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PARTIE | - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES
LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES DU SUJET AGE



|. INTRODUCTION
Les leucémies aigués myéloides (LAM) constituent un groupe hétérogene d’hémopathies myéloides

caractérisées par une prolifération monoclonale de progéniteurs hématopoiétiques et par une
insuffisance médullaire. Bien que ne représentant qu’un faible pourcentage des cas incidents de
cancers de I'adulte, les LAM sont responsables d’un taux de décés annuel élevé. Chez le sujet agé, les
caractéristiques biologiques particulieres des LAM (formes secondaires, cytogénétique défavorable)
combinées aux caractéristiques cliniques des patients 4gés (comorbidités, fragilités) se traduisent par
un effondrement des résultats qui justifie le développement de nouvelles thérapies et I'identification

de nouveaux biomarqueurs permettant d’améliorer la sélection et le devenir des patients.

ll.  EPIDEMIOLOGIE
Les données Francaises des registres des cancers du réseau Francim®?, estiment I'incidence annuelle

des LAM en France a 2800 nouveaux cas, avec un age médian au diagnostic de 71 ans et un sexe ratio
hommes/femmes de 1,1. Le taux d’incidence en France est superposable a celui observé en Europe®*
(3,9 pour 100 000 habitants chez ’'homme et 3,35 pour 100 000 habitants chez la femme) et supérieur
au taux d’incidence standardisé sur la population mondiale ou il est de 2,6 pour 100 000 chez 'lhomme
et de 2,3 pour 100 000 chez la femme. Entre 1980 et 2012, on observe en France une augmentation
réguliere du nombre de nouveaux cas estimés, passant de 1104 cas incident en 1980 a 2791 cas en
2012. Cette augmentation du nombre de cas a 4 causes principales s’appliquant dans des proportions
variables : l'augmentation des procédures diagnostiques chez des patients qui n’auraient
précédemment pas été explorés, le vieillissement de la population, une possible majoration de
I’'exposition a des facteurs de risque génotoxiques, et enfin I'abaissement du seuil de blastes
définissant les LAM a partir de la classification de I'organisation mondiale de la santé (OMS) de 2001.
L'incidence est relativement basse avant 40 ans puis augmente lentement jusqu’a 60 ans et beaucoup
plus rapidement au-dela de 60 ans (figure 1). A partir de 70 ans le taux d’incidence devient en effet
supérieur a 15/100 000 habitants chez ’'homme et 10/ 100 000 habitants chez la femme. Le taux
d’incidence selon I'age est similaire dans les deux sexes jusqu’a 60 ans, puis il devient plus élevé chez
I’'homme que chez la femme avec un écart maximum au-dela de 85ans (30 cas versus 15 cas/100 000

habitants, respectivement).

Les LAM du sujet agé sont fréquemment secondaires a un syndrome myélodysplasique (SMD) et
I"augmentation majeure de leur incidence avec I’age doit étre vue en regard de I'épidémiologie des
SMD dont on dénombre 4000 cas incidents par an en France avec un dge médian au diagnostic autour

de 80 ans>.



[1l.  ETIOLOGIES
Les LAM survenant dans le contexte d’un traitement anticancéreux (agents alkylants, inhibiteurs de

topo-isomérase |l, rayonnements ionisants), de I’évolution d’'un SMD ou d’une néoplasie
myéloproliférative (NMP) sont communément appelées secondaires. Ces formes secondaires de LAM
sont plus fréquentes chez le sujet 4gé°, ou elles représentent de 25 a plus de 40% des diagnostics selon
les séries®’. La terminologie secondaire est relativement imparfaite puisqu’elle regroupe plusieurs
types de LAM de présentation et de pronostic différents. La classification de I'organisation mondiale
de la santé (OMS) 20162 décrit I'entité « LAM avec modifications reliées a8 une myélodysplasie »,
incluant les LAM secondaires a un SMD et conserve I'entité « LAM reliée a un traitement » comme une
catégorie distincte. Le caractere secondaire est un facteur pronostique défavorable indépendant qui
s'ajoute aux caractéristiques défavorables de cette population (age élevé, cytogénétique
défavorable)®’. Les LAM liées a un traitement sont le plus souvent observées aprés le traitement d’un
cancer du sein® ou d’un syndrome lymphoprolifératif®1°. Dans ces contextes, les données de registres
populationnels Américains et Suédois ont montré que le risque de LAM était 4,7 plus élevé que dans
la population générale’!!. Les agents alkylants peuvent favoriser la survenue d’une LAM, souvent
précédée d'un état myélodysplasique. Les anomalies cytogénétiques caractéristiques de ces formes
sont des délétions partielles ou des monosomies des chromosomes 5, 7 et 17. Le délai de survenue
entre I'exposition a l'agent alkylant et la LAM est de l'ordre de 3 a 5 ans. Les inhibiteurs de
topoisomérase Il dont les épipodophyllotoxines (Etoposide) sont associés a un risque accru de LAM
généralement plus précoce, le délai entre I'exposition et la LAM étant de l'ordre de 2 ans. Les
inhibiteurs de topoisomérase Il ont été associés aux inversions du chromosome 16 inv(16),
translocation t(8,21), et translocations t(15,17). Les épipodophyllotoxines sont plus spécifiquement

associées aux réarrangements du gene MLL (mixed lineage leukemia).

V. PHYSIOPATHOLOGIE
a. Organisation de la leucémogenese

i.  Two hit model
Le modele physipathologique historique de la leucémogénese des LAM de novo correspond au « two-
hit model » qui énonce que deux types différents de mutations sont requis pour la transformation
oncogénique d’un précurseur myéloide. Les mutations de classe | sont associées a une prolifération
cellulaire incontrolée et un échappement a I'apoptose. Elles incluent les mutations conférant une
activation constitutive de protéines kinases ou une dérégulation des voies de signalisation en aval
(BCR-ABL, FLT-3, c-KIT et RAS). Les mutations de classe Il, comme les translocations associées aux LAM
du Core Binding Factor (CBF) ou les mutations des génes codant pour les enzymes isocitrate

déshydrogénase 1 et 2 (IDH 1 et 2) sont associées a une inhibition de la différenciation.

10



Ce two-hit model qui ne décrit que partiellement la physiopathologie des LAM a été considérablement
complété par I'amélioration des connaissances sur la génétique moléculaire des LAM. En outre il
n’integre pas des composantes physiopathologiques prépondérantes chez le sujet 4gé ou les formes
secondaires sont fréquentes, comme [linstabilité génétique, les modifications épigénétiques,
I’échappement a la réponse immune, la biologie des cellules souches et les relations avec le
microenvironnement au sein de la niche hématopoiétique qui ont également un réle important dans

la leucémogenése et la réponse aux agents génotoxiques.
ii.  Organisation clonale

L’'hématopoiese leucémique présente une organisation hiérarchique pyramidale comparable a celle de
I'hématopoiése normale!?. Le clone leucémique est schématiquement organisé en trois

compartiments distincts :

- au sommet de cette pyramide, un clone minoritaire de cellules souches leucémiques (CSL),
majoritairement quiescentes, sont caractérisées par une capacité d’auto-renouvelement infini in vitro.
Par analogie avec les cellules souches hématopoiétiques (CSH) elles sont capables d’initier, de

maintenir et de propager la leucémie dans des modéles de xénogreffes murines®? ;

- le deuxieme compartiment de cellules leucémiques est constitué par les progéniteurs leucémiques,
engagés dans le processus de maturation : ils sont plus nombreux que les CSL, et gardent un potentiel

de prolifération important mais ont perdu la capacité d’auto-renouvelement ;

-le troisieme compartiment est constitué de I'ensemble des blastes plus matures que I’on observe dans
le sang et la moelle. C'est ce dernier compartiment qui est le plus sensible a la chimiothérapie

intensive.

L’origine des CSL reste débattue. L’événement oncogénique initial pourrait avoir lieu dans une CSH ou
dans un progéniteur déja engagé dans le processus de différentiation hématopoiétique normale qui
retrouverait alors la capacité d’auto-renouveélement. La mise en évidence de populations multiples de
CSL co-existantes chez un méme patient suggére que cette population n’est ni uniforme ni statique et
peut évoluer au grés de l'acquisition d’événements oncogéniques additionnels ou d’altérations

épigénétiques.

Dans le cas des LAM secondaires a un SMD, I'acquisition séquentielle de mutations dans un clone
ancestral, permet I'émergence, la sélection clonale et la progression de sous-clones pouvant donner
lieu a différents types d’organisations clonales linéaires ou ramifiées. Ces organisations ont été mises
en évidence par des études de séquencage de génomes de patients au stade MDS et au stade LAM*>~

18 Si un événement oncogénique survenant dans le clone ancestral lui confére un gain prolifératif
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suffisant alors ce sous-clone peut « éteindre » le clone ancestral et devenir le clone majoritaire dans
une forme d’évolution linéaire. A I'inverse, dans un mode d’évolution clonale ramifié, plusieurs sous-
clones caractérisés par des mutations différentes peuvent coexister ou entrer en compétition jusqu’a

I’avénement éventuel d’un clone majoritaire.

La grande hétérogénéité des syndromes myélodysplasiques est liée non seulement a la variété des
événements oncogéniques fondateurs ou secondaires mais aussi a I'ordre d’apparition des mutations
des genes concourant a I'établissement du phénotype dysplasique. Cet effet de I'ordre d’apparition
des mutations serait similaire a celui décrit dans les NMP ol dans la majorité des cas I'évenement
initial est une mutation de TET2 ou JAK2 avec dans chacun des cas des phénotypes spécifiques associés.
L’étude du clone dominant dans un modele de xenogreffe dérivé de cellules primaires de patients
ayant un SMD avec une mutation d’'un géne du splicéosome (SF3B1 ou SRSF2) et une mutation d’un
géne épigénétique (DNMT3A ou TET2) montre I'acquisition d’un phénotype différent selon I'ordre
d’apparition des mutations. Dans 2 cas sur 3, la mutation SF3B1 survient en premier, le clone de CSH
SF3B1™* est dominant et donne des progéniteurs myéloides et lymphoides mutés. En revanche,
lorsque la mutation de SF3B1 survient apres la mutation d’un gene épigénétique (DNMT3A ou TET2),
cette séquence résulte en la formation d’un clone myéloide mineur, y compris lorsque la mutation

SF3B1 est acquise par le clone dominant®.

b. Génétique des LAM du sujet agé

i. Catégorisation des LAM en classes fonctionnelles
Les progrés des techniques de séquencage de nouvelle génération, ont considérablement amélioré la

caractérisation moléculaire des LAM. Les programmes internationaux de séquengage du consortium
The Cancer Genome Atlas (TCGA) et du Sanger Institute ont été réalisé a partir d’échantillons de LAM
de novo de sujets agés de moins de 65ans. Les équipes du TCGA ont décrit en 2013 le panorama des
mutations récurrentes observées dans une cohorte de 200 patients diagnostiqués avec une LAM de
novo, via le séquencage de 50 génomes complets et 150 exomes complets?’. ’dge médian de cette
cohorte était de 55ans. Les catégories de risque cytogénétique selon le Medical Research Council
(MRC) favorable, intermédiaire et défavorable était de 18%, 58% et 22%, respectivement. Il doit étre
précisé que le taux médian de leucocytes de cette cohorte de 200 patients était de 16 G/L ce qui est
significativement plus élevé que le taux médian de leucocytes des LAM décrit dans les registres
populationnels et en particulier chez les sujets 4gés2%%. Au total, le séquencage de ces 200 patients a
permis d’identifier 2585 mutations validées (2315 SNV [90%] et 270 insertions/délétions [10%]). Au
moins une mutation était décrite chez plus de 99% des patients. Le nombre moyen de mutations par
patient était de 13, incluant 5 mutations dans des génes myéloides. La catégorisation fonctionnelle de

ces mutations a permis d’individualiser 9 groupes (figure 4) : les translocations impliquant un facteur
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transcriptionel (18%), les LAM avec mutation de NPM1 (27%), les altérations des genes suppresseurs

de tumeurs (16%), des genes de la méthylation de I’ADN (44%), des génes de la signalisation

Intracellulaire (59%), des génes modifiant la chromatine (30%), des facteurs transcriptionnels

myéloides (22%), des genes du complexe des cohésines (13%) et du splicéosome (14%).

En 2016, I'’équipe du Sanger Institute a publié les résultats du séquengage ciblé sur 111 genes
myéloides d’une cohorte de 1540 patients de 18 a 65 ans traités dans le cadre des essais de
chimiothérapie intensive du groupe Allemand AML-SG. Au moins une mutation «driver » était
identifiée chez 96% des patients et au moins 2 mutations chez 86% des patients. Ce travail de
séquencage de grande échelle a permis d’affiner la catégorisation fonctionnelle avec la création de 3
nouvelles classes homogenes : les LAM avec altération des génes modifiant la chromatine et/ou du
splicéosome et/ou le facteur transcriptionel RUNX1 (18% des patients), les LAM avec mutation de TP53
et/ou aneuploidie chromosomique (13% des patients) et les LAM avec mutation de IDH2"? (1% des

patients).

La description de la génomique des LAM des sujets agés a longtemps été faite par extrapolation a partir
de ces études mais repose également sur quelques études spécifiques aux sujets 4gés*>?°. Sur la base
de ces études le spectre des mutations retrouvées chez le sujet agé semble différer de celui des sujets
jeunes. Ainsi avec I'age, on observe un changement des classes fonctionnelles les plus fréquentes avec
une plus forte représentation des LAM avec anomalies des génes TET2, TP53, ASXL1, RUNX1, DNMT3aq,
IDH2 et une plus faible représentation des patients présentant un profil cytogénétique et moléculaire
décrit comme favorable comme les LAM avec réarrangement chromosomique équilibré
t(15;17)(922;921); PML-RARA, t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1 et inv(16)(p13.1g22) ou
t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11 ou les LAM avec mutation bi allélique de CEBPa.

Récemment, I'équipe dirigée par Klaus Metzeler a I'Université de Munich a publié les résultats du
séquencage ciblé sur 64 génes d’une cohorte de 151 patients d’age = 75 ans traités dans le cadre du
protocole AMLCG-1999%. Dans cette cohorte de patients sélectionnés pour la chimiothérapie
intensive, on notait 81% de LAM de novo, 16% de LAM secondaires (post SMD ou NMP) et 3% de t-
LAM. Le risque cytogénétique selon le MRC était intermédiaire chez 82% des patients incluant 52% de
caryotype normaux sur I'ensemble de la cohorte. Au total, le séquencage ciblé a identifié un nombre

médian de 4 mutations par patients. Les génes les plus fréquemment altérés étaient par ordre
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décroissant : TET2 (42%), DNMT3a (35%), NPM1 (32%) FLT3 (30%), SRSF2 (25%) ASXL1 (21%), RUNX1
(19%) et TP53 (14%). Vingt-trois patients présentaient une mutation du gene IDH2 (15,2%) et 13

patients une mutation du géne IDH1 (8,6%).

Tsai et al, ont évalué le statut mutationnel de 21 genes sur une cohorte de 462 patients atteints de
LAM non-M3 traités par chimiothérapie intensive dont 177 patients agés de 60 ans et plus, et 285 de
moins de 60ans?’. Dans la cohorte des sujets 4gés, on notait une incidence significativement plus
élevée des mutations de NPM1 (28,2%), RUNX1(19.8%), ASXL1 (17,6%), TET2 (24,3%), DNMT3A
(20,9%), TP53 (13%) et PTPN11 (6,2%) et une incidence plus faible des mutations des génes CEBPA
(10,2%) et WT1 (3,4%).

Sans entreprendre de description exhaustive des 11 groupes décrits dans la proposition de
classification basée sur la génomique moléculaire par Papaemmanuil et al, nous décrivons ici les
catégories fonctionnelles et les mutations de genes les plus fréquemment observées dans le contexte

des LAM du sujet agé.

ii. Les LAM avec mutation de NPM1

Nucleophosmin 1 (NPM1). Les LAM avec mutation de NPM1 correspondent a une entité de la
classification OMS 2016 et représentent 25-30% des LAM de I'adulte et 45-60% des LAM a caryotype
normal. Dans les LAM du sujet agé, il reste parmi les genes les plus souvent altérés au-dela de
60ans?>?82%_ Les caractéristiques clinico-biologiques des LAM avec mutation de NPM1 sont : taux de
leucocytes, de blastes médullaires et de plaquettes élevés®, sous-types M4 et M5 de la classification
de FAB3'%2, caryotype normal dans 85% des cas®, faible expression du CD34 et forte expression du
CD333* et localisations extra-médullaires fréquentes®. La Nucléophosmine (NPM1) qui appartient 3 la
famille des nucleophosmine/nucleoplasmine est codée par le géne NPM1, localisé sur le chromosome
5935, constitué de 12 exons. Cette protéine est exprimée de facon ubiquitaire et sa localisation
physiologique est majoritairement nucléolaire. On peut résumer ses fonctions en 4 grandes classes :
biosynthese des ribosomes, maintenance de la stabilité du génome en régulant la duplication du
centrosome durant le cycle cellulaire, modulation de la croissance cellulaire par son interaction avec
le suppresseur de tumeur Arf (Alternate reading frame) au niveau nucléolaire et régulation du cycle
cellulaire et de I'apoptose. Cette derniéere fonction repose sur le lien fonctionnel fort entre I'intégrité
du nucléole et la stabilité de la protéine p53. Sous I'action du stress cellulaire, NPM1 est redistribué

vers le nucléoplasme ou il interagit avec p53 et induit un arrét de prolifération. Les mutations de NPM1

14



de type « décalage du cadre de lecture » ont été mises en évidence suite a la constatation d’une
localisation cytoplasmique majoritaire anormale de NPM1. Le role des mutations de NPM1 dans la
leucémogenese n’est pas complétement élucidé, mais il repose en partie sur la délocalisation et la
déstabilisation de la protéine Arf induisant la prolifération cellulaire>?® et la dérégulation de I'arrét du
cycle cellulaire dépendant de p53*. Si I'impact pronostique positif des mutations de NPM1, en
I’absence de mutation FLT3-ITD est bien établi et participe a la décision thérapeutique du traitement
de post rémission chez les sujets jeunes, leur impact sur le devenir des sujets agés est beaucoup plus
débattu. Environ 40% des patients de cette entité présentent une mutation du géne FLT3 et 75%
d’entre eux une mutation d’un ou plusieurs génes impliqués dans la méthylation ou

I’hydroxymethylation de 'ADN (DNMT3a, TET2, IDH1 et IDH2)*.

Fms-like tyrosine-kinase 3 (FLT3). Les mutations du géne FLT3 sont identifiées dans environ 30-40%
des cas de LAM de I'adulte et I'incidence reste constante chez le sujet de plus de 60 ans. Le gene FLT3
localisé sur le chromosome 12q13, code pour une protéine ayant une activité de récepteur de tyrosine
kinase de classe Ill (RTK), appartenant a la famille du PDGFR (platelet derived growth factor receptor).
Elle est exprimée a la surface des progéniteurs myéloides et lymphoides normaux et stimule la
croissance des cellules myéloides immatures via [l'activation de cascades de signalisation
intracellulaires. Son expression diminue normalement au cours de la différenciation®. La majorité des
LAM surexpriment FLT3 y compris en I'absence de mutation. Dans environ 30% des cas de LAM, il est
activé constitutivement par des mutations, dont les plus fréquentes impliquent une duplication de
séquence dans le domaine juxtamembranaire (Internal Tandem Duplication, ou ITD). Plus rarement il
est affecté par une mutation ponctuelle dans le domaine tyrosine kinase (D835, 7% des cas). Ces
mutations entrainent une activation constitutive des voies de transduction situées en aval de FLT3
impliquant notamment JAK2/STATS5 et PI3K/AKT/PKB. Les mutations de FLT3 ont été mises en évidence
dans la fraction de cellules CD34+/CD38-, capable d’induire dans des modeéles murins NOD/SCID une

LAM avec mutation de FLT3, évoquant leur présence dans la CSL*

. Sur le plan clinique, les LAM avec
mutation de FLT3 se présentent volontiers sur un mode hyperleucocytaire, avec différenciation
monocytaire. Elles sont classiquement associées a un caryotype normal a I'exception des LAM3 avec
t(15,17) ou la mutation FLT3-ITD est retrouvée dans 20% des cas*® et des LAM avec translocation t(6,9).
Leur présence confere un pronostic péjoratif a la LAM, associant une moins bonne réponse au

chimiothérapie conventionnelle et un risque accru de rechute®.
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iii.  Les LAM avec mutation de RUNX1 et/ou altérations du splicéosome

Dans la classification en catégories fonctionnelles proposées par Papaemmanuil et al?*, ce groupe
comporte le facteur transcriptionel myéloide RUNX1, les genes du splicéosome (SRSF2, SF3B1, U2AF1
et ZRSR2) et les genes régulant la chromatine (ASXL1, STAG2, BCOR, KMT2A, EZH2 et PHF6).

Ce regroupement de mutations est comparable aux précédentes descriptions des classifications

1542-44 ot apparait concordant avec les

moléculaires des syndromes myélodysplasiques de haut risque
caractéristiques cliniques communes de cette classe : patients plus agés, taux médian de leucocytes
plus bas, antécédents fréquents de cytopénies, et/ou présence de dysplasie multi-lignée. La
description des altérations des genes régulant la chromatine sera effectuée dans le chapitre sur

I’épigénétique des LAM.

Runt related transcription factor 1 (RUNX1). Les LAM avec mutation de RUNX1 représentent 40% des
cas de cette classe fonctionnelle. RUNX1 est un facteur transcriptionel indispensable a I’'hématopoiése

normale*4’

, régulant des génes impliqués dans la différentiation myéloide. Ce gene est affecté par
deux types d’altérations : des translocations chromosomiques récurrentes dans les LAM comme la
t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNXITI et la t(3;21)(q26.2;022); MECOM(EVI1)-RUNX1 et des mutations
intragéniques qui sont retrouvées chez environ 20% des LAM des sujets agés de plus de 60 ans*?’.
Elles présentent des caractéristiques cliniques et biologiques spécifiques® : sexe masculin, ge élevé,
LAM secondaires a un SMD, cytogénétique intermédiaire, un taux de plaquettes plus élevé et un taux
de lactates déshydrogénases (LDH) plus bas. Les co-mutations les plus fréquemment observées dans
ce contexte sont les mutations d’ASXL1 et moins fréquemment de FLT3 et IDH1/2%. La sighature
génomique des LAM avec mutation de RUNX1 implique une surexpression de genes normalement
exprimés dans les progéniteurs hématopoiétiques ou cellules lymphoides et I'activation de voies de
signalisation oncogéniques comme celle du BCR, de TLR-4 et de NOTCH-1°%%2,

Le complexe du spliceosome : c’est la machinerie cellulaire qui régule I'épissage des précurseurs de
I’ARN messager (pré-ARNs) en ARN codant. Des données récentes ont montré sur plusieurs cohortes
indépendantes que prés de 30% des genes exprimés chez les patients atteints de LAM présentaient
des épissages aberrants comparés a des cellules médullaires CD34+ provenant d’individus sains °2. La
régulation de cet épissage alternatif est sous la dépendance de plusieurs facteurs comme des
mutations du spliceosome®, une modification des protéines histones (acétylation/méthylation) ou
une méthylation aberrante de I’ADN>*. Les mutations des génes du spliceosome (SF3B1, SRSF2, U2AF1)
ont été décrites en premier dans les syndromes myélodysplasiques ou elles peuvent étre identifiées
chez prés de 20% des patients comme dans les anémies réfractaires avec sidéroblastes en couronne®~
21,24,57,58

7. Dans les LAM de novo de 'adulte jeune, elles sont décrites chez 10-15 % des patients mais
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leur fréquence dans les LAM du sujet agés, ou les formes secondaires au SMD sont plus fréquentes,
peut atteindre 25-30%%. L’analyse des profils d’expression génique et des profils de méthylation de
I’ADN des MDS et LAM avec mutation d’un gene du splicéosome montre des similitudes importantes
qui sous-tendent une méme physiopathologie de ces entités*. L’épissage alternatif de 'ARNm est un
des mécanismes de régulation de I’hématopoiése normale, nécessaire pour la différentiation cellulaire
et la réponse aux stimuli du microenvironnement®. Un déséquilibre de la machinerie cellulaire
d’épissage de I’ARNm modifie le programme d’expression génique et contribue a la physiopathologie

des SMD et des LAM®°,

iv.  Les LAM avec aneuploidie chromosomique et/ou mutation de TP53

Comme le groupe précédent, cette classe n’est pas définie par une altération génétique unique mais
par des altérations multiples incluant les anomalies chromosomiques comme -5/5q—, —7/79—, —
17/17p—,—-12/12p— qui sont trés fortement reliées entre-elles et a la présence d’une mutation de TP53.
Ce groupe inclut virtuellement tous les patients ayant un caryotype complexe et/ou monosomique et
comprend donc une population plus dgée ayant fréquemment des formes secondaires de LAM au

pronostic trés sombre.

Aneuploidie chromosomique. Les patients agés de plus de 60 ans atteints de LAM présentent des
anomalies cytogénétiques associées a un pronostique défavorable dans 20 a 40% des cas®, proportion
significativement plus élevée que les sujets de moins de 60 ans ol on retrouve une cytogénétique
défavorable dans 10% des cas environ®2. Ces anomalies de risque cytogénétique défavorable
regroupent les caryotypes complexes chez environ 60% des patients, trés souvent associés aux
anomalies des chromosomes 5, 7 et 17% et moins souvent a une trisomie 8 ou une délétion du

chromosome 9q.

Si les translocations chromosomiques sont I'apanage des LAM de novo, la perte de matériel
chromosomique témoin d’une instabilité chromosomique est caractéristique de la classe des LAM avec
modification en lien avec une myélodysplasie (LAM-MRC). Ces délétions chromosomiques, accumulées
sur plusieurs années, suggérent une perte progressive de fonction de génes suppresseurs de tumeurs®
et une dérégulation du cycle cellulaire et de I'apoptose. Ces anomalies semblent correspondre a des
évenements secondaires liés a la progression de la maladie plus qu’a son initiation puisqu’elles sont
absentes au diagnostic des SMD dans prés de 60% des cas. La délétion du chromosome 5q observée

dans les syndromes 5g- s’accompagne d’une haploinsuffisance de génes comme RPS14, HSPA9,

CTNNA1, EGR1 qui participent a la dysérythropoiese alors que les délétions plus larges observées au
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stade de SMD de haut risque ou de LAM impliquent des génes comme APC ou NPM 1%, La délétion du
chromosome 7 correspond a la monosomie la plus fréquente dans les LAM, ol elle est classiquement
associée a un pronostic défavorable. L'impact physiopathologique des délétions -7/79- est longtemps

6665 Dans des modéles murins,

resté incertain malgré d’importants efforts de recherche
I’haploinsuffisance unique d’un géne suppresseur de tumeur situé sur la région minimale délétée du
chromosome 7q est insuffisante pour entrainer un phénotype de SMD ou LAM. Cette observation
suggere que d’autres mécanismes oncogéniques sont nécessaires pour obtenir un phénotype
pathologique. A titre d’exemple, Chen et al ont montré que I'haploinsuffisance du géne MLL3 (localisé
sur le chromosome 7q) par délétion ou mutation inactivatrice était fortement corrélée a la délétion
monoallélique du géne de la neurofibrine 1 (NF1) et & I'inactivation de TP53"°. Les délétions du

chromosome 17/17p sont retrouvés chez 30-40% des LAM du sujet 4gé?*®1, leur principal impact

physiopathologique étant lié a la délétion du géne suppresseur de tumeur TP53"%,

Tumor protein 53 (TP53). La protéine p53 est décrite comme la « gardienne du génome », et les
altérations de TP53 sont les altérations génétiques les plus fréquemment observées en cancérologie
puisqu’on estime qu’elles affectent globalement prés de 50% des cancers’?”7°. Ce géne localisé sur le
chromosome 17p13, est composé de 10 exons. Il code pour la protéine p53, facteur transcriptionnel
suppresseur de tumeur qui régule I'expression de nombreux genes. Composée de 393 acides aminés,
la protéine p53 est constituée d’un domaine N-terminal, d’'un domaine riche en proline, d’'un domaine
de liaison a ’ADN, d’un domaine de tétramérisation et d’'un domaine C-terminal. Sa structure active

est relativement complexe sous une forme tétramérique.

Les modéles murins d’inactivation de TP53, développent un syndrome proche du Syndrome de Li-
Fraumeni, dans lequel les individus décedent rapidement de tumeurs spontanées. Les genes régulés
par p53 sont impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, la senescence et
I"apoptose. Par ces mécanismes, p53 facilite la réparation et la survie des cellules en réponse a une
large gamme de stress intrinseéques ou extrinseques a la cellule ou participe a I’élimination des cellules
trop séverement endommagées. Sous |'action de ces signaux, I'activation de p53 est un processus
multi-étape complexe impliquant de multiples modifications post-traductionnelles. La
phosphorylation de p53 est classiquement décrite comme la premiere étape cruciale pour sa
stabilisation. De nombreuses kinases sont responsables de sa phosphorylation dont notamment
ataxia-telangiectasia mutated (Atm) kinase, Chk1/Chk2, Jnk, p38. L’acétylation et I'ubiquitination des
résidus Lysine de p53 sont deux modifications post-traductionnelles mutuellement exclusives. La

forme acétylée de p53 ne peut pas étre ubiquitinée par son répresseur spécifique mouse double
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minute-2 (Mdm-2). La stabilité et 'activation transcriptionnelle de p53 sont également régulées par
des processus de méthylation, sumoylation et neddylation.

L'incidence des altérations de TP53 est hétérogene dans les hémopathies malignes, ou elles sont
toujours décrites comme associées a un pronostic défavorable”. Dans les LAM, TP53 est affecté par
deux types d’événements oncogéniques directs: des délétions du bras court du chromosome 17 ou
monosomies 1778 et des mutations ponctuelles qui impliquent principalement les exons 4 & 8. Une
dysfonction de la forme sauvage de p53 est également décrite dans les LAM avec mutation de NPM1
via la séquestration de Arf entrainant une dégradation de p53 dépendante de Mdm-27° ou dans les
LAM avec mutation FLT3'™ via I'hyperexpression de SIRT1 induisant une déacétylation de p53 ou
I’activation de la voie PI3K/AKT favorisant la dégradation de p53%.

Les mutations de TP53 sont retrouvées dans 8-10% des LAM de novo de I'adulte jeune®!, mais leur
incidence augmente avec I'dge autour de 15-20% chez les sujets d’dge > 60 ans>>% et de facon
considérable dans le groupe des LAM secondaires a un traitement et a caryotype complexe®®. Elles
correspondent a un événement précoce, initiateur de la leucémogénéese comme en témoigne leur mise
en évidence dans le clone leucémique fondateur chez les patients porteurs d’hématopoiése clonale de
potentiel indéterminé (CHIP), et ceux atteints de SMD ou LAM a caryotype complexe ou t-AML>8485,
La prévalence importante de ces mutations dans les LAM reliées a un traitement a longtemps fait
penser qu’elles étaient induites par I’exposition a un génotoxique. Pourtant leur mise en évidence dans
le sang de patients longtemps avant le diagnostic de LAM secondaire et avant I'exposition a toute
chimiothérapie suggéere que ces mutations ne sont pas induites par le traitement mais sélectionnées
dans une CSH ou elles conférent un avantage prolifératif et une chimiorésistance®. Trois quarts des
mutations de TP53 sont des mutations faux-sens dont 80% affectent le domaine de liaison a ’ADN
entre les codons 102 a 292 ce qui met en lumiére I'importance de la liaison a I’ADN et des fonctions

trans-actrivatrices de p53 pour son rdle de suppresseur de tumeur.

Bien que les mutations de TP53 aient historiquement été décrites comme des mutations de type perte
de fonction, certains mutants présentent des propriétés oncogéniques indépendantes des fonctions
de p53 sauvage. Ces mutations sont dites gain de fonction. Si cette distinction entre mutation perte et
gain de fonction est prouvée expérimentalement pour certains variants comme R248Q, R172H ou
R270H¥, la classification systématique de toutes les mutations faux-sens de TP53 reste plus débattue.
Une premiere approche simple repose sur la localisation de la mutation et de I'impact potentiel de la
substitution d’acide aminé selon la modification de polarité, permettant de distinguer les mutations
altérant la liaison a I’ADN (mutation de haut risque) de celle ne I'altérant pas (mutation de bas risque).
Cette classification pronostique simple a été validée chez des patients traités pour un cancer des voies
)88

aéro-digestives supérieures (VADS)®*® et dans une série de patients avec un lymphome B diffus a
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grandes cellules®, bien qu’elle n’ait encore jamais eu d’application clinique. Pour quantifier cette
relation structure-fonction des variants de TP53, une autre approche repose sur I'établissement d’ un
score prédictif de 'impact des mutations faux-sens sur la fonction transactivationelle de p53 (EAp53),
déterminé insilico et corrélé au devenir de patients atteints de cancers des VADS sur plusieurs cohortes
indépendantes®. Plus récemment Kotler et al* ont approfondi la relation séquence-structure-fonction
des variants de TP53 en établissant un catalogue exhaustif du potentiel de croissance in vitro de 9 833
clones de cellules HEK transduites avec toutes les mutations faux-sens possibles de TP53 sous la forme
d’un score nommé relative fitness score allant de -11 a 3 sur une échelle logarithmique de base 2. Ce
type de catalogue exhaustif pourrait conceptuellement permettre une prédiction plus fine de I'impact

fonctionnel des mutations de TP53 mais n’a pour l'instant été appliqué dans le contexte des LAM.

v. Les LAM avec inv(3)(g21.3; g26.2) ou t(3;3)(g21.3; g26.2) GATA2, MECOM
(i.e. EVI1)

Cette entité qui a été introduite dans la classification OMS 2008 représente 1 a 2% des LAM de
I’adulte?*. Elle est caractérisée par l'inversion du chromosome 3 ou une translocation (3 ; 3)
[dénommées ci-apres inv(3)/t(3 ;3)] mettant le locus MECOM (MDS1 et EVI1 complex locus) sous la
dépendance d’une séquence régulatrice amplificatrice distale du géne GATA2, entrainant
I’hyperexpression d’EVI1 et I’haplo-insuffisance du facteur transcriptionnel GATA2. Cette entité est
caractérisée par un pronostic trés défavorable et des caractéristiques clinico-biologiques singuliéres
(mégacaryocytes atypiques, dysplasie multilignée, taux de plaquettes normal ou élevé). Les anomalies
cytogénétiques accompagnant le plus fréquemment les réarrangements de MECOM sont la
monosomie 7 retrouvée dans 33% a 66% des cas et un caryotype complexe dans environ 20% des cas®*
9. Sur le plan moléculaire, 'inv(3)/t(3 ;3) est associée a des mutations des oncogénes NRAS, KRAS,
RUNX1 et NF1 dans 20 a 30% des cas®, des génes du splicéosome (SF3B1 20% et U2AF1 16%), d’IKZF1
(25%) et de TP53 (25%)%. L’hyperexpression du proto-oncogéne EVI1 est possible en I'absence de
réarrangement du chromosome 3¢, observée dans 6-10% des LAMY, elles ne sont pas alors classées
dans ce groupe fonctionnel mais restent associées a pronostique défavorable pour la réponse

thérapeutique et la survie.

EVI1 est une des protéines isoformes codées par MECOM localisé en 3926. Le gene MECOM code pour
différents transcrits alternatifs MDS1-EVI1, MSD1 et EVI1, donnant les isoformes protéiques MDS1-
EVI1 (1232 acide aminés [AA]), MDS1 (188AA) et EVI1 (1051AA). Sur le plan structurel, EVI1 est une
protéine de liaison a I’ADN incluant de multiples répétitions de 28 AA codant pour 2 domaines en doigt

de zinc : un domaine en N-terminal contenant 7 doigts de zinc (ZF1) et un domaine en C-terminal
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contenant 3 doigts de zinc (ZF2). Ces 2 domaines ZF1 et ZF2 sont capables de reconnaitre et de se lier

a I’ADN de facon spécifique en particulier sur des séquences incluant des répétitions GATA.

EVI1 est un facteur transcriptionnel impliqué dans de nombreuses fonctions comme le remodelage
chromatinien, la régulation de voies de signalisation et la maintenance des cellules souches
hématopoiétiques ou il est normalement exprimé a un haut niveau uniqguement dans les cellules les
plus immatures CD34+ CD38- %8, Sa capacité a se lier 8 ’ADN et a recruter de nombreux régulateurs
transcriptionnels et épigénétiques, tels que C-terminal-binding protein (CTBP), CREB-binding protein
(CBP/p300), histone deacetylase (HDAC), DNA methyltransferase (DNMT) and Methyl-CpG binding

domain protein 3 (MBD3) lui conférent un réle de régulateur clé de I'expression génique.

c. Epigénétique des LAM du sujet agé

Le phénotype cellulaire est le résultat de I'expression de genes dans la cellule, dépendant de la
séquence de I'ADN, de facteurs transcriptionnels se fixant spécifiquement a ’ADN et de la structure
chromatinienne. Les changements phénotypiques qui ne sont pas liés a une modification de la
séquence de I’ADN sont dit épigénétiques. Les modifications épigénétiques sont essentielles pour de
multiples processus biologiques normaux comme le développement embryonnaire, la différentiation,
la réplication de I'ADN, I'assemblage et la ségrégation des chromosomes, le cycle cellulaire, la
prolifération, ou la réponse au microenvironnement. L’'hématopoiése normale est régulée par des
modifications épigénétiques et des variations d’expression des régulateurs épigénétiques au cours de
la différentiation myéloide sont décrites. Deux formes majeures de régulations épigénétiques sont
reconnues : la méthylation de 'ADN (et son hydroxymethylation) et la modification des protéines
histones de I’ADN. Dans les LAM, une importante dérégulation des mécanismes épigénétiques

99-101 et il a été démontré que plus de 70% de LAM présentaient une

participent a la leucémogénése
mutation d’un gene impliqué dans la méthylation de 'ADN ou dans la régulation des protéines

histones?>%4,

i. La méthylation de I’ADN

La méthylation de I'’ADN correspond a I'addition d’un groupe methyl en position C5 de I'anneau
pyrimidine d’une base cytosine au niveau d’un dinucléotide CpG, produisant une 5-methylcytosine (5-
mC). Les modeles de méthylation aberrante de I’ADN ont été initialement décrits au niveau de régions
riches en cytosine et guanine dite « ilots CpG » dans les régions promotrices des genes, affectant
I'ouverture chromatinienne et I'expression des genes, sans modifier la séquence de I’ADN. Il est
maintenant prouvé que la méthylation aberrante de ’ADN en dehors des ilots CpG jouait aussi un role
dans la leucemogénése des LAM, au niveau de région dite « CpG shore » située de part et d’autre des
ilots CpG a une distance de 2kb ou au niveau de région amplificatrice (enhancers) a distance du
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promoteur des génes. Figueroa et al. ont étudié les profils de méthylation de 'ADN de 344 patients
avec une LAM nouvellement diagnostiquéel®. La médiane d’age de cette cohorte était de 48ans, 50
patients (15%) étaient agés de plus de 60 ans et le risque cytogénétique était favorable, intermédiaire
ou défavorable chez 53 patients (15%), 231 patients (67%) et 47 patients (14%), respectivement.
L'analyse des profils de méthylation était réalisée par la méthode HELP (Hpall tiny fragment
enrichment by ligation-mediated PCR), sur 50000 dinucleotides CpG contenu dans les loci de 14000
genes. La classification hiérarchique de ces profils de méthylation a permis de séparer les patients en
16 classes différentes, dont certaines se recoupaient partiellement avec des anomalies cytogénétiques
ou moléculaires spécifiques comme les transcrits PML-RARA, CBFb-MYH11, RUNX1-ETO ou les
mutations des génes NPM1, CEBPA. La possibilité d’une catégorisation des LAM a depuis été
confirmée sur plusieurs cohortes indépendantes, démontrant également I'impact pronostique de
certains profils de méthylation'®1%, |3 méthylation de I’ADN est régulée par les enzymes de la famille

des DNA-methyltransferases (DNMTs).

Cette famille compte 3 enzymes : DNA-methyltransferase-1 (DNMT1) est la méthyltransferase en
charge de la maintenance de la méthylation de I’ADN. Apres la réplication de I’ADN, le brin parental
peut avoir des nucléotides CpG méthylés alors que le brin néoformé présente le GpC complémentaire
initialement sans groupe méthyl qui est apporté par I'enzyme DNMT1. DNMT1 joue également un réle
dans la stabilité du génome, en se co-localisant sur un site de « DNA damage » avec la protéine MBD4

et MLH11 entrainant I'apoptose via I'activation de Fas-associated death domain protein (FADD).

Les enzymes DNMT3a et DNMT3b sont les méthyltransférases de I’ADN de novo. Elles ont un role
majeur dans I'embryogénese et le développement des cellules souches et progénétrices en élaborant
le programme transcriptionnel conduisant a leur différentiation. Seul DNMT3A est affecté par des

mutations récurrentes dans les LAM.

1. LAM avec mutation de DNMT3A

Les mutations récurrentes de DNMT3A ont été décrites pour la premiére fois en 2010 avec le premier
séquencage d’un génome entier de leucémie aigué myéloidel®. Leur fréquence dans les LAM est
estimée entre 15 et 25%'91%, avec une augmentation au-dela de 60ans entre 25 et 35%*>'%, Ces
mutations constituent des événements précoces dans la leucémogénése, comme en atteste d’une part
leur identification dans des lymphocytes T de patients atteints de LAM avec mutation DNMT3AC et
d’autre part leur mise en évidence chez des individus dgés porteurs d’hématopoiése clonale de
potentiel indéterminé (CHIP)'!. Les mécanismes par lesquels les mutations de DNMT3A contribuent a
la leucémogénése ne sont pas completement élucidés. Il a été démontré que la mutation DNMT3A-
R882H, la plus fréquemment identifiée, avait un effet dominant négatif sur la forme sauvage de

I’enzyme en bloquant sa capacité a former des tétraméres actifs''2. Les modéles murins de xenogreffes
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de CSP DNMT3A™" ne sont pas viables avec un décés rapide des individus par aplasie médullaire.
L’analyse du méthylome de ces souris a mis en évidence des effets contradictoires sur la méthylation
de I’ADN selon les loci, entrainant une hyperexpression des génes de la multipotence des CSP et une
sous-expression des génes liés 3 la différentiation?'®. Dans un autre modéle de xénogreffe murine
hétérogygote DNMT3ARZ/M s souris développent des tableaux de syndromes myéloprolifératifs'4,
I"acquisition d’une seconde mutation, fréquemment sur les génes NPM1, FLT3 ou IDH1, entrainant la
progression vers une LAM!, 'impact pronostique des mutations de DNMT3A n’est pas consensuel et

varie selon les séries et les co-mutations identifiées au niveau des génes NPM1, FLT3, IDH1, IDH2R172,

2. LAM avec mutation de TET2

TET2 appartient a la famille des protéines ten-eleven-translocation (TET), qui inclut TET1, TET2 et TET3.
Cette enzyme catalyse trois réactions d’oxydation séquentielles : conversion de la 5-methylcytosine
(5mC) initialement en 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), puis en 5-formylcytosine (5fC), et finalement
en 5-carboxylcytosine (5caC)!¢%8, Une derniére réaction de decarboxylation soit par une thymine-
DNA glycosylase (TDG) ou une autre enzyme de réparation de ’ADN conduit a la déméthylation de
I’ADN par excision de base, convertissant la cytosine modifiée en sa forme non méthylée!'®. Une autre
forme de déméthylation de I’ADN repose sur les enzymes de la famille APOBEC qui transforment la 5-
h-mC en 5-hydroxymethyluracil (5ShmU) ensuite déméthylé par TDG. TET2 est aussi impliqué dans une
réaction de déméthylation passive de I’ADN ol la 5hmC sert de substrat a DNMT1 conduisant a une

dilution des marques de 5mC a chaque cycle de réplication de I’ADN et de division cellulaire.

Le géne TET2, localisé en 4924, code pour une protéine de 2002 acides aminés et 223 kDa comprenant
un domaine catalytique C-terminal et un domaine N-terminal peu conservé. La fonction enzymatique
de TET2 repose sur un domaine de 807 acides aminés (1129-1936) contenant une région riche en
cystéine et un feuillet béta entourant un site catalytique fait de 2 domaines en doigt de zinc. Les
modeles murins de souris avec mutation d’'un gene TET ont permis d’identifier des réles dans le
développement embryonnaire et périnatal, et dans la différentiation hématopoiétiquel® 123, Le
décryptage des mécanismes de dérégulation de la protéine TET2 a été accéléré par la découverte des
mutations affectant les enzymes isocitrate deshydrogénase 1 et 2 (IDH1 et IDH2). Ces mutations
entrainent une production accrue de 2-hydroxyglutarate?*!?> (2HG) qui inhibe la fonction
enzymatique de TET2 (dépendante de I'alpha-KG) et entraine un blocage de la différentiation'?. La
constatation d’un profil hyperméthylé de ’ADN dans les LAM avec mutation des génes IDH1 et 2 1%
fait le lien entre I'inhibition de TET2 par le 2-HG et le r6le connu de TET2 dans la déméthylation de
I’ADN7121 | 3 protéine sauvage TET2 collabore également via la protéine IDAX ou via WT1 avec la voie
de signalisation WNT (i.e. voie de la béta-caténine), jouant un réle dans la programmation des cellules

souches vers la différentiation ou la prolifération. En conditions normales le facteur transcriptionel
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WT1, dont les mutations dans les LAM sont mutuellement exclusives des mutations de TET2, interagit

et recrute TET2 sur des génes cibles suppresseurs de tumeurs activant ainsi leur expression!?’.

En 2009, une série de publications a identifié des mutations récurrentes de TET2 dans les SMP'?%, |es
SMD?913% |es LAM**! et les lymphomes de type Lymphome T angio-immunoblastique!*2. Une mutation
de TET2, est identifiée dans 7-23% des LAM**3 de I'adulte avec une augmentation nette de I'incidence
de ces mutations jusqu’a 42% au-dela de 70ans®® et dans le groupe de patients avec un caryotype
normal et/ou une mutation de NPM1. Ces mutations correspondent a un événement précoce du
processus de leucémogénése comme en attestent d’une part, le devenir des modéles murins
d’haploinsuffisance pour TET2 associant une capacité accrue de renouvellement des cellules souches
hématopoiétique et une myéloprolifération, et d’autre part la découverte de mutation de TET2 chez
les individus sains porteurs de CHIP. Dans les LAM elles sont fréquemment observées avec des
mutations affectant FLT3, entrainant un profil de méthylation de I’ADN différent et un pronostic plus
défavorable comparativement aux individus n’ayant qu’un seul de ces génes mutés'**. En I'absence de
co-mutation spécifique, I'impact pronostique des mutations de TET2 reste débattu. Dans plusieurs
études rétrospectives, elles étaient associées a un pronostic défavorable chez les patients ayant un

caryotype normal®®.

3. LAM avec mutation IDH1 et IDH2

Les enzymes isocitrate déshydrogénase 1 et 2 catabolisent I'interconversion entre I'alpha-KG et
I'isocitrate. Les protéines IDH 1 et 2 mutées partagent un méme profil enzymatique « néomorphique »
capable de réduire I'alpha-KG en 2-HG. Le 2-HG est un oncométabolite qui contribue a I'oncogénése
en inhibant de facon compétitive I'activité enzymatique des dioxygénases qui utilisent normalement
I’alpha-KG comme co-facteur!?®, dont notamment les protéines de la famille TET. Toutes les mutations
des genes IDH décrites sont localisées dans le site d’activité catalytique participant a la liaison avec

I'isocitrate, les hotspots étant R132 pour IDH1 et R140 et R172 pour IDH23,

L'inhibition des fonctions catalytiques de TET2 entraine un profil d’hyperméthylation de ’ADN*® et
altere la différentiation hématopoiétique, comme en témoigne I'augmentation de I'expression de
marqueur d’'immaturité comme c-KIT dans des modéles murins avec mutation IDH1/2 ou répression
de TET2 par shRNA™®. L’incidence globale des mutations IDH1/2 est de 20% dans les LAM, celles
affectant IDH 1 de 6-10% et IDH2*'72 de 1-4%, sont stables avec I’age, alors que les mutations IDH2R40
augmentent avec I'age de 5-10% avant 60ans a 10-15% au-dela de 60ans. Elles sont mutuellement
exclusives avec les mutations de TET2, ce qui confirme un mécanisme physiopathologique commun,
via lI'inactivation de TET2!3. L’activité enzymatique néomorphique des protéines IDH mutées a

également un impact sur d’autre enzymes dépendantes de I'alpha-KG comme la famille des histones
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lysine déméthylase Jumoniji résultant en un profil d’hyperméthylation des marques histones H3K9 et

H3K36°.

ii. LAM avec altérations des genes modifiant la chromatine

La seconde forme majeure de régulation épigénétique correspond aux modifications des protéines
histones. L’organisation de la chromatine est importante pour contrdler le programme d’expression
des genes. On distingue schématiquement I'euchromatine associée a |’expression active des genes et
I’hétérochromatine associée a la répression d’expression des genes. L’architecture chromatinienne est
controlée par des complexes protéiques de remodelage responsables de I'assemblage et la
maintenance de repliements d’ordre supérieur formant ce que I'on appelle I'organisation a grande
échelle de la chromatine, facilitant sa compaction et permettant au génome entier de résider dans le
noyau. L'unité de base de la chromatine est le nucléosome correspondant a un octameére d’histones (1
tétramére H3/H4 et 2 diméres H2A/H2B) entouré par 146 paires de bases. Localement, la capacité de
fixation a I’ADN des facteurs transcriptionnels est largement dépendante du degré de modification des
protéines histones sur certains sites. Le « code histone » est une combinaison complexe de plus de 100
modifications distinctes des histones ou marques d’histone incluant méthylation, acétylation,
ubiquitination, phosphorylation, sumoylation. La modification post traductionnelle des histones la plus
étudiée est la méthylation sous I'action de 80 méthyltransferases et démethylases différentes. Les
histones méthyltransférases sont capables d’ajouter un groupe méthyl sur une lysine (protéine lysine
méthyltrasferase) ou une arginine (protéine arginine méthyltransferase), essentiellement sur les
protéines histones H3 et H4. Dans la physiopathologie des LAM, ces marques d’histones peuvent
respectivement étre activatrices pour I'expression d’oncogenes ou répressives pour I'expression de
génes répresseurs de tumeurs. Elles peuvent étre modifiées par trois mécanismes. (1) L'altération
directe des enzymes catalysant les modifications post traductionnelles des histones, observée dans les
mutations et translocations impliquant MLL. (2) Le recrutement d’histone acétyltransférase (HAT) ou
d’histone désacétylase (HDAC) par des protéines de fusion, tel le recrutement d’HDAC par le transcrit
de fusion AML1/ETO. (3) Les modifications des histones induites par la méthylation de ’ADN. Ces
altérations des histones constituent le rationnel pour I'utilisation des inhibiteurs des HDAC dans les

LAM (Vorinostat, Panabinostat, Acide Valproique).

ASXL1. Les LAM avec mutation de ASXL1 (Additional sex comb-like 1) représentent 3-5% des LAM de
I’adulte mais jusqu’a 16% des LAM des sujets de 60 ans et plus'*. Les mutations d’ASXL1 sont présentes
dans de nombreuses hémopathies myéloides. Elles sont identifiées dans environ 50% des leucémies
myélo-monocytaires chroniques?*?, 20% des syndromes myélodysplasiques*%°, 10% des syndromes
myéloprolifératifs'*14’, Elles font également partie des mutations récurrentes chez les sujets agés

présentant une CHIP!%8 Dans les LAM, elles sont associées a des caractéristiques cliniques et
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biologiques spécifiques : age élevé, sexe masculin, trisomie 8 isolée, mutation de RUNX1 et
inversement corrélées a la présence d’un caryotype complexe et des mutations NPM1, FLT3-ITD et
WTI1. Les mutations d’ASXL1 affectent le plus souvent le dernier exon et résultent en une protéine
tronquée (mutation non-sens ou décalage du cadre de lecture). Chez la Drosophile, ce géne code pour
un amplificateur du groupe Polycomb-Trithorax acteur majeur du remodelage chromatinien. Des
données récentes suggerent que les mutations du domaine C-terminal d’ASXL1 codent pour une
protéines tronquée (ASXL1laal-587), responsable du recrutement de BDR4 aboutissant via la
phosphorylation de RNA pol Il a une activation transcriptionnelle entrainant une altération de la

149

différentiation érythroide et une dysfonction de la cellule souche hématopoiétique'®. Il s’agit de

mutation « gain de fonction » avec un effet dominant négatif sur la forme sauvage d’ASXL1'° Dans

toutes les hémopathies ol elles sont décrites, elles sont associées a un pronostic défavorable4”/1>1,

MECOM L’isoforme MDS1-EVI1 (alias PRDM3) est une protéine de la famille PRDM ayant pour
caractéristique I'association d’'un domaine riche en proline (PR) et d’'un domaine SET. Le domaine SET
est un domaine conservé retrouvé chez tous les eucaryotes, correspondant a une séquence de 130 AA.
L'acronyme SET est issu de la description de ce domaine chez la drosophile pour Suppressor of
variegation 3-9 (Su[var]3-9), Enhancer of zeste (E[z]) et Trithorax (Trx). Les protéines ayant un domaine
SET possedent une activité catalytique lysine méthyl-transférase utilisant la S-adenosyl-méthionine
(SAM) comme co-facteur. La protéine MDS1-EVI1 présente spécifiguement une activité de lysine
mono-méthyltransférase sur la marque histone H3K9. Sur le plan fonctionnel la mono-méthylation de
H3K9 par MDS1-EVI1 est la premiére étape cytoplasmique du processus de tri-méthylation de cette
marque histone, poursuivie au niveau nucléaire par I'action d’une autre lysine méthyltransférase
Suv39h. La triméthylation de H3K9 est une marque histone répressive c’est a dire favorisant le
maintien de la chromatine sous forme d’hétérochromatine associée a la répression transcriptionnelle.
La déplétion simultanée de MDS1-EVI1 et de son paralogue PRDM16 conduit a la désintégration des
foci d’hétérochromatine et a la dégradation de la lamina nucléaire, ce qui démontre un réle majeur de

ces histones méthyltransférases dans le maintien de I'intégrité de I’hétérochromatinel>2,

d. Hématopoiese clonale de potentiel indéterminé

Des études récentes portant sur de larges cohortes populationnelles ont identifié des mutations
récurrentes dans plusieurs génes régulateurs épigénétiques (DNMT3A, TET2, ASXL1) et moins
fréquemment dans des génes du splicéosome (SF3B1, SRSF2) dans le sang de patients agés ayant une
expansion hématopoiétique clonale!'1#8153 Ces mutations pré-leucémiques sont présentes dans des
clones ancestraux ayant conservé leur capacité de différentiation multi-lignée. Dans un modele de

xénogreffe dérivé de cellules primaires de patients, les CSH pré-leucémiques ayant une mutation de
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DNMT3A présentaient un avantage sur les CSH ayant la forme sauvage de DNMT3A en terme de prise
de greffe et de repopulation multilignée!’®. La détection de ces clones pré-leucémiques chez des
patients en rémission compléete (RC) démontre leur capacité a résister a la chimiothérapie, et
potentiellement a croitre durant la période de rémission et conduire a la rechute!'®?4155 e terme
d’hématopoiese clonale de potentiel indéterminé a été proposé pour décrire la présence de mutations
somatiques associées aux hémopathies malignes dans le sang ou la moelle en I'absence de critere
formel pour une hémopathie®*. La prévalence de cette entité augmente avec I’dge pour atteindre 10-
15% chez les sujets entre 70 et 80 ans chez qui le risque de développer une hémopathie est
significativement accru'!'*8, Sij on estime que le taux annuel de transformation en MDS ou LAM est
globalement de 0,5 a 1%, le devenir de ces individus est hétérogene, certaines mutations comme celles

de TET2 conférant un gain de prolifération plus important au clone pré-leucémique®®>’,

V.  CLASSIFICATIONS DIAGNOSTIQUES DES LAM

Les leucémies aigués myéloides (LAM) représentent un groupe d’hémopathies malignes résultant de
la transformation oncogénique et de la prolifération clonale d’un progéniteur hématopoiétique.
L'hétérogénéité de ce groupe de pathologies explique les difficultés rencontrées pour I'établissement

de classifications clinique et biologique.

a. Classification de FAB
Le groupe coopératif Franco-Américano-Britanique (FAB) a formalisé en 1976 une classification

cytologique des LAM les divisant en huit sous-groupes selon le degré de différenciation et de
maturation des cellules soit de type granulocytaire, monocytaire, érythrocytaire ou
mégacaryocytaire’®, La valeur seuil de blastes médullaires utilisée dans la classification FAB pour le
diagnostic de LAM est de 30 %. Si cette classification a longtemps été la seule caractérisation possible
des LAM, le manque de pertinence clinique et biologique de cette approche uniquement descriptive,
attesté par son faible impact pronostique et par I'imprécision des corrélations cytogénétiques et
moléculaires qu’elle autorise, explique sa remise en cause. La catégorisation cytologique a été
conservée dans la classification OMS uniquement pour décrire les LAM sans autre spécification

cytogénétique ou moléculaire.

Classification de FAB Fréquence
LAMO LAM sans différenciation 2% des LAM
LAM 1 LAM peu différenciée 20% des LAM
LAM 2 LAM avec différenciation 30% des LAM
LAM 3 LA promyélocytaire 10% des LAM
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LAM 4 LA myélo-monocytaire 15% des LAM

LAM 5 LA monoblastique 15% des LAM

LAM 6 Erythroleucémie 5% des LAM

TABLEAU 1: CLASSIFICATION DU FRENCH-AMERICAN-BRITISH CO-OPERATIVE GROUP

D’apres Bennett et al, British Journal of Hematology, 1976

b. Classification OMS
Avant la publication de la classification OMS des LAM, il avait semblé important de modifier les criteres

gouvernant la séparation des patients en sous-groupes les plus homogenes possibles. En 1991 une
nouvelle classification proposait d’introduire une distinction entre les LAM de novo et les LAM reliées
a un syndrome myélodysplasique (Myelodysplasia Related Changes - MRC) illustrant ainsi leurs
différences physiopathologiques, épidémiologiques, biologiques et pronostiques'>®. Ce groupe des
LAM-MRC correspond a une population généralement plus agée, l'incidence de ce type de leucémie
étant exponentielle avec I'dge. Cette distinction était conservée par la classification OMS de 2001. Elle
comportait ainsi 4 groupes : (1) les LAM de novo sans anomalie cytogénétique récurrente, (2) les LAM
secondaires a une myélodysplasie ou un syndrome myéloprolifératif, (3) les LAM secondaires a un
traitement cytotoxique et (4) les LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes. Ce dernier groupe
comprenait les LAM avec translocations t(8;21)(q22;922), RUNX1-RUNX1T1; t(16;16)(p13.1;q22) ou
inv(16)(p13.1922), CBF-MYH11 ; t(15;17), PML-RARA et les LAM avec anomalies en 11923 (MLL). Deux
révisions successives de cette classification ont été faite en 2008 et 20162, conservant la méme
structure mais accroissant le nombre des entités validées ou provisionnelles au grés des identifications

d’altérations génétiques définissant des groupes homogenes de patients.

Les principales modifications effectuées en 2016 sont la suppression de la del9q comme critére de
LAM-MRC, la modification de la définition des LAM6 (érythroide) ne se basant plus sur le pourcentage
de blastes parmi uniquement les cellules non-érythroides mais sur le décompte cellulaire total, et la
création d’une entité « hémopathie myéloide avec prédisposition germinale » qui ne concerne pas ou
exceptionnellement les sujets agés. L'entité LAM avec mutation bi-allélique de CEBPA provisionnelle
en 2008, a été validée en 2016 et deux entités provisionnelles ont été ajoutées en 2016 : LAM avec

BCR-ABL1 et LAM avec mutation de RUNX1.

VI. FACTEURS PRONOSTIQUES VALIDES CHEZ LES SUJETS AGES

Les LAM du sujet agé sont globalement de mauvais pronostic. Les données de survie issues des études
cliniques sont par définition biaisées du fait de la sélection des patients. Au-dela de 60ans, les registres

populationnels américains et suédois montrent une survie globale a 3 ans de 5-15%'%%2 mais le
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devenir des patients dans cette catégorie d’age est hétérogéne. Parmi les facteurs pronostiques au
diagnostic, on distingue ceux liés au patient qui déterminent la capacité a recevoir un traitement
intensif et ceux liés a la maladie qui sont corrélés au risque de chimiorésistance et de rechute précoce.
Il est classiquement admis que I'dge et la cytogénétique sont les facteurs pronostiques les plus

puissants.

a. Facteurs pronostiques liés aux patients
L’age avancé est un facteur indépendant de mauvais pronostic. Au sein de la population dgée de 60

ans et plus, I’dge chronologique est statistiquement relié a un devenir défavorable, mais jusqu’a 75-80
ans, il ne constitue pas en soit un critere d’exclusion pour un traitement intensif. Avec I'age, s’accroit
le nombre de comorbidités des patients pris en charge pour une LAM. Ces patients se présentent
régulierement avec un indice de performance (ECOG) altéré. Différents scores de comorbidités ont été
validés dans les LAM et peuvent aider a la décision thérapeutique. Parmi eux I'indice de comorbidité

164,165

de Charlson (CCl)!® et I’adaptation faite par Sorror sont validés dans les LAM pour la prédiction

du taux de déces précoces et pour la survie globale mais uniquement chez les patients traités par

186 intégrant les comorbidités, I'age, la

chimiothérapie intensive. Plus récemment, un score composite
cytogénétique, et les taux sériques de plaquettes, d’albumine, et de lactate deshydrogénase (LDH)
était pronostique pour la survie a 1 an d'une cohorte rétrospective de patients traités par
chimiothérapie intensive ou par traitement de faible intensité (agents hypométhylants et cytarabine a
faible dose). Si cette approche composite est conceptuellement intéressante pour aider a la prise de
décision thérapeutique initiale, elle manque de précision pour guider le choix entre un traitement
intensif et un traitement de faible intensité pour un patient donné. La survenue d’'une LAM chez le
sujet agé peut étre l'occasion d’'une décompensation fonctionnelle qui s’explique par
I"appauvrissement des réserves physiologiques liées a I’age, la multiplicité des comorbidités et des
facteurs de décompensation aigué liés a la maladie et son traitement. Une évaluation onco-gériatrique

est recommandée pour tout patient de 75 ans et plus et peut aider a la prise de décision bien

gu’aucune étude prospective ne I'ait validée dans ce contexte.

b. Facteurs liés a la pathologie
i. Lacytogénétique

Le caryotype est I'élément fondamental du pronostic d’une LAM. Son utilisation chez le sujet agé
dérive des classifications pronostiques établies chez le sujet jeune, la plus utilisée étant la classification
anglaise du MRC °2. Elle permet d’identifier schématiquement 3 groupes pronostiques (favorable,
intermédiaire, défavorable) dont les définitions sont globalement partagées par les autres groupes
coopérateurs. Ces définitions reposent sur des cohortes de patients traités par chimiothérapie
intensive et le poids de certains facteurs pronostiques peut varier selon le contexte thérapeutique, ce

qui pourrait leur conférer un réle prédictif 1%,
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Chez le sujet agé, le pourcentage de patients avec une cytogénétique favorable est plus faible, et
réciproquement celui avec une cytogénétique défavorable plus élevé que chez le sujet jeune®™1%8, A
I’échelle populationnelle la répartition des patients dans ces trois catégories de risque est incertaine.
Les essais cliniques ne sont pas représentatifs du fait de la sélection des patients. Dans le registre
populationnel Suédois des LAM, de 1997 a 2006, 63% des patients entre 60 et 80 ans avaient eu une
analyse cytogénétique au diagnostic et seulement 25% au-dela de 80ans®. Le méme groupe a montré
que les patients pour lesquels il n‘y avait pas de caryotype au diagnostic (échec cytogénétique ou
examen non réalisé) traités de fagon intensive, avaient un moins bon pronostic en termes de déces

précoce, de taux de réponse et de survie globale!®.

Le groupe de cytogénétique favorable comprend les LAM3 avec t(15 ;17) et les LAM CBF avec t(8 ;21)

ou inv(16)/t(16 ;16). Ces entités sont trés différentes dans leur physiopathologie et leur prise en
charge, et si elles partagent des taux de réponse élevés de pres de 90%, les taux de rechute dans le
groupe des LAM CBF est plus élevé, expliquant une survie globale a 5ans des LAM CBF d’age > 60ans

ne dépassant pas les 30%f170:171),

Le groupe de cytogénétique intermédiaire est constitué des patients ayant un caryotype normal, ou

des caryotypes anormaux n’entrant pas dans les catégories favorable ou défavorable. A l'instar des
sujets jeunes, c’est conceptuellement dans ce groupe de patients au devenir hétérogéne que la

génétique moléculaire aura a I'avenir la plus grande importance pronostique.

Le groupe de cytogénétique défavorable regroupe les LAM a caryotype complexe (=3 anomalies) ou

ayant des anomalies de mauvais pronostic comme les monosomies ou délétions affectant les
chromosomes 5, 7, 17, la translocation t(6;9)(p23;q34), les remaniements du chromosome 3q ou de la
région 11923 (hormis la t(9;11)(p22;q23) considérée de pronostic intermédiaire). Cette classe de
risque cytogénétique représente environ 50% des LAM agées de 60 ans ou plus, chez quila probabilité
d’obtention d’une RC est de 50% entre 60-69ans et 25% entre70-79ans®, la survie globale de ce groupe

a 3 ans du diagnostic étant inférieure a 10%.

Au sein de ce groupe, on individualise un sous-groupe de patient au caryotype monosomique, défini

s . ] . .7 \ . 173,174
par la présence de deux monosomies ou d’une monosomie associée a une anomalie de structure ,
de pronostic tres défavorable avec une survie globale a 2 ans aux alentours de 5%. Dans le registre
Suédois des LAM, seuls les patients ayant un caryotype monosomique incluant une anomalie du
chromosome 5, 7 ou 17 (caryotype monosomique classique) avaient un désavantage par rapport aux
autres patients du groupe de cytogénétique défavorable. Le nombre d’anomalies affectant ces

chromosomes 5, 7 et 17 étaient également corrélé a la survie en analyse univariée et a la limite de la

significativité en analyse multivariée.
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Les LAM avec anomalies du chromosome 3q représentent moins de 5% des sujets 4gés® et parmi eux
seuls les patients ayant une inv(3)/t(3;3) impliquant les ggnes MECOM et GATA2, définissent une entité
de la classification OMS au pronostic trés sombre. Du fait de sa faible incidence, I'impact pronostique
de cette anomalie n’a pas été étudié spécifiquement dans le groupe des patients d’age > 60ans traités
par chimiothérapie intensive, mais la survie a 5 ans des LAM de I'adulte appartenant a cette entité

n’excéde pas 5%°%.
ii. Lagénétique moléculaire

Les données de génétique moléculaire, initialement restreinte aux genes NPM1, FLT3 et CEBPA ont été
intégrées a la classification pronostique de I'European Leukemia Network (ELN) depuis sa premiéere
version en 201075, Le nombre de mutations utilisées par cette classification a été étoffé lors de
I’actualisation des recommandations de 2017*f7®), Sj|a génétique moléculaire pourrait a I’avenir avoir
un impact pronostique chez les sujets agés, les données issues des cohortes de sujets jeunes traités
par chimiothérapie intensive ne sont a I’heure actuelle pas encore toutes transposables chez le sujet

A

agé.

Les sujets agés jusqu’a 75 voire 80 ans, appartenant aux catégories favorable et intermédiaire peuvent
se voir proposer un traitement intensif en I'absence de comorbidité limitante. Utiles pour leur impact
pronostique, les mutations de NPM1 le sont également pour le suivi de la maladie résiduelle, puisque

la plupart d’entre elles peuvent étre suivies en RT-gPCR sur le sang et la moelle en RC.

Dans I'étude Taiwanaise sur 177 LAM d’age > 60 ans traitées intensivement, rapportée par Tsai et al,
comme chez les sujets jeunes, le statut mutationnel NPM1™U/FLT-ITD"®8 était associé a une meilleure
survie globale. Dans cette étude, les mutations bi-alléliques de CEBPA étaient protectrices pour la
survie chez les sujets jeunes (HR= 0,434 ; 951C% [0,215-0,876], p=0,02), mais n’avaient pas d’impact
chez les sujets agés (HR= 0,570 ; 951C% [0,130-2,489], p=0,454). Parmi les 21 génes étudiés, seules les
mutations de DNMT3A (HR= 3,396 ; 95IC% [1.471-7.840], p=0,004) et TP53 (HR= 4,306 ; 95IC% [1,069-

17,347], p=0,04) étaient défavorables pour la survie globale des sujets agés en analyse multivariée.

L’actualisation de 2017 de la classification du risque génétique de I'ELN a donné lieu a I'ajout de 3
génes dans la catégorie défavorable : RUNX1, ASXL1 et TP53. La plupart des groupes coopérateurs ont
décrit les mutations de RUNX1%77 et ASXL1'7817° comme ayant un impact pronostique défavorable
sur la survie des adultes atteints de LAM, ce qui est cohérent avec leur plus forte incidence relevée
dans les LAM secondaires et du sujet agé. Dans certaines études cet effet péjoratif était constaté
uniqguement chez les patients ayant un caryotype normal’®!!, Les LAM avec mutation de TP53 sont
décrites dans les recommandations de I'ELN 2017 comme une entité au pronostic trés défavorable ce

qui s’appuie sur des cohortes de patients traités par chimiothérapie intensive®2189181 p|ysieurs séries
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indépendantes ont montré que l'allogreffe de moelle ne supprimait pas cet effet péjoratif des
mutations de TP53. Il est précisé dans la classification de I'ELN que le pronostic des mutations
référencées peut varier selon le contexte thérapeutique, ce qui pourrait éventuellement étre le cas

pour TP53 dans le contexte des agents hypométhylants (cf. chapitre VIII).

Les résultats de 'essai Allemand AMLCG-199919% portant sur 151 patients d’age >75 ans traités par
chimiothérapie intensive ne confirment pas I'impact favorable du statut NPM1I™/FLT-ITD"8 sur la
survie globale, bien qu’une tendance vers la significativité soit décrite. A noter que dans cette étude
les mutations de IDH1 étaient péjoratives pour I'obtention de la RC et sur la survie puisque parmi les
13 patients mutés IDH1R'32 gucun n’a obtenu de RC ce qui se traduisait par une diminution de la survie
sans événement (p<0,001) et de la survie globale (p<0,001). Cet effet n’a pas été confirmé par d’autres
cohortes, et I'impact pronostique des mutations de IDH1 et IDH2 reste discuté. Leur intérét est
actuellement plus théranostique que pronostique puisque les protéines IDH mutées sont actionnables

pas des inhibiteurs sélectifs'82183,

iii. Le caractere secondaire

Le caractere secondaire est également un facteur pronostique défavorable dans les LAM du sujet agé.
Les LAM secondaires a un syndrome myélodysplasique et LAM-MRC sont associées a un risque accru
de chimiorésistance. Chez les patients qui obtiennent une RC, il y a généralement persistance de signes
de dysplasie sur le myélogramme et un risque de rechute accru. De plus si le clone leucémique apparait
plus chimiorésistant que dans les LAM de novo, I’'hématopoiése dysplasique est plutot hypersensible
a la chimiothérapie, ce qui se traduit par des cytopénies prolongées'®.Le caractére secondaire & un
traitement anticancéreux (t-AML) est un facteur indépendant de mauvais pronostic. Chez le sujet agé
ce mauvais pronostic s’explique surtout par un risque de rechute accru, alors que chez le sujet jeune,

il serait un facteur de risque de décés en RC mais pas de rechute®,

iv.  Autres facteurs pronostiques

L’hyperleucocytose est un facteur pronostique associé au risque de déces précoce. Les formes de LAM
hyperleucocytaires sont associées a un risque de leucostase pulmonaire et cérébrale, de coagulopathie
de consommation et de syndrome de lyse tumorale. A I'exception de la LAM3, ce facteur pronostique
ne conditionne pas la stratégie de traitement de post rémission. D’autres facteurs biologiques ont été
décrits comme pronostiques sur le devenir des LAM du sujet agé comme le taux d’albumine ou le taux

de lactate déshydrogénase.
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VII. TRAITEMENTS DES LAM DU SUJET AGE

La décision thérapeutique est souvent complexe chez le sujet agé. Elle doit considérer I'ensemble des
facteurs pronostiques et étre le fruit d’une discussion entre les soignants, les patients et leurs
proches®. L’éventail des possibilités thérapeutiques validées est large allant d’une chimiothérapie
intensive suivie d’une éventuelle allogreffe de moelle a une prise en charge palliative seule. Il est
d’usage de distinguer les patients aptes a recevoir une chimiothérapie intensive de ceux jugés
inéligibles pour un traitement intensif, ce choix thérapeutique reposant sur les facteurs pronostiques

précédemment décrit liés au patient et a sa maladie.

Au cours des quatre derniéres décennies, 'amélioration des traitements de support (anti-microbiens,
transfusionnels) et des stratégies de post-rémission, incluant I'allogreffe de moelle, se basant sur le
risque cytogénétique a permis une amélioration significative de la survie des sujets jeunes traités de
facon intensive® 188 Une amélioration du devenir des sujets 4gés a également été constatée mais de
facon plus tardive et hétérogéne!®1% Selon les données du registre Suédois des LAM, elle ne concerne
en effet que les patients agés de 60 a 70 ans; le pronostic de ceux agés de plus de 70 ans restant
inchangé. Dans cette tranche d’age, une meilleure sélection des patients aptes a recevoir une
chimiothérapie d’induction est requise de méme que le développement de traitements de faible

intensité et de thérapies ciblées permettant une approche plus personnalisée.

L’autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis en 2017 et 2018 de 5 nouvelles molécules soit 4
thérapies ciblées: Gemtuzumab Ozogamycine (anticorps monoclonal anti-CD33), midostaurine
(inhibiteur de FLT3), ivosidenib et enasidenib (inhibiteur des protéines IDH 1 et 2 mutées,
respectivement) ainsi que du CPX-351 (association liposomale de daunorubicine et cytarabine), laisse

néanmoins entrevoir des progrés dont devraient bénéficier les sujets agés.
a. Chimiothérapie intensive

Si 'ensemble des facteurs de mauvais pronostic caractéristiques des sujets agés sont associés a un
risque important de déces précoce, I'age en lui-méme n’est pas une contre-indication a une
chimiothérapie d’induction??. Chez les patients considérés aptes, cette chimiothérapie comprend
classiquement I'association d’'une anthracycline (daunorubicine ou idarubicine) et cytarabine selon un
schéma proche du schéma classique « 3+7 » du sujet jeune. C'est la seule option potentiellement
curative, mais le taux de patients guéris par cette approche reste faible de I'ordre de 10-15%. Bien que
la chimiothérapie d’induction permette I'obtention d’une RC chez 60-70% des patients, la majorité
d’entre eux rechutent, le plus souvent dans la lere année apres la rémission et décedent de leur

maladie®. Aucune étude n’a pu démontrer de supériorité d’une anthracycline sur les autres. Une
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augmentation de la dose journaliére de daunorubicine 8 90mg/m? pendant 3 jours a été comparée
dans une étude phase lll chez le sujet agé. Le bras de traitement intensifié était associé a un taux de
RC plus élevé (64% versus 54% p=0.002), qui se traduisait chez les sujets de 60 a 65 ans en un
allongement du taux de survie globale et sans événement a 2 ans (respectivement 38% versus 23%
[p<0.001] et 29% versus 14% [p=0.002])*"*. Plusieurs groupes ont testé I'adjonction d’une troisieme
molécule. L’étude ALFA-0701 a évalué I'ajout du gemtuzumab-ozogamycin un anticorps monoclonal
couplé a une drogue ciblée sur le CD33, selon un schéma fractionné a 3mg/m?/jour a J1, J4, )7 d’un
schéma de chimiothérapie classique par daunorubicine et cytarabine chez des patients de 50 a 70ans.
Cet essai était positif pour son critére principal de survie sans évéenement et sur le critére secondaire
de la survie globale. Cette drogue a désormais une AMM européenne deés la premiere ligne dans les
LAM de novo a cytogénétique favorable ou intermédiaire. Le groupe FILO (French Innovative Leukemia
Organization) a évalué I'ajout de la lomustine, alkylant appartenant aux nitroso-urées a |’association
idarubicine et cytarabine chez les sujets agés ayant un caryotype intermédiaire. L’essai LAMSA-2007 a
montré que I'ajout de la lomustine améliorait significativement la réponse (85% avec ldarubicine-
Cytarabine-Lomustine [ICL] versus 75% avec Idarubicine Cytarabine [IC]; p=0,01), diminuait I'incidence
des rechutes (41,2% avec ICL versus 60,9% avec IC ; p=0,003) et améliorait la survie globale a 2ans (41%
avec ICL versus 26% avec IC ; P=0,01). Ce schéma représente le standard des centres frangais du groupe
FILO. Parmi les innovations les plus récentes, le CPX-351 correspond a une formulation liposomale
encapsulée d’une association de cytarabine et daunorubicine a un ratio molaire de 5:1. Dans un essai
de phase lll Nord-Américain, le CPX-351 a été comparé a un schéma de chimiothérapie intensive de
type 347 standard. Cet essai a inclus 309 patients de 60 a 75 ans, nouvellement diagnostiqués avec
une LAM de haut risque (cytogénétique défavorable, LAM secondaire ou LAM-MRC). L'essai était
positif pour son critere principal de survie globale médiane (9,56 mois avec CPX-351 versus 5,95 avec
chimiothérapie de type 3+7 ; p=0,003), ce qui a permis a cette molécule d’obtenir une AMM par la FDA

en 2017 et un programme d’autorisation temporaire d’utilisation a débuté en France en 2018.

b. Agents hypométhylants

i. Développement et pharmacologie des agents hypomethylants (HMA)

Synthétisées dans les années 1960, parmi d’autres analogues nucléotidiques, les azanucléotides 5-
azacitidine ou azacytidine et 5-aza-2’- deoxycytidine ou decitabine sont des analogues pyrimidiques.
Toutes deux sont analogues de la cytosine qui ont la méme structure en anneau attaché a un sucre
pentose, ribose dans le cas de l'azacitidine et desoxyribose dans le cas de la décitabine. Les
mécanismes de captation cellulaire ne sont pas encore completement élucidés mais cette captation
est au moins en partie sous la dépendance du niveau d’expression du transporter human equilibrative

nucleoside transporter 1 (hENT1/SLC29A)¥?'%3, La concentration en azacitidine et décitabine est sous
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la dépendance de la cytidine deaminase (CDA) qui en condition normale est I’'enzyme de sauvetage de
la voie des pyrimidines en catalysant la déamination hydrolytique de la cytidine et de la deoxycytidine

19 un haut niveau d’expression et d’activité de cette

respectivement en uridine et en deoxyuridine
enzyme diminue la demi-vie de I'azacitidine et de la decitabine. Aprés le passage intracellulaire, ces
deux drogues sont converties en leur formes métaboliquement actives via la phosphorylation
respectivement par la deoxycytidine kinase (DCK) et la uridine-cytidine kinase'®> (UCK). Du fait de sa
composition en desoxyribose, 100% de la décitabine est incorporé a I’ADN alors que seulement 10-
20% de I'azacitidine est converti en desoxyribonucléotide et se lie a I’ADN, cette étape étant limitée
par la ribonucléotide réductase!®®. Les 80-90% restant d’azacitidine sont incorporés dans I’ARN ou il

197 Aprés I'incorporation

serait capable de fixer et séquestrer DNMT2 et d’inhiber la synthése protéique
des azanucléotides dans I’ADN, I’'enzyme DNMT1 se lie de maniere irréversible a 'atome Carbone 6 de
I'anneau cytosine, ce qui inhibe son activité méthyltransférase, induit sa dégradation par le
protéasome et in fine diminue sa concentration cellulaire’®®. Ce mécanisme d’action principal est
dépendant de la phase S du cycle cellulaire et ne peut conceptuellement affecter que des cellules en

cycle. D’autres mécanismes d’action ont été proposés, qui ne reposeraient pas sur la dégradation de

DNMT1 mais sur sa phosphorylation médiée par la protéine kinase C (PKC)*°.

Lors de leur développement dans les années 1960-70, les premiers essais a avoir tester la décitabine
et I'azacitidine utilisaient des fortes doses (1000-1500 mg/m?) dont le rapport efficacité/toxicité était
défavorable justifiant leur abandon pendant prés de 20ans. Puis la découverte des mécanismes
épigénétiques impliqués dans la leucémogénese et de I'effet hypométhylant des azanucléosides a

200

faible dose* ont finalement relancé leur développement dans les syndromes myélodysplasiques et

les LAM.
ii. Lesagents hypométhylants dans les SMD de haut risque et les LAM

Azacitidine. Le développement de I'azacitidine a faibles doses, selon son schéma standard actuel a
75mg/m?/jour 7 jours consécutifs par cycle de 28 jours, a été conduit dans les années 90, dans les SMD
de haut risque. Les essais de phase 2 du CALGB ont démontrés la supériorité de I’azacitidine sur les
soins de support exclusifs?°2292, |’étude d’enregistrement AZA-MDS-001 a comparé I'azacitidine
(n=179) contre un bras comparateur (n=179) au choix de I'investigateur parmi les soins de support, la
cytarabine faible dose et la chimiothérapie intensive. Cet essai était positif pour son critére principal
puisqu’il a démontré une amélioration de la survie globale médiane dans le bras azacitidine (24,5mois
versus 15 mois, HR 0,58 ; 95%Cl [0,43-0,77] ; p=0,0001)2%. Il doit néanmoins &tre souligné que cette
amélioration de la survie globale médiane était significative pour la comparaison azacitidine versus
soins de support (21,1 mois versus 11,5 mois, respectivement; p=0,0045) et azacitidine versus

. ’ . . .
FIGURE 1: MECANISMES D’ACTIONS DES ANALOGUES DE LACYTOSINE  cytarabine faible dose (24,5 mois
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versus 15,3 mois p=0,0006) mais la cohorte de patients traités par chimiothérapie intensive est
insuffisante pour observer une différence statistique. L'étude avait inclus 113 patients classés LAM
selon la classification OMS (taux de blastes entre 20 et 30%) ce qui lui a permis d’obtenir une
autorisation de mise sur le marché dans cette indication®®*. L’étude AZA-AML-001 conduite selon le
méme schéma a inclus 488 patients agés de 65ans et plus, ayant une LAM nouvellement
diagnostiquée, avec un taux de blastes médullaires 230% et un taux de leucocytes < 15 G/L. Cette
étude était également positive sur le critére principal de la survie globale pour la comparaison
azacitidine versus traitement comparateur, et 'AMM de I'azacitidine a été étendue aux LAM du sujet
agé non éligible pour une allogreffe de moelle, quel que soit le pourcentage de blastes médullaires. De
facon similaire a I'étude AZA-MDS-001, seuls 18% des patients étaient pré-sélectionnés pour la
randomisation azacitidine versus chimiothérapie intensive, et I'étude n’apportait pas de réponse

statistique sur la comparaison directe entre ces deux stratégies.

Décitabine Apres une tentative infructueuse de développement dans les années 1980 dans les LAL de
I’enfant, la décitabine a ensuite été testée dans les SMD selon un schéma a 45mg/m? sur 3 jours, toutes
les 6 semaines. Les résultats décevant des essais de phase 3 utilisant ce schéma?®, ont justifié le
développement d’un schéma alternatif par le MD Anderson Cancer Center a 20mg/m?/jour pendant 5
jours toutes les 4 semaines. C’'est ce schéma qui a été autorisé par la FDA pour les SMD de haut risque
en 2006, incluant les LAM selon la classification OMS ayant un taux de blastes médullaire entre 20 et
30%. Dans les LAM, I'essai d’enregistrement DACO 16 a comparé la décitabine (n=242) a un traitement
de référence au choix du patient et de I'investigateur parmi la cytarabine a faible dose (n=215) ou les
soins de support seuls (n=28). Le taux de réponse (RC/RCp) était significativement plus élevé dans le
bras décitabine versus traitement de référence (17,8% versus 7,8%, respectivement ; OR 2,5; 95%
Cl[1,4-4,8], p=0,001) ce qui ne se traduisait néanmoins pas par une amélioration significative de la
survie globale médiane, estimée a 7,7 mois dans le bras decitabine versus 5,0 mois dans le bras de
référence (HR 0,85; 95% Cl [0.69-1.04]. Ce résultat négatif sur le critere de jugement principal de
I’étude n’a pas permis a la décitabine d’obtenir une AMM aux Etats-Unis, mais cette molécule reste
largement utilisée hors AMM et constitue avec I'azacitidine un des traitements de référence dans la
majorité des essais de lere ligne ouverts pour les patients inéligibles pour une chimiothérapie

intensive.

Guadecitabine. C'est une prodrogue de la décitabine n’étant pas éliminée par la CDA permettant une
meilleure biodisponibilité de la drogue et une demi-vie augmentée?®. Les essais de phase 3 ASTRAL-1
(NCT02348489) et ASTRAL-2 (NCT02920008) I'ont testé respectivement en lere ligne dans les LAM
non éligibles pour une chimiothérapie intensive et dans les LAM en rechute. Si les résultats de ces

essais n’ont pas encore été communiqués, le promoteur (laboratoire Astex) a annoncé en septembre
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2018 que ces essais étaient négatifs pour leur critéere de jugement principal (survie globale),
interrompant le développement de cette drogue dans cette indication. Un autre essai de phase 3

testant cette molécule dans les SMD de haut risque (NCT02907359) est toujours en cours.

Associations thérapeutiques incluant un agent hypométhylant

207

Si les associations thérapeutiques d’'un HMA avec le Lenalidomide ou les inhibiteurs d’histone

208210 ¢o sont révélées décevantes, d’autres associations prometteuses sont en cours

deacetylase
d’essai notamment avec l'ivosidenib et I’enasidenib, respectivement inhibiteurs des protéines mutées
IDH1 (NCT03173248) et IDH2 ( NCT02677922), les inhibiteurs de FLT3 tels que le crenolanib
(NCT02400281) et le gilteritinib (NCT02752035) et le venetoclax (inhibiteurs de BCL2, NCT02993523),
ce qui pourrait rapidement permettre I'établissement de nouveaux traitements de référence chez les

patients jugés inéligibles pour une chimiothérapie intensive.

VIII. FACTEURS PREDICTIFS DE LA REPONSE AUX AGENTS HYPOMETHYLANTS

La recherche de facteurs prédictifs de réponse aux agents hypométhylants a fait I'objet de nombreuses
études, dans le domaine des SMD ou des LAM traitées par azacitidine ou décitabine. L'intérét
particulier apporté a ce champ de la recherche translationnelle dans les LAM s’explique par la volonté
de guider la décision thérapeutique concernant le traitement d’induction, notamment pour le choix
entre une chimiothérapie intensive et un agent hypométhylant. Identifier au diagnostic les candidats
les plus a méme de répondre aux agents hypomethylants est déterminant car il s’agit de traitements
contraignants et dont la réponse est longue a se dessiner. La prédiction entre bons et mauvais
répondeurs potentiels doit conduire a une meilleure sélection des patients pour un agent
hypométhylant en proposant une stratégie alternative aux patients ayant les plus faibles chances de

réponse.
a. Facteurs prédictifs cliniques

Le programme Francais d’Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) de I'azacitidine, qui a concerné
282 patients atteints de SMD de haut risque et LAM, a permis la description d'un score basé sur des
facteurs pronostiques classiques, incluant I'indice de performance (ECOG), la cytogénétique, la
présence de blastes circulants, la dépendance transfusionnelle et un antécédent de traitement par
cytarabine faible dose?!!. Ce score pronostique, ensuite validé sur deux cohortes indépendantes, est
certes bien corrélé a la survie globale et permet de stratifier les patients au diagnostic pouvant

apporter une aide a la décision thérapeutique. Il faut cependant noter que parmi les parameétres inclus
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dans le modéle statistique, I'antécédent de traitement par cytarabine faible dose est devenu obsoléte
depuis de I'autorisation de mise sur le marché de I'azacitidine. Par ailleurs, ces paramétres de routine
manquent de précision pour distinguer individuellement les patients susceptibles d'obtenir une RC
sous azacitidine des non-répondeurs. Dans la leucémie myélomonocytaire chronique, Adés et al ont
évalués les facteurs cliniques et biologiques de routine associés au devenir d’une cohorte
multicentrique de 76 patients traités par azacitidine. En analyse multivariée, seuls la présence d’une
splénomégalie palpable et d’un taux de blastes médullaires >10% étaient associés a la survie globale?'2,
Le doublement du taux plaquettaire a la fin du premier cycle d’azacitidine a été décrit comme un
marqueur précoce et indépendant, prédictif de la réponse a |’azacitidine sur la cohorte de 90 patients
atteints de LAM et LMMC traités dans le cadre du programme d’ATU Hollandais?*3. Ce résultat n’a

néanmoins pas été confirmé par d’autres groupes et il ne peut évidemment pas étre utilisé comme

outil de prise de décision pré-thérapeutique.
b. Facteurs pharmacologiques

Human nucleoside transporters (HNT). La captation cellulaire est cruciale pour I'efficacité des
azanucleosides. Il a été démontré in vitro que I'azacitidine et la decitabine utilisaient différents HNT,
comme hENT1 et que leur cytotoxicité était dépendante de I'expression de ces HNT?142%, Bien que
prometteurs, ces résultats précliniques n’ont pas été confirmés cliniquement. Valencia et al. n’ont pas
trouvé d’'impact de I'expression d’hENT1 sur la réponse thérapeutique chez une cohorte de 57 patients

(MDS et LAM) traités par azacitidine?’.

Uridine Cytidine kinase (UCK) et déoxycytidine kinase (DCK). L'étape cruciale suivante dans le
métabolisme des inhibiteurs de DNMT est la mono-phosphorylation de I’azacitidine et de la décitabine
respectivement par I'uridine cytidine kinase (UCK1 et UCK2) et la désoxycytidine kinase (DCK). Dans
I‘étude menée par Valencia et al., un haut niveau d’expression de UCK1 était associé a une meilleure
survie globale en analyse multivariée (HR 0,23 ; p=0,049)%Y". Il a été démontré in vitro par I'équipe de
J.P. Issa au MD Anderson, que le niveau d’expression de la protéine dCK dans un panel de lignées
cellulaires de LAM, naturellement résistante a la décitabine, était corrélé a la concentration inhibitrice
a 50% de la décitabine. Ce résultat était confirmé dans un modele de résistance secondaire a la
décitabine de la lignée HL60, qui corrélait la perte d’expression de la protéine dCK a une perte

d’hétérozygotie et 'acquisition d’une mutation localisée au niveau d’une Arginine du codon 98%1°,

Cytidine Deaminase (CDA). Le niveau d’expression et d’activité enzymatique de la CDA peuvent
influencer le devenir des patients sous inhibiteur de DNMT en influant sur la demi-vie de ces molécules.
Les individus de sexe masculin ont un niveau d’expression et d’activité enzymatique de la CDA plus

élevé ce qui a été corrélé a un meilleur devenir des sujets de sexe féminin dans une cohorte de 90
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patients traités par agent hypométhylant pour une myélodysplasie'®®. Cette tendance pour une
efficacité de I'azacitidine dépendante du genre était aussi évoquée par I'essai international de phase
Il AZA-AML-001%8 dont I'analyse bi-variée montrait que les patientes avaient une meilleure survie
globale sous azacitidine vs traitements conventionnels (HR 0,69 ; 95%CI [0,50-0,95]; p=0,021) que les
hommes (HR 0,99 ; 95%Cl [0,77-1,27]; p=0,916). La variable genre n’avait néanmoins pas été testée en
analyse multivariée et d’autres essais prospectifs n’ont pas confirmé ce résultat?®*. Vu le métabolisme
de la guadecitabine ne dépendant pas de la CDA, il sera intéressant d’observer si cette tendance est

effacée dans les essais prospectifs testant cette molécule dont les résultats sont en attente.
c. Facteurs cytogénétiques

Anomalies du chromosome 7. Si globalement les patients de risque cytogénétique défavorable ont
des durées de réponse et de survie plus courtes, certaines études un peu anciennes ont suggéré que
les patients de ce groupe lorsqu’ils étaient traités par agents hypométhylants pouvaient avoir un
devenir équivalent aux patients ayant un risque cytogénétique intermédiaire?'®22°, Cette discordance
peut résulter d’'une relative hétérogénéité du groupe de cytogénétique défavorable. Il a été décrit que
les patients ayant une délétion partielle ou une monosomie du chromosome 7 avaient un meilleur taux
de réponse et une meilleure survie?*?!1, Les explications pour cet avantage conféré par les anomalies
du chromosome 7 ne sont pas encore claires mais pourraient impliquer le gene EZH2 qui encode pour
le complexe histone méthyl-transférase/polycomb repressive complexe 2 (PRC2). Une étude a
démontré par co-immunoprécipitation que cet enzyme était capable de recruter spécifiquement les
trois DNMT sur les promoteurs de genes cibles, participant a la répression de ces genes. In vitro,
I’addition d’azacitidine permettait de restaurer I'expression des génes cibles d’EZH2%%L. Ces données
précliniques n’ont pas eu de traduction clinique et aucune étude n’a fait de lien entre les mutations
somatiques d’EZH2 et la réponse aux HMA. D’autres genes candidats localisés sur la région minimale
délétée du bras long du chromosome 7 pourraient étre impliqués comme MLL3 appartenant a la
famille des histones méthyltransférases MLL ou Dock4 (dedicator of cytokinesis-4) localisé en 7931
dont I'expression est altérée dans les SMD du fait d’une hyperméthylation de son promoteur et dont
la répression d’expression in vitro dans des cellules souches hématopoiétiques est associée a une
augmentation de I'apoptose et une croissance altérée des colonies myéloides et érythroides???. Ces

corrélations in vitro n’ont pas été étudiées in vivo.

Caryotype monosomique. Dans un essai de phase Il incluant 227 patients LAM de plus de 60 ans traités
par décitabine, au sein du groupe de patients de risque cytogénétique défavorable, la présence d’'un
caryotype monosomique a été associée a un meilleur taux de réponse et de survie sans progression

223 §j cet effet était ensuite confirmé, notamment pour

comparé aux caryotypes non-monosomiques
les patients présentant 2 monosomies, par un essai de phase Ill de 'EORTC comparant la décitabine
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aux soins de support dans les SMD de haut risque**, il n’a jamais été mis en évidence chez les patients

traités par azacitidine?%>218,

Anomalie du chromosome 3q Le devenir des patients ayant un SMD ou une LAM avec une anomalie
du chromosome 3q ou une hyperexpression d’EVI1 a fait I'objet d’'une étude rétrospective sur plusieurs
centres francais?®®. Cette étude a concerné 157 patients traités par azacitidine tous porteurs d’une
anomalie en 3q, incluant 39% de LAM et 61% de caryotypes complexes et une cohorte contréle de
patient sans anomalie cytogénétique en 3q mais avec une hyperexpression d’EVI1. Le taux de réponse
globale était de 50% incluant 29% de réponse complete ou partielle et 21% d’amélioration
hématologique. La caractérisation des anomalies du chromosome 3q en 4 catégories : (1) inv3/t(3 ;3),
(2) altération en 3926 (impliquant EVI1), (3) altération en 3921 (impliquant GATA2) et (4) autres
altérations a permis d’identifier les anomalies en 3g21 comme étant associées a une survie globale
médiane allongée a 73,8 mois contre 10 mois dans les 3 autres groupes (HR 0,0388 95CI% [0,005-
0,303], p=0,004). Les auteurs suggerent que les patients ayant une altération chromosomique en 3q
avec implication d’EVI1 pourraient tirer un bénéficie de I'azacitidine, possiblement vu le réle d’EVI1 sur
la dérégulation de I'épigénétique. Il doit étre cependant noté que ce groupe était constitué de 8
individus seulement dont 3 en vie a 36 mois. En outre il n'y avait pas dans cette étude de cohorte
controle de patients traités par chimiothérapie intensive. Ce marqueur n’ayant pas été confirmé sur
une cohorte indépendante, il n’est pas utilisé en pratique courante. Une étude récente de la European
Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT)??® @ montré le trés mauvais pronostic des
patients ayant une LAM avec inv3/t(3 ;3) dans le contexte de I'allogreffe de moelle avec un taux de
long survivant a 2 ans de 26% (95% Cl, 17-35%), s’expliquant par un fort taux de rechute a 2 ans a 64%
(95% Cl, 10-24%). Il n’y avait pas d’analyse en sous-groupe évaluant I'impact des différents types

d’anomalies du chromosome 3q.

d. Influence des mutations somatiques

i. Geénes de I'épigénétique

TET2. Une étude menée par le Groupe Francophone des Myélodysplasies (GFM) sur 86 patients traités
pour un SMD par azacitidine suggérait un impact positif des mutations de TET2 sur le devenir des
patients??’, Dans cette cohorte, la présence d’une mutation de TET2 était significativement associée a
un taux de réponse global plus élevé (69% vs 31%, p = 0,01), bien que seuls 13 patients (15%) de cette
cohorte présentaient une mutation de TET2. Un essai de phase 2 également mené par le GFM?%,
concernant 39 patients atteints de leucémie myélomonocytaire chronique traités par décitabine ne
rapportait aucune différence sur le devenir des patients selon le statut mutationnel de TET2. Si
plusieurs groupes n’ont pas réussi a confirmer cet effet protecteur des mutations de TET2 sur le
devenir des patients atteints de SMD traités par HMA?2-232, Bejar et al**® ont reproduit ce résultat sur
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une cohorte de 213 SMD traités par azacitidine (n=42) ou decitabine (n=171), restreignant leurs
analyses aux mutations ayant une charge allélique >10%, avec des taux de réponse chez les patients
TET2 mutés versus non-mutés de 60 et 43%, respectivement (OR 1,99 1C95%[1,05-3,80], P = 0,036).
Cet effet des mutations de TET2 était plus marqué dans le sous-groupe des patients n’ayant pas de
mutation du géne ASXL1 (74% de réponse chez les patients TET2wt/ASXLIwt versus 44% chez les
patients TET2mut/ASXL1wt, p=0,009). Bien que les mutations de TET2 aient été décrites comme
associées a la réponse des patients sous HMA, aucune de ces études n’a mis en évidence d’impact sur
la survie. L'impact des mutations de TET2 demeure ainsi incertain et ce marqueur n’est pas utilisé en
pratique courante, d’autant plus que son séquencage est complexe du fait de I'absence de « hotspot »
mutationnel et de la nécessité de séquencage du géne entier trés consommatrice de ressources pour

une utilisation en routine.

IDH1/2. Peu d’étude ont évalué I'impact spécifique des mutations des IDH dans le contexte des agents
hypométhylants. Une série monocentrique sur 42 patients a montré en 2015 un potentiel avantage en
terme de réponse chez les patients IDH™vs IDH"' 5 (71,4% contre 20%, respectivement; p=0,01), sans
traduction sur la survie sans maladie ou la survie globale?*. Une étude plus récente a montré un
désavantage en survie globale chez les patients atteints de SMD traités par azacitidine présentant une

mutation IDH1%%,

DNMT3A. Une premiére étude positive pour DNMT3A a été publiée en 2012 par Metzeler et al?. Il
s’agissait d’une cohorte de 46 patients traités dans un essai de phase Il randomisé, par decitabine seule
(n=39) ou décitabine et bortézomib (n=7). Parmi ces 46 patients, 8 (17,4%) avaient une mutation de
DNMT3A dont 6 au niveau du hotspot R882. Six patients du groupe DNMT3A™" ont obtenu une RC
(75%) vs 13 réponses dans le groupe des 38 patients DNMT3A" (34% ; p=0,05), ce qui ne se traduisait
pas en avantage sur la survie globale médiane (15,2 mois versus 11 mois, respectivement, p>0,05). A
noter que dans cette cohorte les autres mutations somatiques identifiées sur les génes TET2 (n=8 ;
17,4%) et IDH1/2 (n=7 ; 14,6%) n’avaient aucun impact sur la réponse et la survie. Dans une autre
cohorte de 92 patients traités pour un SMD, SMD/SMP ou une LAM secondaire, par azacitidine (n=55),
decitabine (n=26) ou les 2 (n=11), Traina et al?®® ont montré I'absence d’impact indépendant des
mutations de DNMT3A, TET2, IDH1/2. Seuls les patients ayant un génotype DNMT3A™ " et/ouTET2™"
avaient un meilleur devenir en termes de réponse (p=0,03) et de survie sans progression (p=0,04). Ainsi
I'effet des mutations de DNMT3A sur la réponse aux agents hypométhylants n’est est pas clairement

établi et ce géne ne peut pas étre utilisé comme aide a la prise de décision thérapeutique.

ASXL1. Dans I'étude rapportée par Traina et al, la réponse au traitement n’était pas corrélée au

génotypage d’ASXL1 (29% de RC chez les patients ASXLI™" versus 22% de RC chez ceux ASXLI™,
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p=0.58) mais cette étude a montré un impact négatif des mutations d’ASXL1 sur la survie globale (HR

0,48 ; 1C 95%[0,28-0,82], p= 0,008). Cet effet n’était pas confirmé par I’étude de Bejar et al?*,

Combinaison de génes Ces études menées sur des cohortes relativement limitées (50-100 patients)
évaluant I'impact des genes de I'épigénétique indépendamment, présentent une puissance statistique
assez faible et apportent des conclusions non confirmées voire contradictoires. Récemment, Cedena
et al?®®, ont décrit une approche plus globale évaluant I'impact des mutations des génes de
I’épigénétique dans leur ensemble. Ainsi a partir du séquencage ciblé de 34 génes myéloides sur une
cohorte de 84 patients traités par azacitidine pour un SMD, ils démontrent que si le nombre médian
de mutations par patient est directement corrélé a une moins bonne réponse au traitement (HR 0,56 ;
95%IC [0.33-0.94]; p=0.028), la présence d’'une mutation d’un geéne de I'épigénétique parmi TET2,
DNMT3A, IDH1 et IDH?2 était associée a une meilleure réponse a I'azacitidine en analyse multivariée
(HR 4,76 ; 95%CI[1,31-17,27], p=0,017). Cet effet positif sur la réponse n’avait pas de traduction sur la
survie globale qui était influencée en multivariée par la présence d’'une mutation de TP53 (HR 3,88 ;
95%IC [1,94-7,75]) et d’EZH2 (HR 2,50 ; 95%IC [1.23-5.09] p=0,012), indépendamment de la réponse

a I'azacitidine.
jii. Anomalies de TP53

L'impact des altérations génétiques de TP53 sur le devenir des patients traités par HMA pour un SMD
ou une LAM est controversé. Chez les patients atteints de LAM traités de facon conventionnelle par
chimiothérapie intensive®”?3” plus ou moins allogreffe de moelle?¥2%, |e statut TP53mut au méme
titre que les délétions du chromosome 17p conferent un pronostique péjoratif sur la réponse, la survie
sans rechute et la survie globale. Chez les patients jugés non éligibles pour une chimiothérapie
intensive, plusieurs études ont montré sur des cohortes de patients traités par agent hypométhylant
pour un SMD de haut risque ou une LAM, des taux de réponse équivalents voire supérieurs dans le

219220 o) les mutations/délétions de TP53 sont les plus

groupe de risque cytogénétique défavorable
nombreuses, suggérant un potentiel mécanisme d’action des agents hypométhylants indépendant de
TP53. Cette hypothese est sous-tendue par des données précliniques qui ont démontré sur des cellules
fibroblastiques et néoplasiques une efficacité supérieure de la décitabine sur les cellules TP537 versus
les cellules TP53wt, via I'induction d’une réponse apoptotique?*®?4!, Le concept d’hypersensibilité a
I"apoptose induite par I'absence de p53 est relativement ancien et préalablement a sa description avec

les agents hypomethylants, il avait été décrit en réponse au sels de platine?*?

, aux radiations par
UV243:24 et qux radiations y 2*°. Dans la cohorte de 213 patients atteints de SMD décrite par Bejar et
al®3, incluant 39 patients (18,3%) porteur d’une mutation de TP53, on ne retrouvait pas d’impact du
statut mutationnel de TP53 sur la réponse thérapeutique mais sur un impact péjoratif sur la survie
globale (HR 2,01; p = 0,002). Plus récemment, un essai clinique monocentrique?*® conduit par la
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Washington University School of Medicine a apporté des résultats contradictoires et décrit un lien
entre la détection d’une mutation de TP53 dans les LAM du sujet 4gé et la réponse a la décitabine
administrée selon un schéma intensifié de 20mg/m?/jour pendant 10 jours sur des cycles de 28. Le
critere d’évaluation était la réponse médullaire en fin de 1°" cycle défini par I'obtention au minimum
d’une clairance blastique médullaire quelle que soit la reconstitution hématologique. Cent seize
patients ont été évalués dans cette étude soit une cohorte initiale de 84 patients atteints de LAM ou
SMD nouvellement diagnostiqués et une cohorte d’extension de 32 patients incluant 24 LAM en
rechute aprées chimiothérapie intensive. Au total, 53 patients (46%) ont obtenu une réponse médullaire
apres le 1° cycle. Les taux de réponse étaient supérieurs dans le groupe de patients avec une
cytogénétique défavorable vs le groupe de risque cytogénétique intermédiaire ou favorable (29
patients/43 [67%)] vs 24 patients /71 [34%)], p<0.001) et chez les patients ayant une mutation de TP53
comparés aux patients TP53wt (21 patients sur 21[100%] vs 32 patients sur 78 [41%], p<0,001). Ces
résultats n’ont pas été confirmé par le séquencage d’un sous-groupe de 45 patients inclus dans un
essai de phase Il testant la décitabine a la dose de 135 mg/m? par cycle de 28 jours et I'impact des
mutations de TP53 n’a pas été évalué chez les patients atteints de LAM traités par azacytidine. Bien
que le critere de réponse utilisé par Welch et al (réponse médullaire en fin de 1°" cycle) soit discutable,
cette étude souléve plusieurs questions sur le choix thérapeutique a faire chez les LAM avec mutation
de TP53 jugée inéligible pour une chimiothérapie intensive : azacitidine versus décitabine ; dose

d’agent hypométhylant standard versus intensifiée.
e. Influence des profils de méthylation de I’ADN

Plusieurs groupes ont évalués si la réponse aux inhibiteurs de DNMT peut étre prédite par le niveau
pré-thérapeutique de méthylation a I'’échelle du promoteur d’un gene ou d’une famille de génes ou a
I’échelle globale de I’ADN. Les variations des profils de méthylation per-thérapeutique ont également

été corrélées a la réponse au traitement.

CDKN2B. La relation entre la réponse au traitement et le niveau de méthylation du gene suppresseur

5INK4B

de tumeur CDKN2B codant pour l'inhibiteur du cycle cellulaire p1 a été décrite dans plusieurs

étU d 85247_249

, apportant des résultats parfois contradictoires. Certaines études comme celle de Fandy
et al.?¥’, portant sur 30 patients atteints de SMD et LAM n’ont pas réussi 8 mettre en évidence in vivo
de lien entre le profil de méthylation des promoteurs de quatre genes sélectionnés pour leur profil de
méthylation élevé dans les SMD et/ou LAM et leur potentiel biologique: p15/NK4B (inhibiteur de CDK),
CDH-1 (molécule d’adhésion), SOCS-1 (signalement cytokinique), and DAPK-1 (apoptose). La variation
du profil de méthylation de ces génes en cours de traitement n’était pas non plus corrélée a la réponse.
D’autres études comme celle de Raj et al?®®, ont soutenu qu’un plus faible niveau pré-thérapeutique

de méthylation du promoteur de CDKN2B était corrélé a une meilleure réponse. Ce résultat n’était pas
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confirmé par Gore et al**° qui montrait chez 6 patients répondeurs a I’azacitidine sur 6, la réversion du
profil hyperméthylé de CDKN2B au cours du premier cycle versus aucune réversion chez les 6 patients
non répondeurs. Ces résultats tres hétérogenes peuvent s’expliquer par I’hétérogénéité des méthodes
utilisées pour la mesure de la méthylation de I’ADN, des schémas thérapeutiques utilisés et des

populations étudiées.

BCL2L10. Le degré de méthylation du géne BCL2L10 membre de la famille de des protéines anti-
apoptotique BCL-2, mesuré avant traitement dans deux cohortes de 38 et 27 patients atteints de SMD
de haut risque, a été corrélé négativement a la réponse a I'azacitidine et associé a une survie globale
plus courte chez les patients ayant un taux de méthylation de BCL2L10 >50%%%. A I'inverse une autre
étude a montré que les patients résistants a I'azacitidine avaient un taux plus important de cellules
exprimant BCL2L10 dans la moelle osseuse et qu’une faible expression de BCL2L10 prédisait une

meilleure survie globale?*.,

Profil de méthylation multigénique. Pour tenter d’identifier des profils de méthylation aberrants sur
de multiples locus, Shen et al*®? ont étudié le degré de méthylation de 24 génes candidats dans une
premiere cohorte de 89 patients traités par décitabine dans le cadre d’un essai de phase Ill. Sur cette
cohorte d’entrainement le taux de méthylation déterminé par séquencage bisulphite allait de 7% a
70% et permettait la description d’un z-score de méthylation avant traitement, calculé sur 10 génes
hyperméthylés. Ce z-score était inversement corrélé a la survie sans progression et la survie sans
rechute sur deux cohortes de validation indépendantes de 75 et 153 patients. La variation du z-score
en cours de traitement par décitabine était significativement plus forte comparée a celle observée
dans une cohorte de patients traités par soins de support seuls (-11,2% vs +20,1%, respectivement,
p=0,04). Si la variation du z-score de méthylation sous traitement était bien corrélée avec la réponse
thérapeutique, ce score de méthylation avant traitement ne permettait pas de prédire la réponse

thérapeutique.

Profil global de methylation de ’ADN. Une autre approche a été d’examiner le statut de méthylation
de séquences répétitives d’ADN pendant le traitement, qui correspond a un marqueur indépendant de
la présence de cellules leucémiques. Les long interspersed nuclear elements (LINE-1) correspondent a
des séquences répétitives d’ADN non codantes décrites comme un proxy du degré global de
méthylation de I’ADN. Plusieurs études ont montré in vivo des variations du degré de méthylation de
LINE1 pendant les premiers cycles d’agent hypométhylant, mais aucune n’a démontré d’impact
pronostique de ce marqueur¥:%32% Avec 'avénement des technologies de séquencage a haut débit,
d’autres études plus récentes ont poursuivi ces recherches utilisant une approche pangénomique par
methyl-cap sequencing. A partir d’'une cohorte de 16 patients traités par décitabine pour une LAM,

|255

Yan et al*> ont montré une tendance pour un plus haut niveau de méthylation au diagnostic et une
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plus forte diminution de cette méthylation chez les patients répondeurs a la décitabine. Cette
tendance n’était pas confirmée par I’étude de Welch et al?* qui avait évalué les méthylomes (lllumina
Human Methylation 450 Bead Chip) de 84 patients LAM ou MDS traités par Decitabine a forte dose,
sans parvenir a distinguer un profil de méthylation ou de variation de méthylation chez les patients

répondeurs.

Au final, peu d’études évaluant les profils de méthylation de patients atteints d’hémopathies
myéloides traitées par HMA se sont révélées positives et/ou reproductibles. L’analyse seule de la
méthylation des promoteurs de génes suppresseurs de tumeur est probablement une approche trop
restrictive et a I'avenir I'analyse des méthylomes devra également étre corrélée aux génotypes des

patients sur les génes clés de la méthylation de ’ADN comme TET2, IDH1/2, DNMT3A?%,
f. Influence de I'expression des genes

Amplification de DNMT3B. L’hyperexpression de 'ARNm de DNMT3B et de sa protéine est décrite

|257

dans les LAM. Niederwieser et al*>’ ont démontré que cette hyperexpression était associée a un

devenir défavorable sur une cohorte de 210 patients LAM de novo de plus de 60 ans traités par

258

chimiothérapie intensive. Si des données in vitro®® suggérent également un impact négatif sur la

réponse de lignées cellulaires aux agents hypométhylants, cet effet n’a jamais été testé in vivo.

CJUN et CMYB. La faible expression des proto-oncogénes CJUN et CMYB a été décrite par Braun et
al?®® comme un potentiel biomarqueur associé a une meilleure survie globale dans une cohorte de 36
patients atteints de LMMC traités par décitabine. L’hyperexpression de cJUN est associée a la

259 ot dans I’étude de Braun et al, on notait une diminution de I'expression

différentiation monocytaire
de cJUN dans les monocytes des patients répondeurs. Dans cette série, I'hyperexpression de CMYB

récurrente dans les LAM?%, était également associée a une diminution de la survie globale??,

Expression de Fas. La répression d’expression de la protéine pro-apoptotique Fas en lien avec
I'hyperméthylation du promoteur de FAS/TNFRSF6/APO1 est décrite dans les hémopathies
méyloides?®®, Ettou et al, ont évalué par cytométrie en flux I’expression de Fas au diagnostic chez 169
patients SMD et LAM et ont montré une corrélation positive avec la réponse a I'azacitidine, qui était

liée a une augmentation d’expression de Fas?®2,

miR-29b. Les microARNs (miRNAs) sont des séquences d’ARN non codantes qui participent a la
régulation de I’expression des genes en ciblant certains ARN messagers. miR-29b est impliqué dans la
régulation de la méthylation de I’ADN en ciblant les trois enzymes DNMT?%32%4 Dans un essai de phase
Il testant la décitabine sur 10 jours chez 53 patients atteints de LAM, Blum et al?®® ont corrélé chez les
33 patients évaluables, le haut niveau d’expression de miR-29b avant traitement et la réponse

thérapeutique (p=0,02). Le niveau d’expression de miR-29b n’était pas corrélé avec celui des DNMT.
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PARTIE Il — PROBLEMATIQUE ET PROJET DE THESE
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Les patients agés atteints de LAM représentent une population hétérogene au pronostic tres
défavorable. Le développement de I'azacitidine comme traitement de faible intensité proposé aux
patients jugés inéligible pour une chimiothérapie intensive a représenté un progrés et |'azacitidine
constitue désormais le bras de référence le plus fréquemment utilisé dans les essais randomisés
ouverts pour cette population non éligible pour une chimiothérapie conventionnelle. Néanmoins le
choix entre une approche intensive et un traitement de faible intensité par agent hypométhylant reste
controversé en particulier pour les patients jugés physiquement aptes a recevoir une chimiothérapie
mais dont les caractéristiques de la maladie laissent entrevoir un haut niveau de chimiorésistance et
pour les patients avec un risque génétique intermédiaire ou favorable mais dont I'aptitude a recevoir

une chimiothérapie est incertaine.

A l'initiation de ce projet de thése I’azacitidine n’avait pas encore d’AMM pour les LAM ayant un taux
de blastes > 30% dans la moelle osseuse, ce qui a justifié la réalisation d’une étude rétrospective de
vie réelle sur les patients du réseau de cancérologie Oncomip au sein duquel cette thérapeutique était
largement utilisée quel que soit le pourcentage de blastes médullaire dés 2008. Une importante
variation des pratiques est connue, sans avoir jamais été spécifiquement étudiée. L’absence de
biomarqueur moléculaire prédictif du devenir des patients majore I'incertitude quant a la stratégie
optimale a proposer a un patient donné. Dans ce contexte nous avons mené une étude en lien avec
des spécialistes en sciences comportementales et en épidémiologie sociale afin de caractériser les
déterminants de ces variations liées au praticiens et en particulier leurs attitudes vis-a-vis du risque et

de l'incertitude.

Le géne TP53 fréquemment altéré dans les LAM du sujet agé est I'objet d’une controverse quant a une
possible utilisation comme biomarqueur prédictif du devenir des patients sous HMA. Son impact
péjoratif dans les LAM traitées intensivement est bien connu. Récemment un essai prospectif
monocentrique a montré une association des mutations de TP53 avec un meilleur taux de réponse
sous décitabine. Son impact pronostique dans les LAM traitées par azacitidine n’a jamais été
spécifiqguement évalué. De plus toutes les mutations de TP53 n’ont pas le méme impact fonctionnel,
certaines étant des mutations perte de fonction, et d’autres gain de fonction. La caractérisation
fonctionnelle des mutants de p53 a permis la description de classifications pronostiques dans certains
cancers solides. Ces classifications n’ont jamais été évaluées dans les LAM et il n’est pas établi si les

LAM avec mutations de TP53 représentent une entité homogene.

Enfin si les progrés des techniques de séquencage de nouvelle génération ont permis une meilleure
caractérisation des LAM dans différents contextes thérapeutiques, la plupart de ces études s’appuient
sur des connaissances préalables sur le modeéle du géne candidat. Les mécanismes d’actions des HMA
étant imparfaitement connus, il est possible que ce type d’étude ne soient pas compléetement adaptés
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a la recherche de biomarqueur prédictif dans ce contexte. Nous avons congu un plan expérimental
original ne se fondant pas sur des hypothéses mais basé sur la comparaison d’exomes entiers de
patients bons et mauvais répondeurs (phénotypes extrémes) a I'azacitidine pour tenter d’identifier de

nouveaux marqueurs.
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QUESTIONS ABORDEES EXPERIMENTALEMENT
DANS CE MANUSCRIT

Projet de these

Le choix thérapeutique dans le cadre des LAM du sujet 4gé, entre traitement intensif
et traitement de faible intensité par agent hypométhylant, soulévent plusieurs

guestions que nous abordons expérimentalement dans ce manuscrit :

1. Les résultats en vie réelle de I'azacitidine permettent-ils d’identifier des marqueurs
disponibles en routine prédisant la réponse et/ou la survie des patients? La
comparaison avec une cohorte appariée de patients traités par chimiothérapie

intensive démontre-t-elle la supériorité d’une stratégie sur I'autre ? (Article #1, p.64)

2. Une variation des pratiques médicales entre traitement intensif et semi-intensif est
connue, sous-tendue par l'importante incertitude concernant la stratégie de
traitement optimale pour un patient donné atteint de LAM du sujet agé. Les
déterminants de ces variations liés au praticien lui-méme n’ont jamais été explorées.
Les caractéristiques comportementales des praticiens et en particulier leur attitude
vis-a-vis de l'incertitude ont-elles un impact sur leurs choix thérapeutiques, ce qui
constituerait un argument supplémentaire pour la description de biomarqueurs

guidant un choix rationnel entre ces options ? (Article #2, p91)

3. Les mutations de TP53 ont récemment été décrites comme prédictives de la
réponse a la décitabine sur une cohorte de 116 patients atteints de MDS et LAM. Quel
est I'impact de ces mutations chez les patients traités par azacitidine? La
caractérisation fonctionnelle des mutations de TP53 permet-elle d’identifier un sous-
groupe de patients mutés pour TP53 qui auraient un meilleur devenir ? (Article #3,

p111)

4. La comparaison des séquencgages d’exomes complets de patients atteints de LAM,
bon et mauvais répondeurs a l'azacitidine, permet-elle d’identifier de nouveaux

marqueurs prédictifs du devenir de ces patients ? (Article #4, p129)
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PARTIE Ill - RESULTATS
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Article 1. Intensive chemotherapy, azacitidine, or supportive care in older acute
myeloid leukemia patients: an analysis from a regional healthcare network.

Bories P, Bertoli S, Bérard E, Laurent J, Duchayne E, Sarry A, Delabesse E, Beyne-Rauzy O, Huguet
F, Récher C.

American Journal of Hematology 2014 Dec;89(12) : E244-52

L'azacitidine a obtenu en 2008 une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour les patients atteints
de LAM non éligibles pour une allogreffe de moelle osseuse, ayant un taux de blastes médullaires entre
20 et 30%. Cette AMM a été étendue en 2015 a tous les patients non éligibles pour une allogreffe de
moelle quel que soit le pourcentage de blastes médullaires. Entre 2008 et 2015, de nombreux centres
ont utilisé cette molécule hors AMM pour les patients jugés inéligibles pour une chimiothérapie
intensive, avant que les résultats de I'essai de phase Ill AZA-AML-001 randomisant |’azacitidine contre
les traitements conventionnels ne soient disponibles pour les patients ayant un taux de blastes >30%.
Sur la période entre 2007 et 2010 nous avons évalué la distribution des traitements administrés
(chimiothérapie intensive, azacitidine et soins de support exclusifs) a une cohorte de 334 patients
atteint de LAM nouvellement diagnostiquée dans le cadre du réseau de cancérologie Oncomip.
L'originalité de cette étude repose sur la description de toutes les thérapeutiques proposées a une
population hétérogéne de patients dans une approche de vraie vie a I'échelle populationnelle de I'ex-
région Midi-Pyrénées. Les étapes de la décision thérapeutique pour les LAM du sujet 4ge dans le cadre
de la réunion de concertation pluridisciplinaire des leucémies aigués Oncomip sont décrites. Parmi les
334 patients recensés, 115 étaient traités par chimiothérapie intensive (34%), 95 par azacitidine
(28,4%) et 114 par les meilleurs soins de support (34,1%). Nous décrivons le devenir en termes de
réponse et de survie globale, et les facteurs pronostiques pour la réponse et la survie dans chacun de
ces 3 groupes. Pour tenter de comprendre le positionnement et les résultats de I'azacitidine vis-a-vis
de la chimiothérapie intensive et des soins de support, nous avons ensuite effectué un appariement
par la méthode du score de propension. Ces données issues de la pratique courante sont
complémentaires des essais cliniques randomisés qui incluent des patients sélectionnés sur des

criteres trés stricts souvent peu représentatifs de la vie réelle.
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Abstract

We assessed in a French regional healthcare nethverttistribution of treatments, prognostic factors
and outcome of 334 newly diagnosed acute myeloikidlmia patients aged 60 years or older over a 4-
year period of time (2007-2010). Patients werecsetein daily practice for intensive chemotherapy
(n=115), azacitidine (n=95) or best supportive cgrel24). In these three groups, median overall
survival was 18.9, 11.3 and 1.8 months, respegtival the azacitidine group, multivariate analysis
showed that overall survival was negatively impddtg higher age (p=0.010 for one unit increase),
unfavorable cytogenetics (p=0.001), lymphocyte toen0.5 G/L (p=0.015) and higher lactate
dehydrogenase level (p=0.005 for one unit increasfe) compared the survival of patients treated by
azacitidineversusintensive chemotherapy and best supportive cang tisne-dependent analysis and
propensity score matching. Patients treated byngine chemotherapy had a better overall survival
compared tdhose treated by azacitidine from 6 months aftaguosis, whereas patients treated by
azacitidine had a better overall survival compdpethose treated by best supportive care from 1 day
after diagnosis. This study of “real life” practiskows that there is a room for low intensive thers

such as azacitidine in selected elderly acute nyé&okemia patients.

Introduction

In acute myeloid leukemia (AML) patients over tlge af 60 years, the combination of host factors
making cytotoxic agents poorly tolerated and diséastors making chemotherapy less efficient causes
a global poor prognosfs Intensive chemotherapy, low-dose cytarabine (LDAGd best supportive
care summarized conventional care regimen in thttng 2. Intensive chemotherapy is the only
potential curative option, but is reserved to hygtglected patients and has perfectible results &ve
this population, as evidenced by long-term surviedé below 15-209%3 For patients unlikely to
benefit from standard induction therapy, LDAC offer low complete response rate and virtually no
patient alive at two years underlying the need fowel low intensity therapiés Among them,
hypomethylating agents such as azacitidine or aeicie have become first line reference treatments f

high-risk myelodysplastic syndrome including patsewith bone marrow blasts between 20 and 30%
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now best classified as AML in the 2008 WHO classifiion. In the AZA-001 phase Il study, azacitidine
improved outcome in patients with myelodysplastymdsome compared with conventional care
regimens in all cytogenetic grodp3 reatment with azacitidine, unlike treatment WitbAC, was also
beneficial for patients achieving only an incomel¢CRi, CRp) or partial remission (PR) as best
response. In a subsequent analysis of this stgdydag only patients with AML having 20-30% bone
marrow blasts, the median OS with azacitidine wa$ tonths versus 16 months in the conventional
care regimen grolipeven though only 16 patients were randomized éetvazacitidine and intensive
chemotherapy. Recently, a compilation of two protige phase Il studies evaluating epigenetic
therapies in newly diagnosed older AML has showmmarable results with hypomethylating agents
over historical cohort of patients treated witteimtive chemotherapyT aken together these studies tend
to allocate a place for hypomethylating agentddeiopatients with AML considered unfit for intewsi
chemotherapy irrespective of the bone marrow lgastentage, but the identification of patients gein
the most likely to benefit from frontline hypomelatng agents is still a critical issue. Moreoveow
patients are selected for intensive chemotheragyydged “fit for chemo”) or hypomethylating agents
remains matter of debate, although regarding imtenshemotherapy, scoring systems have been
proposed to rationalize the clinical decision-mgki. It is also noteworthy that most studies dealing
with hypomethylating agents and intensive chemaityerdo not report the selection criteria and
outcome of AML patients for which no specific tne@nt has been proposed (the so-called “best

supportive care”}+12

Here we report the distribution of treatments, piagiic factors and outcome of 334 older newly
diagnosed AML patients selected in daily practioe ihtensive chemotherapy, azacitidine or best
supportive care within a French regional healthoatevork over a 4-year period of time (2007-2010).
The first aim was to compare overall survival iteimsive chemotherapy and azacitidine groups. We

also compared overall survival in best supportae@nd azacitidine groups.
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Methods

Study Population

The oncology healthcare network of the Midi Pyrenegion (ONCOMIP) located in the south west of
France covers 2.9 million inhabitants, includingmillion inhabitants aged 60 years or more. Ritie
are referred by personal physicians, primary cangers or directly in the Leukemia unit of the Tauge
University Hospital (TUH)%. Data are centralized at the University Hospital aecorded each week

according to guidelines from the Oncomip netwdnitd://www.oncomip.or)y Patients yielded written

inform consent allowing the collection of persoméhical and biological data in an anonymized
database in accordance to the declaration of Helsill registered patients aged 60y or older
diagnosed with an untreated non-M3 AML from J&n2007 to Dec 312010 were included in this

study.

Patients previously treated with hypomethylatingraigfor myelodysplastic syndrome (MDS) that
preceded the AML were not included. This study a@sroved by the institutional review board (n° 21-
0314). Clinical data encompass demography, perfloceatatus, concomitant iliness, history of cancer
and previous cytotoxic therapy, antecedent of MDb®&yeloproliferative neoplasm. Whenever possible
prognosis scoring using modified Charlson comotpidcoring system was perforntédBiological
data included biochemistry, blood and bone marrelveount, cytogenetics and molecular genetics
(NPM1,andFLT3 mutational status when available). Cytogenetic posgs was defined according to
the refined British MRC classificatiéh Favorable genotype was definedNBM1 mutation in the
absence ofFLT3-ITD. Based on initial characteristics such as whiteodl cell count (WBC),
cytogenetics, age, secondary AML, performance siatal comorbidities, the therapeutic decision was
proposed by three leukemia specialists (FH, OBRGRY Briefly, the first issue was to judge if @atis
could benefit from intensive chemotherapy (ICT)ndft, the second issue was to determine if patients
could benefit from azacitidine (regardless of tbedmarrow blast percentage) with a special atenti
paid to proliferative AML since high WBC was alrgadkscribed as a poor prognostic factor in patients
treated by azacitidiné®'® In our center, patients with good performanceustaintermediate or

favorable karyotype, 75y or younger and limited oobidities are generally selected for ICT whereas
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patients older than 80y with high WBC or comorhéatitare selected for best supportive care (BSC).

The flow chart of patients is shown in figure 1.

Treatments

Azacitidine was administered subcutaneously withio schedules: 75 mg/m2/d for 7 days of every 28-
day cycle or a less intensive schedule (75 mg/nfad)s days of every 28-day cycle in patients
considered too frail to receive the 7-day schedéeacitidine was administered until disease
progression, unacceptable toxicity, or patientslenito withdraw. Patients could receive growthdex
(Erythropoiesis Stimulating Agent [ESA] or Granufte Colony Stimulating Factor [G-CSF]) at the
physician discretion. Chemotherapy regimens admeirdd to patients of the ICT group have been
detailed elsewhet&!® Patients in the best supportive care (BSC) groeqeived blood product
transfusions, antimicrobial agents and hydroxysigticient to keep WBC below 50 G/L. All patients
treated by ICT were admitted at the TUH. In thecitiine group, 43 patients (45.3%) were diagnosed
at the TUH whereas 52 patients (54.7%) were diagph@s primary centers among whom 40 (42.1%)
subsequently seen by a leukemia specialist atlthé for decision-making. Overall, 41 (43.2%) and 54

(56.8%) patients received azacitidine at the TUlgronary centers, respectively.

Assessment of safety and efficacy

Adverse events were graded according to the NdtiGaacer Institute Common Toxicity Criteria
(version 4.0; National Cancer Institute, Betheddd). Early death was defined as death occurring
during the first 60 days after diagnosis. The respowas assessed according to the International
Working Group (IWG) on AML®. BM assessment in patients treated with ICT wafopeed after
blood recovery or in case of delayed recovery bebwday 35 to 45. In the azacitidine group, BM
aspiration was carried out after 3 to 6 cyclesreatiment. Patient harboring a stable or a progressi
disease were classified as failure following AML &Sbn criteria. In patient with stable disease,
hematological improvement (HI) either on erythraidutrophil or platelet lineage (HI-E, HI-N and HI-
P, respectively) was assessed according to the RO@B-MDS response criteri&. Disease-free

survival was defined as the time from remissioruo@nce to relapse, death from any cause or tlee dat
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of last contact, event-free survival was definethagime from diagnosis to failure, relapse, déatm
any cause or the date of last contact and ovenali&l was defined as the time from diagnosisdatt

from any cause dhe date of last contact. For patients receivin@ Bshly overall survival was assessed.

Statistical analysis

Before doing any analysis, we assessed the povtbeaftudy for the assessment of the first objectiv
154 deaths (76 treated by azacitidine and 78 by) i@®dvide a power greater than 80% to detect a
Hazard Ratio (HR) of death > 1.5 (for azacitidiregsus ICT) with two sided type 1 error rate of 5%
(a=0.05) for the comparison of two exponential suabidistributions??. Statistical analysis was
performed on STATA statistical software, release2 IISTATA Corp., College Station, TXWe
described patients’ characteristics using numbdrfeeguency for qualitative data, and median, inter
quartile range (IQR) and range (minimum-maximunt) doantitative data. Comparisons of patient
characteristics were performed using Student'sstt-fer Mann-Whitney's test when distribution
departed from normality or when homoscedasticitg vegected) for continuous variable and hdest

(or Fisher’s exact test in case of small expectadbers) for categorical variable. In case of midtip
comparisons (azacitidine versus ICT and azacitidiassus BSC), p-values were corrected using
Bonferroni method. In each subgroup of patientacgizline, ICT and BSC) differences in response
rate and early death were compared between graipg thex>-test (or Fisher's exact test in case of
small expected numbers); differences in survivaicfions were tested using the Log-Rank test.
Independent prognostic factors for response ind@d azacitidine groups were assessed using aitogist
regression model. Independent prognostic factar€fe in azacitidine, ICT and BSC groups, were
assessed using a Cox model. Variables initiallsoghiced in the model were all variables associated
with response or OS in univariate analysis withwajue < 0.20. A backward analysis was then applied
until only variables significantly and independgraissociated with response or OS (p-value < 0.05)
remained. The proportional-hazard assumption wstedeor each covariate of the Cox model by the
“log-log” plot method curves ((-In{-In(survival)}),for each category of nominal covariates.
In(analysis time)) and was always met. When thealiity hypothesis was not respected, continuous

variables were transformed into ordered data. dicteyns between independent covariates were tested

57



in final models. Comparing OS with azacitidine ICT (or with azacitidiness. BSC), the Log-Rank
test was used in univariate analysis and multit@aaalysis was initially conducted using a Cox elod
taking into account the starting date of the treattnSince the proportional-hazard assumption was n
respected for treatments, we finally used a RoyatahParmar survival mod&l Covariates were all
variables associated with OS in azacitidine an@®rsubgroup (or in azacitidine and/or BSC subgjoup
in univariate analysis with a p-value < 0.20 whmaéned significantly and independently associated
with OS (p-value < 0.05) after a backward analyBsbetter appreciate the impact of azacitidivee (
ICT or BSC) on OS, we used the propensity scordoatip more extensively take into account potential
baseline differences between azacitidine and ICB&C) subjects. A multivariate logistic regression
model was generated to estimate for each patipnb@ensity score to receive azacitidins.(CT or
BSC). Covariates were all variables known to be@ased with azacitidinev6.1CT or BSC) in clinical
practice (age, performance status, WBC, cytogeneticd prior cancer history) that remained
significantly and independently associated withcéitiine (p-value < 0.05) after a backward analysis
The performance of the model was appreciated vighyt-Hosmer-Lemeshow statistic and the C-
statistic. The propensity score was used to matbjests treated with azacitidine with subjectstizda
with ICT (or BSC) and OS was compared between tidaw and ICT (or BSC) in the subgroups of
propensity score matched subjects using a RoystdrParmar survival model. All reported p-values

were two-sided and the significance threshold wa05.

Results

Patients and treatments

From Jan T 2007 to Dec 312010, 385 patients were diagnosed with a non-M3LAMthin the
ONCOMIP Oncology Network, which represents in tage category a mean annual incidence rate of
13.4 cases per 1thhabitants. Fifty-one patients were excluded fthmanalysis because of early death
occurring before therapy decision in 20 patientsnissing data in 31 patients. Thus, 334 patients
(86.7%) were evaluable including 115 patients geawith ICT (34.4%), 95 patients treated with
azacitidine (28.4%) and 124 patients treated wilCE37.1%) (Figure 1). The median follow-up was

35 months. During the period of the study, the dditelder AML patients treated with a non-palliaiv
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strategy has increased from 48.2% to 75.0%. Thpgption of patients treated with azacitidine has
increased from 5.4% to 40.9% and conversely, tteeahpatients receiving BSC has decreased from
51.8% to 25.0% (Supplementary figure 1). The charatics of the three populations are summarized
in Table I. Briefly, overall median age was 75 ye@d€CT, 68 years; azacitidine, 76 years and BSG 80
years; p<0.001). Twenty percent of the entire pafah had prior history of MDS (ICT 6.7%,
azacitidine 29.5%, and BSC 25%; p<0.01 for azadoidigs. ICT and p=0.017 for azacitidine vs. BSC),
median WBC was 4.25 G/L (ICT 9.5 G/L, azacitiding /L and BSC 5.3 G/L, p<0.001) and
cytogenetics were adverse in 28.4% (ICT 17.4%, iadane 45.3% and BSC 25.8%, p<0.001 for
azacitidinevs.ICT and p=1 for azacitidines.BSC). There were no significant differences betwiben
ICT and azacitidine groups in terms of comorbiditiead Charlson scoring (Supplementary table I). The
median time from diagnosis to initiation of azatite was 28 days (range 1 to 234) and patients have
received a median number of 6 cycles (range 1)}¢T3ble Il). Azacitidine was administered using th
standard 7-day scheme in 79 patients (83.2%) ang tise less intensive 5-day scheme in 16 patients
(16.8%). During azacitidine treatment, 11 patigiits.6%) received ESA only, 13 patients (13.7%)
received G-CSF only, and 15 patients (15.8%) reckhoth ESA and G-CSF. Of the 115 patients in
the ICT arm, 106 patients (92.2%) received an itidoowith idarubicin and cytarabine, 73 of them

receiving CCNU as a third agent (63.5%).

Outcome of the entire cohort

Early death occurred in 89 patients (26.6%), maimihgerved in the BSC group, due to disease
progression in 66 patients (74.2%) and infectio® patients (10.1%). Ninety-six patients (28.7%J)éa
reached CR or CRi. The median OS was 7 months &eadi30S was 18% (Supplementary Figure 2A).

Overall, 23 patients have been lost to follow-up 0P them being in the BSC group.

Outcome of patients treated with frontline azacitidne

Among the 95 patients treated with azacitidine)yedeath occurred in 11 patients (11.6%) as a
consequence of disease progression in eight c&geg%) or infection in three cases (27.3%). We

identified 56 patients (59%) requiring hospitaliaatfor infection (median number of hospitalization
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per patient, 1; range 1 to 7). From the 79 patiesits received the 7-day scheme, a dose reductisn wa
applied in 19 patients due to grade I1l/IV hemagatal toxicity in seven patients (36.8%), gradéW|
non-hematological toxicity in four patients (21.1%#)d as maintenance therapy in 7 (36.8%) patients.
Overall response rate (CR + CRi) was 18.9% andduitional patients (6.3%) achieved partial respons
(PR) (Table III). Twenty-four patients (25.3%) ddied as failure with AML criteria experienced rogj
hematological improvement on at least one lineagdyding seven patients who have normalized their
peripheral blood count but were not evaluated Bithaspiration. Median number of cycles was 3 (IQR
2-3) and 4.5 (IQR 3-6) before first or best respof@@R, CRi or PR), respectively. Univariate anaysi
of factors influencing response to azacitidine sbdwhat age < 80 years (p=0.035), intermediate
cytogenetics (p=0.028) and use of G-CSF (p=0.048)dpositive impact on response, the latter two
remaining significant in multivariate analygSupplementary Table IlI). Of the 18 CR/CRi patsent
(median follow-up, 30 months; IQR, 22-33), 13 rakagh or died, median DFS being 17.3 months (IQR,
9.3-21.7). None of these relapsed patients recéVEds salvage therapy. Only two patients refigcto
to azacitidine were salvaged with ICT. Median O8hwzacitidine was 11.3 months (IQR, 5.2-28.5)
(Figure 2A) and was negatively impacted in multiggr analysis by higher age (95% Confidence
Interval, 1.01-1.10, HR 1.05 for one year incre@s#).010), adverse cytogenetics (95% Cl, 1.44-4.49,
HR 2.55, p=0.001), lymphocyte count < 0.5 G/L aigtiosis (95% CI, 1.19-5.26, HR 2.5, p=0.015) and
higher LDH level (95% CI, 1.0002-1.0012, HR 1.0G67 one unit increase, p=0.005) (Table IV and

Figure 2B-E).

Outcome of patients treated with intensive chemothrapy

Among the 115 patients treated by ICT, early deatturred in 18 (15.7%). Overall response (CR+CRi)
was documented in 78 patients (67.8%) (Table Tie only factor that positively influenced response
to ICT in multivariate analysis wake novostatus of AML (95% CI, 1.89-14.28, OR 5, p=0.0043.

post-remission treatment, ten patients (8.7%) umeletr allogeneic-stem cell transplantation, seven
received intermediate or high dose cytarabine (2 oycles), and 57 received maintenance therapy.
With a median follow-up of 36 months (IQR, 23-5@9, patients relapsed (53.8%), the median DFS

being 16.5 months (IQR, 8.3-53.9). Median OS wa8 t®nths (IQR, 5.0-45.9) (Supplementary Figure
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2B). Univariate analyses showed that age < 80 ydamsovoAML status, WBC < 30 G/L, no infection
at diagnosis, and non-adverse cytogenetics pdsitivpacted OS, while only age (95% CI, 0.04-0.47,
HR 0.13, p=0.002) ande novoAML (95% ClI, 0.20-0.64, HR 0.36, p<0.001) remairsgghnificant in

multivariate analysis.

Outcome of patients receiving best supportive carenly

In this group, early death occurred in 60 patientsof 124 (48.4%). With patients lost to follow-up

censored as survivors at the last follow-up, med&hin this group was 1.8 months (IQR, 0.7-4.1)
(Supplementary Figure 2C). In multivariate analyplatelet count lower than 50 G/L at diagnosis was
the only factor that significantly impacted earlgath (95% ClI, 1.35-8.3, OR 3.33, p=0.009) and OS

(95% ClI, 1.14-2.86, HR 1.78, p=0.012).

Overall survival comparison between ICT and azacitline arms

When comparing OS in ICT and azacitidine groupsyarate analysis showed a time-dependent
survival advantage for ICT, which was significartrfi 3 months after diagnosis (Figure 3A and 3B).
After adjustment, OS was significantly better al@f from 6.5 months after diagnosis compared to
azacitidine (Figure 3C). The propensity score tenes azacitidineus.ICT) included age (<70s.>70
years), AML status (de nowss.secondary), BM blasts (0-19%, 20-29%, 30-49%>ab0%), platelets
count (< 100 G/lvs.> 100 G/L) and cytogenetics (intermediaeadverse) and was assessed for 188
patients (azacitidine, n=88; ICT, n=100). The distiz for the logistic regression model assessiay
propensity score was 0.94 (95% CI: 0.90-0.97) &edst-Hosmer-Lemeshow statistic reached 0.81.
Mean propensity score was 0.1905 (+0.2359) in 16d @ 7835 (+0.2615) in azacitidine. According to
propensity score, 26 patients of the ICT group weatched with 26 patients of the azacitidine group
(25 with a precision of 0.0001 and the last wighecision of 0.1). Mean propensity score was edginia

in both treatment groups (0.4884 + 0.2592) in theamed sample. In this subgroup of 52 patients
matched for propensity score, OS was significdmiyer in the ICT group from 6 months after diagsos

as compared to azacitidine (Figure 3D).
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Overall survival comparison between azacitidine and8SC

BSC and azacitidine OS comparison in univariatdyarsashowed a time-dependent survival advantage
for azacitidine, which was significant from 2 dafer diagnosis (Figure 4A and 4B). After adjustimen
OS was significantly better for azacitidine fromeatay after diagnosis compared to BSC (Figure 4C).
The propensity score to receive azacitidinge BSC) included age (60-69, 70-79 arf80 years) and
WBC count (< 10 G/lvs.> 10 G/L) and was assessed for 193 patients (adineitin=95; BSC, n=98).
The c-statistic for the logistic regression modsdessing the propensity score was 0.70 [95% C3-0.6
0.77] and thei>-Hosmer-Lemeshow statistic reached 0.70. Mean misifyescore was 0.4218 (+0.1920)
and 0.5649 (£0.1590) in BSC and azacitidine growgspectively. According to propensity score, 66
patients of the BSC group were matched with 66epédiof the azacitidine group (64 with a precision
of 0.0001 and two with a precision of 0.1). Meaogansity score was equivalent in both groups (%509
+ 0.1599) in the matched sample. In this subgrduBa patients matched for propensity score, OS was
significantly better in the azacitidine group frame day after diagnosis as compared to BSC (Figure

4D).

Discussion

We described a cohort of unselected newly diagnéséld patients aged 60 or older treated with three
different approaches over a 4-year period of tima cancer healthcare network. The overview of this
unselected cohort allowed us to identify threeiniistpopulations of patients according to the tresit
assigned in daily practice. The intensive chemaitergroup included the “youngest” patients with
proliferative, de novo AML and non-adverse cytogenetics whereas the 4ldgatients with
proliferative AML were in the BSC group. In betweéme azacitidine group included patients with low
WBC count, secondary AML and adverse cytogenetitsrestingly, we did not observe any difference
in terms of performance status or comorbiditieswikeen patients having received intensive
chemotherapy or azacitidine. For these two grothmes,main decision-making criteria used for the
selection of patients in routine were WBC coung,@§ML status and cytogenetics. Only two patients
treated with azacitidine.é. considered initially not likely to benefit fromtensive treatments) received

intensive chemotherapy as salvage therapy afteitatae failure, which remains lower than the 10%
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rescue rate with intensive chemotherapy after deicie failure reported in the DACO-16 trfal This
finding, meaning that a patient “judged unfit” fiatensive chemotherapy at diagnosis remains uhfit a
the time of azacitidine failure, underlines theuaecy of patient selection for low intensive thegrap.
intensive chemotherapy. Conversely, we much matenabffered azacitidine in patients who failed
intensive chemotherapy as 19 patients having faileehsive chemotherapy received azacitidine as
salvage therapy in our serid®degarding the BSC group compared to the azacitiginap, the main
differences concerned age and WBC count. Integigtie observed that the gradual introduction of
azacitidine as frontline therapy during the stugyiqud led to slightly reduce the number of patients
treated by intensive chemotherapy while the progorbf patients with BSC more significantly
decreased. Thus, the advent of low intensive tlyesaph as azacitidine in older AML patients is of
importance, since this approach may constitutesaamildle path that can be proposed to patients who
would have been previously treated with intensivencotherapy even though their predictable outcome
was poor or alternatively, with BSC even thoughirtleharacteristics would have allowed a non-
palliative low intensive therapy. Indeed, unlikeyious report from Pulsoni et al., who did not fardy
survival difference between aggressive and nonesggre therapy in 1005 older AML patients recorded
in a national registry, our study shows a cleavisat stratification between intensive, low-intevesi

and supportive treatment, with median OS of 18193 &nd 1.8 months, respectivély

Although the superiority of azacitidine over contienal care regimens has been shown in patients wit
20-30% bone marrow blasts, limited data are cuyrenailable in patients with more than 30% bone
marrow blast$ 2% Of note the 11.3 months median OS in patiengteécbwith azacitidine in our cohort
compares favorably with other series dealing withdmethylating agenfst®24 Moreover, reminiscent

of the results of the AZA-001 study in myelodysfilasyndromes, we observed that not only AML
patients having achieved CR but also PR or everhétl, an improved survival compared to patients
who failed azacitidine treatment (Figure 2F). Ilestingly, the characteristics of patients achieang
complete response with azacitidine were somewliigreint than those who responded after intensive
chemotherapy, especially regarding the AML statodeed, 66.7% of responding patients in the
azacitidine group had secondary AML compared ty dfl% in the intensive chemotherapy group

(supplementary table Il). However, the outcome bfl4patients treated with azacitidine remains poor,
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we identified three factors that could be usedrprbve results. Not surprisingly, adverse cytogeset
remains the main prognostic factor with a strongant on response and survival. In those patients,
clinical trials combining azacitidine with otherugys such as lenalidomide currently trialed in patie
with 5g- chromosomal abnormality, are warranteddifidnally, we described for the first time thaeth
use of G-CSF is associated with a better respansedcitidine. This finding should deserve further
investigation since G-CSF is usually not mandatorthis setting. Curik et al., showed a synergistic
effect between myeloid colony-stimulating cytokiresd azacitidin®. Alternatively, G-CSF could
have improved the dose intensity of azacitidinevelhg a better impact on methylation status of
leukemic cells. However, we were not able to asdessiterval of time between azacitidine courses i
patients having received or not G-CSF to suppast tgpothesis. We also showed that low baseline
lymphocyte counts negatively impacted survival sfigg that immune response could be a major
component of response to azacitidine. It has beewrs that azacitidine up-regulates the expression o
epigenetically silenced tumor antigens such as MAGEr WT-1 and induces a specific CD8+ T-cell
response in AML patients, suggesting that novelapies modulating immune response such as anti-

PD-L1 or anti-PD1 could improve azacitidine acgwt?®

The lack of prognosis value of BM blast percentagpatients treated by azacitidine suggests that a
substantial proportion of patients with more th@83BM blasts could benefit from it. We believe that
WBC count is a more relevant prognostic factor ebemugh baseline WBC had no prognostic impact
in our study, likely because only 14 patients edatith azacitidine had WBC above 10 &/I[However,
another marker of cell proliferation, LDH level, svstrongly associated with OS in patients treatiéal w
azacitidine. Although LDH level is classically celated with response and survival in patients éckat

with intensive chemotherapy, it has not yet beestiieed in the setting of hypomethylating agéhts

To date, there is no clear evidence that azacdidinatment is associated with a similar outcome
compared to intensive chemotherapy. Although awgystannot adequately address this issue because
of patient selection, we compared the survival afignts treated by azacitidines. intensive
chemotherapy or best supportive care using timerl#gnt analysis (Royston and Parmar survival

model) and propensity score matching. After adjestinfor main prognostic factors or matching
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patients on the propensity score, AML patientsté@®y intensive chemotherapy had a better survival
than those treated by azacitidine from six monttex aiagnosis. It is noteworthy that roughly 25% o
patients treated by intensive chemotherapy wexe at 48 months whereas we did not identify a
significant proportion of long-term survivors afteracitidine treatment. This should be kept in mind
when choosing treatment between these two theriapeptions in older AML patients. Indeed
observational data should be considered complemetatéhat provided by randomized clinical trigls
They provide data collected in a non-selected geémpepulation, while participants in clinical trsadre
generally under very restrictive eligibility criter Moreover, using propensity score analyststake
into account potential indication bias (i.e. basellifferences between subjects with ICT vs. airhicé)

did not change the results. Conversely, the ovenalival of propensity score matched patientattre

by azacitidine was significantly better than thassated by BSC indicating that azacitidine likely

improves outcome in a significant proportion ofsa@atients deemed unfit for intensive chemotherapy

This study of “real life” practice in a regionalditihcare network shows that there is a room for low
intensive therapies such as azacitidine in seleslaelly AML patients. An international randomized
phase |IIl trial (ClinicalTrials.gov, NCT01074047)oroparing azacitidine versus intensive
chemotherapy, low-dose cytarabine or best supgoctive has been recently completed in AML patients
65 years or older with WBC count less than 15 Gitl will help to better define the issues of patient

selection and therapeutic stratification in eldexiL patients.
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Table |: Patients characteristics

All patients ICT AZA BSC AZA vs. ICT AZA vs. BSC
N=334 (100) N=115 (34.4) N=95 (28.4) N=124 (37.1) p value p value
Age (years) <0.001 <0.001
N 334 115 95 124
Median (IQR) 75 (69-81) 68 (63-72) 76 (71-81) 80.5 (77-84)
Range 60-95 60-83 61-89 60-95
Male gender-n (%) 204 (61.1) 77 (67.0) 56 (58.9) 71 (57.3) 0.461 1
Prior cancer history-n (%) <0.001 0.017
No 183 (54.8) 91 (79.1) 48 (50.5) 44 (35.5)
MDS 67 (20) 8 (6.7) 28 (29.5) 31 (25)
MPN 21 (6.3) 2(1.7) 5(5.3) 14 (11.3)
Cytotoxic therapy 28 (8.4) 11 (9.6) 14 (14.7) 3(2.4)
Unknown 35 (10.5) 3(2.6) 0(0) 32 (25.8)
Performance status-n (%) 0.452 0.622
0-1 165 (49.4) 73 (63.5) 63 (66.3) 29(23.4)
2-4 61 (18.3) 19 (16.5) 25(26.3) 17(13.7)
Unknown 108 (32.3) 23 (20) 7(7.4) 78 (62.9)
Infection at diagnosis-n (%) NA 0.451 NA
Yes 37 (11.1) 15 (13.0) 22 (23.2)
No 151 (45.2) 78 (67.8) 73 (76.8)
Unknown 146 (43.7) 22 (19.1) 0(0)
WBC (G/L) <0.001 <0.001
N 308 115 95 98
Median (IQR) 4.25 (1.8-19.2) 9.5 (2.9-42.3) 2.3(1.5-4.6) 5.3 (2-23)
Range 0.3-433 0.4-433 0.8-62 0.3-215
WBC > 10 G/L-n (%) <0.001 <0.001
Yes 110 (32.9) 56 (48.7) 14 (14.7) 40 (32.3)
No 198 (59.3) 59 (51.3) 81 (85.3) 58 (46.8)
Unknown 26 (7.8) 0(0) 0(0) 26 (21.0)
Bone marrow blasts (%) <0.001 0.044
N 323 109 94 120
Median (IQR) 44 (28-72) 69 (40-86) 34.5 (24-52) 41 (28-64.5)
Range 0-98 0-98 10-85 4-92
Cytogenetics - n (%) <0.001 1
Favorable 5(1.5) 4 (3.5) 0(0) 1(0.8)
Intermediate 176 (52.7) 90 (78.3) 46(48.4) 40(32.3)
Unfavorable 95 (28.4) 20(17.4) 43(45.3) 32(25.8)
Undetermined 58 (17.4) 0 (0) 6 (6.3) 51(41.1)
Genotype —n (%) 0.002 1
-NPM1mut/FLT3wt 28 (8.4) 21 (18.3) 3(3.1) 4(3.2)
-NPM1mut/FLT3-ITD 17 (5.1) 17 (14.8) 0(0) 0(0)
-NPM1wt/FLT3-ITD 11 (3.3) 8 (7.0) 1(1.1) 2(1.6)
-NPM1Iwt/FLT3wt 110 (32.9) 49 (42.6) 31(32.6) 30 (24.2)
-Undetermined 168 (50.3) 20 (17.4) 60 (63.2) 88 (71.0)
Serum albumin (grams/L) NA 0.470 NA
N 173 92 81
Median (IQR) 39 (36-43) 39 (35-43) 40 (37-43)
Range 20-49 26-48 20-49
Serum albumin-n (%) NA 0.123 NA
Normal* 144 (43.1) 72 (62.6) 72 (75.8)
Low 29 (8.7) 20 (17.4) 9 (9.5)
Unknown 161 (48.2) 23 (20) 14 (14.7)

ICT: intensive chemotherapy, AZA: azacitidine, BSf&st supportive care, IQR: interquartile range, 34D
Myelodysplastic syndrome, MPN: Myeloproliferativeaplasm, NA: not available, WBC: white blood callat,

wt: wild type.

* according to laboratory standards.
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Table II: Azacitidine cohort: dose exposure, modiftations and associated treatments

AZA
N=95
Median time from diagnosis to treatment -days
Median (IQR) 28 (14-50)
Range 1-234
Median no. of cycles
Median (IQR) 6 (3-17)
Range (1-34)
No. of subjects who received3 cycles - n (%) 73 (76.84)
No. of subjects who received6 cycles - n (%) 55(57.9)
No. of subjects with dose modifications - n (%) 35B)
SAE as reason for dose modification - n (%) 11(11.6
Concomitant treatment with ESA only- n (%) 11(11.6)
Concomitant treatment with G-CSF only- n (%) 13033.
Concomitant treatment with ESA and G-CSF- n (%) 155)
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Table Ill: Response rates after intensive chemothapy and azacitidine

ICT AZA p value
N=115 N=95
Overall response (CR+CRi) —n (%) 78 (67.8) 189})8. <0.001
CR-n (%) 66 (57.4) 14 (14.7) <0.001
CRi-n (%) 12 (10.4) 4(4.2) 0.091
PR-n (%) NA 6 (6.3)
HI-n (%)
-Overall 24(25.3)
-1 lineage NA 10(10.5)
-2 lineages 9(9.5)
-3 lineages 5(5.3)
Failure (following AML criteria*) 37 (32.2) 71 (7%) <0.001
Failure (following AML and MDS NA 47(49.4)
criteria**)
Early deathst-n (%) 18 (15.7) 11 (11.6) 0.394
Early deaths causes —n(%)
-AML progression 4 (22.2) 8 (72.7)
-Infection 6 (33.3) 3 (27.3)
-Cardiac event 2(11.2) 0
-Hemorrhage 1(5.6) 0
-Unknown 5 (27.8) 0
AlloSCT-n (%) 10 (8.7) 2(2.1) 0.041

ICT: intensive chemotherapy, AZA: azacitidine, @8mplete response, CRi: complete response withnipbzete
blood recovery, PR: partial response, HI: Hematoigmprovement, Failure encompasses death irsepénd
blastic failure (*patients without CR and CRi inTTGnd without CR, CRi and PR in AZA; Yatients without
CR, CRi, PR and HI), ¥ Early death within 2 montttan diagnosis, NA: Not available, AlloSCT: allogsa
stem-cell transplantation.
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Table IV: Prognosis factors for overall survival n patients treated by azacitidine

Univariate analysis

Multivariate analysis

OS (months) Median [IQR]

o p-value*
or HR [95% CI] for one unit increase (foq HR [95% CI] p
continuous variable)
Age (years)
<80 15.1[5.9; 33.4] 0.047
>80 8.1[2.8;19.0]
Age (years, continuous . .
variable) 1.048 [1.009 ; 1.089] 0.016 1.054 [1.01;1.10] 10.0
Performance status
0-1 15.1[6.5; 31.3] 0.024 NS
2-4 7.4[1.8;20.9]
Infection at diagnosis
No 15.1[6.5; 31.3] 0.003 NS
Yes 8.0[1.5;17.1]
White Blood Cell count
<20 G/L 13.6 [5.2; 29.9] 0.101 NS
> 20 G/L 6.7 [6.5; 10.3]
Platelets count
>50 G/L 18.5 [7.4; 34.6] 0.002 NS
<50 G/L 8.0[2.2;17.6]
Bone marrow blasts %
< 30% 19.0 [9.7; 31.3] 0.179 NS
> 30% 9.1[5.2; 27.7]
Lymphocytes count
>0.5G/L 13.6 [6.7; 30.2] 0.010 1 0.015
<0.5 G/L 2.9[2.4;5.2] 2.50 [1.19; 5.26]
LDH (U/L)
Normal** 19.0 [8.0; 31.3] 0.0834
Raised 9.7 [2.8; 19.0]
LDH  (U/L,  Continuous | 4 4549 11,0005 : 1.0014] <0001| 10007  [1.0002012] | 0.005
variable)
Cytogenetics
Intermediate 19.7 [10.9; 34.5] <0.001 1 . 0.001
Unfavorable 6.7 [2.2; 13.6] 2.55 [1.44 ; 4.49]

* p-value for log-rank test (p-value for univarig@ex model if continuous variable). LDH: Lactatégdrogenase

concentration.

** according to laboratory standards.
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Figure legends

Figure 1: Flowchart of the AML population 60 years of age orolder treated in the
ONCOMIP Cancer Healthcare Network from January 2007to December 2010.

Figure 1
Jan 2007-Dec 2010
385 non M3 AML patients (Z60yrs)
Early death n=20
Multidisciplinary
meeting
Missing data n=31
Consideredfor 1CT?
n=334
Consideredfor
AZA?
Yes No
Intensive
Chemotherapy
(IcT Azacytidine (AZA) Best supportive care
n=115(34.4%) n=95(28.4%) (BSC)
n=124(37.1%)

This diagram includes all patients diagnosed withuatreated AML ¥ 60y) from Jan %2007 to Dec
31°' 2010 (n=385) within the ONCOMIP Oncology Netwotkventy patients died very quickly after
diagnosis and did not have any therapeutic decisittne multidisciplinary meeting. We did not calle
sufficient follow-up data for 31 additional patisntho have had a therapeutic decision. In gertbede
patients are very old and treated outside theerter center. Thus, after excluding these 31 patient
334 patients have been evaluated for the preagoht.sBome patients (especially those with high WBC

treated by ICT) were treated very quickly and sghsetly registered in multidisciplinary meeting.

73



Figure 2: Overall survival in patients treated with azacitidine

Figure 2
A B

Azacitidine ’ Age

8 8

Cytogenetic risk
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Lymphocyte count at diagnosis
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Anatyss me (morths)
— <QSGL ==m=c >® 05GA

E. F.
LDH at diagnosis Response to azacitidine

A. Overall survival (OS) of patients treated with @tidine.B. OS according to age (< vs.80 years).
C. OS according to the cytogenetic risk (intermediateinfavorable). D. OS according to lymphocyte
count at diagnosis {s.> 0.5G/L). E. OS according to LDH at diagnosis (Nalhvs. raised). FOS
according to the response to azacitidine.

* according to laboratory standards.

CR: complete response, CRi: complete responseimdtdmplete blood recovery, PR: partial response,

HI: Hematological improvement, Failure encompasigh in aplasia and blastic failure.
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Figure 3: Overall survival in patients treated by aacitidine versus intensive

chemotherapy.
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A. Kaplan-Meier curve for OS in azacitidine (AZA3}. intensive chemotherapy (ICT) groug. Royston and
Parmar non-adjusted Hazard Ratio for OS in ABACT for each month from diagnosis (n=210). Froménths
from diagnosis the non-adjusted OS is significab#ter for ICT compared to AZA (HR:1.48; 95% Caiefince
Interval: 1.00-2.20 for AZAss.ICT). C. Royston and Parmar adjusted* HR for OS in AZAICT for each month
from diagnosis (n=210). From 6.5 months from diagsocadjusted OS is significantly better for ICThgmared to
AZA (HR=1.60; 95% CI: 1.01-2.54 for AZAs.ICT). *Adjusted for age (HR:1.35; 95% CI: 0.92-1.98; p£@2

for patients 70-79 years vs.<70; HR:2.53; 95% Cl43-4.49; p=0.001 for patientsz 80 years vs. <70),
cytogenetics (HR:1.85, 95% CI: 1.03-3.34, p=0.0drunfavorable vs. favorable), and serum albumiR(H65,

95% CI: 1.02-2.67, p=0.040 for low vs. normalD. Kaplan-Meier curve for OS in AZAs.ICT groups in

propensity score matched patients (n=E2Royston and Parmar HR for OS in AZA.ICT for each month from
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diagnosis in propensity score matched patientsZpFrom 6 months from diagnosis, OS is signifibabetter
for ICT compared to AZA (HR: 1.93; 95% CI: 1.01-3.for AZA versusiCT). The graph was limited to patients
with time from diagnosis lower than 34 months beestine small number of deaths with time from diaigieo 34

months (n=2/41) conducted to an unstable evaluatidthe treatment effect beyond 34 months.

Figure 4: Overall survival in patients treated by aacitidine versus best supportive care.

A B

— Best SUPPOriive COI® ===~ An:-t--

C D

‘
|
|
|

T

Estrated Hazard Rato
.«

O Y 2 3 A

4“2 an 4

M %M P
Acatyws time (morths)

1 e MR Azaciticine v Dest supportive care
1 semssess iower it of the 95% C1

24
Analysis time (months)
Dost supportive care == === Azactidine

pLog-Rank)<0 0001

$ 7 8 9 Y1112

“

Estmated Mazerd Rato
3 L3

o 1 2

A. Kaplan-Meier curve for OS in azacitidine (AZ#3.best supportive care (BSC) groupsRoyston
and Parmar non-adjusted Hazard Ratio for OS in AZ8SC for each month from diagnosis (n=219).
The non-adjusted OS is significantly better for AZémpared to BSC from 2 days from diagnosis (HR:

0.30; 95% Confidence Interval: 0.09-0.93 for A¥4 BSC).C. Royston and Parmar adjusted* HR for
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OS in AZA vs.BSC for each month from diagnosis (n=219). Adjuststi is significantly better for
AZA compared to BSC from 1 day from diagnosis (BR5; 95% CI: 0.04-0.55 for AZ&s.BSC).

*Adjusted for WBC count (HR: 1.87; 95% CI: 1.2028-0.005 for WBC count 20 G/L vs. <20 G/L),
platelets count (HR: 0.65, 95% CI: 0.46-0.90, p=@0or platelets count 50 G/L vs. <50 G/L),
lymphocyte count (HR: 0.38; 95% CI: 0.23-0.63, B4 for lymphocyte cour#0.5 G/L vs. <0.5G/L)
and cytogenetics (HR: 1.85; 95% CI: 1.30-2.64, B8 for unfavorable vs. intermediat®). Kaplan-
Meier curve for OS in AZAss.BSC groups in propensity score matched patient$3R).E. Royston
and Parmar HR for OS in AZ#&s.BSC for each month from diagnosis in propensityrasenatched
patients (n=132). From 1 day from diagnosis, Csigsificantly better for AZA compared to BSC (HR:
0.16; 95% CI: 0.03-0.87 for AZ&s.BSC). The graph was limited to subjects with tineen diagnosis
lower than 24 months because the small number athdewith time from diagnosis 24 months
(n=10/112) conducted to an unstable evaluatioh@titeatment effect beyond 24
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Article 2: Physician uncertainty aversion impacts medical decision making for
older patients with acute myeloid leukemia: results of a national survey

Bories P, Lamy S, Simand C, Bertoli S, Delpierre C, Malak S, Fornecker L, Moreau S, Récher C,
Nebout A.

Haematologica. 2018 Jul 13 [epub ahead of print]

Dans le cadre des LAM du sujet agé le choix thérapeutique entre une chimiothérapie intensive et un
traitement de faible intensité repose sur les caractéristiques de la LAM et du patient. Bien qu’il existe
quelques scores permettant de rationaliser ce choix, leur précision est imparfaite et une importante
hétérogénéité de pratique est connue. Les études évaluant les variations de pratiques se focalisent
généralement sur les déterminants liés au patient et son hémopathie et trés peu sur les déterminants
liés au médecin. En science comportementale, I'attitude vis-a-vis du risque et de l'incertitude sont des
traits psychologiques cruciaux dont il a été prouvé qu’ils influencaient le comportement médical. Ces

traits sont reliés a des modeles théoriques de prise de décision en situation d’incertitude.

Nous avons conduit une étude nationale sous I'égide de la commission éthique de la société Francgaise
d’Hématologie évaluant I'impact des caractéristiques comportementales du praticien sur sa prise de
décision vis-a-vis de cas cliniques complexes mais représentatifs de la vie réelle. Cette étude s’appuyait
sur un questionnaire en lighe comportant 6 vignettes cliniques de LAM du sujet agé et 4 outils

explorant les attitudes des praticiens, validés en sciences comportementales.

A partir des 230 réponses évaluables obtenues, un modeéle multivarié a démontré que les praticiens
averses a l'incertitude et les praticiens de sexe masculin ne se conformant pas au modele normatif de
prise de décision en économie comportementale, recommandaient significativement plus souvent une
chimiothérapie intensive. Parmi les caractéristiques professionnelles, seul le volume annuel de
patients agés atteints de LAM pris en charge par praticien était inversement corrélé a l'intensité du

traitement.

Cette étude expérimentale démontre qu’en situation d’incertitude, les attitudes des praticiens
peuvent avoir un impact sur le devenir des patients agés atteints de LAM, ce qui constitue une

justification supplémentaire pour la description de biomarqueurs prédictifs du devenir de ces patients.
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ABSTRACT

Elderly patients with acute myeloid leukemia canrbated with intensive chemotherapy, low-intensity
therapy such as low-dose aracytine or hypometimgagigents, or best supportive care. The choice
between these treatments is a function of manyepatelated and physician-related factors. We
investigated how physicians’ behavioral charadiegsaffect medical decision-making between
intensive and non-intensive therapy in this settiAgnationwide cross-sectional online survey of
hematologists collected data on medical decisiokimgafor six clinical vignettes involving older ateu
myeloid leukemia patients that were representatiVeroutine practice. Questionnaires elicited
physicians’ demographic and occupational charastiesi along with their individual behavioral
characteristics according to decision theory fraorawFrom the pattern of responses to the vignettes
a K-means clustering algorithm was used to disisiguhose who were likely to prescribe more
intensive therapy and those who were likely to gribe less intensive or no therapy. Multivariate
analyses were used to identify physician charestiesi predictive of medical decision-making. We
obtained 230 assessable answers, which represamtatjusted response rate of 45.4%. A multivariate
model (n=210) revealed that uncertainty averse ipiayss recommend significantly more intensive
chemotherapy (OR [95% CI] = 1.15[1.01;1.30], p=3®)) and that male physicians who do not conform
to the expected utility model (assumed as econdipidaational) recommend more intensive
chemotherapy (OR [95% CI] = 3.45 [1.34; 8.85], (). Patient volume per physician also correlated
with therapy intensity (OR [95% CI] = 0.98 [0.9690], p=0.032). The physicians’ medical decision-
making was not affected by their age, years of B&pee, or hospital facility. The significant asstion
between medical decision and individual behaviokaracteristics of the physician identifies a novel
non-biological factor that may affect acute myell@dkemia patient’s outcomes and explain practice
variations. It should also encourage the use oflatdd predictive models and the description ofehov

biomarkers to best select patients for intensivaatherapy or low-intensity therapy.
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INTRODUCTION

Outside clinical trials, therapy options offeredelderly acute myeloid leukemia (AML) patients are
limited'2. They can be summarized as intensive chemothél@pylow-intensity therapy (LIT) or best
supportive care (BSC) depending on patient-spédifii AML-related prognosis factors. Although
scoring systems have been proposed to rationdlieentedical decision-making (MDM) between
intensive and non-intensive approacigkarge variations in clinical practice remaiwhich underlines
the paucity of evidence supporting medical decisitmernational guidelines define available intems

or low-intensity options, but in most cases theyegihe physician the responsibility of determining
which option should be recommended for a particpitient. The AZA-AML-00% and DACO 18
phase Il studies failed to demonstrate the supgriof hypomethylating agents (azacitidine and
decitabine, respectively) over intensive chemoitefar patients over 65 years with non-proliferativ
AML, which increases the uncertainty regardingdpb&mum strategy for any individual patient. In the
AZA-AML-001 trial, only 18% of patients were alloeal to AZA vs IC as compared to 82% to AZA
vs low-dose aracytine (LDAC) or BSC suggesting fgatsicians’ decisions were already biased toward
LIT. Additionally, when physician-investigators the United Kingdom National Cancer Research
Institute’s AML-14 triat®'were offered the possibility of an optional randpation between intensive
and non-intensive therapy, they preferred to bypgassandomization and allocate their patientsatly
into the intensive or non-intensive arms. Multiede comparison of the characteristics of the peien
treated intensively or non-intensively in this AMtial revealed that the physician was a strong
determinant of the choice, which clearly demonesat physician effect in this setting. Previousliss!
have investigated the impact of physician professicharacteristics on their decision-making for
hematological malignancies, particularly in thetingtof allogeneic stem cell transplantafigty, but
these studies mostly focused on age, specialtyitabsacility. Much less attention has been given

an individual physician’s non-professional charesties.

Uncertainty is a crucial, multifaceted componentlof therapeutic decision for older patients with
AML ¥, Intensive chemotherapy offers the greatest chahcemplete remission (CR) but is associated

with a significant risk of early death (ED), whhgpomethylating agents yield lower chance of CR but
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lower risk of ED. Thus, for physicians treating@der AML patient, uncertainty is a precondition fo

the decision itself, which underscores the neendvestigate how physicians deal witHPit

In behavioral economics and decision sciencegudés towards risk and uncertainty are crucial
psychological traits that may explain medical cksiand practicés!® They aim to describe individual
decisions in situations where choices have uncertainsequences. Risk- or uncertainty-averse
individuals prefers a safer option (with greateartes of a smaller gain) than risk- or uncertainty-
seeking individuals who will choose a riskier opt{avith lower chances of a larger gain). The défeze
between risk and uncertainty is that, for an umderoption, the probability of success (or gain) is
unknown. In economics, the gold standard of ratigna the expected utility mod¥l(EU) although
many experimental evidences in behavioral scierslesws departures from BU The Allais
paradoxe¥-??are decision tasks used to classify individualsagorming to EU or not (non-EU). The
most popular non-EU model is prospect thébrynvestigating the association between practice
variations in AML therapy and physician behaviatadracteristics (such as risk or uncertainty avajsi
and types (EU versus non—EU) may help define neeraiénants of these variations and to propose
corrective measures to improve the quality of ¥&feWe hypothesized that individual physician’s
attitudes towards risk and uncertainty have an anpa their decision-making process for elderly

patients with AML.
METHODS
Survey Design

We conducted a national cross-sectional onlineesuof French hematologists to evaluate the impact
of demographic, occupational and behavioral charetics on medical decision making for selected
clinical cases of older patients with AML presengéacclinical vignettes. As compared with other $ool
such as chart abstraction or standardized patdintsal vignettes have been validated as a sioase-

mix adjusted method for measuring quality of caré practice variatior&

All the hematologist-oncologists practicing in Feanwho provide direct patient care for adults with

AML were eligible. A first draft of the questionmaiwas developed and subsequently modified after
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pilot testing with 20 hematologists. Overall thev&y contained 27 questions and took 10-15 minutes

to complete. The questionnaire is available in gmppntary file section 1.
Survey Instrument

Physician demographic and occupational charadtristncompass age, gender, medical specialty,
subspecialty, hospital facility, hierarchical pasit year of graduation, patient volume (numbehigiiL
patients aged 60 years or older each physiciatettennually), and self-evaluation of expertiséhi

field of AML.

Four hypothetical AML patients 60 years of age loleo were selected as representative of clinical
practice and summarized by three local specidlsB., S.B. and C.R.) as vignettes #1 to #4 (Tahle
Each of these cases highlighted distinct and difficepresentative situations regarding their age,
comorbidity, family environment or AML biology. Vigettes #5 and #6 were similar to vignette #4 but
included a unique variation related to age (inceddsom 63 to 73-years old in vignette #5) or WBC
count (increased from 2.5 to 40 G/L in vignette.#&)r each of these six vignettes, the close-ended
treatment options were: (1) intensive chemotheréylow-intensity therapy, or (3) best supportive

care.

To measure physician attitudes towards risk ane@mainty, we used four different elicitation metsod
(Figure 1) that have been validated in nationatesgntative surveys The first two measures are
certainty equivalent elicitation and the third arensisted of two binary lottery choices. These gask
involve risky choices with monetary consequencé® fburth method is a Likert scale that measures

willingness to take risks in four different domafssipplementary file, section ).
Survey Implementation

The Ethics committee of the French Society of Hethogly approved the study and provided an
incentive email accompanying the online survey tation. Physicians identified from the French
Society of Hematology mailing list received a uradink to enter the survey or opt out. After duate

names were removed, the panel of potentially déghbjects contained 1337 physicians, including 22

residents with an email address. On November 305,20e emailed the survey link; non-responders
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received three subsequent reminders every 8 wdddfore entering the survey, physicians were

informed they would not be compensated for theitigipation. Consent was implied based on reading
the survey goals and participating. Assessableoregnts included those who answered the six
vignettes. Data were collected from November 3@52 June 6, 2016 and analyzed at the Toulouse

University Cancer Institute, and Toulouse Facuftivledicine.

Statistical Analysis

We described physician characteristics using coamésfrequency for qualitative data, and mean and

standard deviation for quantitative data.

To assess the clinician pattern of decision-makorgthe six clinical vignettes, we used K-means
clustering to define clinician groups with homogene patterns of responses to the clinical Z&stke

aim of this method was to define clusters of suisjey maximizing the between-cluster differences in
the subjects’ medical choices and by minimizing within-cluster differences in subjects’ medical
choices. This allowed us to define two clusteriicin more likely to choose IC, i.e. the “intevesi
treatment group” (IC group), and those who wereaniteely to choose less intensive therapy, i.e. the
“non-intensive treatment group” (Non-IC group). @tlie K-means analyses are presented in this paper.
A 6-18 point MDM-score was also calculated for eplfgsician, assigning 1 point for IC, 2 points for
LIT and 3 points for BSC from the responses in shevignettes. The results of this score and its
association with the K-means clustering are giversuipplementary table S3. We first tested the
physicians’ demographic, occupational and behalvadraracteristics associated with belonging to the
IC group in bivariate analyses at the threshold0@&. These variables were then included in a
multivariate model systematically adjusted for agd gender. From this step, the variables to keep i
the final parsimonious model were determined usingtepwise backward selection based on log-
likelihood tests between nested models. All analysere done by using STATA release 14 (Stata Corp

LP, College Station, TX, USA).
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RESULTS

Of the 1,337 invitations sent out to complete thedtionnaire, 1295 were eligible and 230 completed
guestionnaires were received (response rate: 17.2886ording to American Association of Public
Opinion Reporting standard definitions and by tgkithe characteristics of the mailing list and the
interrogated population into account, the adjustsponse rate was 45.4% (see supplementary file,
section I1). No differences were found by gendelbygeographical area between respondents and non-

respondents (See supplementary table S2).

Respondents’ demographic and occupational charactestics

The median age of the respondent cohort was 42 ygtandard deviation (SD) £ 11.2], 123 were male
(54%), 160 were attending physicians or profes€t086), 166 worked in an academic center (72%),
197 were specialized in hematology (86%), and tkampatient volume per physician was 20.7 (SD +

17.1).

Medical decision making among clinical vignettes

The physicians’ decisions about the six clinicanéttes assessing frontline therapy for older AML
patient are summarized in Figure 2. The most cuatsial case was vignette #4 for which 50.8% of
respondents recommended IC versus 49.2% opting fion-intensive approach. Increasing the age of
this patient in vignette #5 resulted in a markedrease (from 50.8% to 6.9%) in the proportion of
respondents choosing IC. Alternatively, increashmggyWBC in vignette #6 increased the proportion of
physicians who recommended an IC from 50.8% to%4.These practice variations induced by
modifying classical AML prognosis factors were esfeel, thus provide internal quality control of non-

random responses to the online survey (internati@ite criteria).

Aversion towards risk and uncertainty

The mean certainty equivalent under risk was 270€(SD * 130). This was significantly different

from the expected value of the lottery (250 Eurosyealing global risk-seeking among our sample
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(unpaired t-test, p=0.03). Under uncertainty caadg, the mean certainty equivalent was 241 Euros
(SD % 136). This was significantly lower than undek (paired t-test, p<0,001) and reveals an dvera
ambiguity aversion among our sample. More spedificaf the 212 respondents, 110 are ambiguity
averse, 52 are ambiguity neutral and 50 are antyigeeking. Regarding the Allais paradox, the AC,
BD, AD and BC choice patterns were found in 90 942, 11 (5.2%), 102 (48.6%), and 7 (3.3%)
assessable subjects, respectively, which repred®itsEU respondents (48.1%) and 109 non-EU
respondents (51.9%). Mean self-reported willingrniestake risks is 4.1 (SD + 2.4) in the financial
domain, 5.1 (SD % 2.1) in their personal life, 85D + 2.1) for a patient’s health and 5.7 (SD ) 20t

their own health.

K-means clustering identifies two populations of pisicians

From the pattern of responses to the six cliniagghettes, the K-means clustering (see Supplementary
file, section IV for details) allowed us to separato groups of physicians: one group of cliniciasi
lower MDM-scores, i.e. more likely to choose inteastherapy (IC group), and another group of

clinicians with higher MDM-scores, i.e. more likdly choose non-intensive therapy (Non-IC group).

IC-physicians harbor specific behavioral characterstics compared with non-IC-physicians

A bivariate comparison of the characteristics ofatians in the IC and Non-IC groups is summarized
in Table 2. We detected significantly more averdimward uncertainty within the IC cluster (mean
certainty equivalents of 228 Euros for the Non-tGup vs 276 Euros for the IC group, p=0.031) (Table
2). For the Allais paradox, we detected a trendarovsignificance (p=0.086) with more EU subjects in
the Non-IC group (57%) than in the IC group (44%inong the demographical and occupational
characteristics, only the patient volume was assediwith these clusters with a mean number ofrolde
AML patients treated annually of 19.1 in the IC gpoversus 24.5 in the non-IC group (p=0.03).
Although we found more male and risk-averse phgsgiin the IC group, these differences were not

significant (p=0.06 and p=0.131, respectively).

The logistic regression of the IC vs non-IC groups,individual characteristics that were significan

with a p-value < 0.20 in the bivariate analysispiesented in Table 3. This analysis confirmed that
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aversion towards uncertainty increases the prababflbelonging to the IC group (OR [95% CI] =1.17
[1.01;1.37], p=0.043) and that higher patient vatuimcreases the probability of being in the non-IC
group (OR [95% CI] =0.98 [0.96;0.99], p=0.032). Weaind an interaction between gender and the
Allais paradox resulting in a statistically sigodint increase in the probability of being pro ICoaug
men who do not conform to the Expected Utility mio@@R [95% CI] =3.45 [1.34;8.85], p=0.01), but

such effect was not found among women.
DISCUSSION

In this cross-sectional national survey, we evadahe impact of physicians’ behavioral charadiess
on their medical decision-making in older patiemtsh AML. We hypothesized that physicians’
behavioral traits such as risk and uncertaintyswearor rationality could be correlated with thdioice
between intensive and less-intensive therapy. Tkoowledge, this is the first piece of evidencatth
physicians belonging to the uncertainty-tolerardugr recommend IC significantly less often than
uncertainty-averse physicians, and that male piaysic considered as “economically irrational”

prescribe more IC.

Several non-biological factors (NBF) are known t® #issociated with a patient’s health-related
outcomes such as socioeconomic status (SES), airesigence or marital stafi€’. In the spectrum

of NBFs affecting cancer patient outcomes, physidharacteristics have been described as therapy
determinants in the setting of allogeneic stemtcatisplantation for hematological malignantiesd

solid tumoré™. In our study, neither age, hierarchical statusesirs of experience influenced the
tendency of physicians to belong to the IC or NGrgtoup, while individual uncertainty aversion was
a strong determinant of practice variations in nafiate analysis. Volume-outcome relationships at
treatment facility levéf33and at physician lev&l are well described NBF affecting the outcome of
patient with cancer. It is notable that our studysgbehind the volume-outcome relationship in AML,
while connecting physician’s patient volume withdeal decision making and more precisely with

therapy intensity.

Verma et aP stated that physicians should learn about thevidaal behavioral mechanisms

underpinning choices under uncertainty. Our findigg one step further and show that a behavioral
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characteristic such as uncertainty aversion ictlireorrelated with the clinician’s therapeuticoide.

We evaluated physician behavioral characteristigh wools validated in behavioral economics.
Although such tasks may be incentivized (paid &y in experimental economics, we decided to use
hypothetical incentives following Kahneman and Bkgr(1979) who claimed that: “the method of
hypothetical choices emerges as the simplest puoedxy which a large number of theoretical question
can be investigated. The use of the method refigth® assumption that people often know how they
would behave in actual situations of choice, andhenfurther assumption that the subjects have no
special reason to disguise their true preferendggshcerns have been raised about the correlation
between a clinician’s medical behavior and thegastainty aversion as measured by economical tools
in a non-domain-specific mand&rOur study confirms, as previously repotteéd that economic
behavior and its underlying psychological traita paedict medical behavior. Our cohort was globally
risk-seeking and ambiguity-averse; 109 (51.9%hefghysicians did not conform with the EU model,
which is in line with evidence in behavioral ecoricst{*¢ Mean self-reported willingness to take risks
was consistent with previous results but higherttier patient’s health doma&f This finding may be
explained by the toxicity related to the intenstiierapy that physicians are used to prescribe. We
detected an interaction between physician’s geadéthe Allais paradox, with an impact of depaure
from of the EU model on decision-making, in malggbians. Gender effect for risk and uncertainty
attitudes is a well-established stylized fact irhdngoral economi¢84 albeit the impact of the
interaction between gender and Allais paradox orMias, to our knowledge, never been documented

empirically.

Although our findings provide novel insights inteetclinical debate pitting intensive vs low-intepsi
approaches for older patients with AML, we acknalgle that our study has limitations. The respondent
panel was representative of the surveyed Frenclatodogist population in terms of gender, hierarahic
status and geographical area. Respondents monme liflenged to academic centers than surveyed
physicians, which can be explained by the Frenditingare system’s organization for AML patients
being usually oriented towards academic centergsiBlans were asked to recommend how to treat
AML patient in an experimental framework. We deldttely proposed clinical situation where patients

had announced they would accept medical decisanspatient choices did not appear in the vignettes
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Since informed decision-making has emerged asdahenormative standard for health d8reoncerns
about the increase of complexity provided by thisdm of decision making have been rafée@o
encompass this increase of complexity and presynwhincertainty, physicians were asked to state
which therapy they would ideally recommend, irre$pre of the patient’'s choice. We also evaluated
individual clinician choices, whereas multidiscifadiry team (MDT) decision-making is currently the
standard of care in cancer. Even though a treatpiantdevised by an MDT may differ from that of a
single physician, it is noteworthy that the MDT sbtutes an area of exchange between healthcare
professionals where they may clearly state whielattnent they consider to be appropriate in any
clinical situation. Another limitation is the consttion of the clinical vignettes. We focused the
proposed treatments on intensive, low-intensityapyg and best supportive care, and did not propose
any investigational drug or therapeutic strategpugh clinical trial enrollment. We anticipatedshi
would have swayed the physicians’ answers in fafdrial participation. Even though clinical trial
enrollment remains an ideal scenario for all AMLigats, real-life data provided by the Netherland
registry show that only a small number of patiaatieve the age of 60 years could benefit from such
innovative stratedy. We did not provide any potentially druggable neolar markers such & T3

'™ 'NPM1orIDH1/2 in the clinical scenarios, because to date, &largportion of French centers do
not have access to these markers at the time wfiifre therapeutic decision-making. The increasing
use of next generation sequencing (NGS) techna@dgi@&ML will soon provide the identification of
molecular markers in almost all patients, whichl Wwdve various consequence. For patients with an
actionable molecular mark&r or with accurate genomics-based outcome predi€tioNGS
technologies will presumably reduce treatment uacdly. Alternatively, for patient with a non-
actionable marker or markers with unknown prograsitinificance, NGS will likely add another level
of uncertainty. Even though the MDM process carb@testricted to a computational process, novel
methods such as decision-making tools supportekinbyledge banks of matched genomic-clinical
datd’ are warranted. They will help physicians absorgdamounts of complex information and likely
act as moderators of uncertainty. Pending the atiid of such tools in daily practice, our study—

which found a strong physician-effect on treatnaadisions—should encourage the use of validated
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prognostic scores to rationalize the decision-ngkirocess in this setting48. It should also enapaira

further exploration of the role of physician attias in decision-making.
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Table 1 : Clinical Vignettes of older AML patientsderived from real life activity

General instructions:
« Six clinical cases of AML patients derived fromIrkfe activity are presented.
* You are not alone to decide but we are asking yow tstate which treatment option would you recommend
for each of this patients among:
1. Intensive chemotherapy
2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent odow-dose cytarabine)
3. Best supportive care
* These patients have announced they would acceptah¢catment decision
* You do not have any clinical trial to offer them.

« You have unlimited possibilities of hospitalizatias inpatient or outpatient

Vignette#1: A 72-year-old female, with no comorbidity. Norn@rdiac function. Untreated low-risk myelodysplasti
syndrome for 3 years (refractory anemia, IPSS 0.5).

CBC: WBC 1G/L incl. neutrophils count 0.3G/L and B&unt 5%, Hgb 110g/L, Platelet count 120G/L

BMA: FAB1 AML with 40 % marrow blast infiltrate, ahadverse karyotype (monosomy 7).

Vignette#2: A 75-year-old male, coronary artery disease wittedor interventricular artery stenting in 2016ntrolled
ischemic cardiopathy with medication (LVEF 52%),E&E 2, recent weight loss 4kg

CBC: WBC count 75 G/L, PB blast count 40%, Hgb 00 platelet count 50G/L

BMA: FAB2 AML (marrow blast infiltrate 60%) with monal karyotype

Vignette#3: A 77-year-old female, with an 8-year history opbkytension controlled with angiotensin-converting-
enzyme inhibitor, a recent echocardiogram showkedEF of 55%

She is natural helper of her husband affected ah&imer’s disease.

CBC: WBC 18Gl/L incl. 25% peripheral blast, Hgb 10Qglatelet count 80 G/L,

BMA: FAB4 AML with favorable karyotype (inv16)

Vignette#4: A 63-year-old-male, with a 5-year-history of asyompatic Parkinson disease and recently diagnoseéd wi
an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).

CBC: WBC 2G/L incl. 5% PB blast count, Hgb 80g¢/llatelet 35 G/L

BMA: FAB2 AML (marrow blast infiltrate 30%, tri-limage dysplasia) with complex Karyotype incl. im&y, -7
Vignette#5: Patient from the Vignette#4 bi8-year-old

Vignette#6: Patient from the Vignette#4 butith WBC count 40 g/L incl. PB blast count of 25%

Foot note: IPSS: International prognosis scoringtesy, CBC: Complete Blood Count, WBC: white bload ¢
count, BMA: Bone marrow aspirate, PB peripheralshld VEF: Left Ventricular Ejection Fraction, ECOG:
Eastern Cooperative Oncology Group Performans Statu
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Table 2: Panel Description (n=230), and Bivariate Gmparison of the Physicians from IC and non-

IC Groups

global p-value of the

overall sample non-IC group IC group bivariate analysis of
the characteristics
n % n % n % related with belogglng
to IC group
demographical characteristics
men 123 53 31 44 92 57
gender 0.064
women 107 47 39 56 68 43
age (n=230) (meanz SD) 42.0 #11.2 42.3+11.1 41.8 #11.3 0.792
occupational characteristics
o o other than hematology 64 28 18 26 46 29 0.636
clinical speciality
hematology 166 72 52 74 114 71
non-academic centers 64 28 18 26 46 29 0.636
workplace )
academic centers 166 72 52 74 114 71
North 34 15 6 9 28 18 0.227
East 38 17 8 11 30 19
West 30 13 11 16 19 12
region South-west 45 20 13 19 32 20
South Méditerranée 27 12 9 13 18 11
Rhone-Alpes/Auvergne 24 10 9 13 15 9
lle de France 32 14 14 20 18 11
at few or no decision-making role 70 30 23 33 47 29 0.597
status
decision-making role 160 70 47 67 113 71
occupational experience (n=210) (means + SD) 160 17.3£10.8 16.8 £11 0.772
activity in AML pts>60y, a year (n=210) (means * SD) 20.7 £17.1 24851 19.1 +16.2 0.034
behavioral characteristics
attitude towards uncertainty (n=213) (means * SD) 42 2136 276 +£149 228 £127 0.03P
attitude towards risks (n=212) (means * SD) 27301 296 +150 269 £120 0.13P
B yes (n=101) 101 48 36 57 65 44
expected utility 0.086
no (n=109) 109 52 27 43 82 56
eneral attitude regarding their personal life (n=221) 51+21 48+2.1 52+21 0.194
tgowards the risk regarding their money (n=220) 41+24 41+26 42+23 0.922
(means + SD) regarding their patients’ health (n=220) 5.3+2.1 52+24 53+20 0.630
B regarding their own health (n=219) 57+21 55+2.2 58+2.0 0.243
responses to the vignettes
MDM score (mean * SD) 10.2+1.6 11.7%4 9.6 1.3 <0.001

Footnote: Student a or Wilcoxon b tests for cordimuvariables; Chi2 test for categorial variabl®M: medical

decision-making
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Table 3: Characteristics Associated with Belongintp the IC group. Results from the Multivariate

Logistic Regression among the 210 Clinicians for whComplete data of Variable Selected Based

on the Bivariate Analysis*

OR [95% Confidence Interval] P
value

Age (per additional year) 1.00 [0.97: 1.03] 0.757
Aversion towards risks 1.00 [0.99; 1.01] 0.875
Aversion towards uncertainty (for each 50euros-ezse) 117 [1.01; 1.37] 0.043
General attitude towards the risk regarding perisdea 1.10 [0.95: 1.29] 0.208
Activity in AML pts>60y, per year 0.98 [0.96: 0.99] 0.032
Gender among rational men ref.

women 0.93 [0.39; 2.20] 0.865

yes ref.
Expected utility among men

no 3.45 [1.34; 8.85] 0.010
Interaction term = difference between irratiorféée& among women and
men 0.253 [0.07; 0.91] 0.035

*This is the results of the parsimonious model ¢aesed from a backward-stepwise-procedure (see
the method section for details) which was initiatyditionally adjusted for clinicians’ general tattle

regarding their own health and aversion towardssris
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Figure 1: Behavioral Tasks

A Please consider these 2 options
Option A Option B
A draw is made from an urn containing
10 balls including 5 white and 5 black. There is no drawing.
If the drawn ball is white you win 500 You win X euros for sure

euros, but if it is black you win nothing

Move the slider on the

. ) . ) . amount X bellow which you

choose option A and above

hich you choose option B
] 1T IR

Sure gain = X euros

250
0 . 1500
B Please consider these 2 options
Option A Option B
A draw is made from an urn containing
10 red and black balls but in unknown There is no drawing.
proportion. (For example, there could You win X euros for sure

be 7 white and 3 black balls or,
alternatively 3 white and 7 black balls).
If the drawn ball is white you win 500
euros but if it is black you win nothing

Move the slider on the

?) ?) ?) ’) ?) amount X bellow which you

choose option A and above Sure gain = X euros
which you choose option B
DIDD D v p
250
01 - 1500

C |In the next two questions we are asking you to make choices between two options. There is no wrong
answer. You just have to choose as if you were really facing these choice tasks
* Choice 1 Which option do you prefer?
Option A gives you 100% of chance to win 2000 euros
Option B gives you 80% of chance to win 3000 euros and 20% of chance to win 0 euro
* Choice 2 Which option do you prefer?
Option C gives you 25% of chance to win 2000 euros and 75% of chance to win 0 euro
Option D gives you 20% of chance to win 3000 euros and 80% of chance to win 0 euro

D In this question you have to self-estimate your willingness to take risk in different domains:
(0 being « not at all willing to take risk and » 10 « fully-prepared to take risk »)

* In your daily life: 00 ol 02 o3 o4 o5 o6 o7 o8 o9 oll
* For your personal finances: o0 ol 02 o3 o4 o5 o6 o7 o8 09 ol
* For your patients’ health: o0 ol 02 o3 o4 o5 o6 o7 o8 o9 ol
* For your own health: o0 ol o2 o3 o4 o5 o6 o7 o8 o9 oll

A. Physician individual risk aversion evaluatiomelcloser the scroll bar is to 500 Euros the

more risk-seeking the behavior, and the lower tweesbar, the greater the aversion to risk. If,

96



for example, the scroll bar is at 200 Euros thisnsesomeone prefers a 50% chance of winning 500
Euros to a 100% chance of winning 190 Euros, whilee scroll bar is at 300 Euros this means soraeon
prefers a 50% chance of winning 500 Euros to a 16l08fce of winning 290 Euros. The latter is riskier
since you are giving up more certain money (29®0%1or a chance to win the same amount (500). B.
Physician individual uncertainty aversion evaluati@he same line of reasoning applies to the
uncertainty aversion evaluation exctyt for option A, the probability of gain is unkmo. The closer

the scroll bar is to 500 Euros the more uncertasetgking the behavior, and the lower the scrol] bar
the greater thaversion to uncertainty. C. Classic binary chofcesy Kahneman and Tversky. Choice
patterns AC and BD conform with the expected wtititeory.Choice patterns AD and BC do not
conformto expected utility theory (for further details segpplementary file section 2). D. Self-

evaluation of the willingness to take risk in falifferentdomains.

Figure2: Medical Decision Making among the Six Clircal Vignettes
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This figure presents the proportion of physicialm®asing intensive chemotherapy, low-

intensity therapy or best supportive care for ezfdie 6 clinical vignettes
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Article 3: TP53 mutations negatively impact survival of acute myeloid leukemia
patients treated with standard doses of azacitidine

Manuscrit en cours de soumission - Leukemia

Les anomalies de TP53 constituent un événement oncogénique majeur, observé chez pres de 50% des
patients atteints de cancer. Dans les LAM, si cette anomalie est relativement rare chez les adultes
jeunes, leur incidence augmente considérablement avec I'age en particulier chez les patients
présentant un caryotype complexe ou une LAM reliée a un traitement génotoxique. L'impact
pronostique des altérations de TP53 est défavorable dans la grande majorité des cancers et des
hémopathies ou elles sont observées. Dans les SMD et les LAM, elles correspondent a un facteur de
risque péjoratif puissant et indépendant pour la réponse et la survie des patients traités par
chimiothérapie conventionnelle et/ou allogreffe de moelle. Une étude récente menée par I'Université
de Washington sur une cohorte de 116 patients agés traités par un schéma intensifié de decitabine
pour un SMD ou une LAM a décrit un impact pronostique positif des mutations de TP53 sur I'obtention
d’une réponse. L'impact des mutations de TP53 n’a jamais été évalué dans le contexte des LAM traitées
par azacitidine seul. Sur le plan fonctionnel, les mutations de TP53 sont hétérogénes avec des
mutations « perte de fonction » ou « gain de fonction » et plusieurs classifications pronostiques se
basant sur cet impact ont été validées en cancérologie solide mais aucune n’a été testée dans le

contexte des LAM.

A partir du séquencgage d’une cohorte de 224 patients dont 55 (24,6%) avaient une mutation de TP53,
nous montrons I'absence d’'impact des mutations de TP53 sur I'obtention de la réponse a I'azacitidine
mais un impact négatif sur la survie globale, indépendant en analyse multivariée. L'analyse des
caractéristiques fonctionnelles de ces mutations se basant sur 3 classifications pronostiques récentes
n’a pas permis d’identifier un groupe de patients qui auraient un meilleur devenir sous azacitidine.
L'utilisation des mutations de TP53 comme marqueur prédictif du devenir sous azacitidine est
incertaine. Néanmoins leur caractérisation fonctionnelle bien que non-concluante sur nos données
dans le contexte de l'azacitidine devra étre reproduite sur des cohortes de patients traités par
chimiothérapie intensive et dans le contexte des nouvelles thérapies ciblant p53 et MDM2, pour tenter

d’identifier un sous-groupe de patients TP53mut qui bénéficieraient d’'une approche personnalisée.
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ABSTRACT

Azacitidine has become a classical frontline low-intensity therapy for older patients with acute myeloid
leukemia, but patient selection between intensive and low-intensity therapy still remains
controversial. In patients treated with decitabine, mutations of TP53 have been described as a
potential predictive biomarker of improved outcome, although functional characteristics of p53
mutant are heterogeneous, as reflected in multiple functional p53 classifications. We analyzed the
therapeutic course and outcome of 279 patients treated with azacitidine between 2007 and 2016. By
screening 224 of them, we detected TP53 mutations in 55 patients (24.6%), including 53 patients
(96.4%) harboring high-risk cytogenetics. The identification of any TP53 mutation was associated with
worse overall survival but not with response to azacitidine in the whole cohort and in the subgroup of
patients with adverse karyotype. Stratification of patients relying on three recent validated functional
classifications did not allowed to distinguish TP53 mutated acute myeloid leukemia patients who most
benefit from azacitidine. Systematic p53 mutant classification will deserve further exploration in the
setting of patient treated with conventional therapy and in the emerging field of therapies targeted

p53 pathway.

INTRODUCTION

Older patients with acute myeloid leukemia (AML) harbor dismal prognosis despite improvement in
their overall survival (OS) over the last decade?. Validated therapeutic options are currently limited*.
Inter-physician practice variations are frequent, that rely on the uncertainty of the optimal strategy for

elderly AML patient®. Patient selection for intensive chemotherapy remains controversial®’.

Azacitidine compared to intensive chemotherapy (IC) for patients older than 65 years with non-
proliferative AML failed to demonstrate its superiority in the AZA-AML-001 & although several studies
have found that patients with myelodysplastic syndrome (MDS) or AML with adverse-risk cytogenetics
(CG) treated with hypomethylating agents (HMA) may obtain similar or even higher response rates

than patients with intermediate-risk CG*™!, suggesting a different mechanism of action, presumably
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linked to the increased frequency of TP53 mutations in adverse risk CG (up to 50-70% in complex
karyotype!?14),

Alteration of p53 function is a well-known negative prognostic factor for MDS and AML patients

16-18 and it has

treated with conventional chemotherapy'*'> and allogeneic stem cell transplantation
also been associated with poor OS for patients with MDS treated with azacitidine®. In preclinical
studies, primary fibroblastic and neoplastic cells deficient for TP53 exhibit hypersensitivity to

20,21

decitabine treatment compared to wild type cells, through apoptotic response*”*, illustrating the

3222 3nd extending

previously described concept of sensitization to apoptosis by the absence of TP5.
this concept to HMA. A recent single-institution trial has described a protective effect of TP53
mutations in AML patients treated frontline with an intensified regimen of decitabine?*. However, only

21 patients (18%) harboring a TP53 mutation were included in this trial, rendering critical a

confirmation of these interesting results.

Although mutations in TP53 have traditionally been considered functionally equivalent leading to a
lack of function due the loss of the DNA-binding domain or mediated by a dominant-negative effect
on the remaining functional wild-type allele, recently, some TP53 mutants were shown to display a
gain of function (GOF) independent of wild-type TP53 (TP53") function25. Several classifications of
TP53 mutants have been proposed with a correlation to the patient outcome in solid tumors and
diffuse large B cell lymphoma?*~28, Their clinical usefulness has never been questioned in AML patients,

although it might be highly important in the context of novel therapy targeting TP53 and/or MDM2.

We took advantage of our prospective regional AML registry previously extensively analyzed **% to
investigate the impact of TP53 mutations in a very large cohort of AML patients treated frontline with
azacitidine. We further assessed the usefulness of TP53 mutation classifications as a biomarker with
the aim to eventually identify a sub-group of patients with TP53 mutations who might specifically

benefit from azacitidine.
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PATIENTS AND METHODS

Regional cancer network ONCOMIP registry
AML patients (excluding M3) treated frontline with azacitidine were enrolled in the regional cancer

network ONCOMIP registry between 2007 and 2016%*%°. Patient’s bone marrow samples were
obtained following standard ethical procedures (Helsinki principles), after informed written consent,
and stored at the HIMIP collection. According to the French law, the HIMIP collection was declared to
the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307 collection 1). Cytogenetic risk was

assessed according to the MRC classification®.

TP53 next generation sequencing
Genomic DNA (gDNA) was extracted from baseline bone marrow sample using a Qiagen DNA

extraction kit (Qiagen). TP53 status was derived from exome sequencing for 49 patients or using a Next
Generation Sequencing multiplex PCR for the 179 patients.

Exome capture was performed using Sureselect All-Exome V4 kit (Agilent). Exome libraries were then
sequenced using a NextSeq500 sequencer (lllumina) and a SureSelect QXT Reagent kit (paired-end,
150bp, sequencing 2 x 150 cycles).

TP53 Next Generation Sequencing was performed using a multiplex TP53 PCR covering the complete
coding sequences of exons 4 to 10 (primers listed in supplementary Table 1). TP53 libraries were then
sequenced using a Miseq Reagent kit V2(paired-end, 150bp, sequencing 2 x 150 cycles) and MiSeq
sequencer (lllumina).

Alignment and variant calling were performed using NextGene software (SoftGenetics). TP53 variants
with a variant allele frequency (VAF) higher than 10%, were filtered using the TP53 International

Agency for Research on Cancer R18 database released in April 2016 (IARC) (http://www-p53.iarc.fr/)3L.

TP53 mutation classifications
Each TP53 mutation was classified using 3 different classifications. For patients with more than one

TP53 mutation, we selected the mutation with the predicted highest impact®2.
(1) Disruption classification. This classification is based on the consequences of the TP53 mutation on

protein folding, segregating disruptive versus non-disruptive mutations. This clustering was validated
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as a prognosis factor for overall survival of head and neck carcinoma patients by Poeta et al.?®. It relies
on the location of the mutation and the predicted amino acid alterations. Disruptive mutations are
composed of (i) stop codons in any region or (ii) non-conservative mutations (i.e. change of category
of the mutated amino-acid [non-polaras F, M, W, I, V, L, A and P; polar non chargedasC,N, Q, T, Y, S
and G; polar negatively charged as D and E and polar positively charged as H, K and R]) inside the key
DNA-binding domains (L2—-L3 region, corresponding to codons 163 to 195 and 236 to 251). All other
mutations are classified as non-disruptive.

(2) Evolutionary Action TP53 Score classification. Computational approach with the calculation of an
evolutionary action score summarizing the phenotype to genotype relationship for each TP53 missense
mutation reliably stratified patients with head and neck cancers or metastatic colon cancers harboring
TP53 mutations as high or low risk?”33, The score was calculated for each TP53 missense mutation

identified in our cohort?’ (http://mammoth.bcm.tmc.edu/EAp53). A threshold of 75 derived from the

work of Neskey et al. was used to separate high risk from low risk TP53 mutations.

(3) Relative fitness score (RFS) classification. Kotler et al. used a massively parallel proliferation assay
deciphering the sequence to structure and function relationship of TP53 mutations in human cells,
leading to the establishment of a comprehensive catalogue of 9,833 unique TP53 DNA-binding domain
variants (DBD, corresponding to amino-acids 102 to 292) with their functions evaluated in human cells

in vitro and in vivo® giving a relative fitness score for each of these TP53 mutant.

Statistical analyses
The analysis date for the clinical evaluation of the database was June 1, 2017. Clinical response was

assessed using ELN criteria® after 3 and 6 cycles of azacitidine as indicated. For patient who failed to
achieve at least partial clinical remission, we also assessed hematological improvement using the MDS
IWG 2006 response criteria®®. Baseline characteristics were compared between patients with or
without TP53 mutation by non-parametric tests (Fisher exact test for qualitative variables, Wilcoxon
rank-sum test for quantitative variables). Censored endpoints were estimated using the non-

parametric Kaplan-Meier method. Overall survival (OS) was defined as the time between diagnosis
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date and death or last contact. Univariate analyses for OS were performed using log-rank test and Cox
model for dichotomic and continuous variables, respectively. Variables identified from these 2
univariate analyses were included in a multivariate logistic regression for OS, performed by a Cox

model, after accounting for interactions. Statistical analysis was performed on STATA version.

RESULTS

Azacitidine AML ONCOMIP regional registry
From January 1% 2007 to December 31 2016, the regional cancer network ONCOMIP registry enrolled

279 AML treated frontline with AZA. Patients received a median of 6 cycles of Azacitidine (range: 1 to
67) with a median follow-up of 58 months. Median age was 76 years (range: 45 to 93). AML was
secondary to a previous myeloid malignancy in 34% of the cases as MDS in 71 patients (25%) or
myeloproliferative neoplasms in 24 patients (9%). AML was therapy-related in 46 patients (17%).

Karyotype was adverse in 135 pts (49%), including 54 patients with complete (-17) or partial (del17p)
deletion of chromosome-17, chromosome containing the TP53 locus (19%). TP53 status was available
before AZA treatment for 224 patients. One quarter of them has TP53 mutations (55 patients). Patient

characteristics and general outcome according to TP53 mutational status are summarized in Table 1.

Prognosis factors for overall survival under azacitidine
A younger age (hazard ratio [HR] 1.02 [95% Cl, 1.00-1.04]; p=0.010), a low level of LDH (HR 1.08 [95%

Cl, 1.04-1.11]; p<0.0001), a non-adverse karyotype (HR 1.79 [95% Cl, 1.35-2.37]; p<0.0001) and/or an
absence of TP53 mutation (HR 2.22 [95% Cl, 1.60-3.08]; p<0.0001) or alteration (TP53 mutation and/or
-17/17p-; HR 2.53 [95% Cl, 1.85-3.45]; p<0.0001) were associated with a better 6-months overall
survival in univariate analysis (Table 2).

These factors were also significant in a multivariate Cox model derived from the univariate analysis:
age (hazard ratio [HR] 1.04 [95% Cl, 1.01-1.06]; p=0.040), LDH (HR 1.06 [95% ClI, 1.03-1.10]; p=0.0006),
karyotype (HR 1.64 [95% ClI, 1.15-2.34]; p=0.006) and TP53 mutation (HR 1.54 [95% CI, 1.03-2.32];

p=0.037) (Table 3).
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Patient outcome according to the TP53 status
The 55 patients with TP53 mutations had a significantly lower overall survival compared to wild-type

TP53 patients (Figure 1A; median OS: 7.9 months with TP53 mutation vs. 12.6 months without; HR 2.2
[95% CI, 1.6 to 3.1]; p<0.0001). Patients with TP53 alteration (Figure 1B) had the worst overall survival
compared to patients without (median OS: 5.4 vs. 14.0 months, respectively, HR 2.5 [95% CI, 1.85-
3.45]; p=<0.0001).

Within the group of 109 patients with adverse karyotype (Figures 1C and 1D), TP53 mutation remained
associated with poorer OS compared to wild type TP53 (7.9 months vs. 9.6 months, respectively;
p=0.01).

In contrast to overall survival, response rates (CR/CRi) did not differ according to the presence of TP53
mutation (22% with TP53 mutations vs. 18% without; p=0.52) or alteration (19% with vs. 19% without;
p=0.41). Extending the clinical response to partial responses (PR) or hematologic improvement (HI)
didn’t modify the impact of TP53 mutation on response to AZA (CR, CRi and PR: 24% with vs. 24%
without, p=0.92; CR, CRi, PR and HI: 36% with vs. 42% without, p= 0.59).

Similarly, within the group of 109 patients with adverse karyotype, TP53 mutation did not impact

response achievement (21% RC/RCi with TP53 mutation vs. 14% RC/RCi without; p=0.37).

Patient outcome according to TP53 mutation classifications
Among the 55 patients with a TP53 mutation, we identified 49 cases (89%) with a unique TP53

mutation (42 missenses [86%], 3 nonsenses [6%], and 4 frameshifts [8%]) and 6 cases (11%) with 2
mutations (2 patients with missense and frameshift mutations and 4 with 2 missense mutations).

As the impact of the TP53 mutations is heterogeneous, we may assume that a specific sub-group of
variants might be sensitive to HMA. We evaluated their impact on AZA response using three recent
classifications of TP53 mutations?®?”3%, Twelve of these patients were classified as responders and 43
as non-responders.

Disruptive mutations were detected in 15 patients (27%), classification based on the consequences of
the TP53 mutations relying on the location of the mutation and the predicted amino acid alterations.
A TP53 Evolutionary Action Score was assessable for 48 patients (87%) and a relative flexible score
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derived from Kotler et al. for 53 patients (96.4%). Functional categorization of TP53 variant is
summarized in table S2. Comparison of these 3 different classifications of TP53 mutations is
summarized in tables 4 and 5. None of these classifications efficiently predict a difference to AZA

treatment regarding clinical response or overall survival.

DISCUSSION
Our study of 224 patients constitutes, to our knowledge, the largest cohort of elderly AML patients

treated with HMA analyzed for TP53 mutations so far. We identified 60 TP53 mutations in 55 patients,
for an overall prevalence of 24.6%. Among them, 30% were localized in the main TP53 hotspots for
single base substitutions, which is in line with previous descriptions in solid tumors3! and in AML. The
percentage of patients with TP53 mutation in our cohort is higher than previously reported in elderly
AML patients®*38, which could be easily explained by the high proportion of adverse cytogenetics and
secondary AML in this group of patient deemed unfit for intensive chemotherapy. Our findings show
no impact of TP53 alterations (including mutation and deletion) on the clinical response to azacitidine
but a strong and independent impact on overall survival in multivariate analysis. We could not
reproduce result from Welch et al** who reported TP53 mutation as a positive prognosis factor for
response to decitabine which did not translate in survival advantage. This raises the question whether
decitabine should be preferred to azacitidine in TP53 mutated AML patients. We assessed the impact
of TP53 mutation on response rate as defined by CR/CRi, while Welch et al compared TP53 mutational
status and response defined by morphological leukemia free state (MLFS) rate after the first treatment
cycle but it was not clear in their description of responders whether patient achieving MLFS after first
cycle of decitabine eventually converted to a complete remission. The endpoint analyzed is of
importance, as blast clearance may not be a perfect surrogate marker of survival in the setting of HMA
therapy, where survival improvements can be observed despite significant decrease of bone marrow
blasts. Of note, we did not find any impact of TP53 mutation on overall response rate when response
was defined with less stringent criteria and responders included patient achieving at least HI. One
might presume that the differences could also rely on the doses of the HMA used in both studies.
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Welch et al used decitabine at a 200mg/m? divided daily dose for 10 days every 4 weeks, i.e. twice the
dose of the current FDA approved scheme for high risk MDS and more than twice the monthly dose of
the regimen tested by Liibbert et al in elderly patients with AML®. Although, Blum et al*® reported
improved CR rate in a phase |l trial of elderly AML patients with this intensified scheme, the preferred
dose and schedule of decitabine remains uncertain and is mainly limited by the myelotoxicity of the
drug. The impact of TP53 mutation on the outcome of patients treated with azacitidine has been
studied only in high-risk MDS and limited cohorts of AML patients with 20-30% marrow blasts®4°,
providing the same conclusions as ours: it has no impact on response rate but strongly affects OS. Even
though decitabine and azacitidine are both cytosine analogs with identical ring structure, it differs by
the sugar attached to this ring. The deoxyribose in decitabine allowed 100% of the metabolite to be
incorporated into DNA, whereas only 10-20% of azacitidine is converted into a deoxyribonucleotide,
the remaining 80-90% of the drug being incorporated into RNA. The mechanism of action of both drugs
is not fully understood and differences of outcome with decitabine versus azacitidine for patient with
specific genotype could presumably give more insight into precise mechanisms of action of these
drugs.

The increasing knowledge of mutant forms of TP53, has provided detailed insights into the functional
consequences of TP53 mutations and supports the hypothesis that all TP53 mutations are not
functionally equivalent?®®. The majority of these mutations are missense mutations in the DBD and
therefore lead to loss of target gene transactivation®!. In addition to this loss of function, mutant TP53
may exhibit dominant negative effect on wild-type TP5332 or gain-of-function properties with capacity
of transactivating noncanonical target genes that confer selective growth advantage, migratory
potential, and drug resistance*?. Different approaches have been used to systematically categorize
various mutant TP53 forms based on their functionality in tumor suppression. We selected 3 different
classification systems2%273% able to characterize TP53 mutations and we compared this predicted
phenotype with patient outcome under azacitidine. Although none of these predictive methods

succeed in identifying TP53 mutated AML patient who best benefit from azacitidine, it remains

107



unknown whether this lack of reliability could be system-related, disease-related or therapy-related.
It would be of great interest to investigate the accuracy of these phenotype-genotype tools in
predicting the outcome of AML patients treated with decitabine or with intensive chemotherapy. With
the growing field of TP53-activating compounds®® and targeted therapy against TP53 pathway genes*
(eg, MDM?2), a better characterization of mutational and non-mutational TP53 alterations will become
inevitable in the initial workup of each AML patient®.
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Table 1: Patient characteristics according to TP53 status

Azacitidine TP53wt TP53mut TP53 unknown | TP53mut vs
cohort N=169 N=55 N=55 TP53wt
N=279 Univariate
p value

Baseline characteristics
Median Age— years (range) 76 (45-93) 76 (45-90) 75 (50-86) 76 (57-93) 0.088
Male gender -n (%) 155 (55.6) 100 (59.2) 29 (52.7) 26 (47.3) 0.400
AML status
De novo -n (%) 138 (49.5) 92 (54.4) 26 (47.3) 20(36.4)
Secondary to MDS - n (%) 71 (25.5) 43 (25.5) 9(16.4) 19 (34.5) 0.084
Secondary to MPN - n (%) 24 (8.6) 10 (5.9) 7(12.7) 7(12.7)
Therapy related AML - n (%) 46 (16.5) 24 (14.2) 13 (23.6) 9(16.4)
Performance status-n (%)
0-1-n (%) 168 (69.7) 109 (73.6) 29 (58) 30 (54.5)
2-4 -n (%) 73 (30.3) 39 (26.4) 21(42) 13 (45.5) 0.037
Unknown 38 21 5 12
Median WBC count- G/L 2.7(0.4-271) 2.4(0.7-122.7) 2.3(0.5-85.0) 3.4(0.4-271) 0.439
(range)
Median platelet count —G/L 67 (3-1271) 74 (7-771) 46 (3-1271) 71.5 (5-736) 0.001
(range)
Median LDH - U/L (range) 505,5 (135-3525) | 502 (135 —3525) 569 (163-3175) | 662.5(168-3703) 0.149
Median BM blast count — % 34 (0-85) 35 (0-83) 29.5 (9-85) 28 (2-78) 0.075
(range)
Cytogenetics (MRC)
Non adverse- n (%) 140 (50.9) 113 (66.9) 2 (3.6) 25 (45.4) <0.0001
Adverse- n (%) 135 (49.1) 56 (33.1) 53(96.4) 26 (54.6) <0.0001
Monosomal caryotype- n (%) 66 (23.7) 14 (8.4) 37 (67.3) 15 (27.3) <0.0001
Del17p or monosomy 17-n 54 (19.4) 13(7.7) 32 (41.8) 9(16.4) <0.0001
(%) 4 0 0 4
Unknown
Outcome
Response 0.502
RC/RCi- n (%) 54 (19.4) 30 (17.8) 12 (21.8) 12 (21.8)
Failure- n (%) 225 (80.6) 139 (82.2) 43 (78.2) 43 (78.2)
Median OS — months (95%IC) | 10.6(9.7-12.1) | 12.6(10.3-15.6) 7.9(3.1-9.8) 9.74 (9.02-10.37) | <0.0001

MDS myelodysplastic syndrome, MPN myeloproliferative neoplasm, WBC white blood cell, LDH lactate
deshydrogenase, MRC Medical Research Council, CR complete response, RCi complete response with
incomplete hematologic recovery, OS overall survival
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Table 2: Prognosis factors for overall survival in univariate analysis

Event/N 6 mos-0S (%)  HR [IC95%] p-value
Age (continuous variable) 1.02 [1.00 ; 1.04] 0.040
Male 120/129 69 1.00
Gender
Female 65/68 71 0.86 [0.65;1.14] 0.299
De novo 101/118 74 1.00
AML status
Secondary 102/106 65 1.09 [0.82;1.43] 0.558
0-1 125/138 72 1.00
Performans status
>1 54/60 60 1.35[0.97 ; 1.86] 0.071
0-1 123/140 70 1.00
Charlson score
>1 44/47 72 0.97[0.68 ; 1.38] 0.852
No 168/186 71 1.00
Tumor
Yes 21/24 58 1.15[0.73; 1.81] 0.554
WBC count (continuous
. 1.01[1.00; 1.02] 0.088
variable)
Lymphocytes count (continuous variable) 1.06 [0.93; 1.22] 0.375
Platelets count (continuous variable) 0.87 [0.73; 1.04] 0.117
LDH (continuous variable) 1.08 [1.04; 1.11] <0.0001
Normal 124/138 72 1.00
Albumin
< Normal 27/30 53 1.02 [0.67 ; 1.56] 0.099
Non-adverse  101/115 82 1.00
Cytogenetic risk
Adverse 102/109 57 1.79[1.35; 2.37] <0.0001
No 150/169 75 1.00
TP53 mutation
Yes 53/55 53 2.22 [1.60; 3.08] <0.0001
No 138/156 79 1.00
TP53 alteration
Yes 65/68 49 2.53[1.85; 3.45] <0.0001
No 37/46 70 1.00
Use of G-CSF
Yes 52/57 77 1.02 [0.67 ; 1.56] 0.935
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Table 3 Prognosis factors for overall survival in multivariate analysis

HR [1C95%)] p-value
Age (continuous 1.04[1.01;1.06]  0.040
variable)
WBC count continuous 1.00[0.99;1.01] 0.899
variable)
LDH (continuous variable/100) 1.06 [1.03; 1.10] 0.0006
Cvtogenetic risk Non-adverse 1.00
yiog Adverse 1.64[1.15:2.34]  0.006
. No 1.00
TP53 mutation Yes 1.54[1.03:2.32]  0.037

Table 4: Univariate comparison of TP53 mutation functional characterization and response to

azacitidine
Overall Non
Responders
sample N=12 responders p-value
n=55 - N=43
. . . Yes n (%) 15 (27.3) 3 (25) 12 (27.9)
Disruptive mutation No n (%) 40 (72.7) 9(75) 31(72.1) 1.00
oA et
100) ! (range) (28.1:95.7) (28.1-89.8) (48.5-95.7) ’
Evolutionary Action score <75n (%) 25(52.1) > (45.5) 20(54.1)
¥ 275 n (%) 23 (47.9) 6 (54.5) 17 (45.9) 0.61
(0-100) -
missing 7 1 6
Relative Flexible scoreona Median 0.094 0.094 0.094 0.67
log2 scale (range) (-2.525;0.838) (-0.789;0.579) (-2.525;0.838) ’
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Table 5: Univariate comparison of TP53 mutation functional characterization and overall survival

Event/ 6 mos-0S

) -
N (%) HR [IC95%)] p-value
N . No 38/40 55 1.00
Disruptive TP53 mutation 15/15 47 0.92[0.50;1.71] 0.798
Evolutionary Action score <75 24/25 48 1.00
(0-100) >75 22/23 61 0.97[0.54;1.75] 0.923

Evolutionary Action score

(continuous, 0-100) 1.01[0.99;1.03] 0.515

Relative Flexible score on a log2 scale

. 0.75[0.45;1.22] 0.244
(continuous)

Figure 1: Overall survival according to TP53 alterations
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Figure 2: Overall survival according to TP53 mutations classifications
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Article 4: Exome sequencing identifies MECOM missense variant as a
prognostic marker for overall survival of elderly acute myeloid leukemia
patients treated with azacitidine

Manuscrit en cours de finalisation

La recherche de biomarqueur moléculaire prédictif du devenir des patients atteints de LAM traités par
agent hypométhylant n’a pour lI'instant pas permis l'identification de facteur utilisable en pratique
courante. Les facteurs pronostiques classiques (age, cytogénétique, indice de performance, scores de
comorbidité) bien que corrélés au devenir des patients agés atteints de LAM, manquent de précision
pour déterminer la stratégie optimale pour un patient donné. Les études portant sur le degré de
méthylation de ’ADN avant l'instauration d’un agent hypométhylant n’ont pas permis d’identifier de
profil de méthylation associé au devenir des patients. L'impact des mutations somatiques des génes
de I'épigénétique (DNMT3A/TET2/IDH1/2) s’est révélé contradictoire selon les séries de méme que
I'impact des mutations de TP53. Il doit étre noté une importante hétérogénéité des cohortes étudiées
quant a la pathologie (MDS et SMD) et aux traitements recus (azacitidine et/ou decitabine), ce qui
pourrait expliquer ces résultats contradictoires. A ce jour, les mécanismes d’action des agents
hypométhylants restent imparfaitement connus ce qui pourrait également expliquer I’échec de ces

études testant des hypotheses issues des connaissances préalables.

Nous décrivons ici une étude au schéma expérimental innovant associant le séquencage d’exome
complet d’une cohorte d’entrainement composée de patients atteints de LAM, ayant un phénotype
extréme défini par leur réponse a I'azacitidine en 1 ligne (26 bons et 23 mauvais répondeurs a
I"azacitidine), suivi du séquencage ciblé des variants sélectionnés sur une cohorte de validation de 175
patients. Le séquencage ciblé des 4 variants identifiés a partir de la cohorte d’entrainement a permis
de montrer, en analyse temps-dépendante, un impact significatif du variant rs7622799 du gene
MECOM (alias MDS1-EVI1) sur la survie globale des patients traités par azacitidine et laisse entrevoir

une utilisation comme biomarqueur prédictif.
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INTRODUCTION

Hypomethylating agents (HMA) azacitidine (AZA) and decitabine (DEC) are approved low-intensity
frontline therapies for patients with acute myeloid leukemia (AML)?. They constitute the reference arm
of most randomized studies currently testing novel frontline therapy for older patients with AML
jugged ineligible for intensive chemotherapy (IC). The selection between intensive versus low-intensity
therapy remains matter of debate, in particular in cases with low comorbidity scores and adverse ELN
cytogenetics/molecular genetics where the benefit of IC may not outweigh the risk and those with
intermediate or favorable AML risk but with equivocal comorbidity scores. About 50% of patients with
AML treated with AZA may achieve an hematologic response including 20-25% of complete response
(CR/CRi)?, but in contrast to IC, responses may take several months after the initiation of treatment to

occur, which underlines the need for identification of pretreatment molecular predictors®.

To date, description of biomarkers of response to AZA has brought few convincing results. Among
pharmacologic factors with potential impact on AZA resistance, in vitro data suggest that human
nucleoside transporters (hNT) expression could correlate with DNA demethylation* but clinical data
are lacking. Activation of AZA is mediated by uridine-cytidine kinase (UCK) whose expression level has
been associated with overall survival (OS) but not with response rate of MDS patients treated with
AZA>. Although the expression level and enzymatic activity of cytidine deaminase (CDA), which
inactivates AZA, could potentially influence OS in a gender-specific manner due to higher CDA
expression in male subjects®, this gender effect is not a hallmark of patient outcome under AZA’.
Several genes with prognosis impact in AML have been tested for their power to predict response to
HMA. Mutations in genes involved in the methylation machinery such as TET2, IDH1/2 and DNMT3A
have been associated with response to HMA in some retrospective cohorts of MDS/AML patients®,
but not in others!'? nor in the biomarker sub-study of the phase 11l AZA-AML-001 trial*®. Mutations of

TP53 have been positively associated with blast clearance under DEC, but this effect did not translate

in survival advantage and was not reproduced with AZA (Bories, manuscript in process).
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Importantly, mechanisms of action (MOA) of AZA remain partially understood. AZA affect DNA
methylation through DNA methyltransferase inhibition and induces re-expression of silenced genes
but the correlations between this effects and clinical response under AZA remains elusive®>?’, Beside
its impacts on DNA methylation, an impact of AZA on histone modifications have also been describe
with heterogeneous changes in histone marks!®!°, which even insufficient to explain gene expression

variations, suggest a more complex effect of AZA on the epigenome.

Advances in next-generation sequencing (NGS) now provide a unique opportunity to understand
mechanisms of sensitivity or resistance to specific agents. Candidate-gene sequencing studies present
limitation because they require prior knowledge of the genetic marker and its role in the therapy MOA.
Alternatively, hypothesis-free genome-wide association studies (GWAS), which investigate the impact
of multiple genetic variants on therapy efficacy usually require extremely large numbers of case and

control samples to be genotyped.

Multistage study design using a discovery set of extreme phenotypes patients (extreme responders
and non-responders to a given therapy) and a validation set represent a valuable alternative to
enrolling very large random cohort of patients. To identify genetic markers predictive of outcome of
AML patients treated with azacitidine, we conducted an hypothesis-free genetic study, using exome
sequencing of responders versus non-responders patients, followed by targeted sequencing in a

validation cohort.

PATIENTS AND METHODS

Patients treatment and samples
The IUCT-O AML study is a prospective longitudinal registry including all patients diagnosed with an

AML within the ONCOMIP multicentric oncology network in the Midi-Pyrénées region in South-West
of France (about 2.8 million of inhabitants). The IUCT-O AML database is registered at the Commission
Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL) under N°1778920. From Jan 2007 to Dec 2016, 279
newly diagnosed patients with an AML defined with WHO criteria, excluding M3-subtype were treated

with AZA in the regional cancer network ONCOMIP. AZA was administered subcutaneously following

119



standard scheme of 75mg/m?/d for 7days of every 28-day cycles. This patient sample represent an
extension of a previously reported study®, and its characteristics have been described elsewhere (ref
Bories/TP53). Among them, 224 patients had a frozen baseline DNA sample which constitute our study
sample aiming to describe genomic biomarker. Bone marrow (BM) samples were obtained at the time
of diagnosis, before treatment initiation and genomic DNA was extracted with Qiagen kit (Qiagen). All
patients provided signed consent for these genetic analyses in accordance with the Declaration of
Helsinki. Patient clinical information was collected at the reference date June 1, 2017.

Study design and endpoints definition
As shown in figure 1, we design a multistage sequencing study with a discovery and a validation cohort.

Patients of the discovery cohort were selected as extreme phenotype of marked sensitivity or
resistance to AZA as defined by their clinical response after 3 to 6 cycles. Selection criteria for
responders relies on complete remission achievement with or without hematological recovery
according to ELN criteria® (CR and CRi, respectively). Among the 42 patients achieving CR or CRi, we
randomly selected 26 patients for the discovery set. Selection criteria for non-responders patients
encompass (1) progressive or stable disease?, (2) absence of hematological improvement according to
MDS IWG criteria?! and (3) having received at least 3 cycles of AZA. Among the 113 patients fulfilling
this 3 criteria, we randomly selected 23 patients for the discovery cohort. The 175 remaining patients
constituted the biomarker validation cohort. Candidate biomarker identified in the discovery cohort
were secondly tested for their association with OS of this validation cohort.

OS of the patients included in the sequencing study was compared with that of patient lacking DNA
sample with log rank test of Kaplan-Meier estimates. Characteristics of patients from discovery and
validation cohorts were compared with Chi-2 or Fisher tests for categorial variable and Mann-Withney
test for numerical variable.

Exome sequencing of the discovery cohort
Libraries were captured using 50ng of gDNA with the Sureselect all-exome V4 kit (Agilent) followed by

paired-end, 150bp reads sequencing on a NextSeq sequencer (lllumina). Sequences were aligned on

the reference genome hgl9 (GRCh37) with Nextgene and after PCR-duplicate read and sequencing

120



errors removal, only non-synonymous single-nucleotide variant (SNV) and Insertions/deletions (Indels)
with a read-depth (RD) 210 and a variant allele frequency (VAF) 210 were kept. Before statistical
selection of genomic variants, we defined 4 different filtering models depending on genes
classifications, read depth, variant allele frequency (table 1). Depending on the model, analyses were
carried-on per-SNV or per-genes. Gene-list included in each model are provided in table S1.

Variants selection via the elastic net regularization
As the number of variants identified in exome sequencing is much higher than the number of

observations, stepwise selection produces estimates that are biased and unstable, leading to arbitrary
selection of variable. An elastic-net regularization combining LASSO (least absolute shrinkage and
selection operator) and Ridge penalties simultaneously??, was used to identify association between
variants and clinical response in each model of gene. Each significant association was determined by
an effect size coefficient proportionally correlated to the variant effect on response. Using a
resampling approach on 1000 replications, bootstrap stability selection (BSS) were computed for each
variant and only those with a BSS275% were selected. The elastic-net regularization ultimately selects
only a few variables among a set of variables highly correlated.

Sequencing of the validation cohort and analyses

The limited number of variants identified in the discovery set were then tested in the validation cohort
for their impact on patients’” OS. A multiplex PCR (using primers provided in table S2) covering the
selected variant was performed to generate the libraries, which were sequenced using a MiSeq
sequencer (lllumina), and a Miseq Reagent kit V2 (paired-end, 150bp, sequencing 2 x 150 cycles).
Alignment and variant calling were performed using NextGene software (SoftGenetics). Associations
between SNPs and OS with Kaplan-Meier and log-rank test. We further tested the proportional hazards
assumption of Kaplan-Meier estimates and if not respected, conducted time dependent-analysis using

a piece-wise cox model.
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RESULTS

Cohorts characteristics and outcome
As presented in figure S1, median OS of the 55 patients excluded due to missing sample was not

different from the study cohort of 224 patients (10.1 months vs 10.8 months, respectively; HR 1.009,
95%Cl=[0.7299-1.394]). Median follow-up of the study cohort was 58.2 months (95%Cl= [49.5-78.1]).
As shown in table 2, compared to the validation cohort, patients of the discovery cohort were less
frequently of male gender, had significantly higher baseline WBC count and more often intermediate
cytogenetics. In line with our study design, selection of extreme phenotype resulted in an enrichment
in responders (CR/CRi) patients in the discovery cohort compared to the validation cohort (53.1%
versus 9.1%, respectively, p<0.0001) which translated into a survival advantage with a median OS of

14.3 months in the discovery set versus 9.7 months in the validation set (p<0.0001).

Exome sequencing of the training cohort
The exon capture baits targeted 98% of genes in the Consensus CDS database. A mean coverage depth

of 85x per sample was achieved, with 92.5% of targets covered at = 20x depth.

As shown in figure 2, the model 1 of exome-sequencing analysis which included recurrent AML genes,
identified 171 mutations affecting 33 genes with a median number of 3 mutated genes per patient
(range 1-11 mutations). The most frequently mutated genes were DNMT3A in 13 pts (26.5%), RUNX1
in 12 pts (24.5%), TET2 in 12 pts (24.5%), ASXL1 in 11 patients (22.5%), STAG2 in 11 patients (22.5%)
and SRSF2 in 10 patients (20.4%). Overall, 36 patients (73.4%) had at least one mutation in epigenetic
genes, 21 patients (42.9%) in tumor suppressors, 20 patients (40.8%) in the signaling, 19 patients
(38.8%) in transcriptional factors, 16 patients (32.7%) in cohesion complex and 16 patients (32.7%) in
the spliceosome.

Results of the elastic-net regularization with bootstrapping of the data from the model 2 and 3 are
provided in table 3. Although model 2 was a per-gene model, inspection of the exome-seq data for the
gene MECOM (MDS1 And EVI1 Complex Locus) revealed that 8 of the 26 responders (30.8%) versus 1
of the 23 non-reponders (4.3%) had an heterozygous missense variant in the SET domain of MECOM

at position 169098992 (rs7622799; encoding p.Pro120Ser; MAF = 0.13 in the Exome Aggregation
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Consortium [ExAC]). Accordingly, instead of the whole gene sequence, only this SNV of MECOM was
selected for validation. Model 2 also identified ARHGEF12 gene as a potential candidate but it wasn’t
kept for validation because inspection of the exome-seq data revealed multiple scattered SNV among
the gene either in responders and in non-responders patients (figure 3). Model 4 which included
pharmacogenes referenced in the KEGG data base for nucleoside analogues metabolism did not
identified any candidate. Overall, we selected for validation four candidates SNPs including MECOM
rs7622799, TOBP6L rs777851038, DZIP rs11070136, and ZNF543 rs10410649.

MECOM rs7622799 is associated with OS in time-dependent analysis
Among the 175 patients of the validation cohort, we tested the association between OS and the

presence of one of the 4 selected SNV by targeted genotyping. As shown in the table 4, we didn’t
detect any association with OS for the SNPs affecting TOBP6L, DZIP and ZNF543. Regarding MECOM
rs7622799, identified in 34 patients/ 175 (19.4%), log-rang test of Kaplan-Meier estimates detected a
trend for significance for its impact on OS. Since the proportional hazards assumption was not
respected, a piecewise Cox model was used to investigate time dependent impact of this SNV on OS
(figure 4) and showed that, patient with MECOM rs7622799 had improved OS from 3 months after

diagnosis compared with non-rs7622799 patient (HR 0.56; 95%Cl= [0.34;0.93]; p=0.024).

DISCUSSION

Predicting sensitivity to AZA remains a major challenge to best select and accordingly improve outcome
of older AML patients treated with AZA. By analyzing the exome sequencing of a series of 49 AML
patients selected for their sensitivity to azacytidine as frontline therapy, we identified MECOM SNP
rs7622799 as a predictive biomarker of patient outcome and further validate it for its association with

0OS in time-dependent analysis of a cohort of 175 AML patients.

We took advantage of our well documented?®#2%, multicentric and prospective AML registry to design
a multistage sequencing study. We characterized an homogeneous cohort of WHO-defined AML

patients treated with frontline AZA, while HMA biomarker studies often relied on heterogeneous
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cohorts newly diagnosed or relapse/refractory, high risk MDS and/or AML, treated with AZA and/or
DEC. Extreme phenotype selection of a discovery cohort is an innovative design process® which has
shown increased efficiency to identify the molecular features underlying therapy sensitivity or
resistance in a broad range of solid tumors?®2%, but has never been tested in hematological
malignancies. Such study design is markedly relevant when the study endpoint is a rare event as is the
case for complete response achievement in the setting of AML treated with HMA. Exome sequencing
provides a large influx of somatic mutations data along with germline variations which could both
potentially affect AZA sensitivity. Accordingly, we defined 4 different filtering model dedicated to the
preselection of somatic or germinal variants. For the statistical selection of this large amount of data,
the elastic-net regularization has proved to be a robust method which aims to select only a few
variables among a set of highly correlated variables and thus allowing the selection of a sparser model.
Although, response rate was an adequate endpoint to identify extreme responders and non-
responders of the discovery set, we rather validate biomarker regarding the association with OS
because it represents the gold-standard longer-term endpoint in AML. Indeed, response is not a
perfect surrogate marker of survival in the setting of AZA, and survival improvements can be observed

despite complete or partial response achievement %°.

Our exploratory findings identify MECOM rs7622799 as significantly associated with OS of a large
sample of AML patients treated with AZA, however we acknowledge that further definition as a
predictive biomarker usable as a decision-making tool will deserve further testing in a control cohort

of patients treated with intensive chemotherapy.

MECOM gene, located at locus 3q26, encodes EVI1, a crucial gene for hematopoietic stem cell
regulation and a powerful oncogene in AML and MDS1-EVI1 (ME, alias PRDM3) an histone lysine
methyltransferase (KMT). These 2 isoforms proteins are produced via alternative transcription start
sites; and differ by the presence of a PR/SET*® domain which carry the KMT activity in the ME isoform?3?,
Thus, ME acts as a H3K9me1-specific KMT that direct cytoplasmic H3K9mel methylation, then triggers

further conversion to H3K9me3 in the nucleus by Suv39h, reinforcing heterochromatin and
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establishing a lasting transcription repression. MECOM rs7622799 is a common non-synonymous SNP
encoding a proline-to-serine substitution at protein position 120 in the PR/SET domain of isoform ME.
Although functional characterization of rs7622799 has never been explored, the reported impact of
AZA on histone modifications with pronounced but heterogeneous changes in the repressive mark
H3K9me3!® and the identification of this SNP in baseline DNA samples of patients responders to AZA
should encourage further exploration. In patients with MDS and AML treated with AZA, Wanquet et
al®2, describe improved outcome of patients with chromosome 3q abnormalities involving MECOM

strengthened the need for further functional investigations.

This study opens new avenues for a better patient selection to AZA and a better understanding of AZA
mechanisms of action on epigenetics. It should also encourage to investigate the role of non-

mutational abnormalities of MECOM gene in AML pathogenesis3334,
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Table 1: Description of the 4 filtering models used for discovery cohort sequencing analysis

Model  Category  PASS Filter RD  VAF 'g:a'yse‘ conducted
. Non-synonymous non-intronic SNV
1 Somatic Genes recurrently mutated in AML 210 210 Genes
. Non-synonymous, non intronic SNV
2 Somatic Genes from the cosmic census 210 210 Genes
3 Germline Non-;yno_nymous, non intronic SNV 20 >30 SNV
identified in>5 samples
Non-synonymous, non intronic SNV
4 Germline  of KEGG azanucleotides metabolism >10 >10 Genes

pharmacogenes
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Table 2: Cohorts description

Azacitidine cohort

Discovery cohort

Validation cohort

Discovery vs

N=224 N=49 N=175 validation cohort
univariate p value

Median Age— years (range) 76 (45-93) 77 (50-90) 75 (45-89) 0.7766
Male gender -n (%) 155 (55.6) 22 (44.9) 107 (61.1) 0.040
AML status
De novo -n (%) 138 (49.5) 26 (53.1) 92 (52.6)
Secondary to MDS - n (%) 71(25.5) 13 (26.5) 39 (22.3) 0.8807
Secondary to MPN - n (%) 24 (8.6) 3(6.1) 14 (8)
Therapy related AML - n (%) 46 (16.5) 7 (14.3) 30(17.1)
Performance status-n (%)
0-1-n (%) 168 (69.7) 28 (70) 110 (69.6)
2-4-n (%) 73(30.3) 12 (30) 48(30.4) 0.918
Unknown 38 9 17
Charlson comorbidity score
0-1 176 (76.5) 34 (87.2) 106 (71.6) 0.111
>1 54 (23.5) 5(12.8) 42 (28.4)
Unknown 49 10 27
Median WBC count- G/L (range) 2.7 (0.4-271) 3.1(0.7-91.4) 2.1(0.5-122.7) 0.004
Median platelet count —G/L (range) 67 (3—-1271) 60 (12 —271) 69 (3—-1271) 0.873
Median LDH - U/L (range) 505,5 (135-3525) 587 (169-2858) 467 (163-3525) 0.361
Median BM blast count — % (range) 33 (0-85) 42 (11-83) 33 (0-85) 0.178
Cytogenetics (MRC)
Favorable 1(0.4) 0 0
Intermediate- n (%) 139 (50.5) 34 (69.4) 81 (46.3) <0.007
Adverse- n (%) 135 (49.1) 15(30.6) 94 (53.7)
Unknown 4 0 0
Response <0.0001
RC/RCi- n (%) 54 (19.4) 26 (53.1) 16 (9.1)
Failure- n (%) 225 (80.6) 23 (46.9) 159(90.9)
Median OS — months (95%IC) 10.8 (9.7-13.1) 14.3 (11.9-18.4) 9.7 (7.9-11.2) <0.0001

MDS myelodysplastic syndrome, MPN myeloproliferative neoplasm, WBC white blood cell, LDH lactate
deshydrogenase, MRC Medical Research Council, CR complete response, CRi complete response with
incomplete hematologic recovery, OS overall survival. Percentages may not add to 100 because of

rounding
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Table3: Elastic-net regularization among exome sequencing of responders versus non responders

patients to azacitidine

Gene, SNV Occurrence among | Occurrence among the Frequency in the Effect size
the 26 responders 23 non-responders bootstrapping
(n, %) (n, %) (1000x replication)
Model 1
No gene with a frequency >75% in
the bootstrapping
Model 2
MECOM 9 (34.8) 1(4.3) 89.7 0.012
ARHGEF12 12 (46.2) 3(13.0) 98.5 0.155
Model 3
TOP6BL, rs777851038 21 (80.8) 6(26.1) 91.2 0.3
DZIP1, rs11070136 24 (92.3) 9(39.1) 86.4 0.267
ZNF543, rs10410649 18 (69.2) 4(17.4) 76.8 0.206

Model 4

No gene with a frequency >75% in
the bootstrapping
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Table 4: Overall survival according to the 4 SNV genotyping

medianOS [IC95%)]
Event/N -vall
vent/ (months) p-value

No 133/143 9.6 [7.9;11.2]

MECOM rs7622799 0.0592
Yes 30/36 10.3 [4.8; 27.0]
No 18/20 9.6 [3.9; 19.0]

TOBP6L rs777851038
Yes 145/159 9.7[7.9;11.3] 0.9771
No 69/72 8.0[5.2;10.3]

DZIP1 rs777851038
Yes 94/107 10.6 [8.0; 15.0] 0.0836
No 91/99 9.7[7.7;11.8]

ZNF543 rs10410649 0.9200
Yes 72/80 9.7 [5.6; 12.6]
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Figure 1: Study design

1. Discovery cohort of extreme phenotypes (n=49)

Extreme non-responders (n=23) Extreme responders (n=26)

thtriittrittiriee it

Failure i PR/HI CR/CRi
t | i I

|
2. Validation cohort (n=175)

Biomarker validation for its impact on OS

Design of a multistage sequencing study: (1) discovery of predictive biomarker relied on the exome
sequencing comparison of patient with extreme phenotypes for their sensitivity to azacitidine: 26
patients (53.1%) in CR or CRi and 23 patients (46,9%) in failure despite at least 3 AZA cycles (2)
biomarker validation relied on its association with OS of the 175-patients validation cohort (112
patients in failure [64%], 47achieving PR/HI [26.8%] and 16 achieving CR/CRi [9,1%]).

CR: complete remission, CRi: complete remission with incomplete hematological recovery, PR: partial
remission, HI: hematological improvement, OS: overall survival.
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Figure 2: AML mutational landscape among responders and non-responders patients to azacitidine
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The rows in the graph represent individual genomic lesions, the XX genes in which at least one
mutation have been identified are segregated across 7 functional classes: Epigenetic, Signaling,
transcription factors, tumor suppressor, cohesion complex, splicing factors and others. The columns
represent patients in the study, divided as responders on the left-on-site and non-responders on the
right-on-site. Vertical black lines indicate the presence of a specified driver mutation in a patient.
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Figure 3: Localization of variants identified in analyzes models 2 and 3
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Schematic of encoded protein by genes A. TO6BL (Type 2 DNA Topoisomerase 6 Subunit B-Like), B.
DZIP1 (DAZ Interacting Zinc Finger Protein 1), C. MECOM (MDS1 and EVI1 complex locus) and D.
ARHGEF12 (Rho guanine nucleotide exchange factor12) and localization of SNV and Indels identified in
the model 1 and 3 with elastic-net regularization among responders versus non-responders patients.
ZF: zinc finger; SET: Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax domain; PR: Proline rich domain;
domain; RD: Repression domain; AC: Acidic domain; PDZ: Post synaptic density protein; RGSL:
regulator of G protein signalling-like domain; DH: Dbl homology domain; PH: Pleckstrin homology

domain.
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Figure 4: time-dependent OS estimate according to MECOM rs7622799
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PARTIE IV - CONCLUSIONS - DISCUSSION
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Idéalement, I'identification de biomarqueurs prédictifs du devenir des patients devraient permettre
des choix thérapeutiques personnalisés et adaptés au risque. Malgré I'amélioration des connaissances
sur la biologie des leucémies aigués myéloides et la démocratisation de technologies de séquencage a
haut débit, la recherche de biomarqueurs permettant de prédire spécifiqguement la réponse ou la
survie des patients sous azacitidine est pour l'instant restée infructueuse. Il peut y avoir plusieurs
explications potentielles a ces résultats. La plupart des études décrites ont concerné des cohortes
relativement faibles (50-100 patients le plus souvent) et dont la composition est régulierement
hétérogeéne associant des SMD de bas risque, de haut risque et des LAM, mais aussi des patients
nouvellement diagnostiqués ou en rechute/réfractaire. Ces études sont aussi hétérogénes vis-a-vis des
traitements étudiés. Certaines utilisaient |'azacitidine, d’autres la décitabine et certaines les 2
thérapies successivement ce qui ne permet pas toujours de délivrer un message clair et reproductible.
Bien que de structures et de fonction assez proches, ces 2 drogues n’ont pas exactement le profil
pharmacologique et le méme mécanisme d’action. La décitabine estincorporée a I’ADN et I'azacitidine
majoritairement a I’ARN et il a été démontré que leurs effets in vitro et in vivo n’étaient pas strictement
identiques. La recherche de biomarqueur doit ainsi se concevoir pour chaque drogue individuellement.
En pratique quotidienne, le choix entre une chimiothérapie intensive et un traitement de faible
intensité se pose pour une proportion non négligeable de patients agés atteints de LAM. L’analyse
populationnelle réalisée entre 2007 et 2010 sur une cohorte de 334 patients traités de fagon intensive,
semi-intensive et par soins de support a permis de décrire des facteurs pronostiques différents dans
chaque sous-groupes de patients. Ainsi dans le groupe des patients traités par azacitidine, un age
élevé, une cytogénétique défavorable, un taux de LDH élevé et un taux de lymphocytes bas, étaient
significativement associés a une survie globale raccourcie alors dans le groupe de patients traités par
chimiothérapie intensive, seuls I'age élevé et le statut secondaire de la LAM avaient un impact négatif
sur la survie globale en analyses multivariées. Il faut noter qu’il s’agissait de populations sélectionnées
sur leurs caractéristiques initiales empéchant toute comparaison directe. S’appuyant sur un
appariement des patients entre le groupe chimiothérapie intensive et le groupe azacitidine et entre le
groupe azacitidine et le groupe soins de support, nous montrons en analyse temps dépendante une
supériorité de la chimiothérapie intensive sur I'azacitidine a partir de 6 mois aprés le diagnostic et une
supériorité de I'azacitidine sur les soins de support des le diagnostic. Depuis la publication de cette
étude, les résultats de I'essai prospectif AZA-AML-001 ont montré un gain en survie globale du groupe
azacitidine comparé aux traitements de référence (chimiothérapie intensive, cytarabine faible dose et
soins de support). Le bras de référence était dépendant d’une présélection par I'investigateur et il doit
étre noté que seuls 18% des patients avaient été inclus dans la randomisation de I'azacitidine versus
chimiothérapie intensive, appauvrissant cette comparaison sur le plan statistique. Cet essai

d’enregistrement a permis a la molécule d’obtenir une AMM quel que soit le pourcentage de blastes

137



médullaires, mais n’a pas permis de limiter l'incertitude sur la meilleure stratégie entre la

chimiothérapie intensive et I’azacitidine pour un patient donné.

Pour explorer les attitudes des praticiens dans cette situation de risque et d’incertitude, et leur impact
sur les variations de pratiques médicales dans ce contexte, nous avons mis en place une collaboration
transdisciplinaire entre hématologie clinique, sciences comportementales et épidémiologie sociale. A
partir de cas cliniques complexes issus de la vie réelle, I'étude nationale que nous avons conduite
montre une variation de pratiques déclarées importante entre une approche intensive et une
approche de faible intensité. En analyse multivariée, les caractéristiques individuelles
comportementales des praticiens étaient directement associées a ces variations de pratique et en
premier lieu nous montrons un impact de I'aversion pour l'incertitude des praticiens sur ce choix
témoignant de la nécessité de poursuivre la recherche de biomarqueur prédictif pour limiter

I'incertitude thérapeutique.

S’appuyant sur la description récente d’un impact positif des mutations de TP53 dans le contexte de la
décitabine, nous avons tenté de confirmer ce résultat avec I’azacitidine. Si le séquencage du géne TP53
sur une cohorte de 224 patients traités par azacitidine n’a pas permis de montrer de lien avec
I’obtention d’une réponse a |'azacitidine, nous montrons un impact défavorable fort et indépendant
sur la survie globale concordant avec les données connues dans le contexte de la chimiothérapie
intensive et de la greffe de moelle. Nos résultats ne confirment pas I'impact décrit avec la décitabine
et ne permettent d’envisager I'utilisation des mutations de TP53 comme biomarqueur prédictif du
devenir sous azacitidine. La caractérisation fonctionnelle des mutations de TP53 n’a pas permis
d’individualiser un groupe de patients qui auraient un meilleur devenir sous azacitidine mais cette
approche systématique s’appuyant sur des classifications fonctionnelles et pronostiques devra étre
reproduite sur des cohortes de LAM traités par chimiothérapie intensive et dans le contexte émergeant
des nouvelles thérapies agonistes de p53 et antagonistes de MDM2, pour tenter d’identifier un sous-

groupe de patients TP53mut qui bénéficieraient le plus de telles stratégies innovantes.

L'approche génomique se basant sur la recherche de mutations de genes candidats récurrentes dans
les LAM ou de génes impliqués dans le métabolisme des analogues nucléotidiques est pour I'instant
restée infructueuse pour la description reproductible de biomarqueur. Les mécanismes d’action des
agents hypométhylants restent imparfaitement décrits et la réponse thérapeutique peut s’appuyer sur
différents types de modifications épigénétiques, comme la modification de la méthylation de I’ADN ou
des protéines histones, I'induction d’une immunogénicité ou d’une différentiation hématopoiétique.
A l'inverse des thérapies ciblées sur des récepteurs comme les récepteurs de tyrosine kinase ou des
voies de signalisations, la multiplicité des mécanismes d’action de I'azacitidine complexifie la recherche
de biomarqueur de réponse. Pour aborder cette question sans se fonder sur des hypotheses sur les
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génes potentiellement impliqués, le séquencage d’exomes entiers d’une cohorte de patients au
phénotype extréme pour leur réponse a l'azacitidine suivi du séquencage ciblé d’une cohorte de
validation de 175 patient nous a permis d’identifier une association entre le polymorphisme de
MECOM rs7622799 et la survie globale en analyse temps dépendante. Nous pensons que ce variant de
MECOM pourrait constituer un biomarqueur du devenir des patients traités par azacitidine. Son étude
sur une cohorte de LAM traitée par chimiothérapie sera nécessaire pour déterminer s’il s’agit d’un
facteur pronostique (indépendant du contexte thérapeutique) ou prédictif c’est a dire spécifiquement
associé au devenir des patients sous azacitidine. Cette étude ouvre une nouvelle voie de recherche
pour ce gene majeur de la leucémogénese. Le gene MECOM est réarrangé dans 1-2% des LAM et
surexprimé dans 8-10% des cas de LAM. Il code pour plusieurs isoformes protéiques correspondant a
EVI1 un oncogene tres agressif dans les LAM et MDS1-EVI1 (PRDM3) ayant une activité histone mono-
methyltransférase spécifique de H3K9. Ces 2 isoformes ont des interactions fortes avec des
modificateurs épigénétiques clés comme HDAC, DNMT3A. Des analyses fonctionnelles seront

nécessaires pour mieux comprendre I'impact fonctionnel de ce variant de MECOM.

Les années 2017-2018 ont marqué un tournant dans la prise en charge des LAM avec I'obtention de 5
nouvelles AMM au Etats-Unis dont 4 thérapies ciblées. Il est néanmoins probable que la question du
choix entre une chimiothérapie intensive ou de faible intensité reste prégnante a I’heure des thérapies
ciblées personnalisées. La chimiothérapie intensive ou I'agent hypométhylant demeurant le socle de
la prise en charge sur lequel viendront se greffer ces thérapies ciblées. L’identification de biomarqueur

de réponse a I'azacitidine restera cruciale dans ce contexte.
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Listes des abréviations :

5mC : 5-methylcytosine

5hmC : 5-hydroxymethylcytosine

5hmuU : 5-hydroxymethyluracil

ALFA : Acute leukemia french association

Arf : Alternate reading frame

AMLCG : (German) Acute myeloid leukemia cooperative group
APOBEC : Apolipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide-like
ASXL1 : Additional sex comb-like 1

ATM : Ataxia-telangiectasia mutated kinase

BCOR : BCL6 Corepressor

BCR : B cell receptor

CALGB : Cancer and leukemia group B

CBP : CREB-binding protein

CDA : Cytidine deaminase

CEBPA : CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha

CHIP : Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (ie Hématopoiese clonale de potentiel
indéterminé)

CHK1 : Checkpoint Kinase 1

(Tlot) CpG : (ilot) riche en cytosine et guanine
CSL — Cellule souche leucémique

CSH - Cellule souche hématopoiétique

CTBP : C-terminal-binding protein

DCK : deoxycytidine kinase

DNMT : DNA methyltransferase

Dokc4 : dedicator of cytokinesis-4

ELN : European leukemia network

EVI1 : Ecotropic Viral Integration Site 1

EZH2 : Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
FAB - French-American-British

FADD : Fas-associated death domain protein
FDA : Food and drugs administration

FILO : French inovative leukemia organization
FLT3 - Fms-like tyrosine-kinase 3

GATA?2 : GATA Binding Protein 2
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GFM : Groupe Francophone de myélodysplasies
HDAC : Histone deacetylase

HMA : Hypomethylating agent (agent hypométhylant)
hENT : Human equilibrative nucleoside transporter
IDH : Isocytrate deshydrogenase

IKZF1 : IKAROS Family Zinc Finger 1

JAK2 :Janus Kinase 2

KIT : KIT Proto-Oncogene Receptor Tyrosine Kinase
KMT2A : Lysine Methyltransferase 2A (ie MLL1)

LDH : Lactates déshydrogénases

LAM : Leucémie aigué myéloide

LINE-1 : Long interspersed nuclear elements 1

MBD : Methyl-CpG binding domain protein 3

MDM?2 : Mouse double minute-2

MDS1 : Myelodysplasia syndrome-associated protein 1
MLL : Mixed lineage leukemia

MRC : Modification en lien avec une myélodysplasie
MRC : Medical research council

NMP : Néoplasie myéloproliférative

NPM1 : Nucleophosmin 1

OMS : Organisation mondiale de la santé

MECOM : MDS1 et EVI1 complex locus

NF1 : Neurofibrine 1

PDGFR : Platelet derived growth factor receptor

PI3K : phosphoinositide-3 kinase

PKC : Protéine kinase C

PTPN11 : Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor Type 11
RTK : Récepteur a activité tyrosine kinase

RUNX1 : Runt related transcription factor 1

SIRT1 : Sirtuin 1

SF3B1 : Splicing Factor 3b Subunit 1

SMD : Syndrome myélodysplasique

SNV : Single nucleotide variant

SRSF2 : Serine And Arginine Rich Splicing Factor 2
STAG?2 : Stromal Antigen 2

STATS : Signal Transducer And Activator Of Transcription 5A
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t-AML: LAM reliée a un traitement

TCGA : The cancer genome atlas

TDG : Thymine-DNA glycosylase

TET : Ten-eleven-translocation

TLR-4 : Toll like receptor-4

TP53 : Tumor Protein P53

U2AF1 : U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1
UCK : uridine-cytidine kinase

WT1 : Wilms tumor 1

ZF : Zinc finger

ZRSR2 : Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif And Serine/Arginine Rich 2
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Annexe | : Matériel supplémentaire article#1, Bories et al, AJH 2014

Supplementary Figure 1: Evolution of treatmentribstion over the 4-years study period
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Supplementary Figure 2: Overall survival accordmgreatment group
A. Overall survival of the 334 patients cohort

B. Overall survival in the intensive chemotherapyup

C. Overall survival in the best supportive careugro
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Supplementary Table I

patients from intensive chemotherapy and azacitidia groups

Charlson comorbidity (CCI) scoring and comorbidities of

ICT+AZA ICT AZA p value
N=210 N=115 N=95

Missing data* 22 (10.5) 21 (18.3) 1(1.0)
CCI score§-n (%) 0.419
0-2 173 (82.4) 88 (76.5) 85 (89.5)
3-7 15 (7.1) 6 (5.2) 9 (9.5)
Comorbidity- n (%) 136 (64.8) 62 (53.9) 74 (77.9) .08
Arterial Hypertension- n (%) 74 (35.2) 32 (27.8) @a.2) 0.135
Arrhythmia- n (%) 29 (13.8) 10 (8.7) 19 (20) 0.069
Myocardial Infarction- n (%) 15 (7.1) 8 (7) 7 (7.4) 0.788
Cardiac insufficiency- n (%) 8 (3.8) 1(0.9) 7(00.4 0.064
Cerebral stroke- n (%) 10 (4.8) 4 (3.5) 6 (6.3) 40.7
Diabetes- n (%) 28 (13.3) 10 (8.7) 18 (18.9) 0.10
Complicated diabetes —n (%) 5(2.4) 3 (2.6) 2(2.2) 1
Pulmonary disease —n (%) 18 (8.6) 8 (7) 10 (10.5) .620
Gl disease —n (%) 11 (5.2) 4 (3.5) 7 (7.4) 0.35
Cancer < 5y- n (%) 24 (11.4) 10 (8.7) 14 (14.7) 8a.3
Metastatic cancer < 5y — n (% 1(0.5) 0 (0) 1Y1.0 1
Systemic Al disease — n (%) 12 (5.7) 6 (5.2) 6)6.3 1

ICT: intensive chemotherapy, AZA: azacitidine.

* Missing data for CCI score and all comorbiditi@;Cl score: Cardiac insufficiency or myocarddaiotus
1point, Cerebral stroke 1 point, Mild pulmonaryedise 1point, Peptic ulcer 1point, Systemic disdapeint,
Diabetes uncomplicated 1 point, with vascular cooapion 2 points, Chronic hepatitis without cirri®& point,
Cirrhosis 3 points, Severe renal insufficiencyexipient of renal graft 2 points, cancer (excludiogplized skin
carcinoma) without metastasis 2 point or with m@isis 6 points. Gl gastrointestinal, Al autoimmuygears,
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Supplementary Table II: Characteristics of completeresponders according to treatment

groups
Total AZA responders | ICT responders | AZA vs CTI
N=96 N=18 N=78 p value
Age (years) <0.001
N 96 18 78
median (IQR) 68 (63.5-73) 75 (71-78) 67 (63-72)
range (60-81) (63-81) (60-77)
AML status, n (%) <0.001
De novo 75 (78.1) 6 (33.3) 69 (88.4)
Secondary 20 (20.8) 12 (66.7) 8 (10.3)
Unknown 1(1.1) 0 (0) 1(1.3)
Performance status, n (%) 0.082
<2 67 (69.8) 10 (55.6) 57 (73.1)
>2 17(17.7) 6 (33.3) 11(14.1)
Unknown 12 (12.5) 2(11.2) 10 (12.8)
White Blood Cell count (G/L) 0.030
N 96 18 78
median (IQR) 5.7 (2.5-28.6) 3.2 (1.6-11.3) 8.6 (2.8-37.6)
range 0.4-327 1.3-29 0.4-327
Bone marrow blasts (%) 0.001
N 95 18 77
median (IQR) 57 (31-80) 29.5 (21-50) 65 (37-83)
range 0-98 20-83 0-98
Cytogenetics, n (%) 0.356
Favorable 3(3.1) 0 (0) 3(3.8)
Intermediate 76 (79.2) 13 (72.2) 63 (80.8)
Unfavorable 16 (16.7) 5 (27.8) 11 (14.1)
Unknown 1(1.0) 0 (0) 1(1.3)
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Supplementary Table Ill: Prognosis factors of respnse (CR or CRi or PR) with AZA

Univariate Analysis Multivariate analysis
Response rate (%) p OR [95%CI] p
Age (years)
<80 21/67 (31.3) 0.035 NS
>80 3/28 (20.7)
AML status
de novo 9/48 (18.7) 0.140 NS
Secondary 15/47 (31.9)
WBC count (G/L)
<10 19/81 (23.4) 0.092 NS
> 10 5/14 (35.7)
Lymphocytes count
iGllL(); IL 14/42 (33.3) 0.142 NS
<1G/L 9/46 (19.6)
LDH (U/L)
Normal 10/31 (32.3) 0.204 NS
Raised 11/55 (20)
Cytogenetics
Intermediate _
Unfavorable 17/46 37) 0.028 4 [1.33; 12.5] 0.013
7143 (16.3) 1
G-CSF
Yes
No 11/28 (39.3) 0.042 3.55 [1.21;10.46] 0.021
13/67 (19.4) 1
Bone marrow blasts
(%) : :
< 30% 11/37 (29.7) 0.452 Not included in cox model
> 30% 13/57 (22.8)

CR: complete response, CRi: complete responseimitmplete blood recovery, PR: partial
response.
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Annexe Il : Matériel supplémentaire article#2, Bories et al, Haematologica, 2018

SUPPLEMENTARY ONLINE CONTENT

Section | : web survey questionnaire.

The questionnaire send to physicians was in FreRoh the purpose of publication, it has been
translated in English.

DUEL Study: Dealing with Uncertainty in Elderly Leukemia patients

You are invited to participate to a web survey whimalyzes mechanisms of medical decision under
uncertainty

This is a non-commercial, unpaid study, with sdéfenpurposes.

Data analyzes will be entirely anonymized

Mean survey duration:10-15 minutes

There are 27 questions in this survey

1.What is your sex *

Please choose only one of the following:
O Male
O Female

2.What is your age?

Please write your answer here: --

3.What is your medical speciality?
Please choose all that apply:

. [IHematology

. [ oncology and Hematology

. [ Medical Oncology

. []oncogeriatry

. [lInternal Medicine

. [ General Medicine

. [lother:
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4. What is (or are) your main field(s) of interest?
Please choose all that apply:

. [JAcute Leukemia

. [ Myelodysplastic syndroms

. [ Myeloproliferative Neoplasms

. [ Lymphoma / Chronic Lymphocytic Leukemia

. [IMyeloma

. [IBone Marrow Transplantation

. [ General Hematology

. [other:

5. In what kind of hospital facility do you mainly practice?
. [JAcademic/Research Program
. [ Comprehensive Community Cancer Program
. [ Community Cancer Program
. [ Private Hospital
. [other:

6 In which hospital do you practice? (optional queon)

Please write your answer here: ---

7.What is your current position?
« (O Head of department, professor or assistant profees
. (O Attending physician
(O Hospitalist

« O Fellow
. (O Resident/Intern
« (O other

In the next 2 questions we are asking you to makedhoice between 2 options

There is no wrong answer. You just have to decidesdf you were really facing this choice task

8. Choice 1: Which option do you prefer?
Please choose only one of the following:
. O Option A gives you 100% of chance to win 2000$
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. (O Option B gives you 80% of chance to win 3000$ ar2D% of chance to win 0$
9.Choice 2: Which option do you prefer?
Please choose only one of the following:
. (O Option C which gives you 25% of chance to win 20@and 75% of chance to win 0$
. (O Option D which gives you 20% of chance to win 30@and 80% of chance to win 0$

Eight clinical cases of AML patients are presentedn the hematology decision board of your
department.

You are not alone to decide but we are asking g@tete which treatment option would you recommend
for each of this patients among:

1. Intensive chemotherapy

2. Low-intensity therapy (hypomethylating agentaw-dose cytarabine)

3. Best supportive care

Please note that:

-These patients have announced they would accept dieal treatment decision
-You do not have any clinical trial to offer them.

-You have unlimited possibilities of hospitalization as inpatient or outpatient

10. Vignette#1:
A 72-year-old woman, with no comorbidity. Normakdiac function. She has an history of untreated
low-risk MDS since 2013 (IPSS 0.5). Worsening abpgnias in 2016.
Complete Blood Count (CBC): WBC 1G/L incl. neutrdpltount 0.3G/L and 5% peripheral blood (PB)
blasts, Hgb 100g/L, Platelet count 120G/L.
Bone marrow aspiration: FAB1 AML with BM blast cduD %, and adverse karyotype (monosomy
7).
Which therapeutic option would you recommend?

- 1. Intensive chemotherapy

. O2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent olow-dose cytarabine)

. (O 3. Best supportive care

11. Vignette#2:

A 75-year-old man, with an history of coronary aytelisease with anterior interventricular artery
stenting in 2010. He as controlled ischemic caraliby with medication (LVEF 52%), ECOG 2, recent
weight loss 4kg.

CBC: WBC count 75 G/L, PB blast count 40%, Hgb 00 platelet count 50G/L.

Bone marrow aspiration: FAB2 AML (BM blast 60%) tvihormal karyotype
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Which therapeutic option would you recommend?
. O1. Intensive chemotherapy
. 02 Low-intensity therapy (hypomethylating agent orlow-dose cytarabine)

. (O 3. Best supportive care

12. Vignette#3:
A 77-year-old woman, with an 8-year history of hgtpasion controlled with angiotensin-converting-
enzyme inhibitor, a recent echocardiogram showed ajection fraction of 55%
She is natural helper of her husband affected apdiimer’s disease.
CBC: WBC 18G/L incl. 25% peripheral blast, Hgb 1AQglatelet count 80 GIL,
Bone marrow aspiration: FAB4 AML with favorable katype (inv16)
Which therapeutic option would you recommend?
. 1. Intensive chemotherapy
. (2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent odow-dose cytarabine)

. (D 3. Best supportive care

13. Vignette#4:
A 63-year-old-man, with a 5-year-history of asympatic Parkinson disease and recently diagnosed
with an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).
CBC: WBC 2G/L incl. 5% PB blast count, Hgb 80g/latelet 35 G/L
Bone marrow aspiration: FAB2 AML (30% BM blast-ireage dysplasia) with complex Karyotype
incl. inv3, -5q, -7
Which therapeutic option would you recommend?
. O1. Intensive chemotherapy
. O2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent olow-dose cytarabine)

. (O 3. Best supportive care

14 .Vignette#5: Patient from the Vignette#4 but 73-gar-old
A 73-year-old-man, with a 5-year-history of asympéatic Parkinson disease and recently diagnosed
with an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).
CBC: WBC 2G/L incl. 5% PB blast, Hgb 80g/L, Plate3® G/L
Bone marrow aspiration: FAB2 AML (30% BM blast-ineage dysplasia) with complex Karyotype
incl. inv3, -5q, -7
Which therapeutic option would you recommend?
. O1. Intensive chemotherapy
. (2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent odow-dose cytarabine)

. (D 3. Best supportive care
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15. Vignette#6: Patient from Vignette#4 but with WBC count 40 g/L incl. PB blast count of 25%
A 63-year-old-man, with a 5-year-history of asympéatic Parkinson disease and recently diagnosed
with an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).
CBC: WBC 40G/L incl. 25% PB blast, Hgb 80g/L, Plate5 G/L
Bone marrow aspiration: FAB2 AML (30% BM blast-ineage dysplasia) with complex Karyotype
incl. inv3, -5q, -7
Which therapeutic option would you recommend?
. O 1. Intensive chemotherapy
. O2. Low-intensity therapy (hypomethylating agent olow-dose cytarabine)
. (O 3. Best supportive care

16. Vignette#7: patient from Vignette#4 in completeéemission after intensive chemotherapy
A 63-year-old-man, with a 5-year-history of asympatic Parkinson disease and recently diagnosed
with an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).
CBC: WBC 2G/L incl. 5% PB blast count, Hgb 80g/latelet 35 G/L
Bone marrow aspiration: FAB2 AML (30% BM blast-tireage dysplasia) with complex Karyotype
incl. inv3, -bq, -7
He is in CR after an induction regimen with idaaibi(8mg/m2/d, 5 days) combined with cytarabine
(100mg/m?, 7days). No significant complication dgraplasia. He as an HLA-identical sibling donor.
Which therapeutic option would you recommend?

. O Allogeneic Stem Cell Transplantation with redued-intensity conditioning

. (2. Consolidation with 2 courses of intermediate-de cytarabine (1,59/m?/12h, 3d)

. (3. Consolidation with 6 courses of low-dose cytabine (50mg/m2 /12h, S/C, 5d)

17.Vignette#8: patient from Vignette#4 in completeemission after 6 courses of azacitidine
A 63-year-old-man, with a 5-year-history of asympéatic Parkinson disease and recently diagnosed
with an asymptomatic carotid artery stenosis (90%).
CBC: WBC 2G/L incl. 5% PB blast count, Hgb 80g/latelet 35 G/L
Bone marrow aspiration: FAB2 AML (30% BM blast-tineage dysplasia) with complex Karyotype
incl. inv3, -5q, -7
He is in CR after 6 cycles of azacitidine. He hasddA-identical sibling donor.
Which therapeutic option would you recommend?
. (1. Allogeneic Stem Cell Transplantation with redued-intensity conditioning
. (2. Azacitidine until disease progression
. (3. Consolidation with 2 courses of intermediate-ds® cytarabine (1,5g/m#/12h, 3d)
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In the next four questions, we are asking you fiesalluation of your willingness to take risks of-a
10 scale where:
- 0 means «not at all willing to take risks»

- 10 means «fully prepared to take risks»

18.Are you generally a person who is fully preparedo take risks or do you try to avoid taking

risks?

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
InyourdailylifeCy O O O O O O O O O O

19. For the management of your personal financespiv would you rate your willingness to take
risks, from O to 10?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Your personal finance s (O O O O O O O O O O

20. Regarding your medical behaviour involving thehealth of your patients, how would you rate

your willingness to take risks, from 0 to 10?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Your patientshealtt”) & O O O O O O O O O

21. Regarding your medical behaviour involving yourown health, how would you rate your

willingness to take risks, from 0 to 10?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Yourownheath) O O O O O O O O O O

22. In which year did you start residency? *

Please write your answer here:

23. Approximately how many older AML patients do ya personnaly manage per year?

Please write your answer here:

171



24. Do you consider yourself as an expert in theelid of acute myeloid leukemia?
Please choose only one of the following:
. OYes
- ONo
25. In general, do medical decisions for AML patiets of your center follow specific guidelines?
Please choose only one of the following:
. OYes
- ONo

In the next two questions, there are two optiorsidd A is a gain of X dollars for sure and optBs
lottery that gives 500 dollars or nothing dependinghe drawing of a ball in an urn.

In each question, you must provide the amount afieyoX above which you prefer to keep the sure
gain and below which you prefer the lottery.

In other words, we are asking you to determineatm®unt of money X that makes you indifferent
between getting it for sure or playing the lottémjth a superior but uncertain gain)

For example, if you choose X=250 this means thatprefer to have 260 dollars for sure rather tloan t

play the lottery and you prefer to play the lotteather than to have 240 dollars for sure.

26.

Please consider these two options:

Option A Option B
A draw is made from an urn containing 10
balls with 5 red and 5 black balls. There is no drawing
If the drawn ball is red you win 500 dollars You win X dollars for
but if the ball is black you win nothing sure.
OPTION A OPTION B

Sure Gain= X dollars

@- 500 dollars Please move the slider on the amount X
@ 0 dollar below which you choose option A and
above which you choose option B
-' O

Remark: ° e

It is unlikely that you will choose X=500 dollaretause it would mean that you would rather play the
lottery (and potentially win nothing) instead ottiygy 499 dollars for sure.

Similarly, it is unlikely that you will choose X=dlollar because it would mean that you rather actept
dollar for sure instead of playing the lottery (gratentially win 500 dollars).

27.
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Please consider these two options:

Option A Option B

A draw is made from an urn containing 10

red and black balls but in unknown . A
proportion. (For example, there could be 7 There is no drawing

red and 3 black balls or, alternatively 3 red You win X dollars for sure.
and 7 black balls).

If the drawn ball is red you win 500 dollars

but if it is black you win nothing

OPTION A OPTION B
DIDDIDD
Sure Gain= X dollars
(%) )X & 6 X))
@-> 500 dollars Please move the slider on the amount X
® 5 o dollar below which you choose option A and
above which you choose option B
( . )

Remark: ° 200

It is unlikely that you will choose X=500 dollaredause it would mean that you would rather play the
lottery (and potentially win nothing) instead ottiygy 499 dollars for sure.
Similarly, it is unlikely that you will choose X=dlollar because it would mean that you rather actept

dollar for sure instead of playing the lottery (gratentially win 500 dollars).

Thank you for your precious participation

Section II: Description of the risk and uncertainty attitudes measurement tools

Risk attitude: individual attitudes toward risk weobtained through certainty equivalent
elicitation of a lottery. Using a scrollbar (Figutd), respondents were asked to provide the
amount of money that makes them indifferent betwggening it for sure or playing the lottery
giving them 500 euros with half a chance and nethitherwise. The expected gain of this
lottery is 250 euros, so when the elicited cerya@guivalent is inferior (equal/superior) to 250
euros, the respondent is considered as risk ayees#ral/seeking).

Uncertainty attitude: individual attitudes towandscertainty were obtained through certainty

equivalent elicitation of a lottery where the prbitity of gain is unknown. Using the same
scrollbar (Figure 1B), respondents were askedduvige the amount of money that makes them
indifferent between gaining it for sure or playitige lottery giving them 500 euros with an

unknown probability and nothing with an unknown lpability.
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EU versus non-EU: The expected utility theory is amomatic model of decision under

uncertainty and is often considered as a normatiwdel of rationality. Allais and Kahneman
and Tversky proposed a set of two binary choicasalow to test the independence axiom of
the expected utility theory under risk and therefibre adequacy of an individual to the model.
These tasks are summarized in FigurelC.

Hereafter, we show why choice patterns AD and B@akviolation of EU ifrational) and
why AC and BD are consistent with Etafjonal): Under EU, a lottery (x,p;0) which gives x
with probability p and O with probability is evalea as the expected value of the utilities
obtained with each possible gain, i.e. pU(X)+(1{@)U Therefore in the first decision task,
choosing A over B reveals that the expected utdityoption A is higher than the expected
utility of option B, i.e. U(2000)>0.8*U(3000) wheke is the utility function of the respondent
and U(0)=0. Similarly choosing D over C in the smtodecision task reveals that
0.25*U(2000)<0.2*U(3000) and therefore that U(26dmB*U(3000) which contradicts the
first inequality. Consequently, choice pattern Afdlicates a violation of EU. Same line of
reasoning applies for the choice pattern BC.

Willingness to take risk (Figure 1D): respondentgavasked to self-evaluate their propensity

to take risk using a 11-point Likert scale randirgn «not at all willing to take risks» to «fully
prepared to take risks» in 4 different domainsudulg their daily life, their personal finances,

their patient’s health and their own health.

Section lll: Response rate analysis and sample repsentativeness

According to the American Association of Public fipn Research guidelineshe unadjusted response
rate of our survey (Response rate 2) is 18.8% €r8h). Our target population (eligible) was French
physicians who treat AML patients, mainly composédiematologist physicians. This population is
known to have very low response rates to mail tgrivet surveys. In the 2014 Canadian National
Physician Survey, response rate among hematolagast8.9% only, while it was 16% among the entire

panel of surveyed physicigns

However, given the target population and the chartics of our mailing list, the adjusted respons
rate (AAPOR, response rate 4), which takes intoaatthe estimated proportion of cases of unknown

eligibility that are eligible, is 45.4%. We detallbereafter the calculation of this adjusted respaate.

1 http://www.aapor.org/AAPOR Main/media/publications/Standard-Definitions20169theditionfinal.pdf

2 http://nationalphysiciansurvey.ca/wp-content/uploads/2014/10/NPS-2014-Demographics-Internal-Medicine-EN.pdf
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Over our 1337 internet invitation of specificallgmed persons for answering the survey, about dhe ha
are hematologistsTwo third of these physicians are expected tmbelved in AML (and therefore to

be eligible). The other half of the sample is cosgmbof internists and oncologists, among which 10%
are expected to be eligible. This gives us an esédeligibility rate of 38% in our sample (i.e.850
eligible physicians total). We obtained 230 intemed and 41 eligible non-interviewed physicians
(category 1+2, table S1) and 42 non-eligible (catgd). On the remaining 1024 unknown eligibility
non-interviewed physicians (Category 3), we ex[@3t (508-271) eligible physicians (applying our
eligibility rate of 38 % on the whole sample). Tlgiwes us and estimated e (proportion of cases of
unknown eligibility that are eligible) equal to thatio 237/1024= 0.23. Using this value for the

calculation of response rate 4, we obtain a valutbal% (table S1).

One strategy to enhance the response rate woudddesn to narrow the mailing list to AML speciatize
hematologists (and thus increase the eligibilitg cf the sample). However, in order to reachangdst
participation of clinicians producing direct cace AML patients, we decided to enlarge the mailisg

to others medical specialties such as oncology iatetnal medicine, being aware this would

automatically reduce the number of surveyed eligitysicians and conversely the response rate.

Beside response rates, the responder’s populasptags characteristics of physicians who treat AML
patients, confirming the effectiveness of our #ligly condition. In fact, 86 % of them were spdist

in hematology, 72% were practicing in academic @enand the median number of older AML pts
treated a year per physician was 20.7. Comparisbrrespondents versus non-respondents’

characteristics showed no differences in term oflge and geographical area. (table S2).

Table S1: AAPOR Outcome Rate Calculator (Internet pecifically named persons)

Final

Disposition

Codes
Interview (Category 1) 230
Complete (all versions) 1.0/1.10 211
Partial (all versions) 1,2000 19
Eligible, non-interview (Category 2) 2,0000 41

3 http://www.data.drees.sante.gouv.fr
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Refusal (phone, IPHH, mail, web) 1Da 12
Household-level refusal (phone, IPHH, mail, web) 1120 0
Known-respondent refusal (phone, IPHH, mail, web) 2,1120

Logged on to survey, did not complete any item (web 2,1121 4
Read receipt confirmation, refusal (web) 2,1122 0
Break off/ Implicit refusal (phone, mail, web, madil) 2,1200 20
Non-contact (phone, IPHH, mail, web, mail_U) 2,2000 |0
Respondent unavailable during field period (web) 2620 5
Completed questionnaire, but not returned durielgl fperiod (mail| 2,2700 0
web, mail_U)

Other, non-refusals (phone, IPHH, mail, web, majl_U 2,9000 0
Unknown eligibility, non-interview (Category 3) 3,000 1024
Unknown if housing unit/'unknown about address (ghdfPHH,| 3,1000 0
mail, web, mail_U)

Not attempted or worked/not mailed/No invitationntséphone,| 3,1100 0
IPHH, mail, web, mail)U)

Nothing returned (mail, web, mail_U) 3,1900 102
Housing unit, unknown if eligible respondent (photeHH, mail,| 3,2000 0
mail_U)

No screener completed (phone, IPHH, mail, mail_U) ,2180 0
Unknown if person is a HH resident/ mail returnewdelivered| 3,3000 0
(phone, mail, web, mail_U)

Other (phone, IPHH, web) 3,9000 0
Returned from an unsampled email address (web) 08,91 0
Not eligible (Category 4) 4,0000 42
Out of sample - other strata than originally codeldone, IPHH, 4,1000 19
mail, web, mail_U)

Not eligible - duplicate listing (phone, IPHH, maiteb, mail_U) 4,8100 17
Other 4,9000 6
Total sample used 1337
I=Complete Interviews (1.1) 211
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P=Partial Interviews (1.2) 19
R=Refusal and break off (2.1) 36
NC=Non Contact (2.2)

O=Other (2.0, 2.3) 0

e is the estimated proportion of cases of unknavgibdity that 0.23

are eligible.

UH=Unknown Household (3.1) 904
UO=Unknown other (3.2-3.9) 0
Response rates

Response Rate 1 = I/(1+P) + (R+NC+0O) + (UH+UO) 631
Response Rate 2 = (I+P)/(I+P) + (R+NC+0) + (UH+UQ) 0.178
Response Rate 3 =l/((I+P) + (R+NC+0) + e(UH+UOQO) ) 0.417
Response Rate 4 = (1+P)/((I+P) + (R+NC+0) + e(UH4HYO 0.454
Cooperation rates

Cooperation Rate 1= l/(1+P)+R+0) 0.793
Cooperation Rate 2 = (I+P)/((1+P)+R+Q)) 0.865
Cooperation Rate 3 = l/((I+P)+R)) 0.798
Cooperation Rate 4 = (I+P)/((I+P)+R)) 0.865
Refusal rates

Refusal Rate 1 = R/((I+P)+(R+NC+0O) + UH + UQ)) 280
Refusal Rate 2 = R/((I+P)+(R+NC+0O) + e(UH + UQ)) 0.071
Refusal Rate 3 = R/((I+P)+(R+NC+0Q)) 0.133
Contact rates

Contact Rate 1 = (I+P)+R+0O / (I+P)+R+O+NC+ (UH + JO 0.205
Contact Rate 2 = (1+P)+R+0O / (1+P)+R+0O+NC + e(UH+HUO 0.525
Contact Rate 3 = (I+P)+R+0O / (I+P)+R+O+NC 0.9
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Table S2: Characteristics of French Physicians to Wom the Survey Was Mailed, Including

Respondents and Nonrespondents

Overall Non p-value
Respondents
sample respondents
(n=230)
(n=1337) (n=1107)
n % n % n %
men 670 50.1 123 53.5| 547 49.5 0.346
gender
women 667 49.9 107 46.5| 560 50.b
academic centers 857 64.1 166 722 691 624 0.017
workplace _
non-academic centers 480 359 64 27\8 416 3.6
north 160 12 | 34 148 | 126 11.4 0.340
east 187 14 | 38 16.5 | 149 135
west 216 16.2| 30 13 186 16.8
geographical area south-west 222 16.6| 45 19.6 | 177 16
south méditerranée 166 12.4| 27 11.7 139 126
rhéne-alpes/Auvergne| 139 10.4| 24 104 | 115 104
fle de France 248 18.5| 32 139 | 216 195

Section IV: K-means clustering description

The table below shows the results of the k-meamst@ling with a constraint of k=3 in order

to identify groups of clinicians rather homogenemegarding their therapeutic choices across

the clinical scenarii. As we described in the mdtkection, we computed an overall score by

summing the modalities of each scenario resulting score between 6 and 18, which aimed

at translating the global individual choice in gtady. The higher the score, the higher the

propensity to choose best supportive care. Conettbe lower the score, the higher the

propensity to choose intensive chemotherapy.

Thus, we obtained two groups with an overall scoeans of 9.63 [9.43; 9.84] and 11.67

[11.33; 12.01] we identified respectively as a graouth clinician more inclined to choose

intensive chemotherapy “IC group” and a group withician more inclined to not choose

intensive chemotherapy “non-IC group”.
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Table S3: description of the groups of homogengadierns of decision (n=230)

clinicians who are more inclined to propose:

intensive chemotherapy best supportive car¢

D

(group “IC") (group “non-I1C”)

number of clinician 160 70

overall score* (mean [95% confidence

[®)

. 9.63[9.43; 9.84] 11.67 [11.33; 12.01]
interval])

* The higher the score, the higher the propensityitoose best supportive care. Conversely,
the lower the score, the higher the propensityhtwose intensive chemotherapy.

Supplementary figure 1: Kernel Density of the Groups of Homogeneous Patterns of Decision to
the 6 Clinical Vignettes (n=230)

kdensity vésommeglobale

T
6 8 10 12 14 16

MDM score (overall score obtained by summation of each vignettes choice)
(the higher the score, the higher the propensity to not choose intensive treatment)

intensive treatment group ~ ————- non-intensive treatment group
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Annexe Il : Matériel supplémentaire article#3, TP53 mutations negatively impact survival of acute
myeloid leukemia patients treated with standard doses of azacitidine (in process)

Table S1: Primers used for TP53 targeted sequencing

Exon

Primer

TP53_X04_F3

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGCACCAGCAGCTCCTACA

TP53_X04_R22

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGGCATTGAAGTCTCATGGAA

TP53_X05_F12

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTAC

TP53_X05_R22

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTCGTCTCTCCAGCCCCAGC

TP53_X06_F1 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTCTGATTCCTCACTGATTGC
TP53_X06_R1 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTTAACCCCTCCTCCCAGAG
TP53_X07_F1 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGGGCCTGTGTTATCTCCT
TP53_X07_R1 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGCAAGTGGCTCCTGAC
TP53_X08_F1 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGA
TP53_X08_R1 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
TP53_X09_F1 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTTCCTTGCCTCTTTCCT

TP53_X09_R1 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCACTTGATAAGAGGTCCCAAG
TP53_X10_F2 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAACCATCTTTTAACTCAGGTACTGTGTAT
TP53_X10_R1 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGGGGCTGAGGTCACTC
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Table S2: TP53 mutation functional characterization and patient outcome

Case Codon AA change Disruptive EA TP53 RFS Response Follow up status
mutation score (log2) (months)
11 154 Gly>Val Non-disruptive 89.76 -0.7895 CRi Dead(9.9)
15 248 Arg>Trp Disruptive 84.11 0.0740 CR Dead(14)
17 103 Tyr>FS Disruptive - 0.2865 Failure Dead(2.7)
20 282 Arg>Trp Non-disruptive 73.21 0.0160 Failure Dead(1.9)
21 143 Val>Met Non-disruptive 51.72 -1.3307 Failure Dead(1.2)
25 248 Arg>Trp Disruptive 84.11 0.0740 Failure Dead(3.1)
31 280 Arg>Gly Non-disruptive 95.71 -0.5223 Failure Dead(1.3)
34 273 Arg>His Non-disruptive 66.12 0.2503 Failure Dead(0.9)
37 234 Tyr>Cys Disruptive - 0.7908 Failure Dead(10.6)
42 220 Tyr>Cys Non-disruptive 72.52 0.0944 CR Dead(18.5)
48 175 Arg>His Non-disruptive 78.51 -0.1449 Failure Dead(2.2)
55 250 Pro>Leu Non-disruptive 89 -0.2583 Failure Dead(9.4)
56 276 Ala>Gly Non-disruptive 60 -0.0626 Failure Dead(9.3)
58 59 Pro>FS Disruptive - - CR Dead(19.1)
69 220 Tyr>Cys Non-disruptive 72.52 0.0943 HI Dead(9.7)
70 91 Trp>X Disruptive 48.46 0.8378 Failure Dead(2.1)
90 158 Arg>His Non-disruptive 80.98 -0.5980 CR Dead(12.8)
94 273 Arg>His Non-disruptive 66.12 0.2503 Failure Dead(4.6)
101 273 Arg>Cys Non-disruptive 84.52 -0.1254 Failure Dead(2.4)
104 360 Gly>Ala Non-disruptive 28.06 - CR Dead(24.8)
109 179 His>Tyr Disruptive 77.78 0.6499 PR Dead(14.7)
111 273 Arg>His Non-disruptive 66.12 0.2503 HI Dead(11.9)
123 144 GIn>FS Disruptive - 0.4349 Failure Dead(2.6)
124 232 Ile>Ser Non-disruptive 67.76 -0.0234 CR Alive (20.4)
130 273 Arg>Cys Non-disruptive 84.52 -0.1254 CR Dead(14.3)
133 236 Tyr>Cys Non-disruptive 62.93 0.0888 HI Dead(13.7)
135 216 Val>Met Non-disruptive 73.3 -1.9189 Failure Dead(2.3)
138 253 Thr>Ala Disruptive 89.56 -0.2070 Failure Dead(2.5)
139 273 Arg>His Non-disruptive 66.12 0.2503 Failure Dead(8.2)
140 275 Cys>Tyr Non-disruptive 93.47 0.4055 HI Dead(7)
152 135 Cys>Tyr Non-disruptive 79.31 0.1868 CRi Dead(8.9)
154 272 Val>Met Non-disruptive 63.49 0.2274 CR Dead(15.1)
158 127 Ser>Thr Non-disruptive 64 0.5790 CR Dead(13.9)
160 273 Arg>Leu Non-disruptive 87.45 0.0445 Failure Dead(13.2)
161 238 Cys>Tyr Non-disruptive 92.66 0.2148 Failure Dead(0.8)
163 245 Gly>Ser Non-disruptive 89.56 0.2621 Failure Dead(3.6)
174 215 Ser>Arg Non-disruptive 89.07 0.0033 Failure Dead(1.9)
181 136 GIn>X Disruptive - 0.1405 Failure Dead(10.4)
182 136 GIn>Glu Non-disruptive 50.94 -0.0856 Failure Dead(1.6)
189 136 GIn>Glu Non-disruptive 50.94 -0.0856 HI Dead(5.7)
195 241 Ser>FS Disruptive - 0.5295 Failure Dead(7.9)
197 220 Tyr>Asn Non-disruptive 74.47 0.1565 Failure Dead(1)
200 150 Thr>FS Disruptive - 0,3863 Failure Dead(2.2)
202 248 Arg>His Disruptive 84.11 0.0739 CR Dead(37.6)
217 175 Arg>His Non-disruptive 78.51 -0.1449 Failure Dead(10.4)
227 213 Arg>X Disruptive - 0.5642 Failure Dead(0.8)
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240 283 Arg>Cys Non-disruptive 69.69 -1.5004 Failure Dead(3.9)
243 135 Cys>Thr Non-disruptive 69.53 -2.5250 Failure Dead(5.3)
248 220 Tyr>Cys Non-disruptive 72.52 0.0944 HI Dead(21)

249 280 Arg>Lys Non-disruptive 71.18 0.1868 Failure Dead(8.1)
251 215 Ser>Asn Non-disruptive 68.04 0.2742 Failure Dead(2.4)
269 273 Arg>Cys Non-disruptive 84.52 -0.1254 Failure Alive (6.3)
271 234 Tyr>Cys Non-disruptive 62.94 0.5111 Failure Dead(2.5)
276 248 Arg>Trp Disruptive 84.11 0.0740 Failure Dead(3.1)
285 273 Arg>Ser Non-disruptive 85.17 0.0550 HI Dead(17.1)

Disruptive mutation affected L2/L3 loops of the DNA binding domain or were truncative mutations, EA
calculated with http://mammoth.bcm.tmc.edu/cgi-
bin/panos/EAp53.cgi; RFS: relative flexible score, CR complete remission, CRi complete remission with

TP53

score: evolutionary

action score

incomplete hematological recovery, HI hematological improvement.
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Annexe IV : Matériel supplémentaire article#4, Exome sequencing identifies MECOM missense

variant as a prognostic marker for overall survival of elderly acute myeloid leukemia patients

treated with azacitidine (in process)

Table S2: Primers used for the 4 selected SNP targeted sequencing

Gene SNP Strand Primer

F1 TGTGGATGCTTAAACAATCTCTTCT
MECOM r$7622799 R1 CCTGCTGAGTTTGAACTTCGA

F1 GCACTGGCGGAGTTCCAA
TOBPOL 777851038 R1 AACTTCGCGGTCTCCTCACA

F1 GCTGCATCTGTTCCTTGCA
DzIP1 rs11070136 R1 CTTCGGGAAGAACACAGTGA

F1 TATGAATGCAGTGAGTGTGGAA
ZNF543 rs10410649 R1 GATGTTCCCTTTCACCACAGA

183




184



de Strasbourg etde la Santé

Université Plerre BORI ES / Ecole Doctorale
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réponse a l'azacitidine dans les

leucémies aigues myéloides du sujet age

Résumeé

Les leucémies aigués myéloides (LAM) du sujet 4gé sont les plus fréquentes des
leucémies aigués. Bien que de physiopathologie hétérogene, elles partagent un
pronostic défavorable. L'azacitidine est devenue un des traitements de référence pour
les patients jugeés inéligibles pour une chimiothérapie intensive mais les critéres de
sélection des patients entre ces deux approches sont controversés. L'identification de
biomarqueur prédictif de réponse a I'azacitidine doit permettre de rationnaliser ce choix
thérapeutique. Les facteurs pronostiques classiques d’'une cohorte de 334 patients
atteints de LAM manquent de précision pour guider la meilleure stratégie pour un
patient donné. A partir du séquencage de 224 patients traités par azacitidine, nous
montrons un impact défavorable des mutations de TP53 sur la survie globale, quel que
soit leur caractérisation fonctionnelle. Le séquencage des exomes de 49 patients selon
leur réponse a l'azacitidine (26 répondeurs et 23 non répondeurs), suivi du re-
séquencage ciblé de 4 polymorphismes chez 175 patients a montré un impact positif
du polymorphisme rs7622799 de MECOM sur la survie globale sous azacitidine.

Mots-clés : Leucémies aigués myeloides, agent hypomeéthylant, biomarqueur prédictif,
séquencage de nouvelle génération, TP53, MECOM

Résumé en anglais

Elderly patients with acute myeloid leukemias (AML) represent the most frequent acute
leukemias. Although they differ in their pathophysiology, they all share an adverse
prognosis. Azacitidine has become one of the reference low-intensity frontline therapy
for patients deemed unfit for intensive chemotherapy. Patients selection between these
2 options remains controversial. Predictive biomarkers of response to azacitidine
should allowed to rationalize this decision making. Classical prognosis factors of a
cohort of 334 newly diagnosed AML lack of precision to determine the optimum
strategy for any individual patient. By sequencing of a 224-patients series of
azacitidine-treated AML patients, we demonstrate an adverse impact of TP53 mutation
on overall survival, irrespective of the functional characterization of p53 mutants.
Exome sequencing of 49 patients with extreme phenotype as defined by their response
under azacitidine (26 responders versus 23 non-responders), followed by targeted
sequencing of 4 common polymorphisms in a validation set of 175 patients, showed a
positif impact of MECOM rs7622799 on overall survival.

Key-words: Acute myeloid leukemia, hypomethylating agent, predictive biomarker,
next-generation sequencing, TP53, MECOM




