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AML : Molecular characterization

[ INTEGRATION OF IMPROVED MOLECULAR PROFILING IN THE DIAGNOSTIC ALGORITHM OF AML]

Gustave Roussy :
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[ Next-generation sequencing-based mutation profiling ]
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Clonal hematopoiesis of indeterminate potential
(CHIP) in healthy patients

= 10 % healthy adults > 65 years
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= Somatic mutations : epigenetic

No.

40 regulators
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Splici . . .
= SUTR = 10 times the risk of a hematologic

cancer VAF > 10% (LNH/AML)

Detected exonic clonal SNVs

= Increase in all-cause mortality
(including coronary heart disease,
ischemic stroke)

Hazard ratio, 1.4
P=0.0;

bl = 95% of individuals studied (VAF 0.0003)
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Jaiswal S et al, NEIM 201 4.
Genovese G et al, NEJM 201 4.




Clonal hematopoiesis (CHIP)

Criteres de définition d’une CHIP

* Présence d’une ou plusieurs mutations habituellement
Séquencgage associées aux pathologies hématologiques.

par NGS * VAF ou fréquence d’allele muté > 2% dans le sang
périphérique.
o Absence de pathologie hématologique

ou d’autre maladie clonale.

* Absence de gammapathie monoclonale de signification
indéterminée (MGUS), lymphocytose B monoclonale (MBL)
ou hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN).

diagnostique
hématologique
compléte

Danlos et al, Rev Med Interne 2019




CHIP & Cancer




CHIP and Cancer e
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Cancer therapy shapes the fitness landscape of

clonal hematopoiesis

log growth rate

Mutations selected differentially based on
exposures :

ASXL1 Current or former smokers

DNA damage response genes (TP53, PPM1D,
CHEK?2) :cancer therapy with radiation, platinum
and topoisomerase Il inhibitors
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CHIP & Biopsie(s)




CHIP and Cancer Biopsy

Detection of CHIP-associated
alterations in comprehensive genomic

npj [Breast Cancer

www.nature.com npjbcancer
AN rights reserved 2374467715

ARTICLE OPEN

Somatic mutations in leukocytes infiltrating primary breast
cancers

Maria Kleppe'*, Elzabeth Comen™, Hannah ¥ Wen’, Lennart Bastian', Brian Blum’, Franck T Rapaport”, Matthew Keler',

2Zvika Granot®, Nicolas Socd®, Agnés Viale®, Daogi You®, Robert Benexra®, Britta Weigelt™, Edi Brogi®, Michael F Berger'”,
Jorge § Reis-Fiho'”, Ross L Levine'” and Larry Norton”

Table 2. Somatic mutations in known cancer genes
Sample Gene Mutation Frequency
1 EP300 p.G1777C 0.06
2 DNMT3A p.Y533C 0.185
3 EZH2 p.A483S 046
TP53 p-M169I 0.029
4 BCOR pP1156L 049
EPHA7 p.G592S 0.14
wT1 pT278I 011
TET2 p.Q1702* 0.06
EGFR p.A871E 0.042
5 ALK p.R1209Q 021
ETV6 p.P255 0.038
6 NOTCH2 p.P1101T 018
NF1 p.Q2434H 0.099
SMARCA4 p.D694E 0.087
12 TET2 p.E1874K 017
Mutations listed in this table were identified by targeted sequencing with
an allele frequency of > 10%. Mutations occurring at a lower frequency
were included if previously reported in COSMIC.

Severson EA, Blood 2018

profiling of solid tumor specimens (113
079 solid tumors)

Tumor purity of 58%
@ Clone 1, mutated tumor cell; 51%
@ Clone 2, mutated tumor cell; 7%
. Non-tumor hematop

@ Mutated non-tumor hematopoietic cell; 7%

L
» Heterozygous somatic variant; VAF = 29%

e Heterozygous somatic variant; VAF = 3.5%

e Heterozygous CHIP variant; VAF = 3.5%
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* Important to recognize CHIP as a possible cause
of misattribution of mutation origin
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JAK?2 mutations, some TP53 mutations,
and rare KRAS mutations detected in sl
cfDNA are derived from CH not tumor.
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Hu'Y, Ulrich BC et al..Clin Cancer Res 2018 VAFs in cfDNA (%)

P Razavi, Nat Med 2019
* VAFs of CHIP in blood samples correlated with
CHIP in plasma samples




CAS CLINIQUE N°1




o8

Patiente de 68 ans, Panel NGS niveau 1

Cancer du sein carcinome canalaire infiltrant NRAS ALK IDH1 IDH2 CTNNB1 PIK3CA
4¢me ligne de traitement FGFR3 PDGFRA KIT ESR1 EGFR MET

BRAF FGFR1 CDKN2A RET PTEN j
Résultats : FGFR2 HRAS KRAS POLE RB1 AKT1

MAP2K1 TP53 ERBB2 SMAD4 STK11 AR 4 &

o,

TP53 A39fs*5 (0,21 %)
IDH2R140Q (5.4%)

La patiente est éventuellement incluable dans un “basket trial” ouvert
aux patients atteints de cancer IDH mutes :

“Testing Olaparib and AZD6738 in IDH1 and IDH2 Mutant Tumors”



QUESTION

Que faites-vous ?

Prévoyez d’inclure le patient au plus vite dans ce protocole ?
Vérification de la présence des anomalies sur la biopsie tumorale ?
Vérifier NGS sur sang total ?

Vérification de la prise de sang ?




Suivi

NFS :

= 15800 GB dont 2500 monocytes (présent avant la rechute)
= 10,8 hg (aregenerative)
= 350 10%/I plaquettes

Myélogramme :

= Moelle de richesse augmentée, comportant des signes tres marqués de dysérythropoiese, et plus e
discrets des les lignées granuleuse et mégacaryocytaire. Petit exces de cellules immatures estimé a 6%. '

CONCLUSION

= Profil cytologique concordant avec une LMMC1

NGS confirme l'existence de la mutation IDH2 + mutation ASXL1 25% et SRF2
VAF 27%



Spectre des mutations IDH

Mutations IDH1&2 : certains type de cancers solides +
Pathologies hématologiques LAM/MDS/LMMC

Mutant IDH3:

Retinitis pigmentosa

4 IDH3: Epilepsy

1 IDH1: Grade IV glioblastoma

1 IDH3: Grade IV glioblastoma

1 IDH1, IDH2: Neurodegeneration
(ALS, PD, HD)

\1 IDH3: ALS

Mutant IDH1/IDH2:
Cholangiocarcinoma

1 IDH3: Cervical epithelial
adenocarcinoma

-

Mutant IDH1/IDH2:
Skeletal dysorders:

Ollier disease

W@<

Maffucci syndrome

A Chondrosarcoma

ol

Mutant IDH1/IDH2: \
Low-grade glioma

Grade 1=l astrocytoma
Oligedendroglioma
Oligedendroglioma

(associated with Li-Fraumeni
syndrome)

R2HG aciduria
Grade |V glioblastoma /

Mutant IDH1/IDH2:
Thyroid carcinomas

®

q

Mutant IDH1/IDH2:
Solid papillary carcinoma with
reverse polarity

Mutant IDH1/IDH2:
Acute myeloid leukemia

Myelodysplastic syndromes

\_ Angioimmunoblastic T cell lymphoma

Fig. 2. Deregulation of IDH enzymatic activity Is associated with human disease. Upward or downward pointing arrows indicate xpression or lati

of wild-type IDHs (shown in blue), respectively.

Cancer-associated mutation and beyond: The emerging biology of isocitrate dehydrogenases in human disease, Volume: 5, Issue: 5, DOI: (10.1126/sciadv.aaw4543)




Mauvaise orientation thérapeutique

2014 : stage IV bladder carcinoma with
liver metastases (platinum plus
JAMA Oncology | Brief Report gemc|tab|ne) -CRl

Association of Clonal Hematopoiesis in DNA Repair Genes 2015 | . t l b:
With Prostate Cancer Plasma Cell-free DNA Testing Interference ung progression, atezolizuman :

Kendal Jensen, MD, PhD; Eric Q. Konnick, MD; Michael T. Schweizer, MD; Alexandra O. Sokolova, MD; Petros Grivas, MD, PhD; C R 2
Heather H. Cheng, MD, PhD; Nola M. Klemfuss, MHA: Mallory Beightol, BS, MB: Evan Y. Yu, MD: Peter S. Nelson, MD; . .
st e 2021, isolated splenic nodules CT-scan

suspicion of relapse.

10% had CHIP variants used for US FDA

approved indications of PARPi treatment Molecular profiling of ctDNA :

CREBBP gene (P874fs*4 and Q200%*)
NOTCH2 gene (Q2389%)

Table. CHIP Clones Detected in DNA Repair Genes Used for PARPi Eligibility SUSpICIOn Of Iymphoma "J‘!
VAF blood
Age,y Gene* CHIP Variant(s) VAF ¢fDNA  control Notes
81 ATM p.R3008C, p.E3007D  16%; 5% 16%; 5% CHIP hotspot, reported by outside lab HEOSCPATION SN,
in bone marrow Blood Tumor & Muts/Mb
54 ATM p.5305* 2% 3% Mutational Burden
82 ATM p.G2891D 12% 13% Kinase domain Microsatellite status Msi-High Not Detected
81 ATM c.2921 + 1G>A 78% 65% Not germline based on tumor testing Tumor Fraction 3%
87 ATM p.L2492R 7% 9% CHIP hotspot AT = =
- =
76 BRCA2 p.T3310Nfs*17 3% 3% :Z:Cp:r;nlrnc::dyis;l;kdllcpliab, NRAS o T
74 CHEK2 p.P426H 19% 18% Kinase domain CREBBP Panls"s B ‘
Q200" 409% \
NOTCH2 Qs as%
P53 ° K290 nin

Splenectomy : non-germinal center
large B cell lymphoma
Patient started R-CHOP regimen.

M. Aldea et al, Annals oncol 2021



TAKE HOME MESSAGE

Ne pas sur interpréter des résultats de biopsies liquides !
Résultats en accord avec la pathologie

Ne pas mésestimer d’autres diagnostics : Hémopathies (IDH, JAK2 ...) ou
autre cancer




CAS CLINIQUE N°2




Patient 52 ans
Adénocarcinome bronchique
OMS actuel : 0

Métastatique : Oui

Traitements
Nombre de lignes de traitement antérieures : 3

Mutation identifiée sur la tumeur :
EGFR exon 21

Protocole : FMI liquide
Panel : Foundation One Liquid CDx
Site biopsie : sang

TET2 Q910* (0,75 %), R123fs*5 (0,78 %)
DNMT3A W330 (0,52%)
TP53 H214fs*4 (0,30 %)

FoundationOne Liquid Biopsy :

Panel de 311 genes mutés de fagon

récurrente en oncologie

* 33 genes présents sur le panel NGS
myéloide

* 10 genes récurrents (JAK2, MPL,
ASXL1, DNMT3A, TET2, U2AF1,
SF3B1, IDH1,IDH2, TP53)



QUESTION

Que concluez-vous ?

Proposition d’un essai spécifique sur une de ces anomalies ?
Confirmer l'existence de ces mutations sur la biopsie tumorale ?
Refaire la biopsie liquide ?

Prévoir une consultation hématologique ?




Suivi

Mutation connue non retrouvées sur la biopsie liquide (EGFR exon 21)
Probable échec de biopsie liquide

Mutations somatiques présentes probablement d’origine
hématopoiétique, a ses seuils trés bas (<2%), incidence de CHIP élévée
dans la population générale

Qui adresser a un hématologue ?



CHIP a Haut risque : Recommandations

Les patients a haut risque sont définis
par:

= Présence de mutations associées a un haut
risque de therapy related myeloid neoplasms
OU connues pour avoir une expansion clonale
post chimiothérapie, (TP53, PPM1D, DNMT3A
R882H)

= Fréquence allélique supérieure a 10 %

= Présence de plusieurs mutations CHIP

P. Desat and G.J. Robox




FoundationOne Liquid Biopsy :

TAKE H O M E M ESSAG E ::r;iIC(lTO?;:; génes mutés de fagon récurrente

33 génes présents sur le panel NGS

myéloide '
10 génes récurrents (JAK2, MPL, ASXLA1,
DNMT3A, TET2, U2AF1, SF3B1,

IDH1,IDH2, TP53)

Attention aux faux négatifs
Pas de suivi systématique des hématopoieses clonales !

Recommandations Gustave Roussy :

Cytopénies ou monocytose inexpliquées (Hg < 10 g/dl, et/ou pqg < 100 G/I,
et/ou PNN < 1 G/l et/ou Mono > 1G/I)

Mutation JAK2 quelque soit la VAF + Thrombocytose ou polyglobulie ou
monocytose

Patients avec survie potentielle > 6 mois

= Mutation récurrente isolée VAF > 10% surtout si cytopénies/monocytose

= Association de mutations récurrentes (>1) avec VAF > 2% surtout si cytopénies/monocytose

» Mutation « actionnable » avec doute sur I'origine mutationnel (« Hémato » ou « Onco ») et
impossibilité de vérifier sur la tumeur, si VAF > 1 % pour NGS sur sang total



CAS CLINIQUE N°3




Femme de 68 ans
Pas d’ATCD

Juin 2015 : Adenocarcinome endometrioide de I'ovaire métastatique traité
par débulking et 6 cures de chimiothérapie CARBOPLATINE-TAXOL adjuvant.

Juin 2017 : Récidive péritonéale

CA 125 était a 200 U/ml a la rechute.

Biopsie : mutation de I'exon 5 du gene TP53, c.524 G>A ; p.Argl175His.
Fréquence alléligue 66%

Proposition de protocole expérimentale avec Suivi en de la MRD sur TP53
Traitement CARBOPLATINE TAXOL quatre cures.



Suivi

Le Pet-scanner réalisé au décours de C4 montre une réponse métabolique complete.
Anémie macrocytaire Grade 1

Suivi des mutations TP53 de ’ADN tumoral circulant : Réponse dissociée
Disparition du clone TP53 R175H, apparition d’un clone TP53 C242S

cfDNA

10

0
1 2 3 < 5

Biopsie Liquide TP53 C242S —— Biopsie Liquide TP53 R175H




QUESTION

Quelles sont vos hypotheéses ?

Echec de traitement ?

Clone de résistance tumorale ?
CHIP ?

Hémopathie sous jacente ?




Explorations

NGS vs cfDNA

I NGS DNMT3A R730C EEEEINGS TP53 C242S

—Biopsie Liquide TP53 C242S = Biopsie Liquide TP53 R175H

Exploration de son anémie n’a
pas mis en évidence
d’hémopathie

NGS moelle retrouve la mutation
TP53 C242S ainsi gu’une
mutation DNMT3A mais pas de
mutation TP53 R175H

Dans ce contexte, il est décidé de ne pas opérer et de poursuivre la chimiothérapie
par CARBOPLATINE / TAXOL avec un traitement d'entretien.

Suivi hématologique établie (surveillance car CCUS)




CHIP/AML un continuum ?

Leukemia

. E—— S TSNS em—" — @ No Mutations
Pre-Leukemic [c] Mutalpm
HSC @ Mutation 1,2

@ Mutation 1,2, 3
@ Mutation 1,2, 3, 4
@ Mutation 1,2,3,4,5
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HamaliizC Jan, M. and R. Majeti. Oncogene, 2013

MDS by WHO 2008
A

Traditional ICUS
' BY
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‘Non-clonal'} CHIP ‘ Lower Risk | Higher Risk
MDS : Myelodysplastic Syndrom ICUS DS
IFUS':‘Idlopathlc Cytopenias of Undetermined Clonality _ & + m s
Significance :
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\ IMiD/IST }
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Clonal Cytopenias

D Steensma et al, Blood 2015




CHIP & AML PREDICTION

AML cases b c o 50
60
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* Higher variant allele frequencies
* |DH2, TP53 and RUNX1 mutations almost always

* AML demonstrated greater clonal
predictive of development of AML.

complexity than controls

Pinkal Desai et al, Nat Med 2018 Sagi Abelson et al, Nature 2018



TAKE HOME MESSAGE

TAKE HOME MESSAGE 1 & 2 !

Impossible de différencier des mutations TP53 « hémato » vs « onco »
Cs Hémato surtout si cytopénies

En cas de doute sur l'origine mutationnel (« H&mato » ou « Onco ») et ‘_
impossibilité de vérifier sur la tumeur, si VAF > 1 % pour NGS sur sang total ;g,f";f
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