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Introduction

Les leucémies aigues myéloides (LAM) sont des maladies rares, dépendantes de I'dge. L’incidence est
estimée de 3.48 en 1976 a 5.06 cas pour 100 000 personne-année en 2013 en Europe.! L’dge médian
au diagnostic est de 70 ans.2 En France l'incidence de la LAM est estimée de 3 428 en 2018,
correspondant a un taux d’incidence standardisé sur la population mondiale de 3,1 pour 100 000
personne-année chez ’lhomme et de 2,3 chez la femme.?

1. Physiopathologie

1.1. Définition

Les LAM sont un groupe hétérogene d’hémopathies malignes caractérisées par une prolifération
clonale de progéniteurs hématopoiétiques de nature myéloide bloqués a un stade précoce de leur
différenciation. (voir Figure 1)*
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Figure 1 : Hématopoiése normale et leucémique (adapté de Khwaja A. et al)*

LT : lymphocyte T ; LB : lymphocyte B ; CD : cellule dendritique ; PNN : polynucléaire neutrophile ;
PNB : polynucléaire basophile ; PNE : polynucléaire éosinophile

1.2. Modeles d’architecture clonale

Contrairement a d’autres hémopathies comme les syndromes myéloprolifératifs, la survenue de LAM
est un processus « multi-étape » qui se caractérise par I'accumulation d’anomalies génétiques pouvant
8tre induites (chimiothérapie, radiothérapie, pesticides...), constitutionnelles ou de novo.> Ces
anomalies peuvent étre soit par des translocations, délétions ou inversions retrouvées en
cytogénétique, soit par des mutations activatrices ou inactivatrices qui ont pu étre identifiées par
différentes techniques de biologie moléculaire : PCR, séquencage conventionnel ou plus récemment
par NGS.

L’étude a large échelle de I'expression des ARNm ou des micro-ARN permet d’y associer des profils
caractéristiques. Ces mutations sont souvent présentes au diagnostic mais peuvent également
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survenir lors de la rechute (ex : mutations d’/DH1/2 ou de TP53) qui seront alors rechercher afin de
guider le choix thérapeutique. Leurs principales caractéristiques sont décrites dans le Tableau 1.

Ces anomalies génétiques ont été classées approximativement de la maniére suivante :

- les mutations de classe I, conférant un avantage prolifératif, qui regroupent les mutations des
genes codant pour des tyrosines kinases comme FLT3, NRAS, KRAS ou encore c-KIT ;

- les mutations de classe I, aboutissant a un blocage de différenciation, dans laquelle on
retrouve des mutations ponctuelles (CEBPa, NPM1) et des transcrits de fusion impliquant des
facteurs de transcription comme PML-RARa, CBF3-MYH11, RUNX1-RUNX1T1.°

Le modele de leucémogénese, publié par Welsch JS et al, fait état de la survenue de différentes
mutations n’ayant pas toutes le méme impact dans 'architecture clonale. Une premiere mutation
driver initiatrice apparait au sein d’un progéniteur hématopoiétique qui contient déja de nombreuses
mutations bénignes dites passenger accumulées au fur et a mesure du temps et qui sont alors
« capturées » dans le clone. Lorsqu’une seconde mutation driver dite coopératrice survient, les autres
mutations passenger acquises depuis sont alors « capturées » a |'origine du clone leucémique
fondateur. Par la suite, d’autres mutations passenger peuvent étre acquises responsable de différents
sous-clones.’

Figure 2 : Modele de leucémogéneése selon I'acquisition de mutations driver et passenger (adapté
de Welsch JS et al)

! X+1

Mutation initiatrice : Mutation coopératrices : Bl Y+(1a5)
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X /
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X : mutat P ger Age-dépendantes pré dans les CSH
Y : mutations passenger acquises entre les mutations initiatrices et coopératrices
Z : mutations passenger acquises durant la progression en sous-clone

sous-clone 2

1.3. Cellule souche leucémique

Selon la théorie de John Dick, la cellule souche leucémique (CSL) est définie comme celle qui initie,
maintient et est capable de ré-initier la pathologie. Cette population de cellules leucémiques est
minoritaire. Plusieurs expériences de transplantation sur modele murin immunodéficientes ont permis
de mettre en évidence ces CSL.2

Le phénotype des CSL n’est pas entierement connu. Cependant il semblerait avoir certaines spécificités
par rapport aux autres cellules leucémiques chez un méme patient (expression de CD123 ? CD96 ?).°



Tableau 1 : Mutations retrouvées fréquemment dans les LAM de I’adulte
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PRC2 : polycomb repressive complex 2 ; CN : caryotype normal ; 2 a-CG : a-cétoglutarate ; 5mC : 5-methylcytosine ; 5-mhC : 5-hydroxymethylcytosine ;
CHIP : hématopoiese clonale de potentiel indéterminée ; ITD : internal tandem duplication ; TKD : tyrosine kinase domain ; FPD : familial platelet disorder

Catégorie

fonctionnelle

Fonction physiologique

Fréquence dans

les LAM de
I’adulte

Pronostic

Commentaires

ASXL1

CEBPA

DNMT3A

FLT3

GATAZ2

IDH1

Modification
épigénétique

Différenciation et
autorenouvellement
des CSH

Modification
épigénétique

Prolifération

Différenciation et
autorenouvellement
des CSH

Modification
épigénétique

Répression transcriptionnelle
via la méthylation des
histones par PRC2

Facteur de transcription et
régulation de I’'hématopoiése

Méthylation des cytosines
(CpG)

Récepteur tyrosine kinase de
FLT3L

Facteur de transcription et
régulation de ’hématopoiese

Cycle de Krebs : isocitrate -
a-cétoglutarate,
(cytoplasmique)

10%

8%
(1/3 mono-,
2/3 bi-allélique)

22%

25% (ITD)

7% (TKD)

7%

Défavorable

Favorable si bi-
allélique et en
absence de FLT3-
ITD et DNMT3A

Souvent

défavorable

Défavorable en cas
de mutation ITD

Plus fréquent dans les LAM
secondaires et les sujets agés

Retrouvée en cas de CHIP

Prédominant en cas de CN

Forme familiale (mono-allélique)

Retrouvée en cas de CHIP

ITD fréquent dans les LAP et en cas
de CN

TKD plus fréquent si inv(16)

Prédominant en cas de mutation
CEBPA bi-allélique

Forme familiale de SMD/LAM

Prédominant en cas de CN

Exclusif avec IDH2, TET2 et WT1



IDH2

KIT

NPM1

NRAS & KRAS

RUNX1

TET2

TP53

WT1

Modification
épigénétique

Prolifération

Prolifération

Régulation de la
transcription

Modification
épigénétique,
différenciation

Suppression de
tumeur

Modification
épigénétique,
différenciation

10%
Cycle de Krebs : isocitrate -
a-CG (mitochondriale)

Récepteur Tyrosine kinase du

[s)
SCF >%

Biogénése du ribosome,

modification de la

chromatine, 30%
réplication/réparation de

I’ADN...

Voie de signalisation RAS-RAF- 12% (NRAS)
5% (KRAS)

MEK-ERK

Facteur de transcription et

. . 2 10%
régulation de ’hématopoiese
5-mC - 5-mhC 14%
Régulation du cycle cellulaire,
apoptose, réparation de 6%
I’ADN...
Fact t ipti i

acteur de transcription, voie 7%

de signalisation WNT

(75% de R140,
25% de R172)

Souvent
défavorable

Favorable en
I’absence de FLT3-
ITD

Défavorable

Défavorable

Souvent
défavorable
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Prédominant en cas de CN

Exclusif avec IDH1, TET2 et WT1

Fréquent dans les LAM-CBF

Prédominant en cas de CN

Fréquent en cas d’inv(16)

Plus fréquent dans les LAM
secondaires et les sujets agés

Forme familiale de LAM-FDP

Retrouvée en cas de CHIP

Exclusif avec IDH1, IDH2 et WT1

Associé au caryotype complexe

Plus fréquent dans les LAM
secondaires et les sujets agés

Exclusif avec IDH1, IDH2 et TET2
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Les CSL ont diverses caractéristiques qui les différencient des autres cellules leucémiques. Elles sont
localisées dans le compartiment sous-endothélial dans un état de quiescence (GO/G1) ce qui pourrait
expliquer leur résistance aux chimiothérapies classiques cycles-dépendantes (comme la cytarabine).®
Le maintien de la quiescence des CSL serait lié a I’hypoxie cellulaire, qui induirait un métabolisme
énergétique glycolytique anaérobie au sein de ces cellules, ayant pour conséquence une faible
production d'espéces réactives de I'oxygéne.!! Les CSL expriment également des protéines de
résistance (MDR pour multidrug resistance) documentées dans plusieurs études in vitro.'%3

Enfin, les CSL ne sont pas homogenes en termes de capacité de greffe a long terme dans les modéles
animaux, variant trés probablement en fonction des différentes mutations acquises.’

2. Classifications
2.1. Cytologique

Le diagnostic de LAM est défini par l'infiltration de la moelle osseuse de plus de 20 % de blastes non
lymphoides.

La classification FAB (pour French American British) définit des criteres classiques morphologiques afin
de différencier 7 catégories de LAM. (Tableau 2). Certaines anomalies cytogénétiques ont été
retrouvées comme associées aux différentes catégories décrites par la FAB.**

2.2. Classification clinico-biologique

En intégrant les nouvelles données génétiques et cliniques, 'OMS a élaboré une classification mise a
jour en 2016.% Elle distingue notamment :

- LAM avec anomalies génétiques récurrentes

- LAM-MRC (LAM avec anomalies associées aux myélodysplasies)

- Néoplasie myéloide « therapy-related » (comprenant LAM-t et SMD-t)
- LAM sans autre spécification

- Sarcomes myéloides

- Néoplasie myéloide associée au syndrome de Down

- Leucémies a cellules dendritiques plasmocytoides

- Néoplasie myéloide avec prédisposition germinale

Avec I'age, l'incidence des LAM avec anomalies génétiques récurrentes diminue alors que celle des
LAM secondaires (LAM-MRC et des LAM-t) augmente.® Les LAM secondaires sont caractérisées par
un pronostic extrémement défavorable. Elles représentent environ 25% des LAM de I'adulte. Elles sont
souvent associées des caractéristiques cytogénétiques défavorables (caryotype complexe,
monosomiques, anomalies des chromosomes 5, 7 et 17).Y

Les LAM-t, post chimiothérapie ou radiothérapie, concernent moins d’1% de I'’ensemble des LAM.
Celles survenant aprés un traitement par agent alkylant apparaissent généralement 5 a 6 ans apres
I’exposition et sont souvent associées a une dysplasie multilignée, des mutations de TP53 et un
caryotype complexe. Celles survenant aprés un traitement par inhibiteur de topo-isomérase Il sont
quant a elles plus souvent associées a des translocations récurrentes comme celles rencontrées dans
les LAM de novo.'® Dans une large cohorte, la SG (survie globale) a 4 ans était évaluée a 25,5% (en
comparaison a 37,9% dans les LAM de novo, P = .001).%°

Les LAM-MRC sont définis par la présence d’un antécédent de SMD ou la présence d’anomalies
cytogénétiques évoquant un SMD (Tableau 3) ou la présence d’une dysplasie multilignée (présence
d’au moins 50% de cellules dysplasiques dans au moins 2 lignées). Elles sont associées a des taux de
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RC (réponse compléte) moins importants que les LAM de novo, une moins bonne survie sans
événement (SSE) avec une SG a 9 ans de 24%.%°

Tableau 2 : Classification FAB

Catégories Aspect cytologique

LAM 0 Indifférenciée

LAM1  Myéloblastique
sans différenciation

LAM 2  Myéloblastique
avec différenciation

LAM 3 Promyélocytaire

LAM4  Myélo-monocytaire

LAM 5a Monocytaire sans
différenciation

LAM 5b  Monocytaire avec
différenciation

LAM6  Erythroblastique

LAM 7 Mégacaryocytaire

Blastes indifférenciés, MPO < 3%, pas de maturation granuleuse,
phénotype myéloide

Blastes d’aspect variable avec ou sans corps d’Auer, maturation
granuleuse < 10%

Blastes granuleux et/ou avec corps d’Auer, maturation granuleuse > 10%

Promyélocytes, corps d’Auer en fagots

Blastes > 20%, maturation granuleuse > 20%, lignée monocytaire > 20% ou
monocytose sanguine > 5 G/L

Blastes monocytaires > 80%

Blastes monocytaires > 80% incluant maturation monocytaire > 20%

Blastes myéloides > 20% et lignée érythroblastique > 50%

Blastes mégacaryocytaires > 20%

Tableau 3 : Anomalies cytogénétiques évoquant un SMD

Caryotype complexe (> 3 anomalies)

Anomalies déséquilibrées Anomalies équilibrées
-7/del(7q) del(11q) t(11;16)(g23.3;p13.3) t(5;7)(932;p13.2)
del(5q)/t(5q) del(12p)/t(12p) t(3;21)(926.2;922.1) t(5;17)(932;913.2)
i(170)/t(17p) idic(X)(q13) t(1;3)(p36.3;q21.2) t(5;10)(g32;021.2)
-13/del(13q) t(2;11)(p21;923.3) t(3;5)(925.3;935.1)

t(5;12)(q32;p13.2)

2.3. Classifications pronostiques

2.3.1. Classification cytogénétique

La cytogénétique a longtemps été I'outil le plus performant pour évaluer le pronostic des LAM
définissant des sous-groupes de pronostic favorable, intermédiaire et défavorable en fonction des
anomalies chromosomiques clonales présentes ou non au diagnostic.?! Il peut permettre également
de faire un choix thérapeutique initial ciblé comme pour les LAM du groupe « CBF » (impliquant un
élément du core binding factor : t(8;21) et inv16/t(16;16)) et les LAP présentant une t(15;17) qui sont
de pronostic favorable. (Figure 3)
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Figure 3 : Impact des anomalies cytogénétiques sur la survie (adapté de Grimwade D, et al.)
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De nombreuses études ont confirmé la chimiorésistance et le pronostic défavorable des LAM avec
caryotype complexe défini par la présence d’au moins 3 anomalies cytogénétiques. Seul I'allogreffe de
CSH a montré une amélioration de la SG a long terme chez ces patients.?*? La présence de mutation
de TP53 en cas de caryotype complexe est fréquente variant de 50 & 70% selon les études.?*%

2.3.2. Classification pronostique ELN 2017

La classification pronostique établie par I'ELN, se basant sur la présence d’anomalies génétiques, a été
récemment modifiée passant de quatre catégories pronostiques a trois.?® En effet, bien qu’une
différence de SG a été démontrée entre les catégories intermédiaires | et I, celle-ci n’était pas
retrouvée chez les patients agés de 60 ans ou plus, qui représentent la majorité des patients atteints
de cette pathologie.”’

Plusieurs critéres ont été alors rajoutés dans cette nouvelle version. Le ratio de FLT3-ITD pondere le
pronostic favorable conféré par les mutations de NPM1. En effet, un ratio élevé supérieur ou égal a
0,5 est associé a un taux de rechute plus élevé et une SG diminuée.?®?® La présence de caryotype
monosomal (défini par la présence d’'une monosomie, hors -X ou -Y, en association avec au moins une
monosomie additionnelle ou une anomalie chromosomique structurale en dehors de celles associées
au LAM-CBF) ou de mutations TP53, RUNX1 et ASXL1 sont associées a un risque défavorable 333

Il est important de noter que cette classification a été validée dans les LAM de I'adulte et qu’elle peut
étre mise en défaut chez I'enfant ou méme chez I'adulte jeune.?*

2.4. Classification ontogénétique

Lindlsey RC et al a réalisé une analyse mutationnelle par NGS (Next generation sequencing) sur 82
génes impliqués dans les hémopathies myéloides chez 194 patients traités dans I'essai ACCEDE.®
Quatre-vingt-treize patients avec une LAM secondaire a un SMD et 101 patients avec une LAM-t ont
été inclus dans I'analyse. Ces résultats ont été comparés au profil génétique de 180 cas de LAM de
novo non-M3 répertoriés dans « The Cancer Genome Atlas ». lls ont identifié la présence certaines
mutations spécifiques a plus de 95% des LAM secondaires qu’ils nomment « secondary-type
mutations » : SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR, ou STAG2. Ces mutations surviennent
précocement dans la leucémogénese et ont tendance a persister le plus souvent apres la rémission
cytologique.®
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Tableau 4 : Evaluation du risque génétique des LAM selon 'ELN 2017 (adapté de Déhner H)

Anomalies génétiques

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

inv(16) (p13.1;q22) ou t(16 ;16) (p13.1;q22) ; CBFB - MYH11
NPM1 muté sans FLT3-ITD ou FLT3-ITD " (ratio < 0,5)
CEBPA muté bi-allélique

Intermédiaire NPM1 muté avec FLT3-ITD ¢ (ratio > 0,5)
NPM1 sauvage sans FLT3-ITD ou FLT3-ITD " (ratio < 0,5)
t(9;11) (p21.3;923.3) ; MLLT3 - KMT2A
Anomalies cytogénétiques non classées dans les autres groupes de risque

Défavorable t(6;9) (p23;934.1) ; DEK-NUP214
t(v:11923.3); KMT2A réarrangé
t(9;22)(g34.1;q11.2) ; BCR-ABL1
inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3) (q21.3;926.2) ; GATA2, MECOM
-5 ou del(5q) ; -7 ; -17/abn(17p)
Caryotype complexe ou monosomal
NPM1 sauvage et FLT3-/TD ¢ (ratio > 0,5)

RUNX1 muté ; AXSLI muté ; TP53 muté

Ainsi ils identifient 3 sous-groupes de population dans leur cohorte : les LAM « secondary-type »
(présentant au moins une mutation des 8 genes cités précédemment), les LAM mutées TP53 et les
LAM « de novo/Pan » (ne présentant ni les « secondary-type mutations » ni une mutation TP53). Les
LAM avec «secondary type mutation » survenaient plus fréquemment chez les sujets agés,
présentaient davantage de mutations driver (avec une médiane a 4), une plus grande résistance a la
chimiothérapie et un plus mauvais pronostic que les LAM de novo. Indépendamment, les LAM mutées
TP53 étaient souvent associées a un caryotype complexe, de nombreuses monosomies, peu de
comutations et une trés courte survie. Parmi les 101 patients avec LAM-t, 33% arboraient au moins
une secondary-type mutation et 23 % une mutation de TP53. Lindlsey RC et al validérent leur
observation dans une cohorte indépendante de 105 patients atteints de LAM non sélectionnés. Sur 42
cas des LAM de novo de patients agés d’au moins 60 ans, 35% présentaient des «secondary-type
mutations» (sans antécédent de SMD connu) et 20% une mutations TP53. Ces patients présentaient
les mémes caractéristiques clinico-biologiques que décrites précédemment.

Le pronostic péjoratif de ces «secondary-type mutations» a été également observé dans I'essais
clinique ALFA-1200 incluant 509 patients agés de 60 ans ou plus traités par une association
d‘idarubicine et de cytarabine en induction.’” Ces mutations étaient associées a une SSE plus courte
(HR:1.46 ; 95% Cl : 1.19-1.79 ; P= .001) et une tendance a une SG diminuée (HR, 1.22 ; 95% ClI, 0.98-
1.53; P=.071). Parmi les patients a risque intermédiaire selon 'ELN 2017, |la présence de ces mutations
était associée a une diminution de la SSE (HR : 1.52 ; 95% Cl : 1.01-2.28 ; P= .044). Dans leur étude ils
choisirent de séparer les patients en 2 sous-groupes : ceux a risque standard en regroupant les patients
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favorables selon I'ELN 2017 et intermédiaires sans «secondary-type mutations» et ceux a risque
défavorables présentant soit un risque défavorable selon I'ELN 2017 soit intermédiaire avec présence
de «secondary-type mutations». Ces 2 groupes étaient significativement différents en termes de SG et
de SSE. (Figure 4) Sur les 211 patients étaient éligibles a une allogreffe de CSH, celle-ci prolongeait
significativement la SG chez les patients a risque défavorable selon cette derniére classification (HR :
0.49; 95% Cl : 0.27-0.88 ; P=.017), alors qu’en ne considérant que la stratification proposée par I'ELN
2017 seuls les patients a risque défavorable bénéficiaient d’'une amélioration de la SG non retrouvée
chez ceux a risque intermédiaire (HR : 0.68 ; 95% Cl : 0.35-1.31 ; P=.25). Cette étude montre I'intérét
d’identifier ces mutations des le diagnostic afin de préciser le pronostic des patients a risque
intermédiaire selon I'ELN 2017.

Figure 4 : SG et SSE selon la classification pronostique de I’ELN 2017 et la présence de « secondary-
type mutation » (adapté de Gardin C et al.)

SSE SG

Risque génétique selon I'ELN 2017:
~—  favorable

intermédiaire

—— défavorable

Années Années

= favorable
Intermédiaire sans secondary-type mutation
Intermédiaire avec secondary-type mutation

/ = défavorable

T T T T T T T T T T T
Années Années
1.00 4 1.00 4 %
N

risque standard

risque élevé

T T T T T T T T r T T T
0 A 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
Années Années

3. Stratégie thérapeutique en 1% ligne
3.1. Principes
3.1.1. Evaluation de Iéligibilité a la chimiothérapie intensive

Plusieurs éléments permettent d’évaluer I’éligibilité a la chimiothérapie intensive (Cl) chez les patients
atteints de LAM. Le premier parametre essentiel est I'état général. Les patients avec score ECOG (pour
Eastern Cooperative Oncology Group) supérieur ou égal a 3 au diagnostic sont le plus souvent
considéré comme trop fragile pour supporter une Cl. L’age est également un parametre a prendre en
compte avec généralement un seuil a 75 ans.

En 2013, les sociétés savantes italiennes ont défini des critéres de non-éligibilité a la chimiothérapie
dans les LAM3®

- Age>75ans

- Insuffisance cardiaque ou cardiomyopathie documentée avec une FEVG < 50%
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- Insuffisance respiratoire avec une DLCO < 65% ou VEMS < 65% ; dyspnée au repos ou nécessitant
une oxygénothérapie ; néoplasie pleurale ou pulmonaire non contrélée

- Dialyse chez le patient agé de 60 ans ou plus ; carcinome rénal non contrélé

- Cirrhose hépatique avec un score Child B ou C; pathologie hépatique avec élévation des
transaminases supérieure 3 fois la normale chez le patient agé

- Infection active résistante aux anti-infectieux

- Pathologie mentale nécessitant une prise en charge spécifique; état cognitif non contrélé
induisant de dépendance

- Score ECOG 23 nonlié ala LAM

- Autre comorbidité jugée par le médecin comme une contre-indication a la Cl

Le Hematopoietic Cell Transplantation Comorbidity Index (HCT-CI) nommé également score de Sorror
initialement congu pour évaluer les comorbidités avant allogreffe de CSH permet de prédire la
mortalité liée au traitement tant aprés Cl qu’allogreffe de CSH.394°

3.1.2. Schémas de traitements

Chez les patients éligibles a la chimiothérapie intensive, le traitement consiste a une induction par 1 a
2 cycles ayant pour objectif de mettre le patient en réponse. Il est suivi d’'un traitement de
consolidation. Chez les patients a risque génétique intermédiaire ou défavorable selon I'ELN 2017, une
allogreffe de CSH peut étre proposée. A I’ere des traitements personnalisés, plusieurs études tentent
d’améliorer les taux de réponse et de survie en ajoutant au traitement standard une thérapie ciblée.

Apres une Cl, un traitement de maintenance peut étre envisagé en cas de mutation FLT3-ITD ou FLT3-
TKD mais ne doit pas remplacer une allogreffe de CSH en cas d’éligibilité et de donneur disponible.***?
Un traitement par sorafenib a été proposé en maintenance en post-allogreffe de CSH chez des patients
avec FLT3-ITD muté montrant une amélioration de la survie sans rechute mais ces patients n’étaient
pas traités par un inhibiteur de FLT3 en induction ou consolidation.** D’autres molécules ont été ou
sont en cours d’évaluation en maintenance. L’azacitidine a été proposé par voie sous-cutané chez les
patients 4gés post-Cl et plus récemment par voie orale.**¢

En cas de maladie résiduelle (MRD) positive ou de chimérisme mixte post-allogreffe de CSH, I'injection
de lymphocytes du donneur (DLI) augmente I'effet « graft versus leukemia » du greffon. L’azacitidine
a également été évalué dans cette indication.*’*®

Plusieurs recommandations internationales ont été éditées afin de guider les praticiens.?5*°(Figure 5)

3.1.3. Evaluation de la réponse

La réponse a été évaluée aux alentours du 21°™ jour de linduction ainsi qu’avant chaque
consolidation. Cela nécessite au minimum la réalisation d’'une numération formule sanguine et un
myélogramme.?® (Tableau 5) Le taux de réponse globale souvent décrit dans les essais cliniques par la
présence de RC ou de RCi.

Cependant les examens cytologiques sont parfois d’interprétation difficile. Au vu du risque de rechute
post-Cl, la notion de maladie résiduelle a émergé dans les années 2000. A I’échelle individuelle, il s’agit
de 'outil actuellement le plus sensible et objectif afin d’identifier les mauvais répondeurs a la Cl. Deux
approches ont été développées, une cellulaire se basant sur les caractéristiques phénotypiques des
cellules leucémiques (cytométrie en flux) et une autre moléculaire reposant sur la quantification des
marqueurs moléculaires (RT-qPCR ou NGS).>*>3 Ces techniques permettent d’obtenir de grande
sensibilité avec une limite de détection variant de 103 pour la cytométrie en flux jusqu’a 10 avec la
biologie moléculaire.



Figure 5 : Algorithme thérapeutique proposé par 'ESMO dans les LAM nouvellement
diagnostiquées chez les patients éligibles a une chimiothérapie intensive (Heuser M et al.)

IDAC : intermediate dose cytarabine ; GO : gemtuzumab ozogamicin
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Tableau 5 : Définition de la réponse aux traitements selon 'ELN 2017 (adapté de Déhner H)

Catégories Définition

Blastes médullaires < 5% ; absence de blastes circulant
et de blastes avec corps d’Auer; absence de
localisation extramédullaire ; absence de cytopénie
(PNN = 1G/L ; plaguettes > 100 G/L)

Réponse compleéte (RC)

Réponse compléte avec récupération Tous les critéres de la RC en dehors des cytopénies

hématologique incompléte (RCi) résiduelles (PNN < 1 G/L et/ou plaquettes < 100 G/L)
Blastes médullaires de 5% a 25% et diminution du taux

Rémission partielle (RP) de blastes médullaire d’au moins 50% (par rapport au
diagnostic)

Absence de RC ou RCi apres 2 cycles de chimiothérapie

Pathologie réfractaire . .
intensive

Blastes médullaires > 5% et/ou réapparition de blastes
Rechute circulants et/ou localisation extramédullaire aprés
obtention d’une RC ou RCi

Les recommandations de I'ELN ont établi un panel de marquage en cytométrie en flux afin de
caractériser au diagnostic les cellules leucémiques et suivre la MRD au cours du traitement (CD7,
CD11b, CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD56, CD117, HLA-DR). Un taux < 0,1% définit la MRD
négative. Les techniques de biologie moléculaire validées dans I'évaluation de la MRD hors essais
clinique concernent les LAM-CBF, les LAP et les LAM avec mutation de NPM1. WT1 peut étre
également utilisé en I'absence d’autre marqueur disponible. La progression ou la rechute de la MRD
en biologie moléculaire est définie par 'augmentation > 1 log 10 entre deux prélévements.

L’évaluation de la MRD est recommandée aprés l'induction puis avant chaque consolidation. Il est
d’ailleurs intéressant de noter que la MRD négative peut étre obtenue aprés consolidation. En ce qui
concerne le suivi des transcrits PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11 et de la mutation de NPM1,
la MRD pourra étre réalisée tous les mois 3 mois (si prélevement médullaire) ou toutes les 4 a 6
semaines (si prélevement sanguin) pendant la premiére année suivant la fin du traitement.

Les progres technologiques dans le séquencage de nouvelle génération ouvrent de nouvelles
perspectives mais encore réservé aux essais cliniques.>

3.2. Patients éligibles a la chimiothérapie intensive dans les LAM nouvellement diagnostiquées
3.2.1. Gold standard : 3+7

Pour les patients éligibles a une chimiothérapie intensive, la chimiothérapie d’induction standard est
le « 3 + 7 » qui consiste a associer 3 jours d’anthracycline, daunorubicine (= 60 mg/m?/jour) ou
idarubicine (12 mg/m?/jour), avec 7 jours de cytarabine (100-200 mg/m? toutes les 12 heures) en
continu sur 24h.%% En cas d’obtention d’une rémission, il est nécessaire de débuter un traitement de
consolidation qui dépendra de I'adge et du groupe pronostique. Pour les patients de risque favorable,
il convient d’utiliser un traitement de consolidation par 3 cycles d'IDAC alors que pour les patients de
risque génétique plus élevé, une allogreffe de CSH est a privilégier aprés 1 a 2 cycles d’IDAC. En 1%
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ligne de chimiothérapie intensive, le taux médian de RC est entre 60 et 80% chez les patients de moins
de 65 ans et de 40 a 60% chez les plus de 65 ans. La survie globale (SG) est de 60% a 2 ans et 50% a 5
ans chez les moins de 65 ans et de 40% a 2 ans et 30% a 5 ans chez les plus de 65 ans selon les
différentes études publiées.>>>®

Afin d’améliorer les résultats obtenus chez les patients a risque génétique défavorable selon I'ELN
2017, une des options testées a été d’ajouter au régime standard la cladribine ou la fludarabine lors
de l'induction chez des patients 4gés de moins de 60 ans.>’

3.2.2. Cl associée a un inhibiteur de FLT3

Chez les patients avec une LAM mutée FLT3-ITD ou FLT3-TKD, le traitement recommandé est
I"association au traitement standard une thérapie ciblée anti-FLT3. Actuellement en France seule la
midostaurine est autorisée et remboursée en 1% ligne a la posologie de 50 mg 2 fois par jour de J1 &
J21 de chaque cycle de 28 jours.

L’essai clinique RATIFY a démontré chez ces patients la supériorité de la midostaurine versus placebo
en association avec la chimiothérapie standard en termes de SG (74.7 mois versus 25.6 mois ; P =.009)
et de SSE (8.2 mois versus 3 mois; P = .002) sur un suivi médian de 59 mois. Une tendance a
I"amélioration du taux de RC était décrite dans le groupe de patients traités par midostaurine sans pour
autant qu’il y ait une différence significative (58.9% versus 53.5% ; P = .15).%®

Plusieurs études en cours évaluent I'intérét de nouvelles générations d’inhibiteurs de FLT3 (quizartinib,
crenolanib, gilteritinib) dans les LAM FLT3 muté nouvellement diagnostiquées (NCT02668653 ;
NCT03258931 ; NCT04027309).%%5

3.2.3. CPX-351

Le CPX-351 est une formulation liposomale injectable associant daunorubicine et cytarabine avec un
rapport molaire de 1:5 entre ces 2 molécules. Le schéma de traitement consiste a une induction
comprenant 1 a 2 cycles suivie d’un traitement de consolidation a la posologie suivante :

- induction : daunorubicine (44 mg/m?)/ cytarabine (100 mg/m?) a J1, J3, et J5 pour le premier cycle
et all et )3 pour le second
- consolidation : daunorubicine (29 mg/m?2)/cytarabine (65 mg/m?) a J1 et J3 de chaque cycle

Le second cycle d’induction est recommandé en cas de présence d’un taux de blastes médullaires
supérieur a 5% évalué entre J14 et J28 apres le premier cycle d’induction, selon la tolérance.

L’essai clinique de phase de 3 réalisée par Lancet JE et al a comparé le CPX-351 au 7+3 standard chez
les patients agés de 60 a 75 ans présentant une LAM secondaire nouvellement diagnostiquée (LAM-t
ou LAM-MRC).%? Au total 309 patients ont été randomisés (153 dans le bras expérimental et 156 dans
le bras contrdle). Sur une durée médiane de suivi a 20,7 mois, un bénéfice en SG était observé dans le
bras CPX-351 (9,6 mois versus 6 mois, P = .003) ainsi qu’en SSE. Le taux de RC/RCi était également
supérieur dans le bras expérimental (47,7% versus 33,3%, P = .016). Par ailleurs, parmi les 91 patients
ayant bénéficié d’une allogreffe de CSH, la SG était significativement allongée dans le bras CPX-351 (P
= .009). La majorité de ces patients étaient en RC ou RCi (dans le bras CPX-351: 30 [57.7%] et 10
[19.2%)] respectivement ; dans le bras 7+3: 19 [48.7%] et 5 [12.8%] respectivement). En cas de
mutation FLT3 ou de caryotype a risque défavorable, le taux de RC/RCi était significativement plus
élevé chez les patients traités par CPX-351.

L'incidence des effets indésirables était comparable dans les 2 bras, bien que le profil de tolérance
semble différent. Les évenements indésirables de grade > 3 étaient représentés essentiellement par
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la neutropénie fébrile, les pneumopathies et I’hypoxie. Les épisodes hémorragiques tous grades
confondus étaient plus fréquents dans le bras CPX-351 (74.5% VS 59.6%). La durée médiane de
récupération hématologique était plus longue dans le bras CPX-351 (35 jours pour un taux de PNN >
0,5 G/L et 36.5 jours pour un taux de plaguettes > 50 G/L). Il n’y avait pas de différence significative en
termes de taux de mortalité précoce a J30 (5.9% versus 10.6% ; P = .149) et J60 (13.7% versus 21.2% ;
P =.097).

Sur ces données, la commission de transparence de I'HAS le 27 février 2019 a validé le CPX-351 pour
le traitement des LAM-t et LAM-MRC.

Plusieurs hypothéses ont été évoquées pour expliquer la meilleure efficacité du traitement par CPX-
351 au traitement standard. Au vu du profil pharmacocinétique et de la toxicité hématologique
résultant, I'exposition aux deux molécules de chimiothérapie semble plus prolongée avec ce
traitement. De plus, la composition lipidique du liposome permettrait de cibler plus spécifiquement
les cellules leucémiques et de maintenir I'effet synergique du ratio entre les deux molécules de
chimiothérapie jusqu’a l'intérieur de celles-ci dans un modéle murin avec xénogreffe de moelle
osseuse.®®

3.2.4. Autres traitements
3.24.1. Cl associé au gemtuzumab ozogamicin

Dans I'essais ALFA-0701, les patients agés de 50 a 70 ans présentant une LAM de novo CD33+ étaient
traités par le traitement standard avec ou sans GO, anticorps monoclonal conjugué a la N-acétyl
gamma calichéamicine, a la posologie de dose de 3 mg/m?3J1, J4, et J7. Une amélioration de la SSE a
2 ans était constatée avec le GO (40,8% versus 17,1% ; P= .0003) et de la SG (53,2% versus 41,9% ; P=
.0368).%4

Une mise a jour des résultats a été publiée en 2019. Avec un suivi médian de 14,8 mois, la médiane
SSE était allongée dans le bras expérimental (17.3 mois versus 9.5 mois ; P= .0002) sans différence
significative en termes de SG (27.5 mois versus 21.8 mois ; P= .16). La tolérance du GO est marquée
essentiellement par la survenue de thrombopénie persistante sans augmentation du nombre
d’hémorragie de grade > 3. Plus rarement, 6 patients sur les 134 traités par GO ont présenté une
maladie veino-occlusive hépatique.® En cas d’allogreffe de CSH, il est recommandé d’attendre un délai
entre le GO et le début du conditionnement d’au moins 8 semaines.

Par ailleurs, une méta-analyse sur 5 études montre une amélioration de la SG a 6 ans chez les patients
avec une LAM-CBF traité par Cl en association au GO (P=.0006). Cependant, la dose de GO reste a étre
déterminée. Dans la méta-analyse, la majorité des patients avec risque favorable avait recu une seule
dose de 3 mg/m? pendant I'induction.®®

3.2.4.2. Classocié a un inhibiteur d’IDH1/2

Les inhibiteurs d’IDH1 (ivosidenib) et d'IDH2 (enasidenib) ont déja montré leur efficacité dans les LAM
avec mutation d’IDH1 et d’IDH2, respectivement.®”®8 || est donc tentant d’utiliser ces molécules dés la
premiere ligne afin de mieux cibler ces clones .

L’association de ces inhibiteurs a la Cl est cours d’évaluation chez des patients nouvellement
diagnostiqués d’une LAM ou d’un SMD avec mutation d’un et de ces deux génes dans le cadre d’un
essai de phase 3 (NCT03839771).
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Expérience en vie réelle du CPX-351 dans les LAM a haut risque : résultats d’une cohorte
multicentrique francgaise

1. Résumé

Le CPX-351, formulation liposomale de I'association cytarabine-daunorubicine, a obtenu I'autorisation
de mise sur le marché dans le LAM-MRC et les LAM-t en France. Notre objectif fut d’analyser I'efficacité
du CPX-351 en vie réelle.

Nous avons rétrospectivement collecté les données clinico-biologiques de patients traités par CPX-351
dans 12 centres frangais, incluant I'analyse moléculaire au diagnostic. La réponse globale (RG)
regroupait RC et RCi. Parmi les 61 patients répondant, 28 (46%) avaient une évaluation de la MRD
(cytométrie en flux ou biologie moléculaire). Nous avons enfin comparé les résultats de cette cohorte
aux données historiques du registre Bordeaux-Toulouse (DATAML).

Entre Avril 2018 et Novembre 2019, 103 patients traités avec CPX-351 ont été inclus. Le ratio H/F était
de 59/49 et I’dge médian de 67 ans [20-83]. Les sous-types de LAM étaient LAM-MRC (72%) incluant
les LAM avec antécédent de myélodysplasie (LAM-SMD) (47%) et les LAM avec leucémie
myélomonocytaire chronique (LAM-LMMC) (12%), ou t-AML (26%). Dix-huit patients (18%) avaient
déja été traités par agent hypométhylant. Selon la classification ELN 2017, le risque cytogénétique était
favorable (2%), intermédiaire (37%) ou défavorable (61%). Le caryotype était complexe dans 34% des
cas et monosomal dans 27%. Les mutations les plus fréquentes étaient : RUNX1 (n=22, 30%), ASXL1
(n=18, 24%), TET2 (n=17, 23%), TP53 (n=16, 22%), DNMT3A (n=13, 18%) et SRSF2 (n=11, 15%). Parmi
les 80 patients classés selon Lindsley et al., 26%, 46% et 28% avaient une LAM de novo/pan, une LAM
avec « secondary-type mutations » et une LAM TP53 muté.

Seuls 9 patients ont di{ arréter le CPX-351 pour hémato-toxicité prolongée. Le délai médian
d’obtention d’un taux de neutrophiles >0,5 G/L et de plaquettes >20G/L aprés induction était de 29
jours [19-146] et de 28 jours [12-77], respectivement. 101 patients ont eu au moins un évenement
indésirable de grade 23, dont 94 neutropénies fébriles. Une toxicité digestive de grade 23 était
observée chez seulement 4 patients, une alopécie chez 11 patients. Le taux de RG était de 61/103
(59%) (57 RC/4 RCi) apres induction. Parmi ces patients, 28 étaient évaluables et 16 (57%) ont obtenu
une MRD <1073. Seule la présence de mutation TP53 (P= .02) ou de PTPN11 (P= .004) était prédictive
d’une moins bonne réponse en analyse multivariée. Les sous-groupes de haut risque génétique selon
I’ELN 2017, notamment ceux avec mutation ASLX1 et RUNX1, n’étaient pas associés a une diminution
du taux de réponse. Avec un suivi de 8,6 mois, la SG médiane était de 16,1 mois. Trente-six patients
ont bénéficié d'une allogreffe de CSH améliorant de maniére significative leur SG (P< .001). En analyse
multivariée, seule la présence de mutation des génes impliqués dans le spliceosome était associée a
une meilleure SG (P=.04). Contrairement a la classification du risque génétique de I'ELN 2017, celle de
Lindsley et al était capable d’identifier 3 sous-groupes pronostiques (P= .02). En comparaison aux
traitements standards de Cl, il n’y avait pas de différence significative en termes de SG chez les patients
agés de moins de 60 ans.

Ces données confirment I'efficacité et la tolérance du CPX-351 dans les LAM a haut risque (LAM-MRC
et LAM-t). Le taux élevé de RC avec MRD négative ainsi que la bonne tolérance sont probablement une
des explications aux résultats encourageant obtenus apres allogreffe de CSH. Par ailleurs, le CPX-351
semble atténuer le pronostic défavorable des mutations classiquement décrites dans I'ELN 2017. Il
s’agit d’un traitement de choix chez les patients agés de 60 ans ou plus éligibles a une chimiothérapie
intensive.
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CPX-351 is a liposomal formulation of cytarabine and daunorubicin approved for the treatment of
adults with newly diagnosed, therapy-related acute myeloid leukemia (t-AML) or AML with

* The overall response myelodysplasia-related changes (MRC-AML). We retrospectively analyzed the efficacy and safety

e Gy el by of CPX-351 in a real-world setting in 103 patients from 12 French centers, including the evaluation

CPX-351 was 59%,
and MRD <10~ ° was
achieved in 57% of
CR/CRi patients.

* CPX-351 improves the
poor prognosis associ-
ated with some unfa-
vorable mutations
defined in the 2017
European LeukemiaNet
risk stratification.

of molecular abnormalities at baseline and minimal residual disease (MRD) in responding
patients, compared with a historical data set from Bordeaux-Toulouse DATAML registry. A
favorable safety profile was observed, with a low frequency of alopecia (11%) and gastrointestinal
toxicity (50%). The overall response rate after induction was 59%, and MRD <103 was achieved
in 57% of complete response (CR)/CR with incomplete hematological recovery (CRi) patients. Only
the presence of mutated TP53 (P = .02) or PTPN11 (P = .004) predicted lower response in
multivariate analysis. Interestingly, high-risk molecular prognosis subgroups defined by 2017
European LeukemiaNet risk stratification, including ASXL1 and RUNX1 mutations, were not
associated with a significantly lower response rate using CPX-351. With a median follow-up of 8.6
months, median overall survival (OS) was 16.1 months. Thirty-six patients underwent allogeneic
stem cell transplantation with a significantly longer median OS compared with nontransplanted
patients (P < .001). In multivariate analyses, only spliceosome mutations were associated with
better OS (P = .04). In comparison with intensive chemotherapy, there was no difference in OS for
patients <60 years. These data confirm the efficacy and safety of CPX-351 in high-risk AML (t-AML
and MRC-AML) in a real-life setting. CPX-351 is a treatment of choice for patients aged =60 years.

Introduction

According to the World Health Organization (WHO) classification,’ acute myeloid leukemia (AML) with
myelodysplasia-related changes (MRC-AML) represents 24% to 35% of all AML cases and is defined by
the presence of dysplasia in =50% of cells in =2 hematopoietic cell lineages and/or myelodysplastic

Submitted 10 August 2020; accepted 12 November 2020; published online 5 January The full-text version of this article contains a data supplement.
2021. DOI 10.1182/bloodadvances.2020003159. © 2020 by The American Society of Hematology
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syndrome (MDS)-related cytogenetics and/or preexisting MDS
or chronic myelomonocytic leukemia (CMML). MRC-AML occurs
more frequently in elderly patients. Another subtype of AML,
therapy-related AML (t-AML), occurs as a late complication of
cytotoxic chemotherapy and/or radiotherapy and accounts for
10% to 20% of all cases. MRC-AML and t-AML are character-
ized by unfavorable cytogenetics and are generally associated
with2poorer outcome than de novo AML, independent of older
age.?®

European LeukemiaNet (ELN) 2017 recommendations for the
management of AML proposed a new risk stratification into 3 risk
groups according to genetic abnormalities and mutational profile. In
addition to providing a prognostic framework for genetic abnormal-
ities, the recommendations also underline the importance of minimal
residual disease (MRD) status in response assessment.* Lindsley
et al identified a mutation profile associated with secondary AML
that may be more selective than the WHO clinical classification to
identify AML related to MDS.®

Recently, CPX-351, a liposomal formulation of cytarabine and
daunorubicin in a fixed 5:1 molar ratio, has been approved by the
US Food and Drug Administration and European Medicines Agency
for the treatment of t-AML or MRC-AML. CPX-351 was associated
with a superior overall response rate (ORR) and overall survival
(OS) compared with classical 7+3 (cytarabine and daunorubicin)
intensive chemotherapy (IC). The safety profile was comparable
between the 2 arms, except for prolonged myelosuppression in the
CPX-351 arm.®"" Here, we describe the first French experience
with CPX-351 in a real-world setting.

Methods
Patients and treatment

We retrospectively collected data from patients in 12 centers in
France who received 1 or 2 cycles of induction with CPX-351. All
patients were >18 years old and had newly diagnosed, untreated
t-AML or MRC-AML.

Patients were treated according to the US Food and Drug
Administration/European Medicines Agency—approved dosing
and schedule of CPX-351. Allogeneic stem cell transplanta-
tion (ASCT) was performed at the discretion of the physician.
Moreover, we also compared these outcomes with a historical
data set from DATAML registry in France.'? Since 1 January
2000, data from patients with newly diagnosed AML in Toulouse
and Bordeaux were collected in this registry. For comparison
with patients treated with CPX-351, we selected only patients
with MRC-AML or t-AML.

Study oversight

All actions were performed according to MR004 of the Commission
Nationale de I'lnformatique et des Libertés, and all products were
used in the usual way. Every patient received an information sheet
and provided oral informed consent. Centre Hospitalier Universi-
taire de Nice registered this study in Institute National des Données
de Santé under reference number MR4809140819.

Baseline and on-study assessments

Clinical, biological, and treatment information was available for
all patients. Cytopenias were defined as follows: neutrophil
count <1 X 10°/L, hemoglobin level <10 g/dL, and platelet
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Table 1. Patient characteristics (n = 103)

n %
Age,y
Median (range) 67 20-83
18-60 21 20
>60 82 80
Sex
Male 54 52
Female 49 48
AML subtype
MRC-AML 74 72
MDS-AML 35 47
CMML-AML 9 12
t-AML 27 26
Other* 2 2
WBCs, median (range), X 10°/L 3 0-156
Hyperleukocytosis 9 9
Cytopenias 97 94
1 25 24
2 41 40
3 31 30
Karyotype
Complex 35 34
Monosomal 28 27
Prior HMA 18 18
2017 ELN genetic risk stratification (n = 102)
Favorable 2 2
Intermediate 38 37
Adverse 62 61
Lindsley’s classifier (n = 80)
De novo/pan-AML 21 26
Secondary-type mutations AML 37 46
TP53-mutated AML 22 28

Values represent n (%) of patients unless otherwise indicated.
*Two patients were treated after myeloproliferative neoplasm AML (1 with prior essential
thrombocythemia and 1 with my i dary to tial thromb: i

count <100 X 10%/L. Hyperleukocytosis was defined as white blood
cell (WBC) count >50 X 10°/L. Mutation screening was performed
on 74 patients (72%) at baseline using next-generation sequencing
(NGS) (=19 genes). The prognostic factors of patients were
evaluated at diagnosis using 2017 ELN genetic risk stratification.*

Mutations were pooled into functional mutation subgroups of
epigenetic modifications, including TET2, DNMT3A, IDH1/2,
ASXL1, EZH2, and MLL/KMT2A mutations; spliceosome com-
plex, including SRSF2, SF3B1, U2AF1, and ZRSR2 mutations;
the signaling and kinase pathway, including FLT3, KRAS, NRAS,
KIT, PTPN11, and NF1 mutations; the cohesin complex, including
RAD21, STAG1, STAG2, SMC1A, and SMC3 mutations; and
transcription factors, including CEBPA, RUNX1, GATA2, ETV6,
and MECOMI/EV1. Lindsley's classifier was used in 80 patients:
secondary-type mutations (defined by the presence of a mutation
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Figure 1. Frequencies of mutated genes (n = 74).

in SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR, and/or
STAG2), TP53-mutated and de novo/pan-AML.®

The ORR was defined by complete response (CR) and CR with
incomplete hematological recovery (CRi) using International
Working Group 2003 criteria."® Among the patients in CR or
CRi, 28 (46%) were evaluated for MRD. In accordance with the
standard MRD methodology used at site, MRD was assessed
by flow cytometry, NGS or real-time quantitative polymerase
chain reaction (real-time qPCR) in patients with documentation
of specific genetic alterations such as NPM1 mutation or gene

overexpression (eg, WTT). All patients with MRD <1072 were
considered as negative. Patients were considered to be in relapse
if bone marrow blasts were =5%, blasts reappeared in the blood,
or they developed extramedullary disease after CR/CRi.*

Statistical analysis

Continuous variables are described using medians [interquartile
ranges] (minimum; maximum), and qualitative variables are de-
scribed using counts and percentages. Noncontinuous variables
were compared using x test. Mann-Whitney and Kruskal-Wallis
tests were used for continuous variables. Adverse events (AEs)
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were evaluated according to Common Terminology Criteria for
Adverse Events classification. The median follow-up time was
calculated as the median time from initiation of treatment to last
follow-up. OS was calculated from the date of AML diagnosis to the
date of death or last follow-up. Survival curves were estimated using
the Kaplan-Meier method and compared with the log-rank test.

Univariate and multivariate analyses were performed using Cox
model. Variables significantly associated with better OS in
univariate analysis were considered as covariates in multivariate
analysis. Statistical tests were considered significant when the
2-tailed P value was < .05. Confidence intervals (Cls) were computed
with 95% coverage. Al statistical analysis were performed using SPSS
v.26 software (IBM SPSS Statistics).

Results

Characteristics of the study population

Between April 2018 and November 2019 103 patients treated with
CPX-351 were included in this study. The male/female sex ratio was
54/49, and the median age was 67 years (range, 20-83 years). The
AML subtypes were MRC-AML (72%), including AML with prior
MDS (MDS-AML) (47%) and prior CMML (CMML-AML) (12%), or
t-AML (26%). Eighteen patients (18%) had received prior treatment
with hypomethylating agents (HMAs) for treatment of MDS and
before progression to AML. All patient clinical characteristics are
described in Table 1.

According to the 2017 ELN risk classification, genetic risk was
favorable, intermediate, and adverse in 2 patients (2%), 38 patients
(87%), and 62 patients (61%), respectively. There were 35 patients
(34%) and 28 patients (27%) with complex and monosomal
karyotypes, respectively. Among the 74 patients assessed by
NGS, the most frequently mutated genes were TP53 (n = 16, 30%),
RUNXT (n = 22, 30%), ASXL1 (n = 18, 24%), TET2 (n = 17, 23%),
DNMT3A (n = 13, 18%), SRSF2 (n = 11,15%), FLT3-ITD (n = 9,
12%), U2AF1 (n = 9, 12%), STAG2 (n = 8, 11%), NPM1 (n = 7,
10%), CBL (n = 7, 10%), WTT (n = 7, 10%), and EZH2 (n = 7,
10%) (Figures 1 and 2). All of these patients could be classified
according to Lindsley’s classifier, and 6 out of 22 patients screened only
for TP53 mutations were mutated and thus classified as having TP53-
mutated AML. Therefore, 21 patients (26%), 37 patients (46%), and 22
patients (28%) had de novo/pan-AML, secondary-type-mutation
AML, and TP53-mutated AML, respectively. Among patients with
TP53-mutated AML (n = 22), 9 (41%) had chromosome 17
abnormalities.

Safety

Neutrophil count and platelet count remained >0.5 X 10%/L and
20 X 10%/Lin only 1 patient and 2 patients, respectively. Median
time to neutrophil recovery (>0.5 X 10%/L) and platelet recovery
(>20 X 10°/L) after the first induction was 29 days (range,
19-146 days) and 28 days (range, 12-77 days), respectively.
Nine patients discontinued treatment due to prolonged hema-
tological toxicity.

The safety profile of CPX-351 is described in Table 2. We reported
12 cases of bleeding, among which only 50% were grade =3.

Hypertensive crisis and acute heart failure occurred in 10 patients
(10%) and 9 patients (9%), respectively. Only 4 patients presented
with grade 3 gastrointestinal AEs (vomiting in 1 patient and mucositis
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Table 2. AEs occurring during CPX-351 therapy, regardless of
causality

All grades Grade 23

Sepsis — 101 (98)
Febrile neutropenia 94 (91) 94 (91)
Pneumonia 37 (36) 30 (30)
Bacteremia — 25 (24)
Invasive pulmonary aspergillosis —_ 10 (10)
Bleeding 12(12) 6 (6)
Epistaxis 4(4) o
Oral hemorrhage 2(2) 1(1)
Gastrointestinal hemorrhage 1(1) 1(1)
Intra-alveolar hemorrhage 1(1) 1(1)
Intracranial hemorrhage 2(2) 0
Hematuria 1(1) 1(1)
Ocular hemorrhage 1(1) 0
Hypertensive crisis 10 (10) 2(2)
Heart failure 9(9) 7(7)
Gastrointestinal toxicity 52 (50) 4(4)
Nausea 37 (36) 0
Vomiting 13 (13) 1(1)
Diarrhea 7(7) 0
Mucositis 23 (22) 3(3)
Rash 26 (25) 2(2)
Alopecia 11 (11) ]

Values represent n (%) of patients.

in 3 patients). Skin rash was observed in 26 patients (25%) and
alopecia in only 11 patients (119%).

Grade =3 AEs were reported in 101 patients (98%), including 94
patients (91%) with febrile neutropenia. Thirty-seven patients (36%)
had pulmonary infection. Other sites of infections are described in
Table 3. Ten patients (10%) were treated for invasive pulmonary
aspergillosis, including 8 patients (8%) with possible infection, 1
patient (19%) with probable infection, and 1 patient (1%) with proven
infection according to European Organization for Research and
Treatment of Cancer Mycoses study group criteria.'*

Response

Ninety-eight patients received 1 induction cycle; only 5 patients
received 2 induction cycles. After induction, the ORR was 61
out of 103 patients (59%), including 57 CR (55%) and 4 CRi
(4%). Only 1 patient needed 2 induction cycles to achieve CR.
Moreover, 3 additional patients (3%) achieved a partial re-
sponse. Early death rates were 6% and 8% at day 30 and day
60, respectively.

Among the 61 patients who achieved CR/CRi, 28 (46%) were
evaluable for MRD at the time of the first consolidation cycle and
among them 16 (57%) had reached complete molecular response
defined as MRD <102, Their baseline characteristics are described in
supplemental Table 1.
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Table 3. Description of infections (grade 3 or higher) occurring during
CPX-351 therapy

Site Type of germ Grade 23
Blood Gram-positive cocci, gi gative bacill 25 (24)
Lung Aspergillus, gram-positive cocci 30 (30)
Urinary tract Gram-negative bacilli 8 (8)
G i inal tract Gi gative bacilli, Clostridit 6 (6)
ENT region — 4 (5)
Catheter Gram-positive cocci 4(2)
Skin Gram-positive cocci 2(2)
Reproductive tract — 1(1)
Liver Candida 1(1)
Unknown positive cocci, g gative bacilli 44 (43)

Values represent n (%) of patients.
ENT, ear, nose, and throat.

Overall, 44 (43%) patients received =1 consolidation cycle. Among
them, 36 patients (82%) remained in response (34 CR and 2 CRi)
by the end of consolidation treatment.

Twenty-four patients relapsed with a median time to relapse of
5.3 months (1.4-11.4).

Among the 36 transplanted patients, only 5 patients relapsed
compared with 19 nontransplanted patients who relapsed.

ORR was significantly different across the AML subtypes (65% for
MRC-AML [including 44% for MDS-AML and 22% for CMML-AML]
and 70% for t-AML, respectively; P = .01). Prior treatment with an
HMA (22% vs 69%, P = .001) and the presence of a monosomal
karyotype (39% vs 68%, P = .009) were also identified as poor
prognostic factors. Interestingly, the presence of TP53 and EVI1
mutations, belonging to the ELN 2017 adverse risk subgroup, was
associated with a lower ORR (P = .04 and P = .03, respectively)
whereas ASXL1 and RUNX1 mutations, which also belong to the
same adverse risk subgroup, were not associated with a lower ORR
(P = .28 and P = .50, respectively). The presence of FLT3 TKD and
FLT3 ITD mutations was not associated with a lower ORR (P = .72
and P = .62 in FLT3-/TD and FLT3-TKD mutations, respectively).
Moreover, PTPN11 mutations were associated with a lower ORR
(P = .007). No prognostic significance was observed with other
functional mutation subgroups. Lindsley's molecular classes
were associated with significantly different ORR (86%, 56%,
and 41% ORR for de novo/pan-AML vs secondary-type AML
and TP53-mutated AML, respectively; P = .009) (Table 4). We
observed a significant difference between de novo/pan-AML
vs TP53-mutated AML (P = .002) and de novo/pan-AML vs
secondary-type AML (P = .03). We failed to observe a significant
difference between secondary-type AML vs TP53 AML (P = .27).In
multivariate analysis, only the presence of mutated 7P53 (P = .02)
or PTPN11 (P = .004) predicted lower response.

0s

With a median follow-up of 8.6 months (range, 0.7-22.6 months),
the median OS was 16.1 months (range, 13.1-16.7 months)
(Figure 3A).
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Table 4. Best response rates after CPX-351 induction

CR/CRIi, n (%) P
Al patients treated 61 (59)
AML subtype
t-AML 19 (70) .01
MRC-AML 40 (55)
With/without prior MDS 15 (44)/46 (68) 14
With/without CMML 2 (22)/59 (63) .03
Hyperleukocytosis
Presence/absence 7 (18)/47 (87) 21
HMA experience
Prior HMA 4 (22) .001
No prior HMA 56 (69)
Karyotype (presence/absence)
Complex karyotype 17 (49)/44 (66) 09
Monosomal karyotype 11 (39)/50 (68) .009
Chromosome 5 abnormalities 13 (48)/48 (65) 09
Chromosome 7 abnormalities 15 (47)/46 (66) .07
Chromosome 17 abnormalities 6 (43)/55 (63) 16
2017 ELN genetic risk stratification
Favorable 2 (100) 26
Intermediate 25 (66)
Adverse 33 (54)
Lindsley’s classifier
De novo/pan-AML 18 (86) .009
Secondary-type-mutation AML 20 (56)
TP53-mutated AML 9 (41)
status
TP53 9 (41)/35 (66) .04
ASXL1 9 (63)/37 (67) .28
RUNX1 12 (57)/27 (66) 50
EVI1 1 (17)/50 (63) .03
FLT3-ITD 6 (67)/53 (60) 72
FLT3-TKD 3 (50)/56 (60) 62
NPM1 4 (57)/55 (59) 92
F { group of
Epigenetic modifications 24 (59)/22 (69) 37
Spliceosome complex 14 (61)/32 (64) .80
Signaling and kinase pathway 16 (55)/30 (68) 26
Cohesin complex 6 (60)/40 (63) .83
Transcription factors 17 (61)/29 (64) 75

The 2017 ELN risk stratification was not able to predict a significant
difference in OS (P = .22). Only Lindsley's classifier was able to
identify 3 prognostic subgroups; median OS was not reached in de
novo/pan-AML and secondary-type-mutation AML and was
8.5 months (range, 6.1-10.9 months) in TP53-mutated AML (P = .02)
(Figure 3C-D).

In univariate analysis, the presence of monosomal karyotype (P = .04),
DNMT3A (P = .02), and TP53 (P = .02) mutations were associated
with a poorer prognosis, while the presence of spliceosome mutations
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Figure 3. Survivals using CPX-351 in a real-life setting. Median OS (A) in the French cohort and subgroup analyses of median OS according to allogeneic hematopoietic

cell transplantation (B), 2017 ELN prognostic group (C), and Lindsley's classifier (D).

(P = .02) were associated with better OS. Lindsley's classifier was
also predictive of OS (P = .02). In multivariate analyses, only
spliceosome mutations were predictive of better OS (hazard ratio,
0.31; 95% ClI, 0.10-0.96; P = .04) (supplemental Table 3).

Comparison with conventional care regimens

We compared OS of our CPX-351 patients to OS from an historical
cohort of patients from the Toulouse-Bordeaux DATAML registry.'?
This historical comparator included 353 patients with MRC-AML
(n = 271) ort-AML (n = 82) treated from January 2015 to December
2018 with either IC (n = 233) or azacitidine (AZA) (n = 120). We
observed several significant differences among the 3 arms of
treatment, suggesting that 3 specific subgroups of population
received CPX-351, IC, or AZA depending of clinical and
biological parameters (such as age, number of WBCs, complex
and/or monosomal karyotype, 2017 ELN genetic risk, and
presence of NPM1 or TP53 mutation) (supplemental Table 4).

Therefore, we analyzed OS according to age and 2017 ELN
genetic risk. For the youngest patients (<60 years old), IC and
CPX-351 showed no significant differences in OS. CPX-351
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confirmed a trend toward better OS in patients aged 60 to 69 years
with adverse genetic risk (median OS not reached, 8.9 months,
and 5.4 months in patients treated with CPX-351, IC, and AZA,
respectively; P = .055) and patients aged >70 years with intermediate
genetic risk (median OS not reached, 18.4 months, and 8.9 months in
patients treated with CPX-351, IC, and AZA, respectively; P = .058).
For the oldest patients (aged >70 years) with adverse cytogenetic risk,
we observed no significant differences among the 8 arms (supple-
mental Figure 2).

ASCT

Thirty-six (35%) patients underwent ASCT. The demographics and
clinical characteristics of the patients who underwent ASCT are
listed in Table 5. Thirty-three (92%) patients had an engraftment,
with median duration to complete chimerism of 30 days (range, 20-
212 days). Median time to neutrophil recovery (>0.5 X 10°/L) and
platelet recovery (>20 X 10°/L) after ASCT was 18 days (range,
12-36 days) and 12 days (range, 9-34 days), respectively. No
patient experienced hepatic sinusoidal obstruction syndrome.
Only 12 patients had acute graft-versus-host disease (grade
1 or 2). Median OS was significantly better in transplanted patients vs

CPX-351 IMPROVES HIGH-RISK AML 181

38



nontransplanted patients (median not reached vs 9.3 months [range,
4.4-14.2 months]; P < .001) (Figure 3B). MRD was available only in 14
transplanted patients. So far, we failed to observe significant difference
between MRD-negative and MRD-positive patients. Early death rate
was 3% at day 100.

Discussion

For several decades, 7+3 has remained the classical induction
regimen used for AML in both younger and elderly patients. Over
the past 30 years, several improvements have been made, such as
the increase in anthracycline dosage,'® the addition of new drugs
like gemtuzumab ozogamicin,'® FLT3 inhibitors'” and improve-
ments in ASCT'® and maintenance treatments pos’(-ASCT,19 which
have led to an increase in survival rates. However, all of these benefits
were obtained in the favorable or intermediate risk subgroups,
without upgrade in the adverse risk subgroup. Recently, CPX-351
showed an improvement in OS vs the classical 7+3 regimen in high-
risk AML subtypes, specifically MRC-AML and t-AML (9.56 vs 5.95
months; P = .003).2

In our study, we collected data from MRC-AML and t-AML patients
treated with CPX-351 in a real-world setting. Baseline patient
characteristics were similar to the phase 3 clinical trial with the
exception of prior HMA exposure (18% in our cohort vs 40.5% in
the CPX-851 arm of the phase 3 study) and inclusion of patients
>18 years old vs only the population between 60 and 75 years of
age in the phase 3 study. We confirmed the acceptable safety
profile already observed by Lancet et al. We observed an increased
hematological toxicity but without an increased incidence of
infections, including fungal infections (10%).2%2! We also identified
a fairly good safety profile regarding AEs not reported in the Lancet
et al study, like cutaneous (25%), gastrointestinal (50%), and
alopecia (11%) AEs, as compared with 7+3."® Recently, the safety
profile of CPX-3851 was compared with 7+3 by pooling safety data
from the 5 studies."" A similar rate of gastrointestinal disorders with
a lower incidence of diarrhea was observed in the CPX-351 arms
(46% vs 66%). In contrast, the incidence of rash was higher (39%
vs 25%).

In our study, the ORR was slightly higher than the one observed in
the previous phase 3 study, since we observed a CR/CRI rate of
59%. We confirmed that ASCT was associated with a better
outcome as we showed an improved OS (median OS not reached
in transplanted patients).

Lindsley et al presented the genetic characteristics and outcomes
related to the mutational status from the phase 3 study of CPX-351
vs 7+3 at the ASH 2019 meeting.?? In that study, median OS was
longer in the CPX-351 arm vs the 7+3 arm among patients with
DNMT3A and TET2 mutations. Median OS was similar among
patients with TP53 mutations treated with CPX-351 and 7+3.
In our study, only mutations in the spliceosome complex genes
(SRSF2, SF3B1, U2AF1, and ZRSR2) were significantly associated
with better OS in multivariate analysis. It should be noted that while
Lindsley's classifier included these mutations to define secondary
AML, they reported a lower ORR and a shorter median OS in
secondary-type AML. In our study, we confirmed the poor
prognostic value of TP53-mutated AML, but not of DNMT3A- or
TET2-mutated AML. This is likely due to difference in the character-
istics of the population and to the smaller size of our cohort compared
with the phase 3 population. We also identified unfavorable prognostic
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Table 5. Characteristics of ASCT (n = 36)

n %

Age, median (range), y 65 20-75
Sex

Male 14 39

Female 22 61
HCT-CI

0 10 37

1-2 5 19

=3 12 44

NA 9 —
AML subtype

MRC-AML 26 72

MDS-AML 1 31

CMML-AML 1 3

t-AML 9 25

Others 1 3
Disease status at time of ASCT

CR 32 89

CRi 1 3

PR 3 8
MRD status after CPX-351 induction

Negative 8 57

Positive [ 43

NA 22 —,
Conditioning regimen

RIC 33 92

MAC 3 8
Donor

Matched related donor 9 25

Matched unrelated donor 16 44

Mismatched donor 5 14

Haploidentical donor 6 17
Stem cell source

Bone marrow 2 6

Peripheral blood 34 94

HCT-CI, hematopoietic cell transplant comorbidity index; MAC, myeloablative condition-
ing; NA, not available; PR, partial response; RIC, reduced-intensity conditioning.

factors like AML subtypes, such as prior treatment with HMAs,
presence of monosomal karyotype, and TP53 or PTPN11 mutation.
Nevertheless only the presence of a TP53 or PTPN11 mutation can
predict the response in multivariate analysis.?® Moreover, we confirmed
the interesting results already observed in the phase 3 clinical trial with
regard to the FLT3-mutated patients. We also observed that CPX-351
overcame the poor response rate typically seen for patients with
mutated ASXL 7 and RUNX1T. Although these mutations belong to the
adverse risk subgroup as defined by 2017 ELN risk stratification, we
detected no difference in outcome for patients with mutated ASXL 7 or
RUNX1 vs wild-type in our study. Nevertheless, these results need to
be confirmed in a larger cohort. The best prognostic factor identified
in our study that predicted ORR and OS was Lindsley's classifier.

12 JANUARY 2021 - VOLUME 5, NUMBER 1 & blood advances



Furthermore, longer survival observed in patients with secondary-like
AML compared with those with de novo/pan AML should be linked
with better prognosis of spliceosome mutations.

Moreover, we observed a significant difference in OS between
transplanted and nontransplanted patients. The high rate of CR with
low MRD compared favorably to a previous report using 7+3 in
elderly unfavorable AML?# and may explain the favorable outcome
observed in patients after ASCT, even if it was not detected in our
cohort, likely due to a too short follow-up and a small sample size.

Finally, we compared our results to an historical cohort'? in which
233 patients received IC and 120 AZA. Although these compar-
ative data are uncontrolled and not randomized, they suggest that
the optimal place of CPX-351 could be in patients aged 60 to
69 years and those with adverse cytogenetic risk, as well as in
patients aged >70 years with intermediate cytogenetic risk.
Nevertheless, these data obviously need to be confirmed in a larger
cohort.

Despite the small number of patients in our cohort, we report for the
first time some prognostic factors in patients treated with CPX-351.
We showed that CPX-851 can alter the poor prognosis of
mutations belonging to the adverse 2017 ELN risk subgroup. We
noticed a deeper response that could explain the better median OS
observed in transplanted patients in our study and in the previous
phase 3 clinical trial. Our data confirmed the benefit of using CPX-
351 in high-risk AML and may trigger discussions about future
combinations with other agents such as FLT3 inhibitors,'”?52”
APR-246,%82° or Bcl-2 inhibitors®° to further improve the outcome
of this unfavorable subgroup of AML.
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Conclusion

Our study confirms the efficacy and safety of CPX-351 in high-risk
AML (t-AML and MRC-AML) in a real-life setting. The high rate of
CR with low MRD compares favorably with previous reports using
7+3 in elderly unfavorable AML patients and may strengthen the
favorable outcome observed in patients after ASCT. Moreover,
CPX-351 improves the poor prognosis associated with some
unfavorable mutations defined in the 2017 ELN risk stratification.
These data need to be confirmed in a larger cohort.
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3. Données supplémentaires

Supplemental Table 1: Characteristics of patients with complete molecular response after induction
with CPX-351

n=8 % or range

Age, median (years) 67 31-70
Sex

Male 3 38

Female 5 62
AML subtype

MRC-AML 4 50

MDS-AML 1 25
CMML-AML 0 0

t-AML 4 50
Median number of WBC (G/L) 4 0-6
Hyperleukocytosis 0 0
Cytopenias 7 88

1 1 13

2 5 62

3 1 13
Karyotype

Complex 4 50

Monosomal 2 25
Prior HMA 0 0
2017 ELN genetic risk stratification

Favorable 0 0

Intermediate 2 25

Adverse 6 75
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n=6 % or range
Median number of mutations 2 2-7
Lindsley's classifier
de novo/pan-AML 0 0
Secondary-type mutations AML 4 67
TP53 mutated AML 2 33
Functional group
Epigenetic modifications 5 83
Spliceosome complex 1 17
Signaling and kinase pathway 3 50
Cohesin complex 1 17
Transcription factors 1 17
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Supplemental Table 2: Comparison of different classifications of secondary AML

Clinical classification

Lindsley's classifier

2017 ELN genetic risk stratification

MRC-AML t-AML de novo/pan- Secondary-type  TP53 mutated Favorable Intermediate Adverse p
AML mutations AML AML value
n=74 n=27 n=21 n =37 n=22 n=2 n=39 n=61
Age - years, median (range) 67 (20-82) 65 (31-83) 71 (34-83) 67 (20-82) 63 (49-75) 71(68-73) 70(31-83) 66 (20-79)
AML subtype - n (%)

MRC-AML 74 (100) - 13 (62) 32 (86) 13 (59) 1 (50) 31(79) 41 (67)
MDS-AML 35 (47) - 4(31) 17 (53) 8(62) - 13 (42) 21 (51)
CMML-AML 9(12) - 2 (15) 5 (16) - 1 (100) 7(23) 1()

t-AML - 27 (100) 8(38) 5(14) 8(36) 1 (50) 8(21) 18 (30)

Others* - - - - 1(5) - - 2(3)

(l\::rr:;lzc)er of WBC (G/L), median (0-156)  4(0-116) 3 (0-156) 4 (0-85) 2 (0-14) 44 (4-85) 3 (0-156) 3 (0-119)
Karyotype — n (%)
Complex 22 (30) 11 (41) 4(19) 3(8) 19 (86) - - 35 (57)
Monosomal 19 (26) 8(30) 1(5) 6 (16) 15 (68) - - 28 (50)
2017 ELN risk — n (%)

Favorable 1/73 (1) 1/27 (4) 1/21 (5) 1/36 (3) = 2/2 (100) - =

Intermediate 31/73 (43) 8/27(30) 13/21(62)  17/36 (47) = = 39/39 (100) -

Adverse 41/73 (56) 18/27 (66) 7/21 (33) 18/36 (50) 22/22 (100) = = 61/61 (100)

Mutation — n (%)
FLT3-ITD 5/70 (7) 4/26 (15) 4/21(19) 4/37 (11) 1/22 (5) - 3/38(8) 6/58 (10)
FLT3-TKD 2/71(3) 4/27 (15) 3/21(14) 2/37 (5) 1/22 (5) - 2/38 (5) 4/60 (7)
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NPM 5/72(7)  2/27(7) 3/21(14)  3/37(8) 1/22 (5) 12(50)  4/38(11)  2/61(3)
IDH1 5/70(7)  2/26(8) 3/378) 1/22 (5) 2/38(5)  5/57(9)
IDH2 2/70(3)  1/26(4) 1/21(5) 2/38(5)  1/57(2)
DNMT3A o/54(17)  4/19 (21) 3/21(14)  6/37(16) 4/22 (18) 3/38(8)  10/41(24)
TET2 13/54(24) 3/19 (16) 3/21(14)  11/37(30) 3/22 (14) 12(50)  8/38(21)  8/41(20)
RUNX1 19/54(35) 3/19 (16) 3/21(14)  19/37 (51) 14/41 (34)
ASXLL 14/54(26)  4/19 (21) 18/37 (49) 9/41 (22)
P53 13/54(24) 8/21(38) 22/22 (100) 22/46 (48)
Evit 3/63(5)  3/23(13) 3/378) 6/51(12)
Number of mutations
Median (range) 307 2(07) 1(0-5) 4(2-7) 2(1-4) 135 2(07) 3(0-7)
Functional group
Epigenetic modifications  31/54 (57)  10/19 (53) 6/21(29)  29/37(78) 7/22 (32) 1/2(50)  18/30(60)  23/41(56)
spliceosome complex  22/54(41) /19 (11) 23/37 (62) 1/22 (5) 1/2(50)  11/30(37)  11/41(29)
Signaling/kinase pathway ~ 19/54 (35)  10/19 (53) 9/21(43)  17/37 (46) 3/22 (14) 2/2(100)  12/30(40)  15/41(37)
Cohesin complex 10/54(19)  1/19(5) 121(5)  9/37(24) 1/22 (5) 5/30(17)  6/41(17)
Transcription factors 23/54 (43)  6/19 (32) 4/21(19)  25/37(68) 10/30(33)  18/41(44)
Overall response — n (%) 20(54)  19(70) 001  18(86) 20 (54) 9 (41) 0003 2(100%) 25 (64) 33 (54) 0.26
CR—n (%) 37(50)  19(70) 16 (76) 20 (54) 9 (41) 2(100%) 22 (56) 32(52)
CRi—n (%) 3(4) : 2(10) : : 3(8) 102)
m’zﬁ::)"r"i"a" median T 1()3'6' 028 notreached not reached 85(61-109) % M Notreached Notreached %

*Two patients were treated post-myeloproliferative neoplasm AML: 1 with prior essential thrombocythemia (ET) and 1 with myelofibrosis secondary to ET.
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Univariate analysis Multivariate analysis
p-value Hazard ratio 95% Cl p-value
Monosomal karyotype 0.04 -
DNMT3A mutation 0.02 -
TP53 mutation 0.02 =

Spliceosome complex 0.02 0.31 0.1-0.96 0.04
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Supplemental Table 4: Characteristics and therapy response in patients with MRC-AML or t-AML (a

comparison with a historical cohort)

CPX-351 IC HMA p value
n=103 n=233 n=120
Age — years
Median (range) 67 (20-83) 62 (19-78) 76 (52-93) <0.001
Sex —n (%)
Male 54 (52) 103 (44) 62 (52)
0.264
Female 49 (48) 130 (56) 58 (48)
AML subtype — n (%)
MRC-AML 74 (72) 178 (76) 93 (78)
t-AML 27 (26) 55 (24) 27 (22) 0.113
Other 2 (2)* 0 0
Number of WBC (G/L)
Median (range) 3 (0-156) 5.3 (0.5-352) 2.5(0.4-123) <0.001
Karyotype — n (%)
Complex 35/103 (34) 52/230 (23) 52/114 (46) <0.001
Monosomal 28/103 (27)  43/230(19) 47/114 (41) <0.001
2017 ELN genetic risk — n (%)
Favorable 2/102 (2) 31/223 (14) 2/100 (2)
Intermediate 38/102 (37) 80/223 (36) 17/100 (17) <0.001
Adverse 62/102 (61)  112/223(50)  81/100 (81)
Mutation — n (%)
FLT3-ITD 9/98 (9) 21/180 (12) 2/54 (4) 0.274
FLT3-TKD 6/100 (6) 4/135 (3) 2/47 (4) 0.522
NPM1 7/101 (7) 27/183 (15) 2/52 (4) 0.027
CEBPA 6/90 (7) 5/147 (3) 1/34 (3) 0.447
IDH1 7/98 (7) 10/167 (6) 6/76 (8) 0.845
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IDH2 3/98 (3) 21/168 (13) 13/76 (17) 0.008
DNMT3A 13/74 (18) 23/124 (19) 5/39 (13) 0.71
TET2 17/74 (23) 9/83 (11) 0/6 (0) 0.022
RUNX1 22/74 (30) 14/81 (17) 2/6 (33) 0.049
ASXL1 18/74 (24) 14/95 (15) 3/33(9) 0.094
NRAS 6/74 (8) 9/82 (11) 1/6 (17) 0.851
KRAS 5/74 (7) 5/82 (6) 0/6 (0) 0.727
WT1 7/74 (9) 5/84 (6) 2/7 (29) 0.104
KIT 2/74 (3) 1/84 (1) 1/9 (11) 0.186
TP53 22/76 (29) 16/88 (18) 12/17 (71) <0.001

Chemotherapy — n (%)
Dau-AraC 55/233 (24)
Ida-AraC 58/233 (25)
Ida-AraC-Lomustine 119/233 (51)
Other 1/233 (<1)

Number of cycles
Median (range) 5 (1-41)

Overall response (CR-CRi) — n (%) 61/103 (59) 160/218 (73) 19/101 (19) <0.001
CR—n (%) 57/103 (55)  120/218 (55)  11/101 (11)
CRi—n (%) 4/103 (4) 40/218 (18) 8/101(8)

ASCT - n (%) 36/103 (35) 93/218 (43) 2/111 (2) <0.001

*Two patients were treated post-myeloproliferative neoplasm AML: 1 with prior essential

thrombocythemia (ET) and 1 with myelofibrosis secondary to ET.
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Supplemental Figure 1: Frequencies of mutated genes by different classifications

74 patients treated with CPX-351 were assessed by NGS and classified according to AML subtypes

(A), Lindsley’s molecular classes (B) and 2017 ELN genetic risk stratification (C).
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Supplemental Figure 2: Median overall survival in patients treated by CPX-351 (n=103), intensive
chemotherapy (n=233) or azacitidine (n=120) according to age and 2017 ELN genetic risk

All patients
<60 years 60-69 years >70 years
wo| 4 Treatment : on Treatment : - Treatment :
" CPX-351 (n=20) CPX-351 (n=48) CPX-351 (n=34)
\\ —  intensive chemotherapy (n=95) —  intensive chemotherapy (n=96) —  intensive chemotherapy (n=42)
80 ‘}.\ - Azaitidin (556) 80 - Azacitidine (n=21) 80 - Azacitidine (n=92)
=_:,° Y p=0.001 i:, p=0042 =-_:,° p=0003
N T .y ) g e
s R I s s
& = [3
@ = H @ @ 1
- =gy - = 4 —
T 4w ) T 4 T 4 \ L
- . L
20 : 20 s 2at 2 N L ‘
Lo ‘
1 +
0 0 0
0 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50
Time since initiation of treatment (months) Time since initiation of treatment (months) Time since initiation of treatment (months)
Patients with intermediate 2017 ELN risk
<60 years 60-69 years >70 years
- . Treatment : i Treatment : - Treatment :
aLl CPX-351 (n=8) CPX-351 (n=12) g # CPX-351 (n=19)
= —  intensive chemotherapy (n=31) n — intensive chemotherapy (n=30) ‘ = = intensive chemotherapy (n=19)
80 T 80 l ' 80 4 o s
_ 1 La = Azcitidine (0=3) 1 Azacitidine (n=14)
g 1 p=oss2 & i & L p-oa3 & 1 p=0058
S w0 S w0 S w0 L |
£ s s i
B ‘—‘—‘ = £ -
3 Lee v 40 3 ‘ 3 |
T 4 s T 4 Ee
g g« | : I T
2 2 2
o 3] o \—.—.
20 20 20
0 0 0
0 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 50 10 20 30 40 50
Time since initiation of treatment (months) Time since initiation of treatment (months) Time since initiation of treatment (months)
Patients with adverse 2017 ELN risk
<60 years 60 -69 years >70 years
100 Treatment : 100 Treatment : 100 Treatment :
CPX-351 (n=12) CPX-351 (n=34) CPX-351 (n=14)
— intensive chemotherapy (n=52) — intensive chemotherapy (n=51) — intensive chemotherapy (n=9)
80 - Azacitidine (n=4) 80 - Azacitidine (n=15) 80 - Azacitidine (0=60)
3 L p=oo2 & p=0oss & p=0626
S w Y g S w
= b s e s
5 oy = 5 5
2 i e =iy 4
T W | T 40 PO B 40
s o 5 \ s
> > >
o , o o T
20 & 20 20 4
+ L
. | S
0 0 0
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

Time since initiation of treatment (months)

Time since initiation of treament (months)

Time since initiation of treatment (months)



