur fabrication constituent néanmoins un frein majeur, d’autant que de
nombreuses nouvelles molécules voient actuellement le jour dans la LLC.

1.5.2.5 Associations thérapeutiques

Apres I'association des chimiothérapies avec les anticorps monoclonaux, les associations
d’avenir combineront vraisemblablement des ICT et des inhibiteurs du BCR ou de BCL2. Les
études en cours sont nombreuses, et certaines ont déja des résultats disponibles.

L’étude HELIOS a randomisé en double aveugle des patients en rechute et/ou réfractaires
apres ICT et n’ayant pas de délétion 17p entre RB-lbrutinib et RB-placebo. A 18 mois,
I’association triple permet une PFS de 79 % contre 24 % seulement avec RB (p<0,0001).
Cependant la comparaison indirecte de ces résultats avec ceux de I'étude RESONATE (aprés
exclusion des patients présentant une dell7p et ajustement sur les principaux facteurs
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pronostiques dont le nombre de lignes de traitement antérieures) semble montrer que RB-
ibrutinib n"améliore pas les résultats de I'ibrutinib en monothérapie dans le méme type de
situation (133,134).

L’étude TUGELA a randomisé des patients en rechute et/ou réfractaires dont de nombreux
patients avec dell7p entre RB-idélalisib et RB-placebo. L'association triple permet une PFS
médiane de 23,1 mois contre 11,1 mois seulement pour RB (p<0,0001). Il existe également
un avantage en OS, mais les infections sévéres sont trés fréquentes dans le bras comprenant
I'idélalisib (135).

L’association RFC-lbrutinib a été testée en premiére ligne de LLC chez 35 patients jeunes (65
ans ou moins), avec d’excellents résultats en termes de MRD (89 % de MRD médullaires
négatives). Le suivi est pour le moment d’a peine un an (136).

L’association de venetoclax a un anti-CD20 est prometteuse en termes d’obtention de MRD
négative, et a méme permis dans certains cas avec R-venetoclax 'arrét du traitement sans
rechute de la maladie (137). Une publication de résultats trés préliminaires de I'essai CLL14 a
permis de retrouver 11 MRD négatives sur 12 patients agés et/ou présentant des
comorbidités significatives traités par cette association en premiere ligne (138). L’essai BAG
du groupe allemand testera cette association aprés une injection de bendamustine
permettant de diminuer la masse tumorale (évitant le syndrome de lyse tumorale).

Des traitements adaptés a I'évolution en cours se développent également, par exemple
I'essai francais GA-lI adapte le traitement des patients selon leur réponse a 9 mois de
traitement a base d’ibrutinib et d’obinutuzumab.

1.5.3 Surveillance apres traitement
La surveillance est cliniqgue et biologique, et les critéres de traitement d’un patient en
rechute sont les mémes que pour un patient naif de traitement.

1.5.4 Stratégie thérapeutique

Chez les patients jeunes sans dell7p ni insuffisance rénale, le traitement doit étre du RFC, a
fortiori en présence d’'une mutation IGHV.

Chez les patients présentant une dell7p, le traitement doit passer par de l'ibrutinib, du
venetoclax (si contre-indication a I'ibrutinib) ou par un essai clinique.

En-dehors de ces deux cas de figure, la stratégie thérapeutique a adopter n’est pas
consensuelle et doit tenir compte de I'age et des comorbidités du patient.

Chez les patients agés, le choix en premiére ligne doit se faire entre I'association
Obinutuzumab et Chloraminopheéne d’une part et Ibrutinib (monothérapie) d’autre part ; les
arguments pour préférer l'ibrutinib sont une delllq et un statut /IGHV non muté. Les
comorbidités cardiovasculaires (notamment troubles du rythme) doivent faire préférer
I’association obinutuzumab-clb.

Les stratégies thérapeutiques en rechute sont encore moins bien codifiées. En cas de
rémission de plus de 36 mois aprés une ICT, le traitement initial peut étre répété.

Quoi qu’il en soit, le co(t de prise en charge de la LLC a été bouleversé par les nouvelles
thérapies orales ciblées dont l'avenir réside probablement dans leur association a des
chimiothérapies, ou dans leur utilisation en maintenance (121).
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1.6 Maladie résiduelle dans la LLC

Au décours du traitement de la LLC par immunochimiothérapie (ICT), I’évaluation de la
réponse est faite en routine sur la base de I'examen clinique et de ’lhémogramme. Un
patient est dit en réponse partielle lorsqu’il persiste des signes de la maladie, qu’ils soient
cliniques ou biologiques.

En cas de persistance de cytopénies malgré I'absence de signe de maladie, le patient est dit
en réponse complete avec reconstitution hématologique incomplete (RCi). Les
chimiothérapies induisant des cytopénies et les anticorps anti-CD20 des neutropénies, il est
recommandé d’attendre au moins 2 mois apres la fin de I'ICT pour évaluer la réponse (2).

La LLC étant une maladie incurable en I'absence d’allogreffe de cellules souches, le pronostic
des formes nécessitant un traitement est conditionné par les toxicités des chimiothérapies
et le temps libre de traitement par la suite. Sur la base des critéres habituels de réponse au
traitement, il a été démontré qu’une meilleure réponse a un traitement était associée a un
temps sans progression (PFS pour progression free survival) et a une survie plus longs (OS
pour overall survival).

1.6.1 Rationnel pour la mesure de la MRD dans la LLC

Suite a un traitement cytotoxique dans la LLC, le nombre de cellules leucémiques d’un
patient diminue et plus le nombre de cellules résiduelles est élevé, plus la rechute de la
maladie sera précoce. Le terme maladie résiduelle (MRD pour minimal residual disease)
désigne la détection (plus ou moins associée a la quantification) de la maladie persistante
apres traitement cytotoxique, avec une meilleure sensibilité qu’une évaluation selon les
critéres IWCLL 2008 (sensibilité estimée 1000 fois supérieure) ; cependant il persiste des
cellules leucémiques en-deca du seuil de détection des différentes méthodes de MRD
puisque des rechutes sont constatées a long terme chez les patients ayant une MRD
négative. La MRD est fortement corrélée a la survie globale ainsi qu’a la survie sans
progression, raison pour laquelle elle est acceptée comme marqueur de substitution.

La Figure 7 schématise I'utilité de la MRD dans différentes situations.
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Figure 7 : utilité de la MRD dans différentes situations. (A) : la MRD permet aprés ICT une meilleure
prédiction de la PFS que les simples critéres cliniques. (B) : réle pronostique de la croissance de la MRD
dans la prédiction de la PFS. (C) : intérét de la MRD dans la surveillance de I’effet GVL apres allogreffe
pour LLC. (D) : role potentiel de la MRD pour guider les indications de traitement de maintenance.

D’aprés (139).

1.6.2 Meéthodes de détection de la MRD

Deux méthodes sont actuellement standardisées et considérées équivalentes pour la
détection de la MRD, avec un seuil de détection d’une cellule leucémique sur 10 000
leucocytes (sensibilité de 10™) (2,140).
Le Tableau 6 récapitule les différentes méthodes disponibles pour la détection de la MRD.
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Tableau 6 : différentes méthodes de mesure de la MRD

Méthode Sensibilité Quantitatif Standardisé Matériel Facteurs
(seuil) influencgant les
résultats
CMF CD5/19 10 Non Non Leucocytes Cellules B
K/A vivants (<48h) normales
(augmentées si
traitement
récent)
CMF 10™ Oui: 10™ Oui >=10’ Nombre de
quantitative 4 leucocytes leucocytes
couleurs vivants (<48h) disponibles
(prélevements
paucicellulaires)
CMF 10 Oui: 107 Oui >=10’ Nombre de
quantitative 6 leucocytes leucocytes
couleurs vivants (<48h) disponibles
(prélevements
paucicellulaires)
PCR 3 amorces ~10° Non Oui ~10° Cellules B
consensus leucocytes normales, type de
IGHV totaux clone
ASO-PCR 10° Oui: 10 Oui ~10° Clone typé
temps réel leucocytes préalablement
totaux (région CDR3)
Nested ASO- 10° Non Non ~10° Clone typé
PCR temps leucocytes préalablement
réel totaux (région CDR3)
PCR a amorces 10° Oui: 10 Non 1 ug d’ADN Défaut
consensus initial, 6-60 ng d’amplification
IGHV + pour le suivi possible si LLC
séquencage a mutée IGHV
haut débit

1.6.2.1 Meéthodes basées sur de la PCR

Ces méthodes sont basées sur la détection du réarrangement du géne de la chaine lourde de
I'immunoglobuline spécifique du clone leucémique.

La méthode la plus simple utilise des amorces consensus s’appariant avec des régions de
génome conservées et proches de la région hypervariable CDR3. L'amplification de cellules
polyclonales donne lieu a des produits de PCR de longueur variable ; a I'inverse, le clone
leucémique produit un seul et méme produit, ce qui permet son identification et sa
guantification (141). L'inconvénient majeur de cette technique est sa sensibilité variable
d’un patient a l'autre (plus sensible lorsque le produit est d’'une longueur peu commune
(142)).

L’ASO-PCR (allele-specific oligonucleotide PCR) est plus sensible et nécessite la fabrication
préalable d’amorces spécifiques de la région CDR3 de chaque patient avant traitement, ce
qui limite son utilisation en pratique. De plus, I'affinité de I'amorce pour les cellules
polyclonales est variable, rendant nécessaire la détermination des sensibilité et spécificité de
la technique pour chaque cas.
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Enfin le séquencage a haut débit offre des espoirs en termes de sensibilité : apres
amplification de toutes les cellules B par PCR a amorces consensus IGHV, la détection du
réarrangement /IGHV du patient est possible a des taux trés bas en séquencage a haut débit ;
cette technique nécessite cependant le séquencage préalable de la région CDR3 de chaque
patient.

1.6.2.2 Méthodes basées sur la cytométrie en flux (CMF)

La CMF permet de déterminer I'expression de marqueurs membranaires. Les cellules de LLC
présentant un phénotype aberrant par rapport aux lymphocytes B normaux, il est ainsi
théoriquement aisé de les détecter. La CMF se base sur I'expression du CD5 par les cellules
de LLC, ainsi que sur la monotypie k/A et I'expression anormalement élevée ou
anormalement faible de certains marqueurs (comparativement aux rares cellules B CD5+
normales).

La méthode la plus simple — qui est pratiguement abandonnée — consistait a quantifier les
cellules B (CD19+ ou CD20+) co-exprimant le marqueur T CD5 et présentant une monotypie
K/\. Sa sensibilité est faible, de I'ordre de 107

Les méthodes actuelles se basent toujours sur le CD5+ en recherchant une expression
différentielle de différents marqueurs entre les cellules B CD5+ normales et les cellules de
LLC. Dix combinaisons ont été testées par un consortium international sous I'égide de
I'European Research Initiative on CLL (ERIC), qui a retenu trois combinaisons d’anticorps
pour la mesure de la MRD : CD20/CD38/CD19/CD5, CD22/CD81/CD19/CD5, et
CD43/CD79b/CD19/CD5 (les marqueurs CD20, CD81 et CD22 étant sous-exprimés, et le
marqueur CD43 étant surexprimé dans cette maladie) ; de plus, 'ERIC a permis de
standardiser les méthodes de détection de la maladie résiduelle (140). L’augmentation du
nombre de sondes colorées permet de diminuer le matériel nécessaire et d’augmenter la
sensibilité de la technique (140,143) ; ainsi une combinaison
CD43/CD79b/CD20/CD81/CD19/CD5 est actuellement considérée comme suffisante et sans
redondance pour détecter une MRD a un seuil de 10 dans la LLC (144).

Une étude combinée de 530 prélevements a confirmé I’équivalence des techniques ASO-PCR
et CMF 4 couleurs pour une détection de maladie résiduelle a un seuil de 10 (145). Ainsi ces
deux techniques sont-elles des références dans la mesure de la MRD (2).

Le Tableau 7 récapitule les avantages et inconvénients de la biologie moléculaire et de la
cytométrie en flux pour I'étude de la maladie résiduelle minime dans la LLC.

La Figure 8 montre un exemple de MRD quantifiée a 0,2 % dans la LLC selon les
recommandations ERIC en se basant sur les panels CD22/CD81/CD19/CD5 et
CD43/CD79b/CD19/CD5.
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Tableau 7 : avantages et inconvénients de la CMF et de la biologie moléculaire pour 1'étude de la MRD
dnas la LLC

Caractéristique CMF ASO RQ-PCR
Nombre de cellules nécessaires 210’ leucocytes ~10° leucocytes
Délai de résultat Quelques heures Quelques jours/semaines
Nécessité d’un prélevement Non Oui
initial
Délai d’analyse/stabilité 48 heures -
Sensibilité 10, fixe 10, mais variabilité
interindividuelle
Test patient-spécifique Non Oui
Applicabilité >95 % =90 %
Mobilisation du laboratoire Modeste Tres importante

Figure 8 : exemple de MRD positive a 0,2 %. A : repérage des leucocytes (CD45+). B : repérage des
lymphocytes B (CD19+). C : isolement de la population CD19+/CD5+, représentant ici 31,3 % des lymphocytes
B (bleu). D et E : les panels CD43/CD79b/CD19/CDS et CD22/CD81/CD19/CDS5 permettent I’isolement des
cellules de LL.C, comptant ici pour 0,2 % des leucocytes totaux (mesure identique avec les deux panels).
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1.6.3 Signification de la MRD

D’une maniere générale et intuitive aprés chimiothérapie et ICT, OS et PFS sont d’autant
meilleures que le patient est en réponse (146). Une corrélation indépendante d’autres
facteurs pronostiques entre I'obtention d’une maladie résiduelle indétectable et une survie
améliorée (OS et PFS) a été démontrée avec plusieurs associations thérapeutiques (96,147—
149). L'importance de I'obtention d’'une MRD négative est bien illustrée par les données de
I'essai CLL8 dans lequel la PFS était dictée par la MRD indépendamment du type de
traitement recu en induction.

Depuis maintenant plus de 15 ans, les méthodes de MRD se sont améliorées a plusieurs
égards : standardisation, sensibilité accrue et caractére quantitatif. Ce dernier point a permis
de montrer que la PFS était corrélée au niveau de MRD atteint (96,147,150). Le seuil de
quantification recommandé est de 10” mais les techniques actuelles permettent une
détection en-deca de ce niveau, ce qui témoigne de la persistance d’une maladie résiduelle
potentiellement quantifiable. Il apparait donc important de développer des techniques de
plus en plus sensibles afin de pouvoir étudier plus précisément la cinétique de la MRD ; en
effet, les rechutes sont constamment précédées par une ré-augmentation de la MRD (151).

La premiére démonstration d’un avantage en OS a 'obtention d’une MRD négative date de
2001 : chez des patients en RC suite a un traitement comportant de I'alemtuzumab plus ou
moins associé a une autogreffe de cellules souches, I'obtention d’'une MRD médullaire
négative a 5.10° était statistiquement associée a une OS plus longue (152). Cette étude ne
prenait pas en compte les facteurs pronostiques bien connus maintenant et utilisait un seuil
de MRD différent de celui actuellement recommandé, mais un bénéfice a I'obtention d’une
MRD négative en termes d’OS a été retrouvé par la suite dans d’autres publications
intégrant des modeéles multivariés ainsi que des patients au-dela de la premiére ligne de
traitement (96,113,149,153). Chez des patients en rechute recevant de I'alemtuzumab en
monothérapie jusqu’a négativation de la MRD médullaire en CMF 4 couleurs (seuil de 10%),
on retrouve une OS médiane non atteinte si la MRD est négativée, alors qu’elle est de 19
mois en I'absence de négativation (148). L'analyse de I'essai CLL8 a permis de mettre en
évidence un bénéfice a 'obtention d’une MRD inférieure 3 10 en termes d’0S, mais le seuil
de 10™ était, lui, prédictif de PFS uniquement.

1.6.4 Facteurs influencant le role pronostique de la MRD

1.6.4.1 Valeur propre de la croissance de la MRD

Certaines études ont démontré le réle pronostique de la rapidité de croissance de la MRD.
Apres RFC, la valeur de MRD a un an de la fin du traitement (£ 1 % ou > 1 %), ou son
augmentation d’au moins 1 log par rapport a I’évaluation de fin de traitement ont été
décrites comme associées a une PFS raccourcie (154,155).

1.6.4.2 Corrélation entre facteurs pronostiques intrinseques et croissance de la MRD

Une étude de croissance de la MRD chez les patients inclus dans I'essai CLL8 et n’ayant pas
rechuté a un an de la fin du traitement a permis de mettre en évidence le role indépendant
de la croissance de la MRD en termes de prédiction de PFS. La croissance de MRD était
pronostique y compris pour prédire les rechutes survenant lors de la deuxieme année de
suivi (trés graves). Les facteurs associés a une croissance plus rapide durant la deuxieme
année de suivi étaient les suivants : Binet B ou C en pré-thérapeutique, délétion 11q ou
caryotype normal plutét que trisomie 12 ou délétion 13q isolée, statut /IGHV non muté,
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thymidine-kinase>10 U/L. Il est intéressant de noter que le bras de traitement n’avait aucun
effet sur la croissance de la MRD, tout comme la valeur initiale de 32-microglobuline, le
genre, la présence de signes B ou la lymphocytose pré-thérapeutique (17).

Avec d’autres schémas thérapeutiques, certains facteurs ont été associés a une ré-
augmentation du niveau de MRD au cours du suivi post-thérapeutique : ZAP-70 et le statut
mutationnel IGHV dans une étude espagnole s’intéressant a l'association Fludarabine,
Cyclophosphamide et Mitoxantrone (FCM) avec un seuil de MRD de 10 (156) ; statut
mutationnel IGHV, delllq, lymphocytose et temps de doublement lymphocytaire pré-
thérapeutiques dans une étude allemande s’intéressant a I'autogreffe et quantifiant la MRD
par méthode moléculaire (157).

1.6.5 Une mesure de la MRD en cours de traitement ?

Dans les leucémies aigués lymphoblastiques, I'évaluation de la MRD en cours de traitement
a un role pronostique indépendant, et sert dorénavant a guider les indications d’allogreffe
de CSH notamment (158). La LLC est différente car trés peu de patients sont allogreffés, mais
une évaluation intermédiaire de la MRD pourrait permettre d’adapter le traitement (avec
notamment la question de I'arrét du traitement en cas de MRD négative).

Chez les patients traités par RFC dans I'essai CLL8, la signification pronostique d’obtenir une
MRD négative dans le sang était semblable, que cette négativité soit obtenue apres 3 ou
aprés 6 cycles de RFC (PFS médiane de respectivement 64 et 68,7 mois). Ceci peut laisser
penser qu’une désescalade thérapeutique serait envisageable apres obtention d’'une MRD
négative post-RFC, mais reste a prouver avec une méthodologie adaptée. De méme, une
étude américaine concernant 148 patients traités par RFC en premiére ligne disposant d’une
évaluation médullaire de MRD aprés 3 et 6 cycles a été publiée. Cinquante patients ont
stoppé le traitement précocement pour toxicité. Il apparait dans cette étude que la PFS des
patients stoppant le traitement aprés 3 cycles en situation de MRD négative n’est pas
différente de celle des patients ayant une MRD négative a l'issue des 6 cycles, qu’ils aient ou
non une MRD positive aprés 3 cycles. La PFS la plus défavorable était constatée chez les
patients ayant une MRD positive aprés 3 cycles et stoppant le traitement (153). La cohorte a
été implémentée de plus de 100 patients avec des résultats similaires présentés en
décembre dernier (159).

Cependant le délai nécessaire a une reconstitution hématopoiétique suffisante pour
permettre I'interprétation de la MRD sanguine rend difficile toute approche de traitement
guidée par la négativation précoce de la MRD.

1.6.6 Signification d’'une MRD négative apres allogreffe de cellules souches

L'allogreffe de CSH voit ses indications se restreindre avec l'arrivée des nouveaux
traitements de la LLC. En effet si cette procédure est la seule permettant la guérison de la
LLC, elle n’en demeure pas moins grevée d’une morbidité et d’'une mortalité qui ne la font
proposer qu’aux sujets jeunes et présentant une maladie agressive.

Le role de la MRD en post-allogreffe est dorénavant bien démontré, et I'obtention d’une
MRD négative dans les 12 mois suivant la procédure est associée a un risque diminué de
rechute. La surveillance de la MRD s’impose dans ce contexte car elle permettrait de
diminuer le risque de rechute en modulant I'immunosuppression (160) et dans
I'actualisation récemment rapportée de l'essai allemand CLL3X, la meilleure PFS était
obtenue chez les patients obtenant une MRD indétectable a 12 mois via une baisse de
I'immunosuppression, suggérant un effet GVL important (161). Cette stratégie a été testée
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prospectivement lors de I’essai RICAC-PMM ou de nombreux patients répondaient a une
modulation de I'immunosuppression post-allogreffe, avec des négativations de MRD ;
cependant certains patients semblaient ne pas répondre a I'immuno-modulation, ce qui
pose la question de maladies moins sensibles a I'immunothérapie, qu’il conviendrait
d’identifier (162). Un autre marqueur prédictif d’'un devenir péjoratif apres allogreffe est
évidemment la présence d’un chimérisme en faveur du receveur (163).

1.6.7 RoOle de la MRD dans la prise de décisions

La MRD n’a pas d’application clinique en routine pour I’heure. Elle reste cependant un
critere se substituant a la PFS pour les études d’ICT, dans lesquelles elle peut servir de
marqueur pour proposer un traitement d’entretien si elle demeure positive, ou a I'inverse
pour stopper une immunochimiothérapie si la MRD est indétectable de maniere précoce.

1.6.7.1 Une maintenance guidée par la MRD ?

Certaines études ont donc commencé a s’intéresser a une maintenance apres ICT
d’induction en cas de persistance d’'une MRD, notamment dans le but de prolonger la PFS:
I'alemtuzumab a été utilisé et a permis I'obtention de MRD négatives, mais s’est avéré trop
toxique, sans gain de survie globale (164).

Plus récemment, plusieurs groupes ont proposé des consolidations a base de Rituximab, par
exemple 'essai frangais CLL2007SA qui a permis de prolonger significativement la PFS de
patients de plus de 65 ans sans dell7p qui recevaient une maintenance par Rituximab aprés
4 cycles de RFC.

Le lenalidomide est particulierement intéressant dans les hémopathies lymphoides B de par
ses capacités de restauration de la synapse immunologique et d’augmentation de I’ADCC
(44,165,166), d’une maniére générale et apres ICT pour une LLC.

De plus, son mécanisme d’action orignial implique les lymphocytes CD4 du micro-
environnement. En effet, comme tous les IMiDs le lenalidomide augmente I'ubiquitinylation
et la dégradation d’IKZF1 et IKZF3 par le protéasome (via un mécanisme impliquant
cereblon), ce qui a diverses conséquences (Figure 9) :

e Au niveau des cellules de LLC : diminution de leur réponse aux signaux pro-tumoraux
en provenance du micro-environnement, régulation positive des molécules de
costimulation CD80 et CD86, augmentation de I'expression de CD40L (associée a une
restauration de I'immunité humorale normale chez les patients répondeurs). Une
cytotoxicité directe a été observée dans le myélome, mais pas dans la LLC.

e Au niveau des cellules T : augmentation de la synthése d’IL2 (IKZF1 et IKZF3 étant des
répresseurs du promoteur de I'lL2), polarisation Thl des lymphocytes T CD4 aux
dépens des Th2, inhibition des Treg et restauration de la capacité d’assemblage des
protéines du cytosquelette (restauration de la synapse immunologique et des
capacités de motilité) (167-169).

e Au niveau d’autres cellules du micro-environnement : diminution de la réponse aux
signaux de survie envoyés par les NLC, inhibition de CXCL12 et diminution du VEGF et
du FGF.
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Figure 9 : mécanisme d'action du lenalidomide dans la LLC. (i) Action sur les cellules de LLC (ii) Action
sur les lymphocytes T et NK (iii) action sur les autres cellules du micro-environnement. D’aprés (170).

Ainsi le lenalidomide a montré une restauration de la synapse immunologique
conjointement a des négativations de MRD apres ICT a base de pentostatine-
cyclophosphamide et rituximab ; la synapse immunologique était d’autant mieux restaurée
gue le nombre de cycles de lenalidomide était important, et la PFS semblait améliorée par
comparaison historique avec des patients traités par cette ICT (165). Trois communications
orales concernaient une maintenance par lenalidomide aprés ICT lors du dernier congrés de
la société américaine d’"Hématologie.

L'étude CLLM1 du groupe allemand a randomisé I'administration en maintenance de
lenalidomide (jusqu’a 15 mg) ou de placebo chez 89 patients ayant répondu a 4 cycles d’ICT
en premiere ligne et ayant des facteurs de mauvais pronostic (MRD détectable associée a un
statut IGHV non muté ou a une délétion de TP53). Aprés un suivi médian de 17,9 mois, la PFS
médiane est de 13,3 mois dans le bras placebo et non atteinte dans le bras lenalidomide
(HR=0,168) (131).

L’essai franco-australien CLL6-RESIDUUM a vu ses résultats intermédiaires communiqués.
Aprés 6 cures de RFC en premiere ligne, I'étude a randomisé I'administration d’une
maintenance par lenalidomide (10 mg) contre une simple surveillance chez 79 patients
présentant une MRD positive (sanguine ou médullaire). L'augmentation de MRD a été plus
fréquente dans le bras observation (68 %) que dans le bras lenalidomide (32 %). La
diminution de MRD a été plus fréquente dans le bras lenalidomide (27 %) que dans le bras
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observation (5 %). Aprés un an de traitement, 4 des 9 patients du bras lenalidomide ont
négativé leur MRD médullaire (171).

L’essai CONTINUUM a randomisé I'adjonction d’une maintenance par lenalidomide (jusqu’a
10 mg) contre placebo aprés obtention d’une réponse au moins partielle a une seconde ligne
d’ICT, ce qui a permis d’augmenter la PFS médiane de 9,2 a 33,9 mois (172).

1.6.7.2 \Vers un traitement pré-emptif de la rechute ?

Il a été suggéré que la ré-augmentation d’une MRD indétectable a l'issue d’une ICT
d’induction pourrait prédire une rechute dans les 2 ans, ce qui pourrait également ouvrir la
voie a des traitements préemptifs dans cette fenétre (159), comme cela est testé dans
d’autres hémopathies malignes notamment le LCM (173-175).

1.6.8 Quelles sont les limites de la mesure de la MRD ?

La LLC est une maladie « multi-compartimentale » (sang, moelle, organes lymphoides
secondaires), avec d’emblée une atteinte médullaire, ganglionnaire, splénique et hépatique
(ces atteintes pouvant rester microscopiques). Or la MRD ne se mesure que dans le sang ou
la moelle osseuse, et il peut persister des cellules tumorales dans un autre organe (« MRD
nodale »); cette maladie résiduelle est difficilement mesurable en routine et il a été
rapporté récemment que la présence d’'une MRD négative avec persistance d’un syndrome
tumoral ganglionnaire diminuait nettement la PFS médiane par rapport a une RC avec MRD
négative (de 60,7 a 30,9 mois, HR=2,6, p<0,001) (176).

1.6.9 Questions en suspens concernant la mesure de la MRD

1.6.9.1 Quel site prélever ?

La mesure conjointe de la MRD dans la moelle et dans le sang a permis de montrer que la
clairance était plus précoce dans le sang (aprés R-FCM, 21 % des patients présentent une
MRD sanguine négative et une MRD médullaire persistante (177)). Ceci a également été
observé avec des mesures non concomitantes dans des essais cliniques (96,116,147).
L’étude CLL2M a retrouvé des PFS plus courtes pour les mémes valeurs de MRD lorsqu’elles
étaient mesurées dans le sang par rapport a lorsqu’elles étaient mesurées dans la moelle
(147). 1l est considéré que cette dissociation entre MRD médullaire et sanguine concerne
essentiellement les ICT (due aux anticorps monoclonaux) et ne retentit sur la PFS qu’a partir
de 3 ans apres la fin de traitement (178).

Toutes ces ICT s’inscrivent dans une optique de mise en rémission des patients afin d’obtenir
des PFS les plus longues possibles, et une mesure de MRD dans le sang pourrait servir a
identifier les patients qui pourraient bénéficier d’'une maintenance. A l'inverse lorsque
I'objectif du traitement est la guérison et donc I'éradication de la maladie, il parait logique
de viser a une négativité de la MRD non seulement dans le sang mais également dans la
moelle.

1.6.9.2 La mesure de la MRD va-t-elle supplanter les critéres IWCLL 2008 ?
Le suivi a long terme des patients traités par RFC au MDACC retrouvait un avantage en PFS a
I'obtention d’une MRD<10™, quelle que soit la réponse selon IWCLL (113).
De maniere intéressante, une analyse regroupant 554 des patients traités dans les essais
CLL8 (randomisant RFC versus FC) et CLL10 (randomisant RFC versus RB) démontre que le
fait d’obtenir une MRD sanguine inférieure 3 10 est un facteur indépendant pour la
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prédiction de la PFS et de I'OS contrairement a la réponse partielle (alors que 29,1 % des
patients ont une réponse partielle avec MRD<10) ; de plus, les patients ayant une RP avec
MRD négative ont une PFS comparable a ceux ayant une RC avec MRD négative, et
supérieure a ceux ayant une RC avec MRD positive (176). Cependant il est noté un pronostic
différent entre les différents types de RP avec MRD négative selon le site restant envahi. Ces
RP avec MRD négative ont été observées avec d’autres associations thérapeutiques et
pourraient étre le reflet soit de masses tumorales nécrotiques (non actives), soit de la
persistance de maladie purement tumorale.

1.6.9.3 Quel réle pour la MRD avec les nouvelles thérapies ciblées ?

Les nouvelles thérapies ciblées de type inhibiteurs du BCR n’induisent que trés peu de MRD
négatives lorsqu’elles sont utilisées en monothérapie si bien que la MRD n’a pas de réle lors
de leur utilisation. La MRD reste importante avec les inhibiteurs de BCL2 et deviendra
importante avec les inhibiteurs de BTK en combinaison avec des cytotoxiques. Avec
I’association R-bendamustine-ibrutinib, il semble que I'éradication de la MRD survienne chez
un petit nombre de patients (<15 %) apres plusieurs mois de traitement.
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2 Rationnel et objectifs de I’étude

Nous avons vu le role de la MRD aprés ICT dans la LLC, et les excellents résultats du schéma
RFC dans cette maladie dans les essais cliniques de phase 3 et dans I'étude initiale de phase
2 du MDACC. De nombreux facteurs pronostiques sont étudiés dans ce contexte mais il
existe peu de données de vie réelle permettant de surveiller la MRD aprés RFC, et d’étudier
les facteurs qui caractérisent la durée de réponse au niveau individuel.

De plus, la LLC est une maladie trées dépendante de son micro-environnement, et les
interactions complexes se déroulant dans les centres prolifératifs impliquent les cellules du
systeme immunitaire, notamment les lymphocytes T CD4+. Il nous est donc apparu
important d’une part de vérifier la valeur pronostique de la MRD et de sa ré-augmentation
aprés RFC en situation de vie réelle, et d’autre part de déterminer I'influence des cellules
normales du systéeme immunitaire sur le pronostic des patients. Les interactions entre
cellules normales et cellules de LLC étant réciproques, il nous est apparu important de
déterminer si certains sous-groupes de LLC (notamment selon le statut mutationnel IGHV)
étaient particulierement sensibles a I'effet de la reconstitution immunitaire.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Schéma et objectifs de I'étude
Il s’agit d’'une étude de schéma rétrospectif et observationnel, multicentrique.

L'objectif principal de I'étude était de déterminer l'influence des cellules immunitaires
normales et de la reconstitution du clone leucémique (évaluée par un suivi semestriel de la
MRD dans le sang) sur la PFS et sur I'OS.

Les objectifs secondaires de I'étude étaient
e de caractériser la population traitée par RFC dans la présente étude,
o d’identifier dans quel sous-groupe de patients l'influence des cellules immunitaires
normales permettait de mieux préciser la PFS et I'OS,

3.2 Population

En France, les décisions de traitement de cancer se font lors de réunions de concertation
pluridisciplinaire (RCP). En Midi-Pyrénées, les différentes RCP d’hématologie sont
centralisées via le réseau Oncomip, et les décisions thérapeutiques sont prises par les
référents des pathologies concernées. Lorsque Ila recommandation est une
immunochimiothérapie par RFC, elle est assortie d’'une recommandation de consultation en
fin de traitement avec un référent CHU/IUC, le Pr Ysebaert, qui assure ensuite le suivi des
patients LLC RFC. Ainsi, tous les patients traités par RFC en Midi-Pyrénées et inclus dans
cette étude ont bénéficié d’une consultation de fin de traitement (EOT) au CHU Purpan (ou a
I'lUCT-Oncopdle). Les patients ont bénéficié en pré-thérapeutique d’une recherche de
facteurs pronostiques : délétions 11q et 17p en FISH, réalisation d’un caryotype lymphoide,
recherche de mutations IGHV en biologie moléculaire. Lorsque la technique était disponible,
certains patients ont bénéficié de recherches de mutations SF3B1, NOTCH1, TP53, BRAF et
MYDSS.

3.2.1 Critéres d’'inclusion

Les patients porteurs d’une LLC devaient avoir débuté un traitement par RFC en premiére
ligne aprés passage en RCP régionale ONCOMIP, et avoir eu au moins un dosage de MRD et
un phénotypage lymphocytaire T/B/NK. Nous avons inclus dans notre population les patients
traités a I'Institut Bergonié, pour lesquels le Dr Durrieu procéde également aux analyses de
MRD et de phénotype lymphocytaire aprés RFC.

Le traitement par RFC comporte :
e Rituximab : 375 mg/m2 au premier jour (J1) du cycle numéro 1 puis 500 mg/m2 all
des cycles suivants.
e Fludarabine per os : 40 mg/m? par jour de J1 a J3.
e Cyclophosphamide per os : 250 mg/m2 par jour de J1a J3.
Les patients ont recu une injection de Pegfilgrastim 6 mg en sous-cutané a J8 de chaque
cycle.

3.2.2 Criteres d’exclusion

e Patients ayant déja recu un traitement de la LLC quel qu’il soit (y compris
chloraminophéne en monothérapie).
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e Patients traités par RFC n’ayant pas eu de dosages séquentiels de MRD.

3.3 Recueil des données

La population de I'étude (Midi-Pyrénées) a été établie a partir de la liste des examens de
CMF pratiqués au CHU de Toulouse.

Les résultats des divers examens biologiques ont été recueillis par le serveur SRI® (serveur
résultats informatique) lorsqu’ils étaient pratiqués au CHU de Toulouse, et via les comptes-
rendus d’hospitalisation lorsque les patients étaient traités en centres hospitaliers généraux
(CHG). Les dates des cures de RFC ont été recueillies par le logiciel Chimioweb® du CHU de
Toulouse, et par les comptes-rendus médicaux des différentes venues et/ou aprés contact
téléphonique avec les pharmaciens hospitaliers pour les données des CHG. En consultation
de fin de traitement (EOT, 2 a 6 mois apres la derniére cure de RFC) puis tous les 6 mois,
outre I'examen clinique les patients bénéficiaient de la mesure de la maladie résiduelle par
CMF 4 a 6 couleurs, ainsi que d’un phénotypage lymphocytaire (T/B/NK), d’'un hémogramme
et d’'un dosage pondéral des immunoglobulines.

Pour les patients dont les dernieres données dataient de plus d’un an, les services des CHG,
les médecins traitants ou a défaut les patients eux-mémes étaient contactés par téléphone
dans le but d’obtenir une date de derniéres nouvelles ou de déces.

Les données suivantes étaient recueillies lorsqu’elles étaient disponibles en pré-
thérapeutique : LDH, 2-microglobuline, test de Coombs, lymphocytose.

Les données concernant la population traitée sur l'institut Bergonié de Bordeaux nous ont
été transmises par le Dr Durrieu, biologiste médicale.

3.4 Analyses en cytométrie
La MRD a été techniquée en CMF 4 a 6 couleurs selon les recommandations ERIC, avec un
seuil de positivité de 10 a 10°. Les deux combinaisons d’antigénes membranaires
CD22/CD81/CD19/CD5 et CD43/CD79b/CD19/CD5 ou bien la combinaison en un seul tube
CD43/CD79b/CD22/CD81/CD19/CD5 ont été utilisées. En CMF 4 couleurs, les cellules de LLC
étaient comptabilisées de la maniére suivante :

e Pourcentage de cellules CD22"°¥/CD81°"/CD19+/CD5+ parmi les leucocytes totaux

e Pourcentage de cellules CD43high/CD79b'°W/CD19+/CD5+ parmi les leucocytes totaux

e Lavaleur de MRD correspondait a la moyenne de ces deux valeurs.

Les analyses ont été réalisées en consultation de fin de traitement (EOT, 2 a 6 mois apreés la
derniere cure de RFC), puis tous les 6 mois jusqu’a M36 (36 mois aprés EOT).

3.5 Critéres de jugement

Le critere principal de jugement était la survie sans progression (PFS) définie par le délai
entre la date de début de traitement (J1C1 pour premier jour du premier cycle de RFC) et le
décés (toutes causes confondues) ou la progression de la maladie (quelle qu’elle soit). Les
patients en vie et sans progression ont été censurés a la date de dernieres nouvelles.

La survie globale (OS) a été définie par le délai entre le J1C1 et le décés (toutes causes
confondues) ou bien la date de derniére nouvelles (les données étant alors censurées).

Les infections ont été définies par toute infection récurrente sinusienne et/ou pulmonaire,
et toute infection nécessitant un traitement médicamenteux (antibiotique et/ou antiviral).
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Les infections suivantes ont été considérées comme infections opportunistes: zona,
varicelle, maladie a CMV, réactivation d’hépatite B, réactivation virale responsable de
syndrome d’activation macrophagique, leucoencéphalopathie multifocale progressive,
hépatite E chronique, pneumocystose pulmonaire, aspergillose invasive quelle qu’en soit la
localisation, cryptococcose neuroméningée, mucormycose quelle qu’en soit la localisation,
toxoplasmose cérébrale, méningite virale et/ou bactérienne, otite maligne externe.

Les infections graves ont été définies par toute infection nécessitant une hospitalisation.

Le syndrome de Richter a été pris en compte lorsqu’il était mentionné dans le dossier avec
des arguments en sa faveur, gu’ils soient formels (biopsie le confirmant ou envahissement
médullaire par des grandes cellules) ou suffisamment probants (PET-scanner montrant une
valeur de SUV dépassant 10 ou cytoponction ganglionnaire retrouvant des grandes cellules).
Ni le sous-type histologique (Hodgkinien ou non) ni la relation clonale avec la LLC sous-
jacente n’ont été relevés.

Les cancers secondaires ont été définis comme tout cancer survenant apres le J1C1 (hormis
carcinomes basocellulaires).

3.6 Définition des covariables

La MRD a été prise en compte en tant que variable quantitative dépendante du temps ainsi
qu’en classes selon les niveaux définis par le groupe allemand : MRD basse<10™, 10“<MRD
intermédiaire<10%, MRD haute>10 (96).

Les CD4 ont été pris en compte en tant que variable quantitative dépendante du temps ainsi
gu’en tant que variable binaire selon un seuil fixé a 200/mm? (fréquemment utilisé dans le
VIH et pour guider les prophylaxies anti-infectieuses aprés ICT).

Pour apprécier I'influence de la croissance du niveau de MRD et des différentes cellules
immunitaires normales sur la PFS et sur I’OS, nous avons créé des variables Delta CD4, Delta
CD8, Delta NK et Delta MRD, définies a chaque temps t de la maniére suivante :
Ay = Xy = Xeor -

3.7 Analyses statistiques

Les caractéristiques de la population ont été décrites par les statistiques usuelles. Les
variables quantitatives ont été décrites par la médiane, le minimum, le maximum et le
nombre de données manquantes; les variables qualitatives par les fréquences, les
pourcentages et le nombre de données manquantes de chaque modalité.

Les données de survie ont été résumées par la méthode de Kaplan-Meier et présentées avec
leurs intervalles de confiance a 95 %. Les analyses univariées et multivariées ont été
réalisées avec le modele de Cox. Des analyses de Landmark et des modeles de Cox avec
covariables dépendantes du temps ont été effectués pour les modéles utilisant des
covariables mesurées aprés I'évaluation pré-thérapeutique.

Les comparaisons entre les groupes ont été réalisées par le test du Chi-2 ou le test exact de
Fisher pour les variables qualitatives.

Tous les tests étaient bilatéraux et le seuil de significative a été fixé a 0,05. L'analyse
statistique a été réalisée sous le logiciel STATA version 13 (Stata Corporation, College
Station, TX, USA)
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4 Résultats

4.1 Caractéristiques de la population

Entre le 07/06/2005 et le 26/01/2016, 162 patients traités par RFC en premiere ligne en
région Midi-Pyrénées et sur l'institut Bergonié disposaient d’un suivi de MRD.

Les patients étaient des hommes pour 69,1 % (n=112) et avaient un age médian au
diagnostic de 58 ans.

A l'initiation du RFC, le diagnostic de LLC datait de 22 mois en médiane (de 1 jour a 16 ans et
11 mois) et I’age médian était de 61,5 ans. La majorité des patients était stade B de Binet
(21,3 %, 53,1 % et 25,6 % Binet A, B et C respectivement). La 2-microglobuline était
supérieure a 3,5 mg/L chez 78,3 % des patients, et les LDH étaient élevées chez 54,4 % des
patients. Les lymphocytes en pré-thérapeutique étaient en médiane a 90,6 G/L (valeurs
extrémes : 1,3 a 888 G/L). Une mutation IGHV était retrouvée chez 36,6 % des patients. La
délétion 13q était 'anomalie cytogénétique la plus fréquemment observée (37,4 % des
patients), suivie de la trisomie 12, la délétion 11q, la délétion 6q, le réarrangement IgH-BCL2,
et la délétion 17p (24,4 %, 22,2 %, 12,8 %, 4,8 %, 3,9 % respectivement). Un caryotype
complexe était retrouvé chez 21,6 % des patients. Deux patients avaient une mutation TP53,
dont un avait également une délétion 17p. Parmi les patients ayant cette information
disponible, les mutations NOTCH1, SF3B1 et MYD88 étaient présentes chez 16,2 %, 8,8 % et
1,5 % des patients. Aucun patient n’avait de mutation de BRAF. Les caractéristiques pré-
thérapeutiques des patients sont résumées dans le Tableau 8.

Les centres ayant pris en charge les patients étaient les suivants : CHG d’Albi (n=7), CHG
d’Auch (n=13), institut Bergonié de Bordeaux (n=25), CHG de Brive (n=1), CHG de Cahors
(n=4), CHG de Carcassonne (n=1), CHG de Castres (n=8), CHG de Foix (n=4), CHG de
Montauban (n=4), clinique de I'Occitanie de Muret (n=1), clinique Marzet de Pau (n=1), CHG
de Rodez (n=4), CHG de Tarbes (n=5) clinique Pasteur de Toulouse (n=3), CHU de Toulouse
(n=77), hopital Joseph Ducuing de Toulouse (n=2), CHG de Villeneuve-sur-Lot (n=2).
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Caractéristique pré-RFC

n (%) ou médiane [minimum-maximum)]

Hommes

Femmes

> 65 ans

<65ans

Binet A

Binet B

Binet C

ND

Délai diagnostic-RFC (mois)
Lymphocytes (G/L) (n=114)
B2-microglobuline
<3,5mg/L

>3,5mg/L

ND

LDH
Normales
Elevées
ND

Statut /IGHV muté
Statut /IGHV non muté
ND

Délétion 13q présente
Délétion 13q absente
ND

Trisomie 12 présente
Trisomie 12 absente
ND

Délétion 11q présente
Délétion 11q absente
ND

Délétion 6q présente
Délétion 6q absente
ND

t(14;18) présente
t(14;18) absente

ND

Délétion 17p présente
Délétion 17p absente
ND

Caryotype complexe présente
Caryotype complexe absente
ND

Mutation TP53 présente
Mutation TP53 absente
ND

Mutation NOTCH1 présente
Mutation NOTCH1 absente
ND

Mutation SF3B1 présente
Mutation SF3B1 absente
ND

Mutation MYD88 présente
Mutation MYD88 absente
ND

Mutation BRAF absente
ND

112 (69,1)
50 (30,9)

58 (35,8)

104 (64,2)

34 (21,3)

85 (53,1)

41 (25,6)

2

22,1 [0,03-203,00]
90,6 [1,30-888,0]

15 (21,7)
54 (78,3)
93

52 (45,6)
62 (54,4)
48

48 (36,6)
83 (63,4)
31
49 (37,4)
82 (62,6)
31
32(24,4)
99 (75,6)
31
34(22,2)
119 (77.,8)
9
14 (12,8)
95 (87,2)
53
5(4,6)
104 (95,4)
53
6(3,9)
146 (96,1)
10
87 (78,4)
24 (21,6)
51
2(2,9)
68 (97,1)
92
11(16,2)
57 (83,8)
94
6(8,8)
62 (91,2)
94
1(1,5)
66 (98,5)
95
67 (100)
85

Tableau 8 : caractéristiques pré-thérapeutiques de la population
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4.2 Résultats globaux du RFC

Le nombre de cycles recus allait de 1 a 6, avec un premier quartile de 6 cycles. Seulement 3
patients ont recu moins de 4 cycles de RFC.

La consultation de fin de traitement a eu lieu en médiane 2,9 mois aprés la date de la
derniere cure de RFC. Les caractéristiques de fin de traitement des patients sont résumées
dans le Tableau 9. La réponse a EOT était une RC pour 62,4 % des patients, une RCi pour
33,8%, une RP pour 2,5 %, une maladie stable et une maladie progressive pour 0,6 %
chacune.

La MRD médiane était de 0,001 % (intervalle 0,000 a 31,5 %), ce qui se traduisait dans nos
trois classes en: MRD indétectable (65,3 %), intermédiaire (27,2 %) et haute (7,5 %). La
médiane par mm’ des lymphocytes CD4, CD8 et NK était de 153,5, 153 et 114
respectivement. Les CD4 étaient inférieurs ou égaux a 200/mm? chez 64,2 % des patients, et
strictement supérieurs a 200/mm?® chez 35,8 %. La répartition des CD4 et de la MRD a EOT et
lors des différents suivis est représentée sur les Figure 10 et Figure 11.

Tableau 9 : résultats globaux du RFC

Caractéristique en fin de traitement

n (%) ou médiane [minimum-maximum]

Délai derniére cure-EOT (mois)
Nombre de RFC regus
Réponse

e Réponse compléte (RC)

e RC avec récupération incompléte (RCi)

e Réponse partielle

e Maladie stable

o Maladie progressive

e Information non disponible
MRD en classes (n=147)

e Basse
¢ [Intermédiaire
e Elevée

Numération des CD4 (/mm?) (n=148)
CD4 en classes (n=148)

e <200/mm?

e >200/mm?
Numération des CD8 (/mm?) (n=148)
Numération des NK (/mm?®) (n=119)

2,9[0,03-7,50]
6 [1-6]

98 (62,4)
53 (33,8)
4(2,5)
1(0,6)
1(0,6)
5

96 (65,3)

40 (27,2)

11 (7,5)
153,5 [17,0-1389,0]

95 (64,3)

53 (35,8)
153,0 [5,0-2500,0]
114,0 [3,0-414,0]
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Figure 10 : distribution des valeurs de CD4/mm’* 2 EOT et aux différentes visites de suivi. Chaque point
bleu représente la valeur d’un patient. Les losanges rouges représentent la médiane des valeurs pour
chaque visite
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Figure 11 : distribution des valeurs de MRD (en %) a EOT et aux différentes visites de suivi. Chaque
point bleu représente la valeur d’un patient (valeurs de 0 non représentées). Les losanges rouges
représentent la médiane des valeurs pour chaque visite.
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4.3 Survie sans progression — PFS

Aprés un suivi médian de 60,5 mois, 75 patients (46,3 %) ont rechuté ou sont décédés. La
PFS est de 53,7 %, avec une estimation de PFS médiane de 65,7 mois (95%Cl [54,5-74,7
mois]). Un syndrome de Richter a été développé par 10 patients (6,2 % de la population
d’étude) avec un délai médian de 59,5 mois (21,1 a 139,8 mois).

En analyse univariée, les facteurs initiaux statistiquement associés a la PFS étaient la
présence d’une délétion 11q (PFS a 5 ans de 35,1 % en cas de delllq contre 60,9 % en son
absence, HR=2,19, p=0,002), la présence d’une dell7p et/ou d’'une mutation TP53 (PFS a 5
ans de 44,4 % contre 57,4 %, HR=3,87, p=0,013) et un statut /GHV non muté (PFS a 5 ans de
71,7 % en cas de mutation IGHV contre 45,8 % en cas de statut non muté, HR=2,55,
p=0,002). Les variables dépendantes du temps associées a la PFS étaient les CD4 en continu
(pour une valeur de CD4 plus élevée de 100/mm? : HR=1,13, p=0,001), les NK en continu
(pour une valeur de NK plus élevée de 100/mm? : HR=1,22, p=0,012) et la MRD, gu’elle soit
prise en tant que variable continue (HR=1,04, p<0,001) ou en classes (MRD haute par
rapport 3 basse : HR=10,22, p<0,001). Le fait d’avoir des CD4 supérieurs a 200/mm?>
indépendamment du temps de mesure n’était pas significativement associé a la PFS
(p=0,217). Les résultats de I'influence des facteurs initiaux sur la PFS figurent dans le Tableau
10.

Tableau 10 : facteurs initiaux et PFS : analyse univariée

Variable PFS a5 ans HR [95%Cl] p
Age alJiCil
e <65ans 55,8 % 1 (réf.) 0,829
e >65ans 54,4 % 1,06 [0,65 ; 1,72]
Genre
e Femme 61,8 % 1 (réf.) 0,245
e Homme 52,5% 1,35[0,81; 2,26]
Délétion 11q
e Absence 60,9 % 1 (réf.) 0,002
e Présence 35,1% 2,19 [1,35; 3,56]
Délétion 17p et/ou mutation TP53
e Absence 57,4 % 1 (réf.) 0,013
e Présence 44,4 % 3,87 (1,34 ;11,22]
B2-microglobuline pré-RFC
e <35mg/L 56,4 % 1 (réf.) 0,813
e >35mg/L 43,9 % 0,91[0,42 ;1,98]
Binet pré-RFC
e A 59,9 % 1 (réf.) 0,513
e BouC 53,0% 1,21[0,68; 2,17]
Statut IGHV
e Muté 71,7 % 1 (réf.) 0,002
e Non muté 45,8 % 2,55[1,42 ; 4,59]
Caryotype complexe
e Absence 49,4 % 1 (réf.) 0,333
e Présence 40,6 % 1,35[0,73; 2,50]
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4.3.1 Analyse Landmark a 9 mois

En analyse univariée, les variables MRD en classes a EOT et CD4 a EOT étaient corrélées a la
PFS : en cas de MRD a EOT basse, intermédiaire et haute on retrouvait des PFS a 5 ans de
respectivement 63,7 %, 33,9 % et 15,0 % (Figure 12). En cas de CD4 a EOT supérieurs a
200/mm?>, la PFS a 5 ans était de 34,1 % contre 59,6 % en-dessous de ce seuil (Figure 13,
HR=2,28, p=0,002).

PFS, landmark at 9 months
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Figure 12 : PFS en fonction du groupe de MRD a EOT (Landmark a 9 mois).
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Figure 13 : PFS en fonction du groupe de CD4 2 EOT (Landmark a 9 mois).
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Les analyses bivariées réalisées sur les lymphocytes CD4, CD8 et NK ainsi que sur la MRD
(Tableau 12) ont montré une influence de la MRD, des CD4 et des NK sur la PFS.

Le nombre de CD4 a EOT était associé a la PFS indépendamment de leur augmentation lors
du suivi: pour 100 CD4/mm?* supplémentaires a EOT on retrouvait une augmentation de
risque de rechute de 23 % (p<0,001) ; le fait d’avoir des CD4 a EOT supérieurs & 200/mm?
augmentait significativement le risque de rechute (HR=2,76, p=0,027) mais leur passage au-
dela du seuil de 200/mm? aux visites suivantes n’a pas été retrouvé associé a la PFS.

Le niveau de MRD atteint a EOT et son augmentation étaient également associés avec un
risque de rechute augmenté (p<0,001 chaque).

L'augmentation des NK depuis EOT était associée a la PFS indépendamment de leur chiffre a
EOT, avec une augmentation de 26 % du risque de rechute pour toute augmentation de 100
NK/mm?* depuis EOT.

Concernant les CD8, ni leur valeur a EOT ni leur augmentation n’étaient associées a la PFS.

Nous avons ensuite testé plusieurs modeles d’analyse multivariée en fonction de la méthode
d’expression des variables MRD et CD4 et avons constamment observé un effet significatif
de la MRD a EOT ainsi que de sa ré-augmentation sur la PFS. En prenant la MRD et les CD4
en tant que variables continues (Tableau 11), les variables suivantes étaient associées a
la PFS : statut IGHV non muté (HR=2,1), CD4 EOT (pour 100 CD4/mm? supplémentaires :
HR=1,30), MRD EOT (HR=1,12), Delta MRD (variable dépendante du temps, HR=1,03). I
existait une tendance a un effet délétére de la delllq (HR=1,64) et du Delta NK (variable
dépendante du temps : pour une augmentation de 100 NK/mm?: HR=1,20), ainsi qu’une
tendance a un effet bénéfique de I'augmentation des CD4 (variable dépendante du temps :
pour une augmentation de 100 CD4/mm? : HR=0,87) sur la PFS.

Tableau 11 : analyse multivariée - PFS a 5 ans

Variable HR 95%ClI p
Délétion 11q

e Absence (réf.) 1

e Présence 1,64 [0,84; 3,12] 0,135
Satut IGHV

e Muté (réf.) 1

¢ Non muté 2,10 [1,02;4,32] 0,044
CD4 EOT/100 1,30 [1,12 ; 1,50] 0,001
Delta CD4*/100 0,87 [0,75; 1,01] 0,062
NK EOT/100 1,09 [0,79; 1,50] 0,592
Delta NK*/100 1,20 [0,96 ; 1,49] 0,111
MRD EOT 1,12 [1,03; 1,21] 0,006
Delta MRD* 1,03 [1,01;1,05] <0,001

* . variable dépendante du temps
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Tableau 12 : analyses bivariées pour la PFS concernant la valeur a EOT et la croissance de la MRD et des

cellules immunitaires normales

Analyses bivariées (valeur a EOT et évolution)

CD4 EOT/100
Delta CD4*/100

Classes de CD4 EOT (/mm?)
e <200 (réf.)
e >200

Augmentation d’une classe
depuis EOT*

e Non (réf.)
o Oui
NK EOT/100

Delta NK*/100

CD8 EOT/100
Delta CD8*/100

MRD EOT
Delta MRD*

Classes de MRD EOT
e Basse (réf.)
e Intermédiaire
e Haute

Augmentation d’une classe
depuis EOT*
e Non (réf.)
o  Oui
* . variable dépendante du temps

Evolution CD4 (n=132)

HR 95%Cl
1,23 [1,12; 1,36]
1,04 [0,95; 1,13]

Evolution CD4 (classes) (n=132)

HR 95%Cl

1
2,76 [1,12; 6,79]

1
1,26 [0,52; 3,04]

Evolution NK (n=109)

HR 95%Cl
1,12 [0,82;1,52]
1,26 [1,04 ; 1,54]

Evolution CD8 (n=132)

HR 95%Cl
1,05 [0,96; 1,14]
1,00 [0,92; 1,07]

Evolution MRD (continue) (n=131)

HR 95%Cl
1,13 [1,08 ; 1,19]
1,04 [1,03; 1,05]

Evolution MRD (classes) (n=131)

HR 95%Cl

1
3,25 [1,89; 5,60]
21,82 (8,47 ; 56,21]

1
5,18 [2,72;9,84]

<0,001
0,412

0,027

0,605

0,477
0,019

0,286
0,898

<0,001
<0,001

<0,001
<0,001

<0,001
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4.3.1.1 Effet de CD4 EOT sur la PFS selon la MRD EOT

En cas de MRD EOT basse, il n’y avait pas de différence de PFS a 5 ans selon les CD4 a EOT
(n=96, PFS=65,0 % si CD4 < 200/mm?, PFS=59,0 % si CD4 > 200/mm>, p=0,6998, Figure 14).
En cas de MRD EOT intermédiaire, malgré un effectif restreint (n=34) une différence a été
mise en évidence en termes de PFS entre le fait d’avoir des CD4 EOT strictement supérieurs
(7,7 %) ou inférieurs ou égaux a 200/mm? (53,0 %, HR=5,03, p=0,0001, Figure 15).

En cas de MRD EOT élevée (n=10), le faible effectif ne permettait pas cette analyse.
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Figure 14: PFS en fonction du groupe de CD4 a EOT, sous-groupe MRD EOT basse (Landmark a 9 mois)
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Figure 15 : PFS en fonction du groupe de CD4 a EOT, sous-groupe MRD EOT int. (Landmark a 9 mois)
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4.3.1.2 Effet du seuil de CD4 EOT (supérieur & 200/mm?> ou non) sur la PFS selon le groupe

« statut IGHV »

En cas de statut /IGHV non muté (n=73), on retrouvait un impact significatif du nombre de
CD4 EOT en termes de PFS (PFS médiane de 63,7 mois si CD4< 200/mm?, contre 30,7 mois si
CD4>200/mm?, HR=4,09, p<0,0001, Figure 16).

En cas de statut /IGHV muté (n=38), 'analyse montrait une tendance vers une association
entre le nombre de CD4 EOT et la PFS : quand CD4 < 200/mm?>, la PFS 3 5 ans était de 76,2 %,
et de 42,78 % quand CD4>200/mm?> (HR=2,81, p=0,0576, Figure 17).
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Figure 16 : PFS en fonction du groupe de CD4 a EOT - sous-groupe IGHV non muté (Landmark a 9 mois)
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Figure 17 : PFS en fonction du groupe de CD4 a EOT - sous-groupe IGHV muté (Landmark a 9 mois)
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4.3.1.3 Facteurs corrélés au taux de lymphocytes T CD4 a EOT

L’analyse univariée ne retrouve que I’age comme prédictif du nombre de CD4 EOT : alors que
chez les 65 ans et moins on obtenait des CD4 EOT inférieurs ou égaux a 200/mm? dans
71,6% des cas, un tel niveau n’était atteint que chez 52,8 % des plus de 65 ans (p=0,022).
Aucune des autres variables telles que le genre (p=0,5716), la présence d’une delllq
(p=0,4874), d’une dell17p et/ou d’'une mutation TP53 (p=0,6685), d’un caryotype complexe
(p=0,7253), d’une B2-microglobuline supérieure a 3,5 mg/L (p=0,7588), d’un statut /IGHV non
muté (p=0,8190) ou le stade de Binet en pré-thérapeutique (A contre B ou C, p=0,1495)
n’était associée avec ce seuil de CD4 a EOT.

4.3.1.4 Effet du seuil de la MRD sur la PFS selon le groupe « statut IGHV »

La MRD EOT catégorisée en détectable (> 10™) ou non (< 10™) était associée a la PFS quel
gue soit le statut mutationnel IGHV.

En I'absence de mutation IGHV (Figure 18) la PFS a 5 ans était de 51,2 % en cas de MRD
indétectable (n=49) contre 31,9 % en cas de MRD détectable (n=24, HR=2,03, p=0,0206).

En cas de mutation IGHV (Figure 19) et de MRD EOT indétectable (n=39), la PFS a 5 ans était
de 87,7 % contre 35,9 % en cas de MRD détectable (n=73, HR=8,01, p=0,0002).
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Figure 18 : PFS en fonction de la positivité de la MRD a EOT - sous-groupe IGHV non muté (Landmark a
9 mois).
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PFS, landmark at 9 months, mutated IGHV
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Figure 19 : PFS en fonction de la positivité de la MRD a EOT - sous-groupe |IGHV muté (Landmark a 9
mois).

4.4  Survie globale — OS

Aprés un suivi médian de 60,5 mois, 25 patients (15,4 %) sont décédés (OS médiane non
atteinte). 'OS a 5 ans est de 87,75 % (95%ClI [80,34 ; 92,50]).

Le statut /IGHV non muté était associé avec une tendance (non significative) a une OS plus
courte (Tableau 13).

La MRD en tant que variable continue dépendante du temps était statistiguement associée
avec I'OS (HR=1,02, p=0,003), tout comme les CD4 en tant que variable continue
dépendante du temps (pour 100 CD4/mm? : HR=1,15, p=0,002).
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Tableau 13 : facteurs initiaux et OS : analyse univariée

Variable OSa5ans HR [95%Cl] p
Age aJ1C1
e <65ans 90,0 % 1 (réf.) 0,300
e >65ans 83,4 % 1,53 [0,68 ; 3,44]
Genre
e Femme 88,7 % 1 (réf.) 0,341
e Homme 87,3 % 1,56 [0,62 ; 3,92]
Délétion 11q
e Absence 88,3 % 1 (réf.) 0,286
e Présence 86,7 % 1,59 (0,68 ; 3,72]
Délétion 17p et/ou mutation TP53
e Absence 88,8 % 1 (réf.) 0,614
e Présence 100,0 % 1,69 (0,22 ; 13,07]
B2-microglobuline pré-RFC
e <35mg/L 90,9 % 1 (réf) 0,149
e >35mg/L 82,2 % 4,63 [0,58 ; 37,18]
Binet pré-RFC
e A 92,4 % 1 (réf.) 0,245
e BouC 86,3 % 2,05 [0,61 ; 6,85]
Statut IGHV
e Muté 87,2 % 1 (réf.) 0,131
e Non muté 87,5% 2,15[0,80; 5,79]
Caryotype complexe
e Absence 89,1 % 1 (réf.) 0,381
e Présence 84,2 % 1,55[0,58; 4,14]

4.4.1 Analyse Landmark a 9 mois

En analyse univariée, le fait d’avoir une MRD haute a EOT était associée a une OS a 5 ans de
59,3 % contre 91,4 % en cas de MRD basse (HR=3,96, p=0,021, Figure 20). Le fait d’avoir des
CD4 a EOT supérieurs a 200/mm? n’avait pas d’influence significative sur '0OS (p=0,268,
Figure 21).

Les analyses bivariées réalisées sur les lymphocytes CD4, CD8 et NK ainsi que sur la MRD
(Tableau 14) ont montré que le nombre absolu de CD4 a EOT était associé a I'OS mais pas
leur augmentation lors du suivi : pour 100 CD4/mm? supplémentaires a EOT on retrouvait
une augmentation du risque de déces, mais le fait d’avoir des CD4 a EOT supérieurs a
200/mm? ne modifiait pas le risque de déces. L'augmentation des CD4 était associée a une
tendance a une OS moins bonne a 5 ans (p=0,166).

Le niveau de MRD a EQOT était associé a I'0OS indépendamment de son augmentation : pour
toute valeur supplémentaire de 1 % de MRD a EOT, le risque de déces était augmenté de
10%. Concernant les CD8 et les NK, ni leur valeur a EOT ni leur augmentation n’étaient
associées a I'OS.
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Figure 20 : OS en fonction du groupe de MRD a EOT (Landmark a 9 mois).

1.00

0.75

0.25

0.00

Number at risk
Low (<=200)
High (200)

OS, landmark at 9 months

o
O -

83 82 7% 67
49 49 42 35

T T
24 36 48

T T T T T T
60 72 84 96 108 120
Months

54 43 32 20 19 12 7
23 17 11 8 5 4 3

CD4_EOT

Figure 21 : OS en fonction du groupe de CD4 4 EOT (Landmark a 9 mois).

67



Tableau 14 : analyses bivariées pour 1'OS concernant la valeur a EOT et la croissance de la MRD et des
cellules immunitaires normales

Analyses bivariées (valeur a EOT et évolution)

Evolution CD4 (n=132)

HR 95%Cl p
CD4 EOT/100 1,28 [1,10;1,49] 0,001
Delta CD4*/100 1,09 [0,96; 1,24] 0,166
Evolution CD4 (classes) (n=132)
HR 95%Cl p
Classes de CD4 EOT (/mm?®)
o <200 (réf.) 1
e >200 1,05 [0,29; 3,90] 0,937
Augmentation d’une classe
depuis EOT*
o Non (réf.) 1
e Oui 0,59 [0,16; 2,14] 0,420
Evolution NK (n=109)
HR 95%Cl p
NK EOT/100 0,98 [0,57;1,69] 0,934
Delta NK*/100 0,97 [0,71; 1,32] 0,839
Evolution CD8 (n=132)
HR 95%Cl p
CD8 EOT/100 1,07 [0,95; 1,20] 0,284
Delta CD8*/100 1,05 [0,95;1,17] 0,361
Evolution MRD (continue) (n=131)
HR 95%Cl P
MRD EOT 1,10 [1,05;1,16] <0,001
Delta MRD* 1,01 [1,00;1,03] 0,074
Evolution MRD (classes) (n=131)
HR 95%Cl p
Classes de MRD EOT
e Basse (réf.) 1
e Intermédiaire 1,42 [0,55 ; 3,69] 0,470
e Haute 4,25 [1,19; 15,21] 0,026
Augmentation d’une classe
depuis EOT*
e Non (réf.) 1
e Oui 1,14 [0,44 ; 2,99] 0,787

* . variable dépendante du temps

De la méme maniére que pour la PFS, nous avons testé plusieurs modeéles d’analyse
multivariée en fonction de la méthode d’expression des variables MRD et CD4. Lorsque ces
deux variables étaient exprimées en continu (Tableau 15), 'augmentation des CD4 depuis
EOT était associée a I’OS (pour 100 CD4/mm? supplémentaires depuis EOT, augmentation du
risque de déces de 30 %). La présence d’'une délétion 11q, la croissance de la MRD,
I"'augmentation des CD4 au cours du suivi étaient associées a une tendance a I’OS raccourcie.
L'augmentation des NK était associée a une tendance avec une OS prolongée.
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Tableau 15 : analyse multivariée - OS a S ans

Variable HR 95%CI o]

Délétion 11q

e Absence (réf.) 1

e Présence 2,41 [0,68 ; 8,59] 0,173
Satut IGHV

o Muté (réf.) 1

¢ Non muté 1,51 (0,43 ; 5,33] 0,524
CD4 EOT/100 1,22 [0,99; 1,51] 0,066
Delta CD4*/100 1,30 [1,03;1,63] 0,025
MRD EOT 1,04 [0,96; 1,12] 0,364
Delta MRD* 1,02 [1,00; 1,04] 0,087
NK EOT/100 0,96 [0,53; 1,76] 0,905
Delta NK*/100 0,67 [0,45 ; 1,00] 0,051

* . variable dépendante du temps

4.5 Autres événements d’intérét (cancers, infections graves et opportunistes)

Vingt patients (12,3 %) ont développé un second cancer pendant le suivi, avec un délai
médian de 40,8 mois depuis le début du RFC (16,5 a 110,9 mois).

Durant le suivi, 35 patients (25,5 %) ont présenté au moins une infection opportuniste avec
un délai médian de 14,2 mois depuis le début du RFC (de 2,2 a 93,8 mois).

Vingt-trois patients (16,8 %) ont eu au moins une hospitalisation pour infection, le délai
médian de survenue étant de 18,3 mois depuis le début du RFC (2,2 a 112,2 mois).

4.6 Traitements ultérieurs

Parmi les patients ayant rechuté, 52 (74,3 %) ont eu un traitement de deuxieme ligne. Les
traitements de rechute ont été Rituximab-Bendamustine (RB, 46,2 %), ibrutinib (15,4 %), R-
Idélalisib, Rituximab-Cyclophosphamide-Dexamethasone, R-Cyclophosphamide-
Doxorubicine-Vincristine-Prednisone (RCD, RCHOP, 7,7 % chaque), Gemcitabine-
Alemtuzumab (3,8 %), Bendamustine-Ofatumumab-Methylprednisolone (BOMP),
Dexamethasone-Alemtuzumab, Ofatumumab seul, Alemtuzulab seul, R-Prednisone, RB-
Idélalisib (1,9 % chaque).

Durant le suivi, un traitement par Ibrutinib, Idélalisib et Venetoclax a été mis en place chez
17,3 %, 6,8 % et 1,9 % des patients, respectivement. Deux patients ont été allogreffés (1,2 %)
a 3,2 et 4,9 ans de la derniére cure de RFC, et I'un d’entre eux est encore en vie a 4 ans et
demi de l'allogreffe.
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5 Discussion

5.1 Résultats principaux : comparaison avec les essais historiques

Dans cette étude, nous rapportons les données de maladie résiduelle de 162 patients ayant
recu du RFC en premiére ligne de LLC. L’age médian de nos patients avant RFC était de 61,5
ans, ce qui est semblable aux études de phase 3 ayant testé cette association en premiere
ligne (114,146), un peu plus agé que dans |'étude initiale du MDACC (159). Les
caractéristiques patients et les facteurs de risque classiquement associés a la LLC étaient
retrouvés a des fréquences tres comparables dans notre cohorte également. Par contre, nos
patients avaient trés majoritairement une [2-microglobuline élevée, cependant peu de
patients disposaient de ce dosage, rendant toute interprétation difficile.

Les patients étaient majoritairement en RC/RCi a I'issue de I'ICT, recue pour 6 cures chez
plus de 75 % d’entre eux. La majorité des patients obtenait également une MRD
indétectable, et seuls 7,5 % avaient une MRD haute a lissue du RFC. Les patients
demeuraient lymphopéniques lors du suivi, et la médiane de CD4 3 EOT était de 153,5/mm?,
ce qui se traduisait par des CD4 inférieurs ou égaux a 200/mm? chez 64,2 % des patients. Le
suivi médian est de 60,5 mois. La PFS est de 53,7 % a 5 ans, avec une estimation de PFS
médiane de 65,7 mois (95%Cl [54,5-74,7 mois]).

Ainsi nous obtenons un meilleur taux d’éradication de la MRD que dans I'essai CLL8. De
méme nous obtenons une PFS médiane de 65,7 mois contre 52 mois dans I'essai CLL8 et
57,6 mois dans I'essai CLL10 (bras RFC). Un facteur pouvant expliquer cette différence assez
modeste est le faible nombre de patients de notre série qui présentaient une délétion 17p
et/ou une mutation de TP53 (7 a 10 % de délétion 17p dans CLL8 contre 3,9 % dans notre
série, alors que dans CLL10 les dell7p étaient exclues); en effet, les patients de Midi-
Pyrénées présentant une anomalie de TP53 se voyaient plutot orienter vers un traitement a
base d’alemtuzumab ou d’ibrutinib (selon I’'année de traitement). Les réponses selon IWCLL
peuvent également étre meilleures car nous ne pratiquons pas de biopsie ostéomédullaire
et affirmons la RC sans cet examen. En ce qui concerne la PFS, le suivi en vie réelle ne
permettait probablement pas d’observer la rechute aussi rapidement que ne I'a fait le suivi
standardisé des essais cliniques, ce qui peut participer a la différence observée.

En analyse univariée une dell1q, une del17p et/ou une mutation de TP53 et un statut IGHV
non muté étaient associés a une PFS raccourcie, ce qui est classique. La valeur de CD4 et de
MRD a EOT ainsi que la croissance de la MRD et du nombre de NK (indépendamment de leur
valeur a EOT) étaient également associées a une PFS raccourcie. En analyse mutlivariée les
CD4 a EOT, la MRD a EOT, la croissance de MRD et la présence d’un statut /GHV non muté
étaient associés défavorablement a la PFS. Par contre, nous n’avons pas de résultat
concernant la dose intensité du RFC, un paramétre reconnu comme pronostique pour la PFS
et I'OS (154). De facon intéressante, la mesure du taux de CD4 permettait dans certains
sous-groupes de patients d’affiner I'information pronostique apportée par la mesure de la
MRD, voire d’étre plus informative. Par exemple chez les patients IGHV non mutés, la
présence de plus ou de moins de 200 CD4/mm? a EOT était associé a la PFS de maniére plus
forte que ne I'était la MRD (détectable contre négative). Pour la vaste majorité des centres
traitant des LLC en France, sans mesure de MRD en routine, cette donnée méritera
confirmation.
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L'OS a 5 ans est de 87,8 %, et I’OS médiane n’est pas atteinte. En analyse bivariée, les CD4 et
la MRD a EOT sont associés défavorablement a I'OS alors qu’en analyse multivariée
I’augmentation des CD4 depuis EOT est défavorablement associée a I'OS.

Nous confirmons les résultats d’études précédentes concernant la valeur pronostique
indépendante de la MRD aprés ICT dans la LLC, en termes de PFS et d’OS dans des
populations différentes (types de chimiothérapies/ICT, premiére ligne ou plus, patients
inclus ou non dans des essais cliniques) (96,116,147,149,154). Comme dans |’étude CLLS, les
seuils de 10™* et de 10 permettent d’individualiser 3 groupes pronostiques distincts en
termes de PFS, alors que seul le seuil de 10 est associé a I’0S ; les courbes de survie (PFS et
0S) sont superposables a celles publiées en 2012 lors de I'analyse des données de MRD de
cet essai (96). Nous confirmons également la valeur pronostique de la croissance de la MRD
en termes de PFS dans ce contexte d’ICT, comme cela a été rapporté a plusieurs reprises
avec des méthodologies différentes. Nous retrouvons notamment une valeur pronostique de
la croissance de la MRD indépendante de la MRD EOT, comme ceci a été observé dans
I'étude CLLS (17).

Notre échantillon a une excellente PFS a 5 ans de 87,7 % avec un plateau sur la courbe de
survie en cas de MRD négative et de statut /IGHV muté, ce qui est cohérent avec les données
a long terme de la cohorte du MDACC dans laquelle on voit apparaitre un plateau sur la
courbe de PFS des patients IGHV mutés, se traduisant par une PFS de 53,9 % a 12,8 ans
(quasiment 80 % en cas de MRD EOT négative) (113). Cependant, ne pas obtenir
d’éradication de la MRD chez les sujets IGHV mutés contrebalance cette donnée optimiste
avec une médiane de rechute de 3 ans, ce qui rend ces rechutes « a risque » selon les
définitions internationales (éligibles a des thérapies ciblées plutét qu’a une reprise de I'ICT).
L'OS a 5 ans est de 87,8 %, et I'OS médiane n’est pas atteinte. En analyse bivariée, les CD4 et
la MRD a EOT sont associés défavorablement a I'OS alors qu’en analyse multivariée
I"'augmentation des CD4 depuis EOT est défavorablement associée a I’OS.

5.2 Role putatif de la reconstitution immunitaire normale sur la rechute de la MRD
Notre étude montre que le nombre absolu de CD4 a EOT était associé a la PFS et a I'OS aprés
RFC dans la LLC, indépendamment de leur augmentation au cours du suivi. Le seuil de 200
CD4/mm? & EOT semble aussi bien discriminer les patients /IGHV non mutés en termes de PFS
gue ne le fait I'’étude de la maladie résiduelle. En analyse multivariée, un nombre élevé de
CD4 a EOT gardait un impact pronostique péjoratif en termes de PFS, avec une tendance a
une OS réduite. De fagon surprenante dans les modeéles multivariés, 'augmentation des CD4
au cours du suivi se traduisait par une OS moins bonne malgré une tendance a une meilleure
PFS.

La prolifération des cellules B de LLC nécessite le contact avec un antigéne mais aussi et
surtout le contact avec CD40L et la présence de cytokines de type Th2, ces deux derniers
éléments étant rendus possibles par la présence de lymphocytes T CD4 essentiellement. Il a
été montré dans certains modeles murins que l'infiltration des centres prolifératifs par les
lymphocytes CD4 pouvait favoriser la croissance tumorale (42), et les lymphocytes CD4 des
patients de LLC sont constitués d’'une proportion élevée de lymphocytes T régulateurs aux
propriétés suppressives importantes (41,57). La persistance de lymphocytes T CD4 en post-
thérapeutique pourrait donc aider a la croissance tumorale lorsqu’il reste une masse
tumorale non négligeable (essentiellement en cas de MRD intermédiaire, sous-groupe dans
lequel nous retrouvons un effet pronostique plus important des CD4 a EOT). Cette
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hypothése nécessite d’accepter a priori que le nombre de lymphocytes T CD4 circulants est
corrélé au nombre de lymphocytes T CD4 présents dans les centres prolifératifs, ce qui peut
sembler logique si I'on part du principe que les lymphocytes T sont attirés vers les centres
prolifératifs via des gradients cytokiniques (qui s’ils sont susceptibles d’étre modifiés par la
présence de cellules tumorales résiduelles, pourraient persister lorsque la MRD reste
détectable). Enfin, cette hypotheése serait cohérente avec I'impact plus important du taux de
lymphocytes T CD4 en fin de traitement sur la PFS dans le sous-groupe des LLC IGHV non
muté (maladies présentant une plus grande propension a proliférer).
Le seul facteur associé a la lymphopénie CD4 inférieure ou égale a 200/mm?> a EOT était un
age jeune. Les patients les plus agés étant plus susceptibles de voir leurs doses de
cytotoxiques diminuées (aprées toxicité par exemple), il pourrait étre supposé que le fait
d’avoir des CD4 a EOT inférieurs ou égaux a 200/mm? pourrait n’étre que le reflet d’une plus
grande exposition médicamenteuse. Il serait cependant étonnant en suivant ce
raisonnement de constater que ni la concentration des lymphocytes CD8 ni celle des
lymphocytes NK a EOT n’ont d’impact pronostique. De plus, dans notre étude prospective
FORTIS, le niveau de dose-intensité du RFC (plus ou moins de 80 % de la théorique) ne
correle pas avec le niveau de CD4 post-traitement.
La valeur des NK a EOT n’a aucune valeur pronostique, mais le modéle bivarié intégrant leur
concentration a EOT et leur variation montre que leur augmentation est associée a une PFS
amoindrie (mais cet effet disparait en analyse multivariée). De fagon inverse, il existait dans
I'analyse multivariée pour I'OS une tendance forte en faveur d’'un effet bénéfique de
I’'augmentation des NK au cours du suivi, ce qui peut s’expliquer par la restauration de
I'activité anti-infectieuse mais également anti-tumorale médiée par ce sous-type cellulaire. Il
se pourrait que les patients reconstituant plus rapidement leurs lymphocytes NK présentent
moins d’infections graves et de seconds cancers, mais le faible effectif de la présente étude
n’est pas suffisant pour mettre en évidence un tel effet.
Dans tous les cas, ces hypotheses doivent s’interpréter au vu des niveaux de MRD. En effet
des données obtenues au laboratoire démontrent trois points importants entre EOT et un an
post-RFC :
e Les NK sont efficaces en lyse autologue (avec IL2+rituximab) uniquement si la MRD
reste stable (155),
e Les T CD8 chargés de granzyme B sont plus fréqguemment observés si la MRD
augmente (ici par définition ils ne peuvent contréler cette augmentation de MRD),
e Les T CD4 augmentés avec une MRD haute a un an ont un phénotype Treg (CD25+,
FoxP3+, CD62L+) et pourraient expliquer que les NK et/ou les T CD8 ne soient pas
efficaces.

5.3 Forces et limites de I'étude

Avec le réseau Oncomip, les décisions thérapeutiques prises en RCP d’hématologie maligne
en Midi-Pyrénées sont centralisées. Ce mode de fonctionnement permet de proposer
systématiquement une consultation de suivi sur le CHU/I'IUC aprés les ICT d’induction, et
assure un recrutement quasi-exhaustif sur I’'ensemble de la région.

Le suivi de la MRD n’est pas recommandé en routine (2), et si cet examen permet de se
substituer a la PFS dans le cadre d’essais cliniques, il existe peu de données d’utilisation en
vie réelle de la MRD (149). Cette étude permet de confirmer I'impact pronostique majeur de
la MRD dans la LLC hors des essais cliniques, que ce soit une mesure unique en fin de
traitement ou en termes de dynamique sur un suivi régulier.
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Tres peu d’études portent sur la valeur pronostique des cellules immunitaires normales et
sur leur influence sur la croissance de la MRD ou la rechute. Si certains facteurs intrinséques
a la maladie ont été corrélés avec une croissance de MRD plus rapide (absence de mutation
IGHV notamment) (17), il s’agit a notre connaissance d’un des seules études s’intéressant a
I'influence des cellules normales sur la dynamique de reconstitution de la MRD, ainsi que sur
la PFS. Les implications pratiques suivantes peuvent étre proposées : les patients IGHV
mutés doivent étre plus fréquemment surveillés si leur taux de CD4 est élevé post-RFC ; si
I'on souhaite sélectionner des patients pour une étude de consolidation post-RFC, il faut
mesurer la MRD mais aussi la valeur de CD4 a EOT.

Cette étude présente également des limites dont la plupart sont inhérentes a son caractére
rétrospectif. Les comorbidités des patients ainsi que leur état général n’étaient que
rarement connus, alors que le traitement par RFC est trés toxique et que I'état général du
patient est pronostique en pré-thérapeutique (87). De méme, nous n’avions pas de données
sur I'exposition médicamenteuse, alors que l'intensité de dose est corrélée a la PFS dans la
LLC (154).

Bien que la perte de TP53 (par dell7p ou mutation inactivatrice) soit un facteur pronostique
trés puissant dans cette maladie, nous n’avons pas intégré la variable ‘délétion 17p et/ou
mutation TP53‘ dans les modeles multivariés. En effet seuls 74 avaient eu une recherche de
mutation TP53 et leur inclusion aurait drastiquement diminué la taille de notre échantillon.
La méme réflexion est faite concernant la 32-microglobuline qui a une valeur pronostique
importante dans les modeéles établis sur des données de chimiothérapie/ICT (72,87) et qui
n’était disponible que pour 69 patients. Ceci n’a pas permis de retrouver d’impact
pronostique de ce marqueur dont la valeur en pré-thérapeutique permet pourtant de
préciser la PFS des patients traités par RFC au MDACC (en définissant des groupes selon le
statut mutationnel IGHV puis selon la valeur de B2-microglobuline (113)).

L'expression de la croissance de la MRD (Delta MRD) aurait probablement été plus adaptée
en tant que rapport qu’en tant que soustraction (croissance proportionnelle a la maladie
résiduelle pré-existante), mais un rapport était techniquement impossible de par la présence
de patients ayant une MRD indétectable a EOT (impossibilité de diviser par zéro). Dans un
souci d’homogénéité, nous avons exprimé l'ensemble des Delta sous la forme de
soustractions. De plus, afin de pallier ce potentiel biais, nous avons (i) étudié les variables
Delta en tant que variables dépendantes du temps (intégration d’un dénominateur temps),
(ii) vérifié par des modeles bivariés que la valeur pronostique de chaque Delta était
indépendante du niveau de la variable concernée a EOT (Tableau 12, Tableau 14) et (iii)
exprimé la croissance de MRD par le changement de classe de MRD.

Certains patients ont été perdus de vue, ce qui limite I'interprétation des données et a pu
empécher certaines analyses statistiques. Nous avons tenté de pallier ce manque en faisant
appel aux médecins des patients (médecins des centres ayant pris en charge le patient,
médecin traitant) ainsi qu’aux patients eux-mémes.

5.4  Perspectives

L'implication des CD4 dans le fonctionnement du lenalidomide rend son utilisation en
maintenance particulierement séduisante, d’autant que les indications d’une telle
maintenance actuellement explorées recoupent les sous-groupes ou la valeur de CD4 était la
plus discriminante sur le plan pronostique dans notre étude (statut /GHV non muté, MRD
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détectable). Notons pour mémoire que 91 % des patients recevant ce médicament dans
I’essai CLLM1 étaient IGHV non mutés (131).

6 Conclusion

Nous avons réalisé une étude portant sur 162 patients de vie réelle traités a Toulouse et
Bordeaux par RFC en premiére ligne de LLC, et pour lesquels un suivi de la reconstitution
immunitaire et de la maladie résiduelle (MRD, dans le sang) était disponible. Nous
retrouvons des taux de réponse et de taux d’éradication de la MRD, ainsi que des durées de
survies, cohérents avec les données d’études cliniques randomisées, suggérant que ce
traitement est bien un standard en premiere ligne.

L’analyse de survie sans progression (PFS) retrouve les facteurs pronostiques classiquement
décrits (délétion 11q, délétion 17p/mutation TP53, statut /IGHV non muté). Notre analyse
multivariée retrouve la valeur pronostique péjorative de la MRD en fin de traitement, ainsi
gue de son augmentation au cours du suivi. Elle retrouve également un impact pronostique
défavorable de la valeur absolue des lymphocytes T CD4 en fin de traitement, cet effet étant
retrouvé dans les sous-groupes de patients IGHV non mutés ou présentant une maladie
résiduelle détectable en fin de traitement, ce qui peut aider a préciser la durée de PFS dans
ces sous-groupes.

L'analyse univariée des facteurs associés a la survie globale retrouve I'importance
d’éradiquer la MRD, mais également I'apport prédictif de la mesure du taux de lymphocytes
T CD4 en fin de traitement. En analyse multivariée, I'augmentation des CD4 confére un
désavantage en termes de survie globale.

La mesure de la MRD étant habituellement recherchée par cytométrie de flux dans le sang,
une numération des lymphocytes T CD4 ne nécessite pas de prélévement supplémentaire, et
peut plus facilement étre obtenue dans de nombreux hopitaux. Tous ces éléments sont
autant d’arguments pour proposer une maintenance aux patients présentant des
lymphocytes T CD4 élevés aprés RFC (>200/mm?).
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SUIVI DE LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE APRES
IMMUNOCHIMIOTHERAPIE PAR RITUXIMAB, FLUDARABINE ET
CYCLOPHOSPHAMIDE EN PREMIERE LIGNE DE LEUCEMIE LYMPHOIDE
CHRONIQUE : IMPLICATIONS POUR LA PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE

RESUME EN FRANCAIS :

Aprés Rituximab-Fludarabine-Cyclophosphamide (RFC) dans la leucémie lymphoide
chronique (LLC), le niveau de maladie résiduelle minime (MRD) est associé a la survie sans
progression (PFS) et a la survie globale (OS), mais les rechutes sont constantes et les cellules
de LLC sont tres dépendantes de leur micro-environnement notamment ganglionnaire.

Nous avons étudié I'influence de la reconstitution immunitaire sur la PFS et I'OS chez 162
patients recevant du RFC pour une LLC dans le Sud-Ouest de la France entre 2005 et 2016.
Les patients avaient un age médian de 61,5 ans avant traitement, étaient majoritairement
IGHV non muté (63,4%) et avaient recu 6 cures de RFC pour plus de 75% d’entre eux. A la fin
de traitement (EOT) le niveau de MRD était bas, intermédiaire et élevé chez respectivement
65,3%, 27,2% et 7,5% des patients. En analyse multivariée, la MRD (p=0,006) a EOT et sa
croissance (p<0,001) étaient associées a la PFS, tout comme la valeur élevée de lymphocytes
T CD4+ (p=0,001). Chez les patients ayant une MRD intermédiaire a EOT, ceux ayant des
CD4<200/mm? avaient une PFS de 53% a 5 ans, contre 7,7% si CD4>200/mm? (p=0,0001). Les
patients IGHV non mutés avaient une PFS médiane de 63,7 mois si CD4 EOTSZOO/mm3,
contre 30,7 mois si CD4 EOT>200/mm?> (p<0,0001).

L'analyse univariée des facteurs associés a la survie globale retrouve I'importance
d’éradiquer la MRD (p<0,001), mais également I'apport prédictif de la mesure du taux de
lymphocytes T CD4 en fin de traitement (p=0,001). Chez les patients /IGHV non mutés, les
CD4 a EOT sont un marqueur pronostique de qualité et pourraient servir a guider les
indications de maintenance.
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