- - INSTITUT UNIVERSITAIRE
Hopitaux de Toulouse DU CANCER -

Toulouse
[ [ [

Biologie moléculaire des LAM en 2018

EricDelabesse
Institut Universitaire du Cancer de Toulouse
[ 02NF 02ANBE RQI SYI G2t 23A



La translocation

AU COMMENCEMENT
LA MUTATION ETAIT UNIQUE
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Cytogenétique dekAM
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Cytogenétiqgue des LAM

w Tres bon pronostic
¢ t(15;17) PMERARAY%
w « Bon» pronostic
¢ 1(8;21) AMLEETOG-7%
¢ inv(16), t(16;16 CBFBVIYH11
5%

w Pronostic intermédiaire

¢ Caryotype normab0%

¢ +83%

¢ t(9;11)
w Mauvais pronostic
t(11923)3%
Anomalies 5q et 7d,5-20%
INV(3) <1%
Anomalie(17pp%
t(6;9)(p2;034<1%
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w Classification OMS2016

¢ LAM avec anomalies
recurrentes
w 1(8;21)
w Inv(16)/t(16;16)
w t(15;17)
w 1(9;11)
w 1(6;9)
w Inv(3)/1(3;3)
w t(1;22)
w 1(9;22) (provisoire)
w Mutations NPM1
w Mutations CEBPA
w Mutations RUNX1 (provisoire)

¢ LAM avec signes de MDS

¢ LAM secondaires aux
traitements

¢ Autres LAM
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Next Generation Sequencing
| QSaiu YIFAYUS

w Evolution tres rapide w Géenome complet
| T t ¢ WholeGenomeSequencgWGS)
W Ion laorren ¢ 3 milliards de bases (3 Gb)
¢ PGM (0,1>2 GDb) w Exons uniqguement
w 0,5 génome/réaction ¢ WholeExomeSequencgWES)
¢ Proton (10>32 Gb) ¢ Capture SureSelect
@ 10 génomes/réaction ¢ 44 millions de bases (0,044 Gb)
: w Reséquencageiblé
w lllumina

¢ Capture TruSegHalopleX
¢ MiSeq(0,3>15 Gb) w 5-100 génes

w5 génomes/réaction w <1 million de bases (<0,001 Gb)
g ¢ Amplicons PCR

¢ NextSeqs500 (20120 Gb)  ; Transcrits uniquement

w 40 génomes/reaction ¢ RNASeq
¢ HiSeq2500 (10>1.000 Gb) ¢ Détection transcrits de fusion
w 320 génomes/réaction ¢ Détection mutations ponctuelles

des genes exprimés



Le ségquencage kméme
ldz FAYVITZ 0QSa

Y aller! En sortir!
Préparation Interpréter
de | 6ADN/ ARN ﬁ les donnéees
=los | Rendre
" " un résultat

' . utile



NGS
Profondeur

FFFFFRFRFRFRFRRRE
FFFFFFRFRFRFRFRFRRRRRRRE
OCOO0OOOOOOLLOOOLOOOO
FFFFFRFRFRRFRRFRE
OHONONORORONON®)

el el e e e e e e e e
FFFFFRFRFRRFRR
AL
FFFFFFRFRFRRFRRRRRRE
QOOOVOAOVLVLOO

ONONONORO

OOO0OO0OOOOOOOO

O ONONONORONG)
AL
OCOO0OO0OOOOOO

GHONONORONONOLORONONORONS)
OCOO0OO0OOOOOO

<

S GESGES GRS GRS GES GRS GRS GRS GRS GRS GRS GRS GRS GRS g
F-FFFFRFRFRFRRFRRRE
QOOOVOAOVLOVLAOAOO
ONONONONORORORONORONONONONONONORO
FFFFFFRFRFRRRRRRFRE
ONONONONORORORORORONONONONOVNOVNONOR O
S GRS GRS GES GRS GRS GRS GRS GRS

/7 11 5 11 16 18 11 15 8 12 15 18 13
c cGeGGeT AT T CTCT T

Profondeur moyenne : 11,8 X

Profondeur médiane : 12,5 X



NGS
Mutation homozygote
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NGS
Mutation héterozygote
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NGS
Sousclone
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VariantAllelicFrequencyVAF)

w Calcul ratio (VAF)

¢ Variant/(Normal +
Variant)

w Si 100% de cellules
tumorales ] [ Tumer - e

O Skin

¢ VAF= 50% - :

w Mutation |
hétérozygote

¢ VAR 50% $
w Sousclone = .
¢ VAF > 50% :
w Mutation P T

Variants (%)

UG
Tier 1 Tier 2 Control SNPs
homozygote

w Délétion allele
normal

N Engld Med_2009 361_105B066_Mardis



L a tumeur
Une somme deariants

Génome de référence
GRCh 38



L a tumeur
Une somme deariants

Génome de référence
GRCh 38

Variants

publiques

Le polymorphisme
Nous sommes tous égaux
al Ada LIl a alyd ljdzS OSft I X



Variantspubligues
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L a tumeur
Une somme deariants

Génome de référence
GRCh 38

Variants Variants

publiques privés

Des polymorphismes absents
des bases de donnee&xA¢dbSNRP1000G)
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Variants génetigue et pénéetrance

Validation?

Epidémiologie
Facteur V Leiden

>

A

Pénétrance

Frequence du variant



L a tumeur
Une somme deariants

Génome de référence
GRCh 38

Variants Variants Mutations

publiques privés aléatoires
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Plus on devient vieux,
LJI dza

w Plus demutations dans les LAM ¢y Plus de sujets saimsutés

¢ Tres grande majorité de variations
« figées» dans la cellule initiale

¢ Minorité reliée a ldeucémogenéese
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L a tumeur
Une somme deariants

Génome de référence
GRCh 38

Variants Variants Mutations Mutations

publiques privés aléatoires oncogéniques
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No. of Unique Patients with Driver Mutation
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Mutations LAM
Des mécanismes récurrents

« Epigénétique»
¢ DNMT3A, TET2, IDH2, IDH1, MLL, ASXL1,

EZH2, KDM5A, MLL2, KDM6A, MLL3, MLLS5,
BCOREP300, CREBBP

Facteurs de transcription

¢ CEBPA, RUNX1, WT1, GATA2, MYC, ETV6
Tyrosine kinases

¢ FLT3, KIT, JAK2
Voie RAS

¢ NRAS, PTPN11, KRAS, NF1, BRAF, PTEN, C
Anti-oncogenes

¢ TP53,RB1
Epissage

¢ SRSF2, SF3B1, ZRSR2, SF3A1
Cohésines

¢ SMCI1A, SMC3, STAGAD21
Inclassables

¢ NPM1, PHF6, CBL, ATRX, DDX41

N EnglJMed_2013 368 2052074 CanceiGenomeResearchitlas Network
N EnglJ Med_2016_374 2262221 Papaemmanui
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TP53
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Substitutions
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Amino acid .
2318 mime la 17.444 acertoarltr;? un
COSMIC v74 mutations ' L mutations pp .
deletion 17q gain de fonction
Non-sens (X) faux-sens (R273H)
ARTICLE

Gain-of-function p53 mutants co-opt
chromatjn pathways to drive cancer growth

Nature_2015_525_206-211_Zhu b e ke b
Dalia Barsyte L 13 RmaAla“ar B} “ Kt AlShJitlf d I gH a.ng Xa_nme

Cheryl H. Arrowsmith*!® & Shelley L. Berger’



Séquencage de nouvelignéeration
Vers une médecine de précision

n=7

Induction
n=1,540

Multistage model

Complete
remission
n=1,269

Non-remission

death,

n =264

Non-relapse death
n=165

------------- 1.0
1 1
! Salvage 1 Non-remission deaths
I 1
1 n=140 1
e - SR, 0.8 - Non-relapse deaths
i @
=
j}
% 0.6 4
a2 Relapse deaths
o
5
5 0.4 -
2 Alive after relapse
0.2 4 Alive in first remission
Relapse death Alive without
n =475 _~ complete remission
0.0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Time after diagnosis (years)

Gerstung M, et al. Nat Genet. 2017 Mar;49(3):332-340



Gerstung M, et al. Nat Genet. 2017 Mar;49(3):332-340

Séquencage de nouvelignéeration
Vers une médecine de précision

NRD : probabilité de déces sans rechute 1 a 5 apres la RC1,;
PRD : probabilité de déces apres rechute 1 a 5 apres la RC1;
AAR : probabilité G  r BhWid apres une rechute 1 a 5 apres la RC1



