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Résumé

Contexte :

La leucémie aigué myéloide (LAM) est une hémopathie clonale maligne, avec un age médian
au diagnostic de 68 ans, ce qui en fait principalement une maladie du sujet agé. L'association
du VENETOCLAX (VEN) avec un agent hypométhylant (HMA) est devenue un traitement
standard pour les patients agés. Cependant, les complications infectieuses sont fréquentes et
ont un impact significatif sur les résultats du traitement. Cette étude vise a caractériser les
infections bactériennes acquises au cours du traitement par AZACITIDINE-VENETOCLAX
(AZA-VEN) et a comparer les hospitalisations liées aux infections entre les patients recevant
une administration continue ou discontinue de VENETOCLAX au cours de la période
d’induction.

Méthodes :

Nous avons réalisé une étude rétrospective chez des patients atteints de LAM traités par AZA-
VEN dans cinq unités d'hématologie de 'Ouest de la France, entre janvier 2018 et juin 2024.
Le critére principal était I'incidence et la caractérisation des infections bactériennes
nécessitant une hospitalisation. Les critéres secondaires incluaient la survie globale (OS), la
survie sans progression (PFS) et la survenue d’hospitalisations liées aux infections. La survie
a été analysée par les méthodes de Kaplan-Meier, et une régression multivariée de Cox a été
utilisée pour évaluer 'association entre les schémas thérapeutiques et le risque d'infection.

Résultats :

Au total, 166 patients ont été inclus dans I'analyse, avec un age médian de 74 ans.
L'administration continue de VENETOCLAX (28 jours/28) était associ¢e a une incidence
significativement plus ¢levée d'infections bactériennes nécessitant une hospitalisation, par
rapport a l'administration discontinue (p de Log-rank = 0,025). Les infections étaient
principalement pulmonaires (27 %) et bactériémiques (20 %). L'analyse multivariée a
confirmé que l'administration continue de VENETOCLAX et la thrombopénie au diagnostic
¢taient des facteurs de risque indépendants d'hospitalisation pour infection bactérienne (HR =
3,15,1C 95 % : 1,08-9,15 ; HR = 2,61, IC 95 % : 1,34-5,07, respectivement). Aucune
différence significative n'a été observée en termes de survie globale (p = 0,28) ou de survie
sans progression (p = 0,42) entre les deux groupes.

Conclusions :

Cette étude suggere qu'un schéma d'induction par VENETOCLAX inférieur a 28 jours sur 28
pourrait réduire le risque d'infections bactériennes sans compromettre la survie sans
progression ni la survie globale. Des études prospectives supplémentaires sont nécessaires
pour valider ces résultats et optimiser les stratégies de traitement chez les patients atteints de
LAM, notamment en maticre de gestion des infections.



Characterization of infectious complications
acquired on VENETOCLAX in combination with a hypomethylating

agent in previously untreated acute myeloid leukemia



Abstract

Background:

Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal hematologic malignancy, with a median age at
diagnosis of 68 years, making it predominantly a disease of older adults. The combination of
VENETOCLAX (VEN) with a hypomethylating agent (HMA) has become the standard
treatment for elderly patients. However, infectious complications are common and have a
significant impact on treatment outcomes. This study aims to characterize bacterial infections
acquired during AZACITIDINE-VENETOCLAX (AZA-VEN) therapy and compare
infection-related hospitalizations between patients receiving continuous or discontinuous
VENETOCLAX during the induction period.

Methods:

We conducted a retrospective study of patients with AML treated with AZA-VEN across five
hematology units in Western France, between January 2018 and June 2024. The primary
endpoint was the incidence and characterization of bacterial infections requiring
hospitalization. Secondary endpoints included overall survival (OS), progression-free survival
(PFS), and infection-related hospitalizations. Survival was analyzed using Kaplan-Meier
methods, and multivariate Cox regression was used to assess the association between
treatment regimens and infection risk.

Results:

A total of 166 patients were included in the analysis, with a median age of 74 years.
Continuous VENETOCLAX administration (28 days/28) was associated with a significantly
higher incidence of bacterial infections requiring hospitalization compared to discontinuous
administration (Log-rank p = 0.025). Infections were mainly pulmonary (27%) and
bacteremic (20%). Multivariate analysis confirmed that continuous VENETOCLAX
administration and thrombocytopenia at diagnosis were independent risk factors for
hospitalization due to bacterial infection (HR = 3.15, 95% CI: 1.08-9.15; HR = 2.61, 95% CI:
1.34-5.07, respectively). No significant differences were observed in overall survival (p =
0.28) or progression-free survival (p = 0.42) between the two groups.

Conclusions:

This study suggests that an induction regimen of VENETOCLAX for less than 28/28 days
may reduce the risk of bacterial infections without compromising progression-free survival or
overall survival. Further prospective studies are needed to validate these findings and
optimize treatment strategies for AML patients, particularly in terms of infection management
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Liste des abréviations de I’introduction générale :

LAM - Leucémie Aigué Myéloide

FLT3 - FMS-like tyrosine kinase 3

NPMI - Nucleophosmin 1

CEBPA - CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha

KIT - Proto-Oncogene Receptor Tyrosine Kinase

TET2 - Ten-Eleven Translocation 2

LAL - Leucémie Aigué¢ Lymphoblastique

ELN - European LeukemiaNet

MRD - Maladie Résiduelle Minimale (Minimal Residual Disease en anglais)
t-AML - Leucémie Aigué My¢loide Liée au Traitement (therapy-related AML)
CBF - Core Binding Factor

RC - Rémission Complete

RCi - Rémission Compléte avec récupération hématologique incompléete
HMA - Agents Hypométhylants

BCL2 - B-cell Lymphoma 2
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Abbreviations of the article:

AML — Acute Myeloid Leukemia

VEN — VENETOCLAX

HMA — Hypomethylating Agents

AZA — AZACITIDINE

OS — Overall Survival

PFS — Progression-Free Survival

EFS — Event-Free Survival
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ELN — European Leukemia Net

ECOG — Eastern Cooperative Oncology Group
HR — Hazard Ratio
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alloSCT — Allogeneic Stem Cell Transplant
MDS — Myelodysplastic Syndrome

CMML - Chronic Myelomonocytic Leukemia
MPN — Myeloproliferative Neoplasms

IQR — Interquartile Range

MRD — Minimal Residual Disease
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Introduction générale

Définition et épidémiologie

La leucémie aigu€ myéloide (LAM) constitue une entit¢ clinique complexe
caractérisée par une prolifération anarchique de précurseurs myéloides dans la moelle osseuse
appelés communément « blastes », entrainant une perturbation de la production normale de
cellules sanguines.(1)
Il s’agit d’une maladie rare avec une incidence de 3/100 000 habitants par an en France. Les
données épidémiologiques soulignent une incidence accrue chez les individus 4gés avec un age
médian au diagnostic de 68 ans.(2)
Cette pathologie représente une préoccupation majeure en hématologie, touchant
principalement les adultes, bien que des cas pédiatriques soient €¢galement recensés.(3)
Elles sont de causes idiopathiques dans 90% des cas, mais peuvent étre secondaires a un
traitement antérieur par chimiothérapie ou radiothérapie. 11 existe d’autres facteurs favorisants

plus rares, comme 1’exposition a des toxiques.(4)

Physiopathologie

La physiopathologie de la LAM implique des altérations génétiques et moléculaires
conduisant a une croissance cellulaire non régulée.(5)
L’accumulation de ces anomalies va aboutir a une cellule blastique bloquée en maturation,
proliférant de manicre anarchique.
Des mutations spécifiques, telles que FLT3, NPM1, et CEBPA, KIT et TET2 jouent un role

crucial dans la transformation maligne des précurseurs my¢loides.(5)

Diagnostic

Le diagnostic de la LAM repose sur l'analyse morphologique des cellules sanguines et
médullaires, par le cytologiste aidé par la cytométrie en flux. L analyse est ensuite complétée
par des examens cytogénétiques et de biologie moléculaires. L'identification d’un taux blastes
supérieurs a 20% dans la moelle osseuse confirme le diagnostic. L'immunophénotypage quant
a lui contribue a distinguer les sous-types de leucémie aigué et peut permettre entre autres de

différencier les LAM des LAL si cela n’est pas réalisable en cytologie.(1,4)
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Pronostic et Classification ELN 2022
La survie globale est trés hétérogene, variant entre < 5% a plus de 90% en fonction du
type de leucémie aigué et de 1’age du patient.

Globalement, la LAM reste une maladie grave avec une survie a 5 ans de 30% en moyenne.(1)

Les facteurs pronostiques cliniques

Le pronostic des LAM est tout d’abord influencé par I’age, avec une survie moindre
chez le sujet agé qui peut étre expliquée par différents facteurs : notamment la prévalence de
comorbidités qui augmente en fonction de 1’age, la prévalence d’anomalies biologiques
défavorables dans cette population, et surtout la différence dans la stratégie thérapeutique.(6,7)
Dans cette population la survie médiane était de 5 a 10 mois il y a encore quelques années avant
I’arrivée des agents hypométhylants (HMA) puis des thérapies ciblées comme les inhibiteurs
de B-cell ymphoma 2 (BCL2).(8)

Améliorer la survie de ces patients reste donc un enjeu majeur a I’heure actuelle.

g: Stratified by age

Age 60 years
N=626
MS: 20.7 months

06

Survival

04
P<0.001

Age =60 yedTrs
N=497
MS: 8.4 months

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Months
Figure 1. Différence de survie globale entre les patients atteints de LAM agés de moins
de 60 ans et ceux agés de 60 ans ou plus (selon Begna et al. Blood Cancer Journal, 2021).

Les facteurs pronostiques biologiques
La classification pronostique des LAM est désormais enticrement guidée par les
anomalies retrouvées en cytogénétique et en biologie moléculaire. La classification ELN 2022,

permet de définir 3 catégories de patients: pronostic favorable, intermédiaire et

défavorable.(9,10)
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Tableau 1. Classification ELN 2022 (selon Dohner et al. Blood, 2022)

Risk categoryt Genetic abnormality

Favorable o 1(8;21)(q22;g22.1)/RUNX1::RUNX1T 11 £

o inv(16)(p13.1G22) or t(16;16)(p13.1;,q22)/
CBFB:MYH11t,%

e Mutated NPM1t,§ without FLT3-ITD

o bZIP in-frame mutated CEBPA||

Intermediate e Mutated NPM1t,§ with FLT3-ITD

o Wild-type NPM1 with FLT3-ITD (without
adverse-risk genetic lesions)

o 1(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2At 4

e Cytogenetic and/or molecular
abnormalities not classified as
favorable or adverse

Adverse 1(6;9)(p23.3;q34.1)/DEK::NUP214

t(v;11q23.3)/KMT2A-rearranged#

19,22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1

(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A:: CREBBP

inv(3)(q21.3926.2) or (3;3)(q21.3,926.2)/

GATA2, MECOM(EVI1)

1(3q26.2;v)/ MECOM(EVI1)-rearranged

e —5ordel(5q); —=7; —17/abn(17p)

e Complex karyotype,** monosomal
karyotypett

e Mutated ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, and/or
ZRSR2tt

e Mutated TP53*

En plus de la caractérisation génétique de base, viennent s’ajouter la réponse au
traitement ainsi que 1’évaluation précoce de la maladie résiduelle (measurable residual
disease, MRD) qui vont avoir un role pronostic tout aussi important.(4,11)

Dans la pratique clinique, un patient atteint d'une LAM a risque favorable peut étre reclassé
dans la catégorie des patients a risque intermédiaire ou ¢€levé en fonction de sa réponse au

traitement.(9)
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Overall Survival ELN 2022

ELN Risk Group: == Favorable (Fav.) == Intermediate (Int) === Adverse (Adv.)

100% =—
90% = Fav. vs. Int. | HR: 0.44 95% CI: 0.30-0.65 | P value < .001
Adv. vs. Int. |HR 1.62 95% CI: 1.20-2.20 | P value: .002
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Figure 2. Survie globale selon la classification ELN 2022 (d’aprés Lachowiez et al. Blood advances, 2022).

Autres cas particuliers de pronostic défavorable
Deux entités sont de particulierement mauvais pronostic :

Tout d’abord les leucémies aigues myéloides liées aux traitements (t-AML), il s’agit le plus
souvent de patients ayant déja été traités par des chimiothérapies ou de la radiothérapie par le
passé.(10,12,13)

Deuxiemement les leucémies aigu€s secondaires a des hémopathies, en particulier celles qui
surviennent aprés un syndrome myé¢lodysplasique. Elles sont de pronostic défavorable, avec
pour particularit¢é une accumulation de mutations et d’anomalies cytogénétiques avec le

temps.(4,14,15)
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b: Stratified by AML subcategories
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Figure 3. Survie globale en fonction du sous-type de LAM (selon Begna et al. Blood Cancer Journal, 2021).

Traitement

Le traitement de premicre ligne de la LAM différe en fonction de la population
concernée : Les sujets dit « fit », sous-entendu ¢éligibles a une chimiothérapie intensive, sont
distingués des sujet dit « unfit » qui n’y sont pas ¢€ligibles.(16,17)
Il n’y a pas de critéres clairs et officiels différenciant ces deux types de population. Bien
souvent, c’est I’expérience du praticien qui tranchera, parfois au cours d’une décision
collégiale.(4,18)
Par ailleurs il est possible de se baser sur les critéres établis dans les essais cliniques : age > 75
ans (toutefois, il ne s'agit pas d'un critére absolu ; par exemple, les patients présentant une
maladie plus favorable et sans comorbidités pertinentes peuvent tirer profit d'une
chimiothérapie intensive) ; score performans status > 2 ; comorbidités liées a 'age, telles que
troubles cardiaques sévéres (par exemple, insuffisance cardiaque congestive nécessitant un
traitement, fraction d'éjection < 50 % ou angor stable chronique), troubles pulmonaires sévéres
(par exemple, DLCO <65 % ou FEV1 <65 %), clairance de la créatinine <45 ml/min, troubles
hépatiques avec bilirubine totale > 1,5 fois la limite supérieure de la normale, ou toute autre

comorbidité que le médecin juge incompatible avec une chimiothérapie intensive.(4,18)

Traitement du sujet « fit »
Le traitement de référence de la leucémie aigué du sujet jeune est désormais bien

codifié depuis plus de 40 ans. Il s’agit d’une chimiothérapie intensive dite « d’induction » basée
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sur une association d’une anthracycline, le plus souvent I'IDARUBUCINE ou Ia
DAUNORUBICINE (3 jours) et de CYTARABINE (7 jours) plus communément appelée
3+7.(4,19-21)

Récemment, le traitement de premiére ligne a évolué pour les patients présentant une mutation
de FLT3. En effet la MIDOSTAURINE est desormais utilisée dans le traitement d’induction,
et peut étre ajoutée de J8 a J21.(4,22)

Dans certains cas particuliers de LAM présentant une mutation de Core Binding Factor (CBF),
I’ajout de GEMTUZUMAB-OZOGAMICINE, un anticorps monoclonal anti CD-33 couplé a
un agent cytotoxique, semble améliorer la survie globale dans cette sous-population.(4,23)
Des essais cliniques dont les résultats sont attendus prochainement devraient permettre

I’utilisation d’inhibiteur d’IDH couplée a la chimiothérapie intensive.(24)

Traitement du sujet « unfit »

Le traitement basé sur la chimiothérapie aplasiante, n’est pas applicable chez tout le
monde. En effet les patients trop agés ou trop comorbides sont dits « unfit» et sont par
conséquent inéligibles a un traitement intensif.(16)

Les options thérapeutiques dans cette population vont se tourner vers d’autres molécules avec
a disposition notamment les agents hypométhylants (8), les thérapies ciblées, qui se développent
de plus en plus dans la LAM (25-28), et parfois encore la chimiothérapie a faible dose.(29,30)
Ainsi, plusieurs options de traitements sont possibles.

Dans le cas des patients présentant une mutation de IDHI il est possible d’utiliser
I’IVOSIDENIB en association ou non a un agent hypoméhylant.(27,31) L’essai AGILE avec
I’association AZACITIDINE-IVOSIDENIB est a I’heure actuelle I’option présentant la
meilleure médiane de survie (24 mois) dans cette population.(27)

L’option a privilégier chez les patients sans la mutation IDHI1 reste a I’heure actuelle le
VENETOCLAX en association a un agent hypométhylant ou a de la CYTARABINE a faible
dose.(26,29)

Le VENETOCLAX est un puissant inhibiteur sélectif de la protéine anti-apoptotique BCL-2
(B-cell lymphoma 2).(32) L'association AZACITIDINE-VENETOCLAX est devenue le
traitement de référence pour la leucémie aigué myéloide (LAM) chez les patients inéligibles a
une chimiothérapie intensive, principalement grace aux résultats déterminants de 1'étude
VIALE-A publiée par DiNardo et al. L'essai VIALE-A était une étude de phase III qui a évalué
l'efficacité et la sécurité de l'association AZACITIDINE-VENETOCLAX par rapport a
I'AZCITIDINE seule chez des patients nouvellement diagnostiqués atteints de LAM, qui
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n'étaient pas éligibles a la chimiothérapie intensive en raison de leur dge avancé ou de

comorbidités.(26)

1 Median follow-up, 20.5 mo (range, <0.1-30.7)
- 097 Hazard ratio, 0.66 (95% Cl, 0.52-0.85)
% 0.8 P<0.001
=
o 0.7
® 064 Azacitidine plus venetoclax
o
6 054
s 0.4
E
5 0.3
.‘é’ 0.2- Azacitidine plus placebo
& 0.1-
oo | | | I | | | | | | |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Months
No. at Risk
Azacitidine plus 286 219 198 168 143 117 101 54 23 5 3 0
venetoclax
Azacitidine plus 145 109 92 74 59 38 30 14 5 1 0 0
placebo

Figure 4. Survie globale dans l'essai AZACITIDINE plus VENETOCLAX contre AZACITIDINE plus
placebo (selon DiNardo et al. NEJM, 2022).

L'étude a démontré une amélioration significative de la survie globale chez les patients
recevant la thérapie combinée, avec une SG médiane de 14,7 mois, contre 9,6 mois dans le
groupe traité¢ par AZACITIDINE seule. De plus, I'association a montré des taux de rémission
complete (RC) et de rémission compléte avec récupération hématologique incompléte (RCi)
plus élevés, avec un taux de RC/RCi de 66,4 % contre 28,3 % dans le groupe témoin. Ces
résultats ont établi 'AZACITIDINE-VENETOCLAX comme l'option de traitement de
premiere ligne préférée pour les patients atteints de LAM qui ne peuvent pas recevoir de
traitements plus agressifs, offrant une alternative qui prolonge significativement la survie tout

en maintenant un profil de sécurité acceptable.(4,26)
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Complications liées aux traitements

Les traitements intensifs et non-intensifs entrainent tous deux une toxicité
hématologique a I’origine d’une neutropénie profonde et prolongée de plusieurs semaines. Les
neutropénies profondes entrainent un risque d’infection bactériennes a8 BGN et Cocci Gram +
au cours de la premicre semaine. Au-dela de 7 a 10 jours c’est le risque d’infection fongique
prend le dessus.(33-36) La prévention des infections fongiques est capitale car le taux de
mortalité dii a ces infections est a I’heure actuelle encore particuliérement élevé.(37,38)
Au-dela des mesures de prévention environnementales apportées par les chambres a traitement
d’air, il est désormais recommandé¢ d’introduire une prophylaxie antifongique au cours de la

période d’aplasie post induction chez les patients recevant une chimiothérapie intensive.(39,40)

Les résultats de l'¢tude VIALE-A ont montré que 30 % des patients traités par
AZACITIDINE-VENETOCLAX ont présenté des infections de grade 3 ou 4, contre 23 % dans
le groupe AZACITIDINE seule. Les infections les plus courantes comprenaient des
pneumonies, des sepsis et des infections opportunistes, avec un taux d'infections fongiques
rapporté a 19 % dans le groupe combiné. De plus, les infections ont conduit a des
hospitalisations fréquentes et ont représenté une cause majeure de morbidité dans cette
population de patients.(26)

Ces chiffres soulignent la nécessité d'une vigilance accrue lors de l'administration de ce
traitement, notamment en ce qui concerne la prophylaxie anti-infectieuse et la gestion rapide
des signes d'infection. Bien que l'association AZACITIDINE-VENETOCLAX offre un
bénéfice de survie, le risque accru d'infections graves constitue un aspect critique a gérer pour
optimiser les résultats thérapeutiques tout en minimisant les complications.

Pour ce qui est des patients traités par AZACITIDINE-VENETOCLAX, les recommandations
actuelles concernant ’administration d’une prophylaxie antifongique sont calquées sur celle
des patients traités par chimiothérapie intensive et ne sont pas encore claires.(41)

Concernant la prophylaxie antibiotique, il a été établi qu’elle n’est plus recommandée chez les
patients traités intensivement, mais les données sont trés pauvres concernant les patients traités

par AZACITIDINE-VENETOCLAX.(42-44)

Les leucémies aigués myéloides (LAM) chez les sujets 4gés, méme avec 1’utilisation de
la combinaison AZACIDINE-VENETOCLAX (AZA-VEN), représentent toujours un besoin
médical non couvert, en raison des limitations du traitement et des résultats suboptimaux. L'une

des facons potentielles d'optimiser les bénéfices du traitement repose sur un soutien patient
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adapté, notamment par I’évaluation de la nécessité ou non d’une prophylaxie anti-infectieuse et
une adaptation précise des doses en fonction de la tolérance individuelle. Une étude
rétrospective a été menée et est présentée sous forme d’article, afin d’explorer ces aspects et de

mieux comprendre les moyens d'améliorer les résultats thérapeutiques dans cette population.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal hematological malignancy with a heterogeneous
prognosis, largely influenced by the characteristics of the affected population.(1—4)The median
age at diagnosis is 68 years, making AML predominantly a disease of older adults.(3) In this
elderly population, treatment still remains a significant challenge.(4—8) However, survival has
improved in recent years, particularly with the advent of VENETOCLAX (VEN) in
combination with hypomethylating agents (HMAs) as a first-line treatment, as demonstrated in
the VIALE-A study.(9)

Despite these advancements, survival outcomes in this group of patients remain poor. Both
patient comorbidities and accumulation of genetic abnormalities contribute to the poor
prognosis.(10—12) The tolerance and survival of these patients are further compromised by the
incidence of infectious complications (both bacterial and fungal) that arise from the addition of
VENETOCLAX to HMAs. In the VIALE-A study, 84% of patients developed infections of any

grade, and 64% experienced at least one grade >3 infectious episode.(9,13)
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While several retrospective studies have focused on characterizing infections acquired during
VEN-HMA therapy, most have concentrated on fungal infections and the benefits of antifungal
prophylaxis.(14-20) There is, however, a notable lack of studies focusing on bacterial
infections acquired during AZA-VEN therapy.(21,22)

Despite several efforts to adjust VENETOCLAX dosing for better safety and effectiveness, the
optimal dosing of VENETOCLAX, as well as the ideal timing, remains unclear.(23-33)

The primary aim of this analysis was to assess the incidence and characterization of bacterial
infections in this context, including the type of infection, causative pathogen, and the timing
relative to VEN-HMA initiation, as well as to potentially identify the risk factors involved. The
fact that patients have been treated with various schedules of VENETOCLAX led to evaluate a
secondary objective to determine whether the administration schedule of VENETOCLAX
influences the incidence of severe infections, without negatively impacting overall survival

(OS) or progression-free survival (PFS).

Materiels and methods

Inclusion criteria for this retrospective study were: patients diagnosed with untreated AML
patients, who received AZA-VEN at five different collaborating Hematology Units in the West
of France, from January 2018 to June 2024. Exclusion criteria were: previous treatment of AML
with intensive chemotherapy or alloSCT, treatment with AZACITIDINE alone, concomitant
use of a targeted therapy (MIDOSTAURINE), AZA-VEN treatment for conditions other than
AML (MDS, CMML).

Patients were identified through the hospital pharmacy registry, extracting patients treated with
AZACITIDINE. We then reviewed medical records to determine if they had received
VENETOCLAX in combination.

Collected information were date of birth, gender, performance status, AML diagnosis, and
history of active MDS or previous chemotherapy treatment. At diagnosis, patients were
evaluated using morphology, immunophenotyping, cytogenetics, and molecular genetic tests,
in accordance with the 2022 European Leukemia Net (ELN) guidelines. Patients were
categorized into different risk groups based on karyotype features: cytogenetic risk was
assessed according to the 2022 ELN classification.

Associated medical comorbidities such as chronic heart disease, chronic obstructive pulmonary
disease, chronic kidney disease, diabetes, and history of neoplasia using the patients' medical

records. The use of antibiotic and antifungal prophylaxis was evaluated through medical records
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and prescriptions. Infections requiring hospitalization occurring during treatment were
documented for each patient using hospital reports.

NPMI1, IDH1, IDH2, and FLT3 ITD were evaluated by PCR, whereas NGS was performed on
an Miseq — [llumina sequencer for Blois, Orléans, Poitiers and Tours and MiniSeq - [llumina
sequencer for Brest.

This study was approved by the Ethics Committee of University Hospital of Tours, France and
by the CNIL (Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés) (n° 2024 DR020) on
February 2024.

Statistical Analysis

Survival Analysis: Survival analyses were conducted using the Kaplan-Meier method to
estimate overall survival (OS) and event-free survival (EFS). Kaplan-Meier survival curves
were compared between treatment groups using the log-rank test to assess statistical
differences.

Cox Proportional Hazards Model: A multivariate Cox proportional hazards regression
analysis was performed to assess the independent association between discontinuous
VENETOCLAX administration during the first cycle and the risk of hospitalization due to
bacterial infections. The model was adjusted for several covariates, including age (=75 vs. <75
years), performance status (ECOG >2 vs. <2), adverse karyotype, adverse ELN classification,
and thrombocytopenia at diagnosis (platelet count <50 G/L). Hazard ratios (HRs) and 95%
confidence intervals (Cls) were calculated for each variable. The adjusted p-values were also
reported to account for multiple comparisons.

Handling Missing Data: Missing data were managed using multiple imputation where
feasible. If imputation was not applicable, patients with missing data were excluded from the
specific analyses, which is clearly indicated in the results.

Software: All statistical analyses were performed using StatAid v1.3.1, an R package.

Results

166 patients treated with AZA-VEN for a naive AML, meeting the inclusion criteria were
included. Characteristics of the patients are summarized in Table 1.

The median age at initiation of the treatment was 74. There was 67 (40 %) of de novo AML,
and 70 (42%) of AML secondary to a prior pathology: 46 (28%) of MDS related AML, 18
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(11%) was secondary of an MPN, and 6 (4%) of an CMML, therapy related AML represented
29 (17%) patients.

The ECOG performans status was < 2 for 133 (80%) patients. The majority was ELN adverse,
with 97 (62%) patients, 48 (31%) was intermediate and 11 (7%) was favorable.

Among the adverse risk there was 62 (40%) patients with an adverse karyotype anomaly of
wich 46 (30%) complex cytogenetic abnormalities, 48 (31%) adverse non-complex caryotypes
were either monosomal or with deletion of 5, 7 or 17 chromosome.

We collected data on the presence of the main mutations of interest: 13 (11%) presented a
mutation of NPM1, 12 (10%) a mutation of FLT3, 14 (10%) a mutation of IDH1 or 2, and at
least 21 (22%) presented a mutation of TP53. Other ELN 2022 unfavorable prognostic
mutations were found on NGS in 44 (47%) patients, including ASXL1, RUNXI1, SRSF2 and
BCOR. We also checked for the presence of cytopenias at diagnosis; the threshold for
cytopenias was arbitrarily set higher than grade 3 according to the CTCAE classification, 41
(25%) had an anemia, 83 (50%) a neutropenia, and 64 (39%) a thromobocytopenia at time of

the diagnosis.
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Table 1. Baseline demographic and clinical characteristics of the patients.
Characteristics AZACITIDINE-
VENETOCLAX N=166
Age
Median [IQR] 74 [68.25-78]
Sex - no (%)
F 59 (35.54)
H 107 (64.46)
AML type - no (%)
De novo 67 (40.36)
Secondary 70 (42,16)
MDS 46 (27.71)
MPN 18 (10.84)
CMML 6 (3.61)
Therapy related 29 (17.47)
ECOG performance-status score - no. (%)
0-1 133 (80.12)
2-3 33 (19.88)
ELN 2022 classification - no. (%)
Favorable 11/156 (7.05)
Intermediate 48/156 (30.77)
Adverse 97/156 (62.18)
Cytogenetic risk category according to ELN 2022 - no. (%)
Intermediate 90/152 (58.44)
Poor 62/152 (40.26)
Complex, >3 clonal abnormalities 46 (29.87)
Other cytogenetics features (monosomal, -5 or del (5q); -7; -17;
4el(17p) ytog ( q) 48 (31.17)
Somatic mutations - no. (%)
NPM1 13/116 (11.21)
FLT3 12/121 (9.92)
IDH1 4/119 (3.36)
IDH2 10/119 (8.4)
TP53 21/94 (22.34)
Other adverse mutations according to ELN 2022
RUNX1 22/94 (23.4)
ASXL1 21/94 (22.34)
SRSF2 14/94 (14.89)
BCOR 12/94 (12.77)
Baseline cytopenia grade >3 - no. (%)
Anemie (< 8 g/L) 41 (24.7)
Neutropenia (< 1G/L) 83 (50)
Thrombocytopenia (< 50 G/L) 64 (38.55)

Multiple treatment schedules were observed, described in Table 2. The median follow-up,

which corresponds to the median duration of exposure to VENETOCLAX, was 172 days (95%
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CI: 126-230 days). The majority of patients (129; 78%) received continuous (28/28 days)
VENETOCLAX treatment during the first cycle. However, 37 patients (22%) received

discontinuous treatment: 9 patients (5%) received 21/28 days, 17 patients (10%) received 14/28

days, and 11 patients (7%) received 7/28 days. Similarly, most patients (141; 85%) received

full-dose treatment, while 25 patients (15%) received a reduced dose despite not being on azole

prophylaxis: 5 patients received 200 mg, 10 patients (6%) received 100 mg, and 10 patients
(6%) received 50 mg. The majority of patients (138; 83%) initiated VENETOCLAX upfront in
combination with AZACITIDINE. A total of 104 patients (63%) were receiving antifungal

prophylaxis alongside VENETOCLAX, with most of these (98 patients) receiving

Posaconazole. On the other hand, only 4 patients in the entire cohort received antibiotic

prophylaxis in combination with the treatment.

Table 2. Characteristics at treatment initiation

Characteristic

AZACITIDINE-VENETOCLAX N=166

VENETOCLAX median duration - days (95% CI)
First cycle VEN exposure - no. (%)

28/28
21/28
14/28
7/28
VEN timing - no. (%)
Upfront
Add-on
Target dosage - no. (%)
Full dose
100 mg with azole
400 mg
200 mg
100 mg
50 mg

Antifungal prophylaxis - no. (%)

Posaconazole
Isavuconazole
Voriconazole
Fluconazole

Antibiotic prophylaxis - no. (%)

Amoxicillin or Oracillin
Levofloxacin

172 (126-230)

129 (77.71)
9 (5.42)
17 (10.24)
11 (6.63)

138 (83.13)
28 (16.87)

141 (84.94)
91 (64.08)
51 (35.92)
5(3.01)
10 (6.02)
10 (6.02)
104 (62.65)
98 (95.15)
1 (0.97)
3(2.91)
1 (0.97)
4(2.41)
2(1.2)
2(1.2)
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Infectious events requiring hospitalization that occurred during treatment, are detailed in
Table 3. A total of 133 infectious events were recorded among patients receiving
AZACITIDINE-VENETOCLAX therapy. The median event-free survival was 24 days
(interquartile range [IQR]: 19-34 days), with a median of 0.86 cycles (IQR: 0.71-1.21cycles)
between treatment initiation and the first infectious event.

Regarding the sites of infection, pulmonary infections were the most common, accounting for
36 cases (27%), followed by bacteremia with 26 cases (20%), urogenital infections with 16
cases (12%), digestive infections with 11 cases (8%), skin infections with 7 cases (5%), and
catheter-related infections with 9 cases (7%). The origin was not clearly identified in 28 cases
(21%).

Out of the 133 infections, 57 (43%) were bacterial in origin. Among these, 36 cases (63%)
involved Gram-negative organisms, including 28 Enterobacteriaceae and 8 Pseudomonas
aeruginosa infections. Gram-positive organisms were responsible for 18 cases (32%),
comprising 7 coagulase-negative Staphylococcus, 3 Staphylococcus aureus, 7 Enterococcus,
and 1 Streptococcus infection. Additionally, there were 2 cases (4%) of Gram-positive
bacillus infections, including 1 Clostridium difficile.

Fungal infections were documented in 15 cases (11%), all meeting at least probable

diagnostic criteria. These included 9 cases of aspergillosis, 1 case of mucormycosis, 2 cases of
candidiasis, and 3 cases of pneumocystis pneumonia. Viral infections were identified in 7
cases (5%), with 4 cases of SARS-CoV-2 pneumonitis and 3 cases caused by other respiratory

viruses. No herpes virus infections were documented in this cohort.
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Table 3. Clinical and biological characteristics of infection acquired on
AZACITIDINE-VENETOCLAX

Total number of infections requiring hospitalization N=133
Number of infectious events per patient - no. (%)
1 55 (63.95)
2 18 (20.93)
3 11 (12.79)
4 or more 2(2.33)
Infectious event free survival (median-days) - [IQR] 24 [19-34]
Cycle number at first infectious event (median) - [IQR] 0,86 [0.71-1.21]
1 50 (59.52)
2 10 (11.9)
3 7 (8.33)
4 or more 17 (20.24)
Infection localisation
Bacteriemia 26 (19.55)
Pneumonia 36 (27.07)
Urogenital 16 (12.03)
Digestive 11 (8.27)
Cutaneous 7 (5.26)
Catheter 9 (6.77)
Unknown 28 (21.05)
Infectious event documentation
Documented infections - no. (%) 78 (58,64)
Bacterial infections - no. (%) 56 (42.11)
Gram-negative organisms - no. (%) 36 (27.07)
Enterobacteriaceae 28 (21.05)
Pseudomonas aeruginosa 8 (6.01)
Gram-positive organisms - no. (%) 18 (20.93)
Coagulase-negative Staphylococcus 7 (5.26)
Staphylococcus aureus 3(2.26)
Enterococcus 7 (5.26)
Streptococcus 1 (0.75)
Others - no. (%) 2 (1.5)
Fungal infections - no. (%) 15 (11.28)
Candida 2(1.5)
Aspergillus 9 (6.77)
Mucor 1 (0.75)
Pneumocystis 3 (2.26)
Viral infections - no. (%) 7 (5.26)
SARS cov-2 4 (3)
Other respiratory virus 3(2.26)
Undocumented infections - no (%) 55 (41.35)
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The Kaplan-Meier analysis comparing event-free survival (EFS) for bacterial infection
requiring hospitalization between continuous and discontinuous VENETOCLAX regimens,
showed a significant difference (Log-rank p = 0.025). Neither group reached the median EFS
during the follow-up period, meaning fewer than half of the patients had a severe bacterial
infection requiring hospitalization. The data reflect different rates of hospitalization due to

bacterial infections between the two regimens.

1001

757

501

First cycle VEN exposure
251 —~ Discontinuous (< 28/28 d)

Event Free Survival (%)

Log-rank
=+ Continuous (28/28 d)
ol P= 0.025
0 250 500 750 1000
Time (days)
Number at risk
- 37 13 3 2 0
= 129 35 14 5 3

Figure 1: Kaplan-Meier Curves Comparing Event-Free Survival (EFS) for Bacterial
Infection Requiring Hospitalization Between Continuous and Discontinuous
VENETOCLAX Regimens. This figure illustrates the differences in event-free survival
(EFS) between patients receiving continuous VENETOCLAX (28/28days) and those
receiving it discontinuously (less than 28/28 days). The event of interest, severe bacterial
infection requiring hospitalization, showed a statistically significant difference in incidence
between the two groups (Log-rank p = 0.025). The curves demonstrate that the median event-
free survival was not reached by either group during the follow-up period, indicating that
fewer than half of the patients in each regimen experienced this specific event.
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Two Kaplan-Meier analyses were conducted to assess differences in progression-free survival
(PFS) and overall survival (OS) between patients receiving VENETOCLAX continuously (28

days) and those on a discontinuous regimen (<28 days).

Progression-Free Survival (PFS): The Kaplan-Meier analysis for PFS (Figure 1A) indicated
no statistically significant difference between the continuous and discontinuous groups (Log-
rank p = 0.42). The median PFS was 411 days for the discontinuous group and 446 days for the

continuous group, suggesting similar outcomes regarding disease progression delay.

Overall Survival (OS): The Kaplan-Meier analysis for OS (Figure 1B) similarly showed no
significant difference between the two treatment regimens (Log-rank p = 0.28). The median OS
was 429 days in the discontinuous group compared to 310 days in the continuous group,

indicating no apparent survival advantage for either regimen.
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Figure 2A: Kaplan-Meier curve for overall survival (OS) comparing continuous and
discontinuous VENETOCLAX regimens. No significant difference in overall survival was
observed between the groups, with median OS of 429 days for the discontinuous group and
310 days for the continuous group. B: Kaplan-Meier curve for progression-free survival
(PFS) comparing continuous and discontinuous VENETOCLAX regimens. No
significant difference in progression-free survival was found between the groups, with median
PFS of 411 days in the discontinuous group and 446 days in the continuous group.
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The results of the multivariate Cox proportional hazards regression analysis are summarized in
Figure 3. This Forest plot visually represents the hazard ratios (HR) and 95% confidence
intervals (CI) for each variable included in the analysis. The analysis was conducted to assess
the independent association between various factors and the risk of hospitalization due to
bacterial infections in patients receiving VENETOCLAX.

The variables included in the model were age (=75 vs. <75 years), performance status (ECOG
>2 vs. <2), adverse karyotype (yes vs. no), adverse ELN classification (yes vs. no),
thrombocytopenia at diagnosis (<50 G/L vs. =50 G/L), and first cycle VENETOCLAX
exposure (continuous vs. discontinuous).

The plot shows that discontinuous administration of VENETOCLAX during the first cycle was
associated with an increased risk of hospitalization for bacterial infections (HR =3.15, 95% CI:
1.08-9.15). Thrombocytopenia at diagnosis was also significantly associated with a higher risk
(HR = 2.61, 95% CI: 1.34-5.07). Other factors, such as age, performance status, adverse
karyotype, and adverse ELN classification, did not show statistically significant associations
with the risk of hospitalization.

Multivariate analysis - Cox model
1

Age : 275vs <75 -

Adverse karyotype : Yes vs No -+
X Variables
P Age
Adverse karyotype
@ First cycle VEN exposure
© Adverse ELN
Performans status
Thrombocytopenia

First cycle VEN exposure : Continuous vs Discontinuous 1

Adverse ELN : Yes vs No -

Performans status : 22 vs <2 -

Thrombocytopenia < 50 G/L : Yes vs No -

25 50 75
Hazard Ratio [95%Cl]

Figure 3. Multivariate Analysis of Risk Factors for Hospitalization Due to Bacterial
Infections. This Forest plot presents the results of the multivariate Cox proportional hazards
regression analysis evaluating the association between various risk factors and the likelihood
of hospitalization for bacterial infections among AML patients treated with VENETOCLAX.
The variables included in the analysis are age (=75 vs. <75 years), performance status (ECOG
>2 vs. <2), adverse karyotype (yes vs. no), adverse ELN classification (yes vs. no),
thrombocytopenia at diagnosis (<50 G/L vs. >50 G/L), and first cycle VENETOCLAX
exposure (continuous vs. discontinuous). Hazard ratios (HRs) and 95% confidence intervals
(Cls) are displayed for each variable. A HR greater than 1 indicates an increased risk, whereas
a HR less than 1 indicates a decreased risk. The dotted vertical line represents the null value
(HR = 1), indicating no effect. The results suggest that discontinuous VENETOCLAX
administration during the first cycle and severe thrombocytopenia at diagnosis are associated
with an increased risk of hospitalization due to bacterial infections
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Discussion

Our study provided a comprehensive description of infections acquired during treatment with
the combination of AZACITIDINE and VENETOCLAX in patients with acute myeloid
leukemia (AML). The incidence of infections requiring hospitalization was estimated

at 51.8%, with the majority being bacterial infections. The first bacterial infection requiring
hospitalization occurred significantly earlier in the continuous treatment group (28/28 days)
compared to the discontinuous group (<28/28 days). However, no statistically significant
differences were observed in overall survival (OS) or progression-free survival (PFS). This
finding was confirmed by a multivariate analysis, which showed that continuous
VENETOCLAX administration was associated with an increased risk of severe infections
requiring hospitalization. In addition to VENETOCLAX administration, severe
thrombocytopenia at diagnosis (<50 G/L) was identified as a significant risk factor for
bacterial infections, with an HR of 2.61. This may be due to an higher blast infiltration at

diagnosis.

These results suggest that an induction treatment duration of less than 28/28 days of
VENETOCLAX may be preferable for limiting the risk of hospitalization due to bacterial
infections without negatively impacting progression-free survival or overall survival. This
highlights the potential for optimizing VENETOCLAX administration schedules to improve

patient outcomes by reducing infection-related complications.

Our results align with existing literature, including the VIALE-A trial, which demonstrated
the efficacy of VENETOCLAX in combination with AZACITIDINE but also noted a high
incidence of myelosuppression and infection-related hospitalizations.(9) Several smaller
retrospective studies have also explored modifications to the VENETOCLAX regimen,
showing that reduced dosing schedules can result in comparable efficacy while minimizing

toxicities, particularly cytopenias and infections.(24,26,27,31)

One strength of this study is its multicenter design, which helps avoid the biases of single-
center studies and makes the findings more applicable to a broader patient population.

With 166 patients, this is one of the largest studies on the topic, providing strong data for its
conclusions

This large cohort allows for a more comprehensive understanding of the risks associated with

AZACITIDINE and VENETOCLAX, particularly regarding infection-related complications.
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Additionally, the detailed focus on bacterial infections requiring hospitalization provides
important data often overlooked in other studies, which is critical for improving the
management of older or frail patients with acute myeloid leukemia (AML), where balancing

treatment efficacy with minimizing adverse events is crucial.

However, the study has some limitations. As a retrospective study, the data rely on the accuracy
of medical records, which could introduce bias in the results.

Another limitation is the short follow-up period. While a longer follow-up might capture more
late infections, we specifically chose to focus on infections acquired during the treatment to
minimize bias. This approach significantly shortened the follow-up period for infection
episodes but allowed us to gather more relevant data for our analysis.

Finally, the lack of genetic stratification limits the ability to evaluate how genetic mutations

might influence infection risks or treatment outcomes.(5,34)

Adapting VENETOCLAX treatment schedules to patient tolerance could minimize
hospitalizations and improve quality of life for older or frail AML patients. Additionally, these
findings emphasize the importance of infection management in this population, highlighting
the potential benefit of proactive strategies, including dose adjustments.

Future research should focus on confirming these results with prospective studies that include
longer follow-up and genetic stratification. Exploring personalized dosing strategies in
combination with prophylactic measures could further optimize outcomes and reduce infectious

complications.

Conclusion

In conclusion, this study suggests that a VENETOCLAX induction treatment duration of less
than 28/28 days may be beneficial in reducing the risk of bacterial infections requiring
hospitalization, without compromising progression-free survival or overall survival. Balancing
the risks and benefits of treatment intensity remains a key challenge in improving patient

outcomes in this vulnerable population.
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Résumé :

Contexte

La leucémie aigué¢ myéloide (LAM) est une hémopathie clonale maligne, avec un dge médian au diagnostic de 68
ans, ce qui en fait principalement une maladie du sujet agé. L'association du VENETOCLAX (VEN) avec un agent
hypométhylant (HMA) est devenue un traitement standard pour les patients dgés. Cependant, les complications
infectieuses sont fréquentes et ont un impact significatif sur les résultats du traitement. Cette étude vise a caractériser
les infections bactériennes acquises au cours du traitement par AZACITIDINE-VENETOCLAX (AZA-VEN) et a
comparer les hospitalisations liées aux infections entre les patients recevant une administration continue ou
discontinue de VENETOCLAX au cours de la période d’induction.

Méthodes

Nous avons réalisé une étude rétrospective chez des patients atteints de LAM traités par AZA-VEN dans cinq unités
d'hématologie de I'Ouest de la France, entre janvier 2018 et juin 2024. Le critére principal était l'incidence et la
caractérisation des infections bactériennes nécessitant une hospitalisation. Les critéres secondaires incluaient la
survie globale (OS), la survie sans progression (PFS) et la survenue d’hospitalisations liées aux infections. La survie
a été analysée par les méthodes de Kaplan-Meier, et une régression multivariée de Cox a été utilisée pour évaluer
l'association entre les schémas thérapeutiques et le risque d'infection.

Résultats

Au total, 166 patients ont été inclus dans I'analyse, avec un dge médian de 74 ans. L'administration continue de
VENETOCLAX (28 jours/28) était associée a une incidence significativement plus ¢levée d'infections bactériennes
nécessitant une hospitalisation, par rapport a I'administration discontinue (p de Log-rank = 0,025). Les infections
étaient principalement pulmonaires (27 %) et bactériémiques (20 %). L'analyse multivariée a confirmé que
I'administration continue de VENETOCLAX et la thrombopénie au diagnostic étaient des facteurs de risque
indépendants d'hospitalisation pour infection bactérienne (HR = 3,15, IC 95 % : 1,08-9,15 ; HR = 2,61, IC 95 % :
1,34-5,07, respectivement). Aucune différence significative n'a été observée en termes de survie globale (p = 0,28)
ou de survie sans progression (p = 0,42) entre les deux groupes.

Conclusions

Cette étude suggere qu'un schéma d'induction par VENETOCLAX inférieur a 28 jours sur 28 pourrait réduire le
risque d'infections bactériennes sans compromettre la survie sans progression ni la survie globale. Des études
prospectives supplémentaires sont nécessaires pour valider ces résultats et optimiser les stratégies de traitement chez
les patients atteints de LAM, notamment en matiére de gestion des infections.
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