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PTPN11 : protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11

SMD : syndrome myélodysplasique

SMD-t : syndrome myélodysplasique secondaire a un traitement cytotoxique

TET2 : Ten-eleven-translocation 2
VAF : Variant allele frequency

WT1 : Wilms tumor 1
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Partie 1
Introduction

Les néoplasies myéloides post traitement cytotoxique (NM-t) représentent 10-20 % des néoplasies
myéloides (1)

Parmi ces néoplasies myéloides on retrouve :

- des Leucémies Aiglies Myéloides (LAM) définies comme la conséquence de mutations
génétiques au niveau des précurseurs hématopoiétiques conduisant a une accumulation médullaire
de cellules immatures. Ces cellules sont capables de prolifération et de division mais ont perdu leur
capacité de différenciation en cellule mature.

- des Syndromes Myélodysplasiques (SMD) définis comme néoplasie clonale médullaire liée a
I'acquisition de mutation par un précurseur hématopoiétique entrainant une dysplasie et une

hématopoiése inefficace entrainant des cytopénies périphériques. lls peuvent évoluer en LAM.

Ces NM-t sont définies dans la derniere classification OMS de 2016 comme une catégorie distincte
(2). Elles présentent des caractéristiques particulieres, principalement en terme de cytogénétique, ou
elles sont fréquemment associées a des caryotypes complexes et a des anomalies cytogénétiques
défavorables (3)(4). Ces caractéristiques leur conférent un pronostic défavorable et une prise en

charge difficile (4)(5).

- Epidémiologie

Elles représentent 10 a 20% des néoplasies myéloides et I'dge médian au diagnostic est de 61
ans(1)(6). Les NM-t sont décrites pour la premiére fois dans les années 1970 pour définir les patients
développant une néoplasie myéloide apres un traitement cytotoxique. Pour plus de 80% des patients
le traitement impliqué était une chimiothérapie pour une pathologie cancéreuse (70% pour une
tumeur solide et 30% pour une hémopathie). Les 20% des patients restants correspondent a des
patients ayant recu des traitements cytotoxiques dans le cadre d’une pathologie non cancéreuse ou
lors d’'une autogreffe indiqué pour une hémopathie non maligne(5)(7). L'incidence de survenue des
NM-t varient en fonction du traitement, de son intensité, de la pathologie sous-jacente, et de
caractéristiques personnelles du patient. Elles surviennent en général dans la premiere décennie

suivant le traitement cytotoxique.

Avec I'amélioration de la prise en charge des néoplasies au cours des années, 'incidence des NM-t

est en voie d’augmentation.(8)(9)
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Il- Physiopathologie

Les principaux traitements cytotoxiques impliqués sont les agents alkylants, les inhibiteurs de topo
isomérase et la radiothérapie. Chaque traitement met en jeu un mécanisme différent entrainant le

développement d’'une NM-t permettant de décrire des profils distincts.(10)(11)

Ainsi apres un traitement par agent alkylant ou aprés une radiothérapie, le développement d’une
NM-t survient dans les 4 a 7 ans suivant I'exposition. Le profil cytogénétique est défavorable avec des
caryotypes complexes et une importante proportion de monosomies 5 ou 7, délétion 5q ou
17p.(4)(8)

Aprés un traitement par inhibiteurs de la topo isomérase I, les NM-t se développent plus
précocement (2-3 ans) et au niveau cytogénétique on décrit des translocations chromosomiques

(11923 ou 21g22).(12)

Seuls 10% des patients traités pour un cancer développeront une NM-t, leur développement est
plurifactoriel. On retrouve des facteurs environnementaux, I’age du patient, la dose administrée, le
type et la durée d’exposition aux traitements mais également des prédispositions individuelles. En
effet, certaines prédispositions génétiques telles que des mutations dans des génes impliqués dans la
réparation de I’ADN ou des polymorphismes au niveau des genes impliqués dans le métabolisme des
médicaments pourraient favoriser le développement de NM-t.(13). Par ailleurs les traitements
pourraient sélectionner la progression d’un Clone Hématopoiétique a Potentiel Indéterminé (CHIP)
présent chez le patient. Les CHIP sont définis par la présence de mutations décrites dans les
hémopathies sans anomalie au niveau de la numération ou présence d’une NM.(14)(15) Les
mutations les plus fréquemment impliquées sont DNMT3A, TET2 et ASXL1. La proportion de ces
mutations décrites dans la population générale augmente avec I'dge et augmente le risque de

développer une NM.(16)

- Caractéristiques clinigues et biologiques

1) Clinique

La présentation clinique des NM-t ne différe pas de celle des NM de novo et reste aspécifique. Les
patients consultent pour altération de |'état général : asthénie, symptémes d’insuffisance médullaire
(paleur, dyspnée, saignement, purpura, infection) ou lors d’'une découverte fortuite sur un bilan

sanguin.
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2) Cytologie

Les caractéristiques cytologiques telles que la présence de cytopénies ou d’une hyperleucocytose
dans les cas de LAM hyper leucocytaires sont similaires a leur homologues de novo. De méme les

marquages immunophénotypiques des NM-t n’ont pas de signature propre.

3) Cytogénétique

On retrouve une plus grande proportion d’anomalies chez les patients avec une NM-t que chez les

patients avec une NM de novo.(4) Ces anomalies refletent le mauvais pronostic de ces maladies.
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Classification ELN des anomalies cytogénétiques des NM (Dshner H, et al. Blood. 2017)

a) Caryotype

Plus de 90% des patients avec une NM-t présentent des anomalies caryotypiques, elles sont

similaires a celles mise en évidence dans les NM de novo mais plus fréquemment retrouvées.

En comparaison a leurs homologues de novo on retrouve moins de caryotypes normaux (10 versus
40%) et plus de caryotypes défavorables (46 versus 20%).(17) Les anomalies caryotypiques
fréquentes sont des anomalies des chromosomes 5 et 7, ainsi qu'une grande proportion de

caryotypes complexes pour lesquels la survie globale médiane associée est inférieure a 1 an.
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b) Moléculaire

A linstars des anomalies caryotypiques les anomalies mutationnelles sont identiques a celles
retrouvées dans les NM de novo, en proportion plus importante.(18) Entre 25 et 50% des patients
avec une NM-t présentent une mutation de TP53, elle représente la mutation la plus impliquée dans
le développement des NM-t.(19) Les mutations de TP53 sont un facteur de mauvais pronostic
indépendamment associées a une mauvaise réponse au traitement et a des taux de survie plus
bas.(20) Les mutations de TP53 sont souvent associée a des anomalies caryotypiques telles que la
del5q ou del17p. La conséquence de leur association se traduit par la perte de I'hétérozygotie pour la
protéine p53 et donc I'impossibilité d’avoir une protéine méme partiellement active entrainant une

perte de fonction de la protéine.(19)(21)

Les mutations recherchées dans les NM de novo sont également celles recherchées dans les NM-t.
Parmi elles les mutations fréquemment décrites dans les NM-t sont les mutations de TET2, PTPN11,
IDH1/2, NRAS,FLT3 (NPM1 est peu décrite).(22) Le pronostic de ces mutations dans le sous-groupe

des NM-t est peu décrit.
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V- Pronostic

Le pronostic des NM-t est moins bon que celui de leurs homologues de novo. La plupart des patients
atteints d’'une NM-t a une médiane de survie inférieure a 1 an et la survie globale a 5 ans est estimée
a moins de 10%.(5)(7)(4) Le facteur influencant ces résultats est en grande partie le pronostic
cytogénétique défavorable de ces maladies. Les scores pronostiques impliquant les caractéristiques
cytogénétiques tels que I'IPSS et I'IPSS-R dans les SMD sont applicables aux SMD-t.(23) Les autres
facteurs impliqués sont liés au terrain; les patients sont souvent agés (age médian 61 ans) et

présentent des comorbidités liées a la pathologie et au traitement primitif.

V- Traitement

Le traitement de référence des NM-t est celui des NM. L’évaluation des patients est primordiale pour

identifier les patients éligibles a un traitement intensif.

Pour les patients en bon état de santé général, accessibles a un traitement intensif, une
chimiothérapie d’induction (cytarabine + anthracycline, CPX 351, chimiothérapie sans anthracycline :
haute dose d’aracytine) peut étre proposée suivie d’une intensification par allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques ou des chimiothérapies de consolidation adaptées. Récemment le CPX
351, une forme liposomale de daunorubicine et cytarabine, a montré un bénéfice en terme de survie
globale en comparaison a la chimiothérapie d’induction de référence chez les patients agés
présentant une LAM secondaire a un SMD. A noter que un cinquieme des patients présentaient un
NM-t (24). Depuis, Iutilisation du CPX 351 a été autorisée aux Etats-Unis en premiére ligne chez les
patients présentant une LAM secondaire a un SMD ou a un traitement cytotoxique. Le CPX 351 est
autorisé en Europe et en France, les résultats d’étude en vraie vie en France confirment l'intérét de

cette molécule dans cette population. (25)

La plupart des patients n’est pas éligible a un traitement intensif, I'objectif thérapeutique pour ces
patients est I'obtention d’une rémission afin de prolonger et d’améliorer leur qualité de vie. Chez les
patients nécessitant un traitement (LAM et SMD de haut risque) mais inéligibles a un traitement
intensif le traitement de référence est ’AZACITIDINE (AZA). C'est un agent hypométhylant qui a
montré son efficacité en améliorant la survie globale en comparaison aux soins de support et a la

cytarabine a faible dose.(26)(27)

En comparaison a leurs homologues de novo, les résultats des patients atteints d’'un NM-t sont moins

bons en termes de réponse et de survie.
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Les schémas thérapeutiques sont en train d’évoluer avec la mise en évidence de mutations
récurrentes au sein des néoplasies myéloides. Ces mutations prennent une importance
théranostique et pronostique. Actuellement aucun traitement spécifique n’est proposé aux NM-t et

le r6le de ces mutations ainsi que leur évolution sous traitement ne sont pas assez connus.

L’objectif de ce travail était de mettre en évidence I’évolution des profils mutationnels et la réponse

de patients atteints de NM-t traités par AZA

Résumé du papier

- Matériels et méthodes

Nous avons conduit une étude rétrospective bi-centrique, le CHU de Nice et le Mofitt Cancer Center
de Tampa. Les patients inclus présentaient une LAM ou un SMD post cytotoxique diagnostiqués selon
les criteres OMS 2016. Ils étaient traités par AZA a la dose recommandée de 75mg/m2/jour pendant
7 jours tous les 28 jours. La réponse au traitement était évaluée selon les critéres IWG de 2006 en
fonction de la réponse médullaire et des cytopénies. Pour I'étude cytogénétique, les patients avaient
un préléevement médullaire au moment du diagnostic puis un ou plusieurs en cours de traitement.
Une analyse cytogénétique ainsi qu’un séquencage moléculaire en NGS couvrant un panel de 19
génes impliqués dans les hémopathies myéloides était réalisé sur les prélevements médullaires. Les

mutations candidates avec une fréquence allélique > 5% étaient retenues.

- Résultats

19 patients ont été inclus dans cette étude (7 SMD-t et 12 LAM-t) avec un age médian de 71 ans.
L'intervalle médian entre la premiéere néoplasie et le développement de la NM-t était de 5 ans. lls

avaient recu une médiane de 6 cycles d’AZA et la survie globale médiane était de 14 mois.

1) Cytogénétique

Au diagnostic respectivement 5,5,2 et 7 patients avaient un bon, intermédiaire, mauvais ou tres
mauvais pronostic caryotypique selon le score IPSS-R . En cours de traitement on observait Ia
disparition des anomalies caryotypiques chez 2 patients, la persistance d’un caryotype normal chez 2
patients, la persistance d’anomalie chez 1 patient et I'évolution des anomalies caryotypiques chez 9

patients. Aucune corrélation n’a été retrouvée entre ces évolutions et la réponse au traitement.
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2) Moléculaire

Au diagnostic 8/19 patients étaient porteurs de mutation, respectivement 4,2,3 patients avaient 1, 2
et 3 mutations. Les mutations retrouvées étaient des mutations de TP53 (4) TET2 (2) DNMT3A (2) et
NPM1 (2). Chez les patients répondant a I"’AZA, 7/8 patients présentaient des mutations. Les
mutations de TP53(2), DNMT3A (1) et JAK(2) disparaissaient au cours du traitement. Chez les 13
patients en progression ou rechute 12 patients présentaient des mutations. On décrivait I’apparition
de mutation de TP53 (3) , ASXL1 (2), DNMT3A (2), IDH1 (2), NRAS (2), GATA2 (1), TET2 (1), et RUNX1
(1) sous AZA.

Nous avons analysé la corrélation entre la réponse a I’AZA et |'évolution clonale. Chez les patients
répondant a I’AZA nous observions I'apparition de mutation chez 3 patients, la stabilité du profil
mutationnel chez 1 patient et la disparition de mutation concomitante a I’émergence de 2 mutations
chez 1 patient. Chez les 12 patients en rechute ou réfractaire, la VAF du clone principal restait > 25%.
On observait I'apparition de mutations pour 9 patients et une stabilité des clones chez 3 patients,
dont I'’émergence d’un clone muté TP53 chez 5 patients. Finalement nous n’observions pas de

corrélation entre la réponse au traitement et I'évolution des profils mutationnels.

Nous nous sommes intéressés aux fonctions cellulaires impactées par les différentes mutations. Ainsi
au diagnostic 5 patients étaient mutés pour des genes impliqués dans la méthylation de I'ADN
(DNMT3A, TET2 et IDH1/2), 2 de ces patients répondaient au traitement tandis que 3 progressaient.
Chez 3 patients nous n’observions aucun impact de I’AZA sur le profil mutationnel. Les mutations
impliguées dans la méthylation de I’ADN étaient fréquemment associées a des mutations impliquées
dans la transduction du signal. En cours de traitement par AZA, nous avons observé I'émergence de
mutations impliquées dans la méthylation de '’ADN chez 6 patients, 4 parmi eux n’avaient pas de
mutation au diagnostic. 4 patients parmi les 6 répondaient favorablement a I’AZA malgré |'apparition
de mutations. Concernant les mutations impliquées dans la régulation transcriptionnelle (TP53,
RUNX1 et GATA2), 4 patients présentaient une mutation de TP53 au diagnostic, 3 parmi eux ont
répondu a I’AZA avec une extinction de la mutation TP53 chez 2 patients et une progression associée
a une majoration de la VAF du clone TP53. Lors de la rechute ou de la progression nous observions
une réapparition ou une augmentation du clone portant la mutation TP53. L’apparition de mutations
impliquées dans la régulation transcriptionnelle au court du traitement par AZA était décrite chez 5
patients, de fagcon concomitante a une maladie stable (2 patients) ou a une progression de la maladie

(3 patients).
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Discussion

L’étude de I’évolution clonale dans les NM est utilisée comme un outil prédisant la réponse ou la
progression de la maladie(28). L'émergence de mutations sous traitement est fréquemment associée
a une progression ou une rechute.(29) Ces mutations peuvent étre dues a I'évolution de la maladie
ou a une pression de sélection effectuée par le traitement. Dans les SMD avec délétion 5q, il a été
montré que I'utilisation du Lénalidomide entrainait la sélection de clone muté TP53(21). De la méme
facon I'étude moléculaire de patients ayant recu de I’AZA en pré greffe a révélé une sélection clonale
au moment de la rechute(30). L'émergence de mutations des NM-t sous AZA n’est pas encore décrite
et pourrait avoir une importance pronostique. Nous avons fait le choix d’étudier le sous-groupe des
NM-t a cause de la fréquence des anomalies cytogénétiques qui leur est associée. Seul 42% de notre
population présentaient des mutations au moment du diagnostic, ce qui est peu en comparaison a ce
qui est décrit dans la littérature dans ce sous-groupe (80%) et qui peut étre expliqué par le nombre

restreint de genes étudiés dans notre panel NGS.

Malgré le faible effectif de I’étude nous avons pu observer des données intéressantes, parmi les 10
patients non mutés au diagnostic, 3 répondaient a I’AZA, de fagon concomitante a I'apparition de
mutations chez 3 ces patients. Chez les 7 patients ne répondant pas a I’AZA, nous observions des

modifications caryotypiques et I'émergence de mutations chez tous excepté chez 1 patient.

Si les mutations décrites sont identiques dans les NM de novo, elles sont plus fréquentes dans les
NM-t, en particulier pour la mutation TP53 qui est décrite dans 5-10% des NM de novo et de 25 a
50% pour les NM-t(22). Dans notre cohorte 21% des patients présentaient une mutation TP53 au
diagnostic, ce qui est cohérent avec ce qui est décrit dans la littérature. En dépit du mauvais
pronostic associé aux mutations TP53, les données de la littérature montrent qu’elles répondent a
I’AZA mais la durée de la réponse est plus courte que pour les patients non mutés TP53(31)(32). Les
données retrouvées dans notre étude sont concordantes avec la littérature. Nous observons en effet
une réponse a I’AZA pour 75% des patients porteurs d’une mutation TP53(3/4) et une rechute avec
réapparition du clone TP53 chez 2 patients. Les mutations impliquées dans la méthylation de I’ADN
(TET2, DNMT3A) sont décrites pour répondre favorablement a un traitement par AZA, ce qui n’était
pas le cas dans notre étude(33)(34). Tous nos patients porteurs de mutations impliquées dans la
méthylation de ’ADN possédaient des mutations associées, ce qui pourrait étre une explication pour

les discordances de réponse avec les données de la littérature.
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Nous décrivons chez nos patients un certain nombre de clones mutés persistant sous AZA malgré une
réponse au traitement, ce qui avait déja été décrit auparavant(35). Ces résultats confirment le
manque de spécificité du mécanisme thérapeutique de I’'AZA. L’AZA est un agent hypométhylant qui
modifie la méthylation des précurseurs hématopoiétiques et suspend ainsi la croissance et la
prolifération des cellules néoplasiques. Cependant seuls 40% des patients répondent au traitement
par AZA et la réponse ne persiste pas dans le temps. Actuellement il ne semble pas y avoir de
prédisposition permettant de prédire la réponse ou la perte de cette derniere sous AZA. Malgré
notre faible effectif, notre étude semble confirmer cette absence de spécificité de I’AZA, aucun profil

mutationnel ou évolution sous traitement ne coincide avec les réponses sous AZA.

Devant la perte d’efficacité de I’AZA au cours des cycles et la résistance inéluctable de la maladie au
traitement, les associations thérapeutiques combinant I’AZA a une autre molécule sont en plein
essor. Parmi les combinaisons prometteuses on retouve I’AZA associé au Venetoclax, un inhibiteur
oral de BCL2 qui rétablit la sensibilité des cellules a la mort apoptotique. L'étude d’escalade de dose
du Venetoclax en association avec un agent hypométhylant chez les patients atteints de LAM non
éligibles a un traitement intensif comprend un sous-groupe de patient avec une LAM-t. Parmi les 36
patients analysables le taux de réponse était de 67% et était identique a celui des LAM de novo(36).
L’essai américain M14-358 incluant des LAM en premiére ligne chez des sujets > 75 ans a montré
I’efficacité de cette association avec un taux de réponse compléete de 37% et de réponse compléte
avec réponse hématologique incompléte de 24% (37). Cette étude a abouti a une autorisation de la
FDA en novembre 2018 de cette bi thérapie chez les sujets > 75 ans non éligibles a la chimiothérapie
intensive atteints d’une LAM. Un essai de phase 3 (VIALE-A (www.clinicaltrial.gov:NCT02993523))
étudiant I’AZA seul en comparaison avec |'association AZA et Venetoclax est actuellement en cours.
Récemment la caractérisation moléculaire des NM permet le développement de thérapie ciblée. En
monothérapie ces molécules ne permettent pas d’obtenir une réponse durable. L’association des
thérapies ciblées aux traitements de référence donne des résultats intéressants. Les thérapies ciblant
les mutations IDH1/2 sont actuellement en cours d’étude en association avec I’AZA(38)(39). L’analyse
intermédiaire de I'essai AG221-AML-005 (www.clinicaltrial.gov:NCT03683433), étudiant I'association
Enasidenib (inhibiteur oral IDH2) avec I’AZA en comparaison a I’AZA seul chez des patients atteints de
LAM non éligibles a un traitement intensif montre des résultats intéressants. Les taux de réponse
globale sont de 68% pour le bras association et de 42% pour le bras AZA seul avec des taux de
réponse compléte respectivement de 50 et 12%. La durée médiane de réponse pour le bras
association est de 24 mois et de 12 mois dans le bras AZA seul. L'lvosidenib (inhibiteur oral d’IDH1)

en association avec I’AZA est étudié au cours d’une phase Ib (www.clinicaltrial.gov: NCT02677922).
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Les résultats présentés retrouvent sur 23 patients (dont 8 LAM-t) avec un suivi médian de 16 mois
une survie globale a 82% a 1 an, un taux de réponse globale de 78% avec un taux de réponse

compléte de 60%. Les mutations IDH1/2 représentent 20% des LAM et 5% des SMD.

Les inhibiteurs de FLT3, de plusieurs générations sont évalués en association avec de la
chimiothérapie intensive mais également en association avec les agents hypométhylants. Le
Sorafénib a été utilisé en combinaison avec I'AZA chez 43 patients avec une LAM en rechute ou
réfractaire et retrouvait des taux de réponse globale de I'ordre de 46%(40)(41). De la méme facon le
Quizartinib en association avec I'AZA (phase I/Il) retrouvaient une réponse globale de I'ordre de
75%(42). Une étude de phase Il évaluant I'association AZA a la Midostaurine chez 24 patients de plus
de 65 ans atteints d’'une LAM montre une toxicité additionnelle avec un arrét précoce des
traitements et des réponses similaires a un traitement par AZA seul. (43)Des essais sont actuellement
en cours pour étudier I'association d’inhibiteur de FLT3 a I’AZA (www.clinicaltrial.gov: NCT01892371,

NCT02752035 and NCT02196857).

Finalement le développement d’une molécule ciblant les mutations TP53, I'APR 246, semble adapté
aux NM-t(44). En effet les mutations TP53 sont présentes chez 25 a 50% des patients avec un NM-t
et conferent un mauvais pronostic aux patients. De plus sous AZA il est démontré que les mutations
de TP53 répondent uniquement transitoirement. Actuellement des études visant a évaluer
I'efficacité de cette molécule en association avec I’AZA sont en cours. Une étude francaise de phase
Ib/Il associant 'APR246 a I’AZA chez des patients atteints de SMD et LAM avec mutation de TP53
vient de se terminer. Parmi les 55 patients inclus, 18 patients (33%) étaient atteints de NM-t. Les
résultats de cette étude montrent une réponse globale de 87% pour un taux de réponse complete de
53%(www.clinicaltrial.gov: NCT03072043). Une phase Il visant a comparer |'association AZA et

APR246 a I’AZA seul est ouverte (NCT03745716).

Conclusion

Ce travail permet de confirmer la complexité moléculaire des NM-t. On confirme également
I'efficacité de I’AZA sur les mutations de TP53 ne perdurant pas dans le temps. Les NM-t restent de
mauvais pronostic et le traitement de référence aujourd’hui ne permet pas de réponses optimales.
Nos données moléculaires confirment également le fait que I’AZA reste un traitement non sélectif et

nous n’avons pas mis en évidence de profil mutationnel répondant ou résistant a son utilisation.

Enfin I'avenement des thérapies ciblées permet une évolution des thérapeutiques a proposer a ces

patients avec des associations ciblant les anomalies moléculaires présentes.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Introduction: Therapy-related myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia
(t-MDS/AML) are defined as complications of previous cytotoxic therapy. Azacitidine
(AZA), a hypomethylating agent, has showed activity in t-MDS/AML.

Objectives: We evaluated the clonal dynamics of AZA-treated t-MDS/AML.
Methods: We collected bone marrow samples, at diagnosis and during treatment,
from AZA-treated t-MDS/AML patients. NGS on 19 myeloid genes was performed,
and candidate mutations with a variant allele frequency >5% were selected.
Results: Seven t-AML and 12 t-MDS were included with median age of 71 (56-82)
years old, median number of AZA cycles of 6 (1-15), and median overall survival (OS)
of 14 (3-29) months. We observed correlation between AZA response and clonal se-
lection. Decrease of TP53-mutated clone was correlated with response to AZA, con-
firming AZA efficacy in this subgroup. In some patients, emergence of mutations was
correlated with progression or relapse without impact on OS. Clones with mutations
in genes for DNA methylation regulation frequently occurred with other mutations
and remained stable during AZA treatment, independent of AZA response.
Conclusion: We confirmed that the molecular complexity of t-MNs and that the fol-
low-up of clonal selection during AZA treatment could be useful to define treatment

combination.

KEYWORDS

acute myeloid leukemia, azacitidine, clonal selection, myelodysplastic syndromes, TP53
mutation

a late complication of previous cytotoxic therapy including chemo-
therapy and/or radiotherapy. Latency period of developing t-MN

Therapy-related myeloid neoplasms (t-MN), which comprise ther-
apy-related acute myeloid leukemia (t-AML) and myelodysplastic
syndrome (t-MDS), are defined by the WHO 2016 classification® as
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after prior treatment for a solid tumor is maximal in the first 5 years
after treatment with peak onset at 2 years. In contrast, patients

with a primary hematological malignancy have persistent risk of
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developing t-MN over 10 years with a peak at 5 years.>* T-MN
represent about 10%-20% of newly diagnosed AML and MDS.%%¢

Alkylating agents, topoisomerase Il inhibitors, antimetabolites,
and radiotherapy are cytotoxic treatments most frequently known
to induce t-MN although t-MN have been described in the setting
of numerous anti-cancer treatments.?> T-MN are frequently asso-
ciated with recurrent chromosomal aberrations based on specific
therapy with alkylating agents commonly leading to abnormalities
of chromosome 5/7 (often in the setting of complex cytogenetics),
while topoisomerase Il inhibitors being associated with balanced re-
arrangements including 11g23%7 risk to develop t-MN is correlated
with type, dose, and duration of treatment but also environment, age,
and comorbidities of patient.? Additionally, recent studies strongly
support that the presence of clonal hematopoiesis of indeterminate
potential (CHIP) is significantly associated with the risk of develop-
ing a subsequent t-MN.?'° These studies suggest that pre-existing
clones may be selected following cytotoxic chemotherapy.

Outcomes of t-MN are poor, with lower response rate and overall
survival estimated around 10% at 5 years.5 Azacitidine (AZA), a hy-
pomethylating agent, is the standard treatment for AML, and MDS
patients were not eligible for intensive chemotherapy.!**? Response
rates for AZA treatment of t-MN are similar to de novo MDS but
were associated with shorter survival 1>

The genetic landscape of MDS/AML has been extensively stud-
ied with driver mutations involving transcription factors, signal
transduction proteins, epigenetic modifiers, and components of
RNA splicing.”'? Notably, the molecular architecture in patients
with therapy-related disease is distinct from de novo myeloid neo-
plasms. We identified an increased absolute number of mutations in
t-MNs as well as a greater frequency of TP53 (30%), TET2 (13%), and
DNMT3A (10.2%) than their de novo counterpart.‘f"zo'21 Molecular
complexity and/or specific mutations in t-MN could explain the lack
of efficacy of treatments and the poor prognosis of these patients.
Although clonal selection during MDS therapies has been investi-
gated, to date, no study has evaluated the clonal dynamic which oc-
curs with AZA treatment, 222

The aim of our study was to describe clonal selection in AZA-
treated t-MDS/t-AML patients and to correlate it to AZA response.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Patients and samples

We collected bone marrow mononuclear cells from AZA-treated
patients for t-MN (t-MDS or t-AML) in two centers (CHU of Nice,
France and Moffitt Cancer Center and Research Institute, Tampa,
Florida, USA). Patients were more than 18 years old. Diagnosis
of MDS and AML was based on bone marrow sample and clas-
sified according to the WHO 2016 classification. For each MDS
and oligoblastic patient (ie, < 30% blasts), International Prognostic
Scoring System (IPSS) score was calculated. Patients had bone

marrow assessment at the time of diagnosis and serially while on

Novelty statement

We evaluated here for the first time the clonal dynamics
of AZA-treated t-MDS/AML. We confirmed the molecular
complexity of t-MNs and the relevance of a follow-up of
clonal selection during AZA treatment. This could be use

to define a personalized treatment combination.

the treatment. We obtained sample during response for 11 pa-
tients (58%) and at relapse or progression for 10 patients (53%).
AZA response was defined according to IWG 2006 criteria for
MDS patients?> and Cheson et al criteria for AML.2° Patients in
complete remission (CR), partial remission (PR), medullary com-
plete remission (mCR), and/or stable disease with hematological
improvement (HI) were considered as responders, and patients in
stable disease without hematological improvement, progression,

or relapse were considered as non-responders.

2.2 | Treatment

All patients were treated by subcutaneous or intravenous AZA ac-
cording to the manufactory recommendations: 75 mg/m?/d for
7 days, every 28 days. Treatment was administrated until progres-
sion or hematopoietic allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT)

in case of response (n = 4).

2.3 | NGS Analysis

NGS analysis was performed from bone marrow samples before and
during AZA treatment. DNA was isolated from bone marrow mon-
onuclear cells (QIAamp DNA blood mini Kit (Qiagen), at diagnosis
and under AZA. All samples were run in duplicate. In the CHU of
Nice, samples were sequenced using lon Torrent Personal Genome
Machine (PGM) 316v2 Chips. We used the lon AmpIiSeqm AML
Cancer Research Panel to analyze 19 genes. In the Moffitt Cancer
Center and Research Institute, targeted amplicon-based NGS of up
to 37 myeloid genes was performed.

DNA samples were subjected to targeted genome sequencing
using lllumina HiSeq2000 instrument as previously described.?”
We analyzed 19 genes that were common to both sample sets,
and candidate mutations with a variant allele frequency >5% were

selected.
2.4 | Statistical analysis
Patient characteristics, overall response rates (ORR, ie, CR, PR, mCR,

and SD with HI), and CR rates were described using mean and median

tests. Overall survival (OS) was calculated from the date of sequencing
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until the date of death. OS was estimated using Kaplan-Meier method.
All calculations were performed using SPSS v22 software (IBM SPSS
Statistics). The course of the clonal dynamic for each patient was illus-

trated using the “fishplot” package for R (Version 3.4.2).%

3 | RESULTS
3.1 | Characteristics of enrolled patients

All patients’ characteristics at diagnosis are reported in Table 1. A
total of 19 patients were included: seven from the CHU of Nice and
12 from the Moffitt Cancer Center and Research Institute. Sex ratio
was 0.9 (M/F). Median age at diagnosis was 71 years (range, 56-82).
Among the 19 patients, seven had t-AML and 12 had t-MDS. All pa-
tients had a primary treated neoplasia including eight breast cancers,
six lymphomas, one thyroid cancer, one laryngeal cancer, one endo-
metrial cancer, one renal clear cell carcinoma, and one melanoma.
Median time between the first cancer and MDS/AML was 5 years
(range, 0.3-21). Median number of AZA cycles was 6 (range, 1-15).
Median overall survival was 14 months (range, 3-29).

3.2 | Cytogenetic characterization

Cytogenetic at diagnosis was available in all patients and in 14
patients under treatment. (Table S1). At diagnosis, 5, 5, 2, and 7
patients had good, intermediate, poor, and very poor prognosis ac-
cording to IPSS-R cytogenetic classification.?” We observed disap-
pearance of cytogenetics abnormalities in two patients (P#13 and
P#19), persistence of cytogenetics abnormalities in one patient
(P#17), persistence of normal karyotype in two patients (P#14 and
P#15), and evolution of cytogenetic abnormalities in nine patients.
We did not identify a correlation with response of treatment and

with mutational profiles.

3.3 | Molecular characterization of AZA-treated
t-MDS/AML

The patient's mutational profiles at diagnosis and under AZA treat-
ment were illustrated in Figure 1A,B. At diagnosis, mutations were
identified in eight of 19 patients (42%) with a range of 0-3 mutation
per patient. Ten patients were divided into any pathological muta-
tion, four patients had only one mutation, two patients had two mu-
tations, and three patients had three mutations at diagnosis.

Based on number of mutations (0, 1, 2, and 3), the OS was 15, 14,
14, and 9 months, respectively (P = .23; data not shown). Notably,
the 10 patients without identification of variants by NGS all had cy-
togenetic abnormalities (Table 1).

At diagnosis (Figure 1A), 8/19 patients had mutations with a me-
dian of two mutations per patients (range, 1-3). The most frequent
mutations included TP53 (n = 4), TET2 (n = 3), DNMT3A (n = 2), and

sigstosy  EANE-WILEY-

NPM1 (n = 2). Of note, five among the six patients with DNMT3A,
TET2, and ASXL1 mutations had additional mutations at the time of
diagnosis which can be an evolution of clonal hematopoiesis of inde-
terminate potential (CHIP). At the time of AZA response (Figure 1B),
7/8 responder patients were mutated with a median of two muta-
tions per patients (range, 1-3). Mutations occurring at this time were
ASXL1 (n = 1), DNMT3A (n = 1), IDH1/2 (n = 2), TET2 (n = 1), and
WT1 (n = 2). Mutations that were cleared below the VAF cutoff at
the time of AZA response were TP53 (n = 2), DNMT3A (n = 1), and
JAK2 (n = 1). At the time of AZA progression or relapse (Figure 1B),
12/13 non-responder patients had mutation with a median of two
mutations per patient (range 1-3). Mutations occurring at the time of
AZA progression were ASXL1 (n = 2), DNMT3A (n = 2), GATA2 (n = 1),
IDH1 (n = 2), NRAS (n = 2) TET2 (n = 1), TP53 (n = 3), and RUNX1
(n = 1). Mutations that were cleared below VAF cutoff at the time
of progression under AZA were PNPT11 (n = 1). We represented dy-

namic evolution of patient mutational profile under AZA in Figure 1.

3.4 | Correlation between AZA response and
clonal selection

Patients’ characteristics under treatment are reported in
(Figure 2) Table 2. We observed CR in 3 patients (P#1, P#3, and
P#13; Figure 2A). Regarding the responders patients without CR
(Figure 2B), we detected emergence of mutations in three patients
(P#2, P#5, and P#18), stability of mutational profile in 1 patient
(P#9), and disappearance of a mutation and concomitant occur-
rence of two mutations in one patient (P#11). We analyzed also mu-
tational profiles of 12 patients at progression, relapse or SD without
HI. In 10 of 12 patients, the VAF of the main clone was >25%. In
five patients (P#1, P#10, P#16 P#17, and P#19) (Figure 2C), we de-
tected emergence or re-emergence of TP53 mutation at the time of
relapse/progression. We detected emergence of mutations in nine
patients and no modification in the three remaining patients (P#14,
P#15, and P# 19).

Finally, we observed 10% of patients (n = 2) became NGS neg-
ative. There was no change in mutational profile in four out of nine
patients (21%) in the course of AZA treatment, without correlation
with AZA response. We detected emergence of mutations in 58% of
patients (11/19).

3.5 | Correlation between AZA response and
putative function of mutated clones

We first focused in genes involved in DNA methylation regulation
and identified mutations in DNMT3A, TET2, and IDH1/2 (Figure S1).
Of note, in MDS and AML, DNMT3A and TET2 mutations have been
associated with favorable AZA response. 30-3%

At diagnosis, we detected clones with mutations in genes in-
volved in DNA methylation regulation in five patients (patients #9,

#11, #14, #15, and #19; Figure S1). Median VAF of these clones was
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TABLE 1 Patient characteristics at diagnosis

Patient

#1

#2

#3

#4
#5

#6
#7

#8

#9

#10

#11

#12

#13

#14

#15

#16

#17

#18

#19

Sex

Age
71

82

73

79
61

79
56

76

59

68

63

81

75

68

69

64

73

70

75

Diagnosis

31/10/2011

21/11/2011

12/04/2016

19/03/2011
01/01/2006

15/10/2011
29/12/2011

27/03/2015

14/08/2014

21/02/2014

06/10/2015

18/03/2014

08/10/2012

04/11/2014

28/01/2014

05/06/2015

11/06/2015

25/02/2015

29/06/2015

Abbreviation: NA, not available.
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AML risk Medullary

classification Blastose Hemoglobin  Neutrophil Platelets
WHO IPSS Score (ELN 2017) (%) (g/dL) (/mm?®) (/mm3)
AML Adverse 25 9.3 2800 71000
RAEB2  High 19 11.9 1300 92000
RAEB2  High 12 7.7 700 80000
AML Intermediate 27 6.9 400 20000
AML Adverse 20 10.6 300 69 000
RAEB2 Intermediate 2 11 8.6 100 59000
AML Intermediate 85 10.7 1000 50000
RAEB1 Intermediate 2 7 8.9 700 124 000
AML favorable 64 11.9 8400 54 000
DCRM High 11 9.6 940 110 000
MDS Intermediate 2 1 8.5 410 20000
CMML Intermediate 1 10 8.7 3500 274 000
DCRM Intermediate 1 2 12.4 4100 311000
AML Favorable 14 9.5 400 62 000
DCRM Low 2 12.4 NA 140000
DCRM Intermediate 1 8 11 3500 121 000
MDS Intermediate 2 3 9.2 3000 95000
AML Intermediate 73 9.1 380 87 000
MDS Intermediate 2 10 8.4 900 138 000

39% (range, 24-50). Patients #9 and #11 were AZA responders (re-
spectively, mCR and SD with HI), whereas patients #14, #15, and #19
were in progression. Median number of AZA cycles was 5 (range,
3-8), and median OS was 14 months (range, 3-15). In patients #9, #14,

and #15, we failed to detect any change of mutated clone VAF under

AZA treatment. For these three patients, mutations in DNA methyla-

tion regulator were also associated with mutations involved in signal

transduction.
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Karyotype at diagnosis

46,XX,del(3)(q21),del(5)(q13933),der(5)
t(5;7)(q?15;q11),del(7)(q11),der(12)t(3;12)
(q21:9721),der(19)t(21:19)(p221:?q13)
[191/46,XX[1]

46,XX, del(7)(q11933)[16]/46,XX [4]

45 XX-3 der(5)t(3;5)(q11g11)
[1/47,s11,idem + 8+22[6]/48,
sl2,idem,+8,+21 + 22
[2]/49,s13,idem + der(5)+8 + 21422 [6]/48sl4,
idem + 8+22 + mar[8]

48,XX,+i(21)(q10),i(21)(q10)[17]/46,XX[4]

46,XX,del(7)(q21g35) [11]/46,idem,del(5)(q31g35)
[10]

46,XY,del(20)(g?)[20]
46,XX,t(11;19)(q23;p13) [19]/ 46,XX [1]

44 ~ 47, XX, add(3)(p11), -5, +5, -17, =18, -19,
+19, 41, +3-5mar[cp13]/46, XX[7]

46, XX[20]

45,XX,add(1)(p13),del(5)(q13933),-7,der(15;17)
(910;910),-20,+2mar[cp20]

44-46,XY,del(5)(q13q33),t(6;11)(p21;q14), -7, -20,
del(20)(q11.2q13.3), +1-2 mar[CP18]/46, XY[2].

46,XY,inv(3)(a21026)[131/46,XY[7].
47, XY, +8[41/45, XY, -11[1]
46, XX[20]

46, XX[20]

46,XX,del(5)(q15q13)[7]/44 ~ 45,del(3)(p21p25),-
5,der(7;22)(p10;q10), add(8)(q24),der(12;17)
(910;910), +1 ~ 3mar[cp7]/46, XX[6]

45,X-7[91/46,XX[11].

46, XX[20]

45-47, XY, =5, +9, add(9)(q22), -11, add(11)
(p11.2), +15, add(17)(p13), -18, del922)(q13),
+1-2marfcp19]/46, XY[1]

NGS mutation At
diagnosis (VAF)

TP53(39,3)

ASXL1 (10,7)

TP53 (41)

PTPN11 (5,3)
0

DNMT3A (20)
IDH1 (19) NPM1
(19)

0

DNMT3A (24,29)
TP53(46,82)
JAK2 (47,89)

0
0

TET2 (49,9) WT1
(32,61) NPM1
(34)

NRAS(36,44)
TET2(33,52)

0

TET2(46) TP53 (3)

Patients #11 and #19 were mutated in DNA methylation regu-

lators gene and signal transduction process. Under AZA treatment,

we observed an increased in both mutations in patient #11 whereas

a diminution of clone with mutation in DNA methylation regulators

Cycle
13

13

15

12

10

15

o

Haematology

Primary neoplasia

Breast lymphoma

Breast adenocarcinoma

Breast adenocarcinoma

Breast adenocarcinoma

Breast adenocarcinoma

Thyroide cancer

Breast cancer
Follicular lymphoma

laryngeal cancer

Small lymhocytic
lymphoma

DLCLB

Melanoma, prostate
Hodgkin lymphoma
RCC

Breast adenocarcinoma

Breast adenocarcinoma

Endometrial
adenocarcinoma

Breast adenocarcinoma

DLCLB
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Treatment

Radiotherapy

Surgery and
radiotherapy

Surgery,
chemotherapy
and
radiotherapy

Radiotherapy

Radiotherapy,
chemotherapy

Radiotherapy

Radiotherapy
chemotherapy

R-CHOP and
radiotherapy

radiotherapy
and cisplatine

MEACOP

R-CHOP

NA

MOPP-ABV

IL2, Xgeva

AC-T

AC-T

Carboplatin,
taxol

Cytoxan,
taxotere

R-CHOP

Time
between
the 2
neoplasia

14y

10 mo

S5y

NA
S5y

9 mo

3y

12y

11y

21y

13y

NA

21y

2y

8y

ly

4 mo

S5y

4y

(VAF 46 to 26%) with an increase of signal transduction mutation
(VAF 3 to 21%) in patient #19.
Emergence of DNA methylation regulation-mutated clones oc-

curred in six patients under AZA treatment (patients #2, #4, #5, #6,
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#10, and #18; Figure S1). Four among these patients had no mutation
before AZA treatment. Median number of AZA cycles was 9 (range,
2-13), and median OS was 13 months (range, 7-15). Patients #2, #4,
#5, and #18 were AZA responders (3 SD-HI and 1 PR), whereas the
two remaining patients progressed upon treatment. Patient #10 pro-
gression was associated with the emergence of DNA methylation
regulator mutations and TP53 mutation. In patient #5, appearance
of DNA methylation regulator mutations was correlated with stable
disease, but at the time of progression, patient #5 loses this DNA
methylation regulator mutation while gaining three new mutations.
Responding patients #4, #5, and #18 had no mutation at diagnosis
and stay in responses at the time of DNA methylation regulator mu-
tation emergence. In patient #2, PR response was correlated with
acquisition of DNA methylation regulator mutation and signal trans-
duction mutation.

In patient #6, we detected at the time of progression a disap-
pearance of a PTPN11-mutated clone and the emergence of two new
DNA methylation regulator mutations (DNMT3A and TET2).

We also interrogated mutations involved in transcriptional reg-
ulation including TP53, RUNX1, and GATA2. In MDS, TP53-mutated
patients are known to initially respond to hypomethylating treat-
ment but the duration of their response remained short.30%4

At diagnosis, patients #1, #3, #11, and #19 presented with
TP53 mutations (Figure 2 and Figure S1). Median number of cycle
was 10 (range 3-15). Median OS was 15 months (range, 12-22).
Patients #1 and #3 were AZA responders (CR), in good agreement
with the disappearance of the TP53 mutation with a VAF cutoff of
5%. At relapse, we detected re-emergence of a TP53 mutation only
in patient #1. We observed an increase of mutation in transcrip-
tion factor with a VAF from 3% to 21% associated with progres-
sion in patient #19. Three among these four patients were AZA
responders.

OS of TP53-mutated patients was 14 and 15 months when muta-
tions emerge at diagnosis or under treatment, respectively. Among
patient with TP53 mutation, three patients went to allo-SCT (P#11,
P#16, and P#19).

Emergence of clones with mutation in transcription factor under
AZA treatment occurred in five patients (#5, #7, #10, #16, and #17,
Figure S1). Median number of cycles was 4 (range 1-10), and median
OS was 15 months (range 6-15). Appearance of these mutations oc-
curred during stable disease in patients #7 and #16 and at the time
of progression in patients #5, #7, and #17. Mutation in transcription
factor was associated with other mutations in patients #5 and #10
and was isolated in patients #7, #16, and #17.

4 | DISCUSSION

Clonal selection in myeloid neoplasms is currently being studied to
predict response or disease progression. Emergence of subclones
has been reported at progression and/or relapse in MDS and AML
patients.%® This selection could be induced by either pressure se-
lection of treatment or natural evolution of the disease.?® Clonal

selection has been evaluated under supportive care or lenalido-
mide treatment in MDS and showed a clonal selection with or
without therapy.?® Notably, selection of mutational profiles was
heterogeneous with some patients having no clonal variance dur-
ing several years, while other had a highly dynamic shift of their
mutational profile.?23%%7To our knowledge, mutational selection
under AZA treatment in therapy-related MDS/AML has not been
explored and could have an interest in term of prognosis and pre-
diction of response or relapse. Recently, analysis of clonal selection
under AZA treatment before allogeneic stem cell transplantation
(allo-SCT)®2 confirmed that AZA could select mutated clones and
showed that recurrent clones could re-emerge at relapse. Other
studies established that AZA may influence variant allele frequen-
cies in MDS patients.?! Nevertheless, these studies suggested a
limited selectivity of AZA treatment. Usual response criteria and
outcome could be improved by monitoring clonal selection under
AZA treatment.3+%°

In the present study, we focused our study on therapy-re-
lated MDS and AML. T-MDS and t-AML have cytogenetic features
and outcome that differ from de novo MDS and AML and belong
to a specific subgroup called t-MN in 2016 WHO classification.?*
Chromosomal abnormalities are observed in more than 80% of
t-MN patients, and high-risk cytogenetic abnormalities are more fre-
quently observed.?° Identification of only 42% of t-MN patients mu-
tated in our cohort at diagnosis could be explained by the restricted
panel used. Nevertheless, in concordance with these data, all pa-
tients had a clonal abnormality identified either by cytogenetics or
by NGS.

Even if the study was performed in small number of patients,
we described some interesting observations. Among the 10 pa-
tients without mutation at diagnosis (P#4, #5, #7, #8, #10, #12,
#13, #16, #17, and #18), we observed AZA response in P#13, P#5,
and P#18.

We observed disappearance of cytogenetic abnormalities in
P#13 karyotype and clonal cytogenetic selection in P#5 and P#18.
In parallel, we observed emergence of mutations in these three pa-
tients under AZA treatment. In addition, we observed cytogenetic
clonal modification in all other patients without AZA response. In
parallel, we observed emergence of mutations in all patients except
P#8.

Mutational profiles are also different in t-MN compared to
MDS/AML, with a mutation frequency higher in classically mu-
tated genes.?’ For example, 5%-10% of TP53 mutations are found
in patients with de novo MDS/AML, whereas we detected 27%-38%
of TP53 mutations in -MDS/AML patients.® Although FLT3 muta-
tions occur around 30% of AML patients, there was no patient in
our cohort with FLT3 mutation. The frequency of NPM1 mutations
was also decreased in our cohort (11% vs 30%) supporting distinct
molecular architecture in therapy-related patients. Three retrospec-
tive studies*1:38
with t-MNs with median OS from 10 to 14 months. One prospec-
tive study® confirmed AZA efficacy and showed no difference in
response and OS between de novo and t-MDS/t-AML.

reported a significant activity of AZA in patients
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(A) .mutational pattern at diagnosis
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(B) mutational profile evolution under AZA treatment
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FIGURE 1 Mutational profile selection at diagnosis and under AZA treatment

Regarding mutations in transcription factor, we detected 21% of
TP53-mutated patients at diagnosis (four out of 19 patients), which
was consistent with frequency of TP53 mutation in t-MN.*° TP53
mutation is often associated with complex karyotype and confers a
poor prognosis.18

Despite their poor prognosis, TP53-mutated clones seemed to
respond to AZA, although duration of response was shorter.183541

We report here a decrease of TP53-mutated clone under AZA

treatment correlated with a short duration of response, consistent
with other studies.®®

Moreover, emergence of TP53 mutation or increased of tumor
burden during AZA course was associated with progression.

Patients with mutations in genes for DNA methylation regulation
such as TET2 and DNMT3A are likely responders to AZA.244245 |
our study, we did not confirm these results. We thus suggested that
other mutations combined with TET2 and DNMT3A could influence
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AZA sensitivity of this subgroup of patients. We found mutations
persisting under AZA, even during response as shown by Uy et al®
Therefore, we confirmed that AZA is not a selective treatment on
specific mutated clones involved in t-AML or t-MDS. In the future, it
could be interesting to perform the same study in patients treated by
combination like AZA + venetoclax showing promising results and
being considered as a standard of care in few countries.*

Characterization of genetic landscape in hematological ma-
lignancies allowed emergence of targeted therapy with the de-
velopment of specific inhibitors for IDH 1/2 and FLT3 in AML
patients that are now being evaluated in MDS patients as well as
in combination with other agents including AZA. Enasidenib and
ivosidenib,*’*® differentiating agents targeting IDH2/IDH1 muta-
tions, are approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for refractory AML mutations. Clinical trials evaluating combina-
tion with AZA are ongoing (www.clinicaltrial.gov: NCT03383575/
NCT03173248). Of particular importance, three of our t-MDS/
AML patients acquired IDH1/2 mutations on serial assessment.
First- and second-generation FLT3 inhibitors are currently used
in combination for AML.*’ Studies assessing AZA in combination
with FLT3 inhibitors are ongoing in AML/MDS. (www.clinicaltrial.
gov: NCT01892371, NCT02752035, and NCT02196857). In our
study, no patient exhibited a FLT3 mutation at baseline or serial
assessment, which likely supports the infrequency of this muta-
tion in therapy-related disease.

Finally, APR-246°° is a drug reactivating mutant p53 protein by
reconverting mutant p53 into wild-type p53 conformation and func-
tion and then re-inducing cell death program.

A phase 1b/2 evaluating safety and efficacy of APR-246 in com-
bination with AZA for TP53 mutant MNs is ongoing (www.clinicaltr
ial.gov: NCT03072043). Sequential targeted therapy in combination
with AZA depending on the clonal architecture of patients could
offer additional therapeutic options for patients.

In conclusion, our data confirmed molecular complexity of
t-MNs. We observed positive effect of AZA on TP53 mutation that
was correlated with treatment response. Resistance to AZA was
frequently accompanied by clonal progression. Molecular profiling
before and during AZA treatment could be useful to define which

combination of targeted therapies could benefit to patients.
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Supplemental Figure 1: Clonal evolution and function of mutated clone under AZA treatment patient 1 to 19
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Abstract

Introduction: Therapy related myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia (t-MDS/AML)
are defined as complications of previous cytotoxic therapy. Azacitidine (AZA), a hypomethylating
agent, has showed activity in t-MDS/AML.

Objectives: We evaluated the clonal dynamics of AZA treated t-MDS/AML.

Methods: We collected bone marrow samples, at diagnosis and during treatment, from AZA-treated
t-MDS/AML patients. NGS on 19 myeloid genes was performed and candidate mutations with a
variant allele frequency >5 % were selected.

Results: 7 t-AML and 12 t-MDS were included with median age of 71 (56-82) years old, median
number of AZA cycles of 6 (1-15) and median overall survival (OS) of 14 (3-29) months. We observed
correlation between AZA response and clonal selection. Decrease of TP53 mutated clone was
correlated with response to AZA, confirming AZA efficacy in this subgroup. In some patients,
emergence of mutations was correlated with progression or relapse without impact on OS. Clones
with mutations in genes for DNA methylation regulation frequently occurred with other mutations
and remained stable during AZA treatment, independent of AZA response.

Conclusion: We confirmed the molecular complexity of t-MNs and that the follow-up of clonal

selection during AZA treatment could be useful to define treatment combination.



