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Introduction

Quel échantillon analyser?

Quels critéres de qualité de I’ échantillon?
_es techniques de biologie moléculaire
_e futur proche

_a recherche des translocations

" interprétation des résultats




Introduction

e )
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D’apres Hanakan D, Cell 2011




Introduction
Oncogenese: déséquilibre
oncogenes / genes suppresseurs de tumeur

Genes suppresseurs
de tumeurs

Proto-oncogenes i |
MUTATION des 2 copies

- du géne suppresseur de tumeur
2 copies du géne
suppresseur de tumeur

Cycle
A § cellulalre
2 copies du géne
suppresseur de tumeur Cycle
cellulaire
2 copies du
proto-oncogéne
cle
c:llﬂlalre 2 copies du
! 1+ proto-oncogéne




Introduction

De I'ADN a la proteine

6—?\:‘\
SO

Dans le noyau :
syntheése des ARN

- pore

messagers .
(ARNm) i partir Ruckoaire
des génes contenus
dans I'ADN
//\/\ARNm
Dans le cytoplasme :
synthese des chaines
polypeptidiques a ribosome

partir des ARNm

chaine Q
polypeptidique acides ™
en cours de aminés Q Q
syntheése Q

Jaspar E, 2013
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La structure de 'ADN: en double hélice

: Thymine
Adenine




Introduction

Exemples d’altérations génomiques « driver » en canceérologie

Single-nucleotide variant: EGFR L858R (exon 21)

DNA Amino acid
sequence sequence
nt 2|569 nt 2|577
Wild-type: GGGJTIRGCC DF
Mutant: GGG GCC DF L
A
c.2573 T>G

L858R

Copy-number variant: MET amplification

MET)
MET)
MET}

verh——

1
Chr. 7 MET.=

Chr. 7

Combined insertion/deletion: EGFR exon 19 indel

DNA Amino acid
sequence sequence
nt 2|227 nt 2|256
Wild-type: GCTATCAAGGAATTAAGA-GAAGCAACATCT —_ PVAIK-ELREATS
Mutant: GC——————- -AATTAAGAT-——————— -ATCT PVAIKI-———— -S
— o
T Insertion 7 T
Deletion Deletion
Structural variant: EML4-ALK fusion
Breakpoint Breakpoint
i I
EML4 | lf 1 WD ! ALK{ Kinase
| - o . |
1 HELE™ 307 3 g72981 1 11l16 1392 1620
rf A N IS A ~ |
222298

|

wD | Kinase '
| HELP’ | | l
1 307 496 620 896 1059
EML4-ALK fusion

Meador CB, CCR 2014



Insuffisance des données cliniques

n= 223 (5 essais)

Outcomes by number of clinical predictors

0 i 3+ clinical
90% caucasiens o [ 2octewer [ p
Par séquencage (et DHPLC) N_Le0
A 0 29/59 32164
84 mutés (37%) R | o | o | 00
Median
pms 9.1 44 0.0165
g"u":;j(’l‘l 208 17 | 01130
Sensitizing Sensitizing
EGFR Other p EGFR Other p
Mutation Mutation
N B2t N
29/38 0/21 27146 5118
RR (76%) o%) | <00 RR (50%) any | <000
Median Median
TP 12.9 1.8 | <0.0001 v 10.8 25 | <0.0001
Modan | 244 148 | oosis | Medan | o5 18 | 00016
Survival Survival

Outcomes of clinically enriched patients

by EGFR mutation status

Outcomes of clinically unenriched
patients by EGFR mutation status

Introduction

» La probabilité de trouver une mutation de 'lEGFR dans une

population sélectionnée sur des criteres cliniques et

histologiques, n'est que de 60%

Jackman DM, CCR 2009
Shames DS, J Pathol 2014
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Insuffisance des données histologiques

- Mutations de I'EGFR / translocations ALK a rechercher si composante
adénocarcinomateuse
- OUl: adénocarcinomes, carcinomes mixtes avec composante
adénocarcinomateuse, carcinomes adéno-squameux
- NON: carcinome épidermoide pur, CBPC

- Sous-types d’adénocarcinomes
- Mutations EGFR: bas grade, avec composante lépidique, papillaire
Ou acinaire, non mucineux
- Translocation ALK: composante solide et/ou en bague a chatons

» Modeles de prédiction?
» Analyse moléculaire indispensable

Lindeman NI, JTO 2013
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» CBNPC non epidermoide
de stade localement avance
ou métastatique

Plate-formes: la carte

28 plate-formes

Strasbourg
Colmar

Mulhouse

Nowak F, Nat Rev Clin Oncol 2012



Introduction

BioMarqueurs France

Tous < | ' ADCs

Non -
fumeurs

P e

n = 18679 échantillons

6 genes analyseés
Barlesi F, Lancet 2015



Introduction
Quel echantillon pour quelle altération?

RATTAARGAGRAGCAACATC (o

. Mutations or single nucleotide
DNA polymorphisms (SNP)
. Gene amplification

. Epigenetic alterations (methylation)
. Rearrangements

. Quantitative analysis of RNA
(gene expression, miRNAS)
e . Rearrangements

. Immunochemistry, proteomics...

. . Mass spectrometry, RMN,
Metabolites sequenom, (HRMAS)...



Introduction

Quelle techniques pour les altérations genomiques?

DNA alteration Techniques

Mutation Direct sequencing
Alternative molecular techniques
Next-Generation Sequencing (NGS)

Immunohistochemistry (IHC)
(neoprotein/fusion protein)

Gene amplification Real-time QPCR
CGH array
Next-Generation Sequencing (NGS)
ISH, IHC (surexpression)

Translocation RT-QPCR

ISH, IHC (neoprotein/fusion protein)
Next-Generation Sequencing (NGS)
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Quel echantillon analyser?

Quels critéeres de qualité de I” échantillon?
_es techniques de biologie moléculaire

_e futur proche

_a recherche des translocations

_’ interprétation des résultats




Quel échantillon analyser ?

Hétérogénéité intra-tumorale: cellules tumorales et
cellules normales

Pugh, BMC Cancer, 2007



Quel échantillon analyser ?

Les differents prélevements tissulaires
en vue du génotypage

» Biopsies bronchiques
= Succes < 60%
» Recommandations: au moins 3 biopsies en zone tumorale

» Ponctions-biopsies par EBUS-TBNA
= Succes 70-90% des cas
= Possibilité de prélevements ultra-microscopiques

» Ponctions-biopsies sous scanner
= Calibre de I" aiguille: 20G

» Plus il y a de matériel tumoral disponible, plus le résultat sera
représentatif du statut genotypique de la tumeur

> Cas particuliers: données cliniques; échec d’ une premiére analyse

Lindeman NI, JTO 2013



Quel échantillon analyser ?

Les différents prélevements cytologiques
en vue du genotypage

= Les prélevements cytologiques
= LBA, LB

» Ligquides pleuraux

= LCR

= (Cytologie dEBUS

» Cellules tumorales circulantes (CTC)

» Peuvent étre plus rentables qu’un tissu pauvre en cellules tumorales

» Possibilité de monitoring moléculaire

= Le probleme des métastases osseuses

Lindeman NI, JTO 2013



Quel échantillon analyser ?

L’hétérogénéite des mutations de 'EGFR

> tres rare dans les adénocarcinomes bronchiques

Three small areas were
selected from each of 50 ADCs
carrying the EGFR mutation

Identical EGFR mutation
among the three areas

Five ADCs with the EGFR
mutation were dissected into
more than 100 pieces

. 4

Identical EGFR mutation
among the pieces

Yatabe Y, J Clin Oncol 2011



Quel échantillon analyser ?

L’hétérogénéité des mutations « driver »

> tres rare dans les adénocarcinomes bronchiques

Trunk: 580 Trunk: 580
Branch: 126| |Branch: 170 R13 R13
R11
Private: 26 Private: 9 R12 R17
R14 R11 R16
R14 R12 leR11
ATRX
SETD2
k. KRAS Za EGFR
SETD2 +;zgg
KRAS
Trunk: 580 || Trunk: 580 cs:;s:z 3&0 292" 339
Branch: 133 | | Branch: 47 Smof’dng Eommer N::ﬂ le
Private: 2 Private: 71 Relapse Yes i :‘\;er

» Single-region sequencing may be adequate to identify the majority of

known cancer gene mutations in localized lung adenocarcinomas

Zhang J, Science 2014



Quel échantillon analyser ?

Au diagnostic: tumeur primitive versus metastase?

= Discordance tumeur primitive versus metastase
= Discordance entre les differentes métastases
= Discordance dans le temps



Quel échantillon analyser ?

Au diagnostic: tumeur primitive versus metastase?

Turmor
Turmar Cellularity
Cellularity in Tirme to in
Age Smoking Frimary Tumor Prirmary Turmmor  Primmary Chemotherapy for  Relapse Synchronous Metastasis
Fatient Sex (years) Status Surgery Type Histologic Type  Turmor (%) Early-Stage Disease  (months] Metastasis Metastatic Site %)
1 M B0 Yes Lobectomy RLL Adenocarcinoma 20 Mo 3 Mo Cutaneous 70
2 F 51 Yes  Lobectomy LUL Adenocarcinoma 70 Adjuvant {cisplatin, 20 Mo CHE 50
vinoralbing)
3 F 52 Yas Lobectomy RLL Adenocarcinoma 70 Mo 17 Mo CHS a0
4 M 48 Yes Lobectomy RUL Adenocarcinoma a0 Mo B8 Mo Distant adenopathy
5 M 4 Mo  Lobectomy BLL Adenccarcinomsa a0 Mo 38 Mo Locoragicnal
6 M ES Yas Lobectomy LUL Adenccarcinoma 70 Mecadjuvant {cisplatin, L Yes Adranal
vinorglbing)
7 M 80 Yes Lobectomy RUL Adenccarcinoma 70 Mo 57 Mo Locoregional 70
4 M &8 Yes Lobectomy RUL Adenocarcinoma B0 Mo 14 Mo Locoregicnal a0
9 M B4 Yes Mediastinoscopy Large-call 70 Meoadjuvant (cisplatin, 76 Mo CHNE 70
bulky N2 carcinoima atoposide)
0 M 75 Yes Lobectomy RLL Large-call a0 Mo G Mo Distant adenopathy a0
carcinoma
11 M B2 Yas Bilobectomy BUL ML Basaloid 20 Mo 22 Mo Locoregicnal 70
carcinoma
12 M 45 Yes Lobectomy RUL Basaloid G0 Mo 9 Mo Locoregional 70
carcinoma
13 M 46 Yes Lobectomy ML Squamous cell G0 Chamotharapy at 12 Mo Locoragicnal 70
carcinoma relapse® (cisplatin,
vinoralbing)
14 48 Yes  Lobectomy LLL Squamous cell B0 Mo 0 Yes Locoregicnal a0
carcinoma
15 57 Yas Left pneumonectomy Squarncus cell &0 Adjuvant {cisplatin, 19 Mo Pariatal 60

n=15

NGS ciblé 189 genes

carcinoima

vinoralbing)

Vignot S, JCO 2013



Quel échantillon analyser ?

Au diagnostic: tumeur primitive versus metastase?

Nonsynonymous Synonymous Insertion Homozygous Large Structural
Tumor Status Mutations Mutations Deletion Deleticn Amplification Alterations Total
Primary 95 27 6 4 12 17 161
Metastasis 85 25 8 5 10 17 150
Total 180 52 14 9 22 34 31

g B No. of Evaluated Concordance
, Alterations Alterations Shared Unshared Rate (%)

- T —

Mutations

___________ u N Recurrent 28 26 2 93
B - —— — Passenger 144 88 56 61
— EEEEEE , arge svuctoral
T ) alterations
B == L Recurrent 5 5 0 100
— =0 == Passenger 15 7 8 40
— EEV__ Global
= = Recurrent 33 31 2 94
T e ) Passenger 159 95 64 63
:%‘;:gzgzge:e:?;:;e:s:a:e:;::‘,.-.g
FHHHE IR HHE

» Forte concordance pour les mutations somatiques récurrentes

Vignot S, JCO 2013



Quel échantillon analyser ?

Au diagnostic: tumeur primitive versus metastase?

» Mutations récurrentes

> Mutations passagéeres

Impact on No. in No. in
Protein Primary Metastatic
Gene cDNA Mutation Synthesis Tumors Tumors
Mutations
EGFR 2582T=G L861R 1 1
GNAS 601C=T R201C 1 1
KRAS 34G=T G12C 1 1
35G=A G12D 1 1
37G=T G13C 2 2
NOTCH1 4140delG Frameshift 1 1
FIK3CA 1357G=C E4530Q 1 1
1624G=A E542K 1 1
1633G=>A E545K 1 0
RB1 861G=>T E287D 1 1
SMARCA4 3169G=>T E1057° 1 1
2506-2A=T Splice 1 1
STK11 179_80insA Frameshift 0 1
232A>G K78E 1 0
488G=A G163D 1 1
P53 225delT Frameshift 1 1
338_375del Frameshift 1 1
375 + 1C=A Splice 1 1
406C=>T Q136* 1 1
474CGC=TTT R158F 1 1
511G=>T E171* 1 1
659A=>G Y220C 1 1
T43G=A R2480Q 1 1
811G=A E271K 1 1
818G=>T R273L 2 2
939 S43delAGGAG  Frameshift 1 1
Large structural
alterations
CDKNZA Deletion 1 1
FGFR1 Amplification 1 1
MYC Amplification 1 1
SOX2 Amplification 2 2
Total 32 31

Vignot S, JCO 2013



Quel échantillon analyser ?

A la progression, sous thérapeutique ciblée:
la re-biopsie?

i . ) Clinical remission: Relapse: Acquisition

Diagnosis: Multiple ) .
leukemic clongs loss of most of new mutations in
leukemic clones a pre-existing clone

{1{HSCs

1274% - )

% DNMT3A, NPM1, FLT3, PTRPT

90
YIXrxrx

AML1 /UPN933124

Chemotherapy
cell type: mutations:
‘ nommal . AML @ founder (cluster 1) relapse enriched (cluster 3) @ relapse specific (cluster 5) ¥ pathogenic mutations
® primary specific (cluster 2) @ relapse enriched (cluster 4) () random mutations in HSCs

Nature 2012



Quel échantillon analyser ?

A la progression, sous thérapeutique ciblée:
la re-biopsie?

Oul

Sélection de clones

Mécanisme de resistance tres divers

Pas de prédiction par les données cliniques ...
Conséguences théerapeutiques

= Discordance entre les différentes métastases
= Discordance dans le temps

Miais

» Lieu de la re-biopsie
> Faisabilité de la re-biopsie



Quel échantillon analyser ?

A la progression, sous thérapeutique ciblée:
la re-biopsie?

Lieu (BATTLE Lung Trial):
- Rentabilité meilleure sur la tumeur primitive
- Plus d’ échecs si antécédent de radiothérapie
- Ni la taille, ni la morphologie radiologique, ni la localisation,
ni la profondeur, ni le PET-Scan n’ influence le taux de succes
Tam Al, JTO 2013

Faisabilite

- La balance bénéfice/risque dépend du contexte: échec de
genotypage au diagnostic ou a la progression

- Taux d’ échec: 4-25%

- Taux de complications: <1-16%

Chouaid C, LC 2014



Les biopsies liquides
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Quel échantillon analyser ?

L” ADN circulant provient
de la mort des cellules
présentes

-dans les tissus sains
-inflammatoires

et/ou

-malades

par apoptose, nécrose ou
relargage

Crowley E, Nat Rev Clin Oncol 2013



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant

= ADN libre circulant (cfDNA)
= Concentrations plus élevées en cas de cancer
= ADN tumoral circulant (ctDNA)
= Concentrations plus élevées dans les stades avances
= Talille entre150-500 bp
» Faible fraction des cfDNA (10-0,01%)

» Distinguer ctDNA du cfDNA: 10 a 0,01%

» Importance du pré-analytique: délais, double centrifugation
» Technigues de biologie moléculaire spécifiques et sensibles



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant

Sensibilité, spécificité &
{

Etude IFUM

- phase 1V, prospective, multicentrique

- kit TheraScreen® Plasma 1 EGFR

-n =652 Mutation Status, n

Positive Negative Total

Tumor EGFR mutation status, n®

Positive 69 36 105
Negative 1 546 547
Total 70 582 652

95% Confidence

n Rate, % Interval
Concordance 652 94.3 92.3-96.0
Sensitivity 105 65.7 55.8-74.7
Specificity 547 99.8 99.0-100.0
Positive-predictive value 70 98.6 92.3-100.0
Negative-predictive value 582 93.8 91.5-95.6

Douillard JY, JTO 2014



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant ﬁfi

n =107 plasma CBNPC non-fumeurs

NGS ciblée

) {“
A |
FEAY S N
_u ,‘\"'i
AV 'y
XAY -
Y
~

Ll

cfDNA concentration Spearman
n Median -+ IQR (in ngImL) P rho Pcorrelation
Histology Non-adenocarcinoma 15 502+71.0 0.580" +0.054 0.583
Adenocarcinoma a1 68.4 + 126.7
Tumor "T" stage T 18 42.4 +152.1 0.195°  40.057 0.578
T2 36 704 £ 1198
T3 16 40.7 £+ 339
T4 29 81.0 + 130.5
Missing (Tx) 7
Node "N" stage NO 29 70.0 +123.0 0.536° 0.014 0.895
N1 10 114.6 4+ 3398
N2 37 491 +£52.0
N3 21 1243 +187.7
Missing (Nx) 9
Metastatic "M" stage MO 27 347 +£250 0.001* +0.313 0.001
M1 78 92.3 + 128.0
Missing 1
Number of metastatic sites 0 27 347 +£250 0.003°  40.322 0.001
1 33 69.7 + 1461
24 BRS 103.0 £ 1178
Missing 2
TNM stage Stage |-l 13 32.6 + 1709 0.002°  40.327 0.001
Stage Il 13 347 4+ 240
Stage IV 78 92.3 + 1279
Missing 2
Overall 106 67.1 + 1221 - - —

Couraud S, CCR 2014



Quel échantillon analyser ?

1-»
» Y

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant f—c?ﬁ*

n = 68 CBNPC non-fumeurs avec tumeur/plasma SV ).
NGS ciblé B
Sensibilité: 58% (95% IC, 43%-71%)
Spécificite: 87% (95% IC, 62%-96%)

Patlelo w 0 0 C X2 NG CB BB - RIBBBRIAVIBBIAIIR2N8BI V03733708 -0n P22 CERARRS3 Y35 B Frequency
Ot 5 [ O O 0 0 0 205
LBS5R SERpEnmE 1029
DEL18 Juiifuifesuichiey 735
EGFR | INSO =31 264
G719A e 254
G7198 m 147
L861Q f= 147
ER882 | NS12 [T 11 1] 735
BRAF | VGOOE ftid=} 294
Gi1v 1 ER 2%
KRA3|612A = 147
G120 B 147
PIKICA | ES45K 23 147
Mutaton n ¢ONA IR R D EENEE =N HE N EER

el e e e e e a a

';W:IIIHII ||‘ ||||-‘l-l|| 11, | |II||I||||| lis. bt

?‘0

CONA ',., I s
allelic 20 7, FA O 2'44%
frequency ]
m | | I |
= l-| 11 . 1
......................................................................... 30, 000X
......................................................... 10,000X
cfDNA
3 % ae 350X
fog,) 2
!
0
MITVNEAINRIRARGRESRLRSR :::‘J?SS":‘S:-’-‘#%R °:=as:==~°*=:=:zszzs 2RSS R3E8
Mutation status Stage Metastatic sites Hystologic type CIONA depth
B Posaive | One ste Adenocarcnoma B Coverage of mutated amphcon
] B Two or more sites Sarcomatosd carcnoma B8 Median coverage of 12 amphcons
m B Nometastasis Squamous cell carcinoma
v Large cell carcinoma
B Nodata Adenosquamous Carcinoma

Couraud S, CCR 2014



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant

EMEA-CHMP- 26 septembre 2014

« Lorsque I’ utilisation d’IRESSA est envisagée en tant que traitement du
CBNPC localement avancé ou métastatique, il est important que la mutation
de I'EGFR a partir du tissu tumoral soit recherchée pour tous les patients.

Si un échantillon de la tumeur n’est pas analysable, de I'ADN tumoral
circulant (ADNct) obtenu a partir d’un échantillon de sang (plasma) peut
alors étre utilisé.

Seul(s) un/des test(s) robuste(s), fiable(s) et sensible(s), ayant demontré
son/leur habilité a déterminer le statut de la mutation de I’EGFR au sein la
tumeur ou de I’ADNCct, doivent étre utilisés pour éviter les déterminations de
faux négatifs ou de faux positifs » (RCP IRESSA®, sections 4.4 Mises en garde
& Précautions d’emploi et 5.1 Propriétés pharmacologiques) ».

» Determiner le profil moléculaire



Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant 155

PCR digitale
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Quel échantillon analyser ?

— Mutation EGFR de sensibilité
== Mutation T790M
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» Monitoring moléculaire

Oxnard Gr, CCR 2014



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant

A Mutation activatrice
Mutation
plasmatique '
Décision
thérapeutique
—
—
Seuilde | o S
positivité —_—
—
T790M
T Temps

Diagnostic
Traitement par ITK-EGFR



Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant

 Recherche de mutation quand prélevement tissulaire
non disponible
— Bloc epuisé
— Prélevement disponible mais pauvre en cellules tumorales
— Mauvaise qualité d’ADN(fixation, os ...)
— Prélevement tissulaire non réalisable

« Suivi efficacité traitement
— Disparition de la mutation activatrice

» Deétection précoce des progressions
— Réapparition de la mutation activatrice
— Apparition de mutation de resistance (T790M)



Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant S

Innovation

Impact
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Quel échantillon analyser ?
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Quel échantillon analyser ?

Les biopsies liquides: les cellules tumorales
circulantes

Circulating
tumour cell

0
o
o
o

= Etape d’enrichissement
= Criteres immunologiques: Cell Search®
= Criteres morphologiques: ISET®

= Etape de détection
= Translocation ALK
= Nombre de copies de genes
= Recherche de mutations

> Deétection de mutations et de translocations
> Faible sensibilité



Quel

Les biopsies liquides: les cellules tumorales
circulantes

Translocation ALK

n =18 ALK+
35
y n=14 ALK —

S ISET® + FISH
5
o 254 L]
'—
(]
o 204
[=2]
c
©
= 154
©
<
v e o
E 10_ oo ° L ] @
< e o0 o

54 ° °

° k=]
0 ——
Positive for ALK Negative for ALK
ALK-RgTa(r:rsanged ALK Status in Tumor Samples Total
Patients Patients
Positive for ALK ) ve f ,
<4 0 14 14 NPV =100%
=4 18 0 18 PPV =100%

Total 18 14 32

Pailler E, JCO 2013

I Sensitivity =100%  Specificity = 100%'

Mutation EGFR

n=41
n =9 mutes EGFR
Cell Search® + gPCR

échantillon analyser ?

2/ Circulating
a tumour cell

. Plasma | Plasma
Patient DO o study CTCDO
1 Mutation| Mutation| Mutation
2 Mutation WT WT
3 Mutation WT WT
4 Mutation WT WT
5 N/A N/A N/A
6 N/A N/A WT
7 N/A N/A WT
8 N/A N/A WT
9 N/A N/A WT L

Sensibilité < 40%

Spécificité » 100%

Punnose EA, CCR 2012



Les biopsies liquides: ctDNA versus CTC & |

Quel échantillon analyser ?

»
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Type Avantages Inconvénients
d’ analyse

CTC Visualisation directe

@) du phénotype malin
Immunocytochimie
FISH

ADNCct Sensibilité meilleure
36-100%

Analyse des
mutations
Monitoring
moléculaire

I ad

Quantité tres faible
Fragilité des cellules
Sensibilité < 40%

Faux négatifs
Pré-analytique
Héterogéneéité
Recherche des
translocations?

Faux negatifs



e Quels criteres de qualité de I échantillon?



Critéres de qualité d’un échantillon

La cellularité tumorale

= |ndispensable a I’ interprétation des résultats de génotypage
= Augmentée par macro- ou micro-dissection

DNA Concentration, ng/uL Cell Numbers Tumor Percentage
No. (%) No. (%) No. (%)
Specimen Total No. Mean [Median] <25 26-50 >50 P Mean [Median] <30 |31—50 51-100 >100 P Mean [Median] g30%| 31%-50% >50% P
Smear slides 60 159.5 [89.4] 10 (16.7 10 (16.7) 40 §66.7) 0°  411.9 [300] 7(11.7)7 (11.7) 5(8.3) 41(68.3) 0° 665 [7] 46701 610 50 (83.3 0"
FNA 38 3(7.9) | 9(23.7) 26 (68.4) .019" o J§70184) 3(7.9 28(73.7) .001° 126 5(132 (842 .167
Pleural fluid 16 5(31.3] 0(0) 11 8.8) 531300 1(6.3) 10(62.5) 163 ] 1(6.3) 14 (87.5)
Others 8 23330 1(16.7) 3 (0) 233300 1(16.7) 3(50) 23338 0(0) 4 (66.7)
Cell blocks 43 59.6 [40.7] 13 (30.2 J14 (32.6) 16 (37.2) 231.9 [90] 11 (2566 (14 7(16.3) 19 (44.2) 48.3 [50] 10 (23.34 12 (27.9) 12(27.9)
FNA 30 5(16.7 12 (40) 13 43.3) 013 5(16.73 (100 6(20) 16 (53.3) 075" 5(16. 7(23.3) 18 (60) 077
Pleural fluid 11 6(54.5 2(18.2) 3 {7.3) 6 (54501 (9.1) 1(9.1) 3(27.3) 4 (36. 4 (36.4) 3(27.3
Others 2 2(1000 § 0(0) 0 @) 0(0) 2(100) 0(0) 0(0) 1 (50) 1(50) 0 (0)
| | w

Sun PL, Cancer Cytopathol 2013

» Seuil minimal a déterminer selon les techniques de
biologie moléculaire utilisées



Critéres de qualité d’un échantillon

Seuil de sensibilité d’'une technique de biologie
moléculaire

» Plus faible concentration de cellules tumorales dans laguelle la
mutation est encore détectée avec une reproductibilité de 100%
a la fois en intra-run et en inter-run

= Peut aussi étre définie a partir de population de cellules
mutées /ou ADN muté dilué avec des cellules non mutée/ou
ADN wild-type



L’amplification du gene

A

Periphery
EGFR mutation

B Wild-type allele

Critéres de qualité d’un échantillon

Mutation Wild-type
signal signal

w/o amplification 0
&) ;
@ Heterozygous-like
Tumor cell
B 1
Periphery 0 o
EGFR mutation @ 05
w/o amplification
Mixed with normal cells 01
Tumor cell @ No mutation-like
Normal cell
[ ° | )
Center @ '
EGFR mutation U
w/ amplification @ @ .
t _—‘
@ @ Homozygous -like
1
Center @
EGFR mutation 0.5 e
w/ amplification @ [ -_‘
Mixed with normal cells 0+4 —

o

® ©

Heterozygous-like /
Yatabe'y, JCO 2011




Critéres de qualité d’un échantillon

L’amplification du gene

Etude rétrospective, 153 fragments tumeurs mutées EGFR et 39 wild-type

Analyse de fragment; QPCR Tagman
-Bonne concordance tumeur primitive/métastase

-50%: CNV différent

HES Fragment analysis EGFR copy number
1 2 3
1000 0t Amgiification Plot
e s [ “.’T =:
\ \ 120 EGFR probe /<-'/"';:—
E H ’ élm‘ /' REF probe
* | T
‘\ ‘ 100 E3 f II‘. ‘)
del oeal
/\"AJJ./ j’ !\ ‘\l L
° 0 » c:‘l" = -
CtEGFR: 26,74 ; Ct Ref: 27,46
1990 Bt Arvgification Pot
’ ’ . EGFR probe e =
LOWT X
[==] \W O /// REF probe
= \ del ’ ‘ | A o
L

' awie
Ct EGFR: 25,68 ; Ct Ref: 27,

Mansuet-Lupo A, J Transl Med 2014



Critéres de qualité d’un échantillon

Duree et type de fixation / qualitée de 'ADN

Etude IFCT/ERMETIC

= Durée de fixation
= Biopsies bronchiques: 6-12 heures
= Pieces opératoires: 8-18 heures

= Age des blocs < 5ans

= Type de fixation
= Formol

» Tous les échantillons inclus en paraffine (FFPE) peuvent étre
utilisés méme si le gold standard reste le tissu frais ou le tissu
congelé

Beau-Faller M, JTO 2011



Critéres de qualité d’un échantillon

Qualité/quantité de 'ADN

Paraffine Congelé
| w ||
L e
ADN +/- dégradé ADN de Haut
(smear) o 0kb Poids Moléculaire

Qualité de I’ ADN
-Fragmentation .
-Amplification E

Lader Paraffin _

Size (bpp) 100 200 300 400 S00 100 200 300 400 500

5

Quantité d’ ADN
- Quantité minimale requise ?



* Les technigues de biologie moléculaire



Les techniques de biologie moléculaire

La technique la plus sensible possible ?

(@)uni
UI']] Quelle valeur predictive/pronostique pour des sous-

= clones mutés?
Miazs )
Exemple du CRC

P < 0.0001
80
(=3
. v S 4 x
" A C T 0 NMvs.>1%  HR(95% CI) 3.2 (1.3-7.9)
o, £ <1%vs.>1%  HR (95% CI) 4.7 (1.6-14.3)
. . 104 A% v =
PCR digitale - " : 5
g £ o Moan = 7.0% -..-OM“"‘ g o
< 204 o *Median » 0 tqt Max=61 <
o " " Maxs 6825 "o =
pour la = ~ is
= |* & =
7 - E a
etection des - S o
=3 g ° Te—
mutations = e
* Max » 13.6% 34
< LA T T AJ L)
KRAS 0.44 0 20 40 60 80
N Weeks
“'" m, ": ?’g' . . Number at risk
0.2 Mxx = 0.08% N >1% § 2 0 0 0
NM 113 72 35 12
s1% 16 1" 4 2 2
0.0 'Y »
ca PR sD PD "
ned nes4 nw62 ne 52 >1% NM

Responses to cetuximab therapy

Laurent-Puig P, CCR 2015



Les techniques de biologie moléculaire

La technique la plus sensible possible ?

Exemple du CBNPC
ERMETIC2

Ré-analyse par techniques alternatives au séquencage de 421
échantillons de la cohorte prospective par des techniques
alternatives

EGFR__| EGFR NA KRas NA

Direct sequencing

Alternative techniques 42 3-53 89 2-43

> Pas de différence significative pour les mutations d ‘EGFR
» Doublement du nombre de mutations KRAS

» Quelle valeur pronostique?
Beau-Faller, Submitted



Les techniques de biologie moléculaire

La technique la plus sensible possible ?

Exemple du CBNPC
ERMETIC2

10096 - R 10026 ~ R
Rl ‘\ ‘l}\
80% fx 80% — Y& 1
Sm by
th — th —
=X — , % L
- 60% - g - - 60% - ‘ by ™ |
- N w L :.- 9 Y L L
g ’ | c - —~1 .
7 | L ; 1 O,
40%6 4 - ) 40% : b
~‘_\ 1 Sy
S0, -
L T L N
20% = ’ ; - i =ogisiae— 20% - ) PR Sre—--
S it r . = | o — — - e o
& 1EGFR ——— 2 Kms PNA — - — 3: Kias SH —— — 4 WT 1EGFR ——— 2 Kms PNA — - — 3: Kias SH —— — 4 WT [
U T T T T 0% T T T T T
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Time from randomization (months) Time from randomization (months)
At Risk At Risk
1: EGFR 28 19 17 11 1 IEGFR 28 19 17 11 1
2:Kras PNA 34 18 8 4 1 2:Kras PNA 34 18 8 4 1
3:Kras SH 42 12 7 6 2 3:Kras SH 42 12 7 6 2
4£WT 124 61 32 15 h £WT 124 61 32 15 b

KRAS _SH detected by hybridization KRAS _SH detected by hybridization
probes without clamped PCR probes with clamped PCR

» Pas de valeur pronostique des sous-clones mutés KRAS

Beau-Faller, Submitted



Les techniques de biologie moléculaire

La / Les techniques les plus exhaustives
possibles?

e Mutations communes de I’ EGFR: Dél Exon 19 & L858R exon 21

e Mutations non communes/rares de I’ EGFR:
— exon 18 (G719X)
— exon 20 (S768l)
— exon 21 (L861Q)

* Insertions exon 20 ?

* Insertions exon 19 ?

« Type de délétions de I exon 19?
e T790M

e Mutations complexes?



Les résultats

Les mutations rares, non-communes, d EGFR

NSCLC samples tested for EGFR mutations
by 15 French NCI plateforms

10,117 NSCLC samples tested
EGFR wild-type
samples -
9,070 (90%)
EGFR-mutated samples
1047 (10%)
Exons 19 and 21 d
EGFR-mutated samples «- : \ o
945 fgm,} = “:j.: Ia_-
Rare EGFR-mutated samples & Exon 18
(exon 18; exon 20) " thar SubBEAlions
102 (10%) e
| %
{' * ; ﬁmui:ﬁllinm:
Exon 18 Exon 20 Exon 18 andior exon 20 i
EGFR mutations EGFR mutations  complex EGFR mutations
41 (4%) 49 (5%) 12 (1%)

Beau-Faller M, Annals Oncol 2014



Les mutations de 'EGFR n’ont pas toutes la méme

valeur prédictive

EGF binding EGF binding T™M Tyrosine kinase Autophosphorylation
[ [ | | ] [ ]
Exon 2 5 7 13 16 17 18-21 22-24 28
Mutations associated
with drug resistance T790M (50%)*
D770_N771 {ins NPG)
D770_N771 (ins SVQ)
D770_N771(ins G), N771T
- V7651 ‘
D761Y ‘ S768 }
3 B8R i gg N G 5
Exon 18 " Exon 19 Exon 20 Exon 21
{nucleotide-binding loop) | - e (activation loop)
GN9C AE746-A750 V765A L858R (40-45%)
G719 AE746- T783A N8265
G719A AE746-A750 (ins RP) (%) ABIST
VE8IM AE746-T751 (ins A/1) KB46R
N700D AE746-T751 (ins VA) | LB6IQ
E709K/Q AE746-5752 ?m AZV) | G863D
S720P AL747-E749 (A750P) (40-45%)
(5%) AL747-A750 (ins P)
X AL747-T751
AL747-T75) (ins P/S)
AL747-5752
Mutations associated AL747-752 (E746V)
with drug sensitivity AL747-752 (P7535)

AL747-5752 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)

‘ AS752-1759

(45%) ’

-

Sharma SV, Nat Rev Cancer 2007



Les techniques de biologie moléculaire

Les mutations de 'EGFR n’ont pas toutes la méme

valeur prédic

tive

1209, g Group 1 40 =
B Group 2 ¢ 35 &
100 e 3
roup 3 30 8
80 5
—_ —25 I
g . 2
3 60 . . o F20 2
% L J * o . _15 5
-g 40_ 0.0 = o . _é
> k3
= . o* " R . . - ., —10 §~
5 1 | ST A A S, 2N S,
= . o¥e o ”’ . o ¢ ’. * * - —5 '%
% O_ - . ks . * ‘.0 * @ - e * 0 E
Z
T 204
5_ _______________________________________ J—
g ol (T
g ___________________________________________________________ .
-60
-80
-100 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 3% 40 45 650 55 60 65 70

Patient index sorted by maximum % decrease in descending order

Group 1 (n=33): Point mutations or duplications in exons 18-21
L861Q, G719X, G719X+S768I, G719X+L861Q, E709G or V+L858R, S768I+L858R,
S768I, L861P, P848L, R776H+L858R, L861Q+Del19, K739_1744dup6

Group 2 (n=14): de novo T790M mutations
T790M alone, T790M+Del19, T790M+L858R, T790M+G719X, T790M+L858R+G719X

Group 3 (n=20): Exon 20 insertions

Yang J, Lancet Oncol 2015



Les techniques de biologie moléculaire

Les methodes génomiques

Méthode de détection Sensibilité Adaptée a ce type d’échantillon
Séquencage par la méthode Sanger >10 % Tissu tumoral
Pyroséquencage 5-10% Tissu tumoral
High resolution melting (HRM) - 5% Tissu tumoral
Sequencage nouvelle genération 2% Tissu tumoral
gPCR en temps réel* 1-10 % Tissu tumoral
BEAMing, PCR digitale <0,01% ADN tumoral circulant,

variants rares dans le tissu tumoral

Choix de la technigue: compromis entre
> Sensibilité, type d’ échantillon a analyser
»Colt
> Disponibilité de | équipement, accréditation
Diaz A, JCO 2014



Les techniques de biologie moléculaire

Les méthodes genomiques

_ Techniques Avantages Inconvénients

Technigues sans Séquencage Sanger Exhaustive Longue
a priori HRM Sensibilité
Pyrosequencage
NGS
Technigues (Pyroséquencage) Rapidité Non exhaustive
ciblées Sensibilité Codt
Amplification allele-
spécifique
Snap-shot

Analyse de fragment



Les techniques de biologie moléculaire

La PCR, une amplification exponentielle
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Le séquencage Sanger, principe des ddNTP

DNA Polymerase

§F:...TAC
ATGT
ATGTCo
ATGTC
ATGTC
ATGTC
ATGTC
ATGTC
ATGTC
ATGTC
ATGTC

CGAATAGRC..

[=3
[=%

POOOOOO O

8

DOOOOOO G
O00000

Principe: mélange de nucléotides (ANTP)

+ didésoxyNTP (dd) marqués chacun par un
fluorochrome différent:

arrét de I'élongation a chaque incorporation de
ddNTP

Nitrogen base Nitrogen base
@ @
HOCH, HOCH, L\)
{200 | 7220 |
R 4 R4
, :
e e’
OH H H H

dNTP ddNTP

Laser

Les techniques de biologie moléculaire

Electrophoresis

Inkel Eob-ToNaln

Long fragments

Detector

Short fragments

GGCTTATCGGGTCTA



Les techniques de biologie moléculaire

Le séquencage Sanger, I'alignement des sequences

Sequence GGCAGCCAGCGAACRIFACTGGTG.

synthesis

Sequence ’

reference ’ '

T |||||||fh|mm

ss,;rﬂlrj,igfse !!C!G(I:CAGGAAC RITACTGGTG (R=T+G)
BT Illlllll c.2527G>R

Forward | GGUCAGCCAGGAACRITACTGGTG

sequence [\ ﬂ /\ p.Val843lleu
M ol ANV V843

|II|IIII|IIII_ ITTLIT

Reverse GCCAGG A N |2 \CTGGTG

seguence
/\/\' i ﬁ_j MY AlaP ANV




Les méthodes génomiques

Non ciblées

Les techniques de biologie moléculaire

Methodes Types de variants Avantages Inconvenients Sensibilite
détectés
Non ciblée
Séquencage par la M Exhaustive Durée de la >20%
méthode Sanger technique
Sensibilite
HRM M Exhaustive Nombreuses étapes 5-10 %
Sensibilite
Non-confirmation
Pyroséquencage M, CNV Multiplex 10 %
NGS « ciblé » classique M, CNV, T Choix du panel Sensibilité 1-2%

Colt

Beau-Faller M, Revue Mal Respir 2015



Les techniques de biologie moléculaire

La PCR en temps reel

* Principe: ggj | |
— Méme principe que la PCR classique s o
— Sauf gue I'amplification est mesurée durant toute la réaction

— A chaque cycle d'amplification, la quantité d’ADN est mesurée
par un margueur fluorescent dont I'émission est directement
proportionnelle au nombre d’amplicons produits

» Méthodes de détection
— Agent intercalent: SyberGreen® e

— Sondes
 Tagman ®: sonde d’hydrolyse =
« HybProbes (FRET): sondes d’hybridation "




Les techniques de biologie moléculaire

Les differentes techniques alternatives

Amplification Pyro- Séquencage Snap-shot HRM

e Analyse de
Alléle-spécifique sequencage Sanger y

fragment

PCR with

PCR Fluorescent 1
primers

. Hetero- I

Pyro- Sequencing HRMA 3
sequencing reaction

Purification 4
v'Sensibilité
v'Spécificité .
v Reproductibilité s 5

v'Limite of détection
v'Rapide

v'Faciles a interpréter Purification 6
v Expérience du laboratoire
v'Co(t (instruments, réactifs,

tps tec)

Electrophoresis 7




Les techniques de biologie moléculaire

Les différentes technigques alternatives, ciblées

Technique
ciblée

Analyse de
fragment

PCR allele-
spécifique
Sonde

d” hybridation

PCR en temps
reel

Snap-shot

QPCR
optimisée
PCR digitale

Type de
variant
détecté

M

M

M

M
M

Avantages

Rapide
Rapide
Rapide
Rapide

Rapide
Rapide

M, CVN (T) Rapide

Inconvénients | Sensibilité

Pas les
substitutions

Ciblée
Ciblée
Ciblée
Codt
Etapes
Codt

Cibléee

10%

5%

1-5%

1-10%

5%
0,1%

0,01%



 Introduction

* Quel échantillon analyser?
e Quels criteres de qualité de I'échantillon?
e Les technigues de biologie moléculaire
 Le futur proche

* La recherche des translocations

o L’'interpréetation des résultats




Le futur proche

CGH array: Comparative Genomic Hybridization

Puces a ADN
-Support de verre sur lequel sont déposées ou synthétisées in situ un tres grand
nombre de séquences d’ ADN correspondant a un génome donné |
-Hybridation avec I’ ADN a tester marqué par un fluorochrome
-Exploration pan-génomique a haut niveau de résolution

CGH array

-Deux ADN marqués (patient, controle) sont hybridés de facon
compétitive sur des ségquences nucléotidiques déposées sur une puce
afin de deéetecter une différence de nombre de copies entre les 2
échantillons au niveau de chacune des séquences

) V/ XX

o 3% o% ‘ \\’ = IR
’ 0 e u X‘ , \
», '\0 1Ay - A Y(\XX
:"'f‘ I‘/

Préparation Hybridation de la puce Analyse des données
des cibles et mesure des intensités

-Em_ Equilibre Perte d'une copie n ,
"'i\;a;':'t"S :" Y \xn' : ‘BT i
[ | o | 1 -
9'4:;"- - 'AI‘J " | "\I | tl
L 2 A A I %
Gain d'une copie Amplification . I‘ ‘

2% » XX wx N
(‘e . 3 " 9

' A

M




Le futur proche

CGH array: Comparative Genomic Hybridization

N = 100 carcinomes épidermoides opéres
Tissus paraffine

Puce Agilent® 44K
. . Group Copy Number Gain Copy Number Loss
: tﬁ'ﬁWQ LR 3027.1, 5p15.33, 5p13.3, | 4435.1, 49323, 4q21.23, 8p12,
DV - _-@0 ) 5p13.2, 7q22.1, 9p13.3, 1334 |  9p21.3, 10p15.1, 14922.3
‘@f‘-* (L N HR | 1q21.2, 2p23.3, 3q27.1, 4935.1, [1p36.11, 3p25.3, 3p24.3, 3p21.3,
P S § O\ 4q32.3, 4q21.23, 824, 8p12, [5p15.33, 5p13.3, 5p13.2, 64232,
S L T Prege N W\ @ op133, 11233, 11q13.1, | 8p12, 9p21.3, 9p13.3, 10g26,
- - SO e 12p13.1, 14032.3, 17q11.2, [10p15.1, 7221, 11p154, 1334
: MW "‘3 X 19q13.11
- '|t 1 \
“E ] : \" " \
' ' b -
BN b E
Y ‘.’ f’ - -
a ‘IJ

Cao, LCL 2015



Le futur proche

Puces d’expression

Analyse a large echelle de I'expression (ARN) —> Signatures moléculaires
du génome

no relapse i

Fragmieats d ARN de [échantillen 4 tester
z manqués en fuaragcance n 30
[ . "

PRIEPRE P LS PREPPHE P POE L EL AR L St
Weaiaitiaad a0 iaansanitineinabziignny

25 nuchEotides = :

Plusiewrs millsons
e molémules dADN
CoaUEs in ity parunité

6,5 milbons & unites dinformation 1 soule siquence = 75 hases
Information par puce .

]

Fragments dARN hybridés & leur séquence TADN
complémentalee wr la pece

sauab Buneuiwuosip

T
B EEGE SELHE P A EREL R R EH S

Intensite du marquage (~ hybridation) est le reflet du niveau d'expression




Le futur proche

NGS: Next Generation Sequencing

Etape 1: constitution des « librairies »

Principe : séquencage en parallele de milliers / millions | —— DA Fragments
, Sequencing Reads
de séquences en un run

Reference Ganome

A B C D
_,/‘
) — 7 >
\\ T G—A—C-T—G-
gDNA Parallel Sequencing Alighnment Seqguence

Banque (librairie) de fragments

/ \

par amplicon par capture



NGS: Next Generation Sequencing

Multiplexage possible de différents échantillons
(« code barre » = séquences spécifiques)

= Gain d'information + réduction du cout par échantillon

A B y
® — <
= —
7 3 = g —
. S/ 7 =
— -—"‘""\/

¢ 1"‘ 1 / /

-

s Sample 2 Barcode

Le futur proche

== DNA Fragmenis
Sequencing Reads
Reference Genomea

Sample 1 Barcode




Le futur proche

NGS: Next Generation Sequencing

Etape 2. amplification

2 techniques principales d’amplification des banques de fragments générés

Fragmentation de I'ADN

% e e e PCR clonale en émulsion
— — —— —
= : VR g“j
= = = " .3 {:} c\_z (,g} (H
In vitro adaptor ligation = {t} {3 ‘f} — ‘/ N\ %
[ ] . b g :
=2 = :D

)fﬂ" ”"n”ul Uﬂ[pnl ﬂﬂlpu nﬂuﬂhu” Hw lﬁl

uﬂm'h" nun[UuL nuuurluu11 ﬂl]]”ll

PCR in situ sur lames (Bridge PCR) —> clusters



Le futur proche

NGS: Next Generation Sequencing

Etape 3: lecture

- pyroséquencage (454® Roche)
- microvariations de pH (lontorrent PGM Proton® Life Technology)
- synthese/PCR de sequence (MiSeq® ou HiSeq® Illlumina)

Etape 4. analyse bioinformatique

3 étapes successives
- Analyse primaire: —reads de
séquence propre a chaque échantillon
- Analyse secondaire: alignement des sequences
de chaque individu sur le génome humain de
reférence:
- Analyse tertiaire: annotation des différents




Le futur proche

NGS: Next Generation Sequencing

Types d’altérations identifiables par NGS
Reference sequence Non-human
Chr1 ' Chr5 sequence
[ S —
I o [ ol o ) i | [  —— I s N I — — T T
I — I — ) [ ——— ﬁ=
I I oo N ) I — [ T 1 [ 1 ] ,
[ W [ o B . T T/ [T
o T
T ¢ 3} T —/1 | ] [ | I |
 IS— I — ) — I — ———
s T s s s
CT 7 7 [ Y S s
T S W C—1 1
=7 e
=:=|=:=
— —— ;
I——— |
S I '
— —— |
s i | .
S I — |
—— — !
Homozygous Hemizygous Translocation
Point mutation Indel deletion deletion Gain breakpoint Pathogen
| |
I
Conv number alterations

Meyerson M, Nat Rev Genet 2010



NGS: Next Generation Sequencing

Sensibilitée: 1-2-5-10%
Différentes technologies: Roche, Life Technologies, lllumina
Parametres

>

>
>
>

Profondeur = nombre de « reads »
» Minimale?, moyenne?: 300-1500 ...

Le futur proche

Fréquence alléligue, FA: nbre de séquences mutées /nbre de séquences analysées

Ex: 50/500=10%
Couverture suffisante

Séquencage haut débit

WES: Whole Exome Sequencing . o | ‘_ﬁ-;,

WGE: Whole Genome Sequencing

Séquencage moyen debit « ciblé »

Séquencage de zones spécifiques du génome (hot-spots)
Informations plus restreintes: plus facile

Données quantitatives

Difféerents panels
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Mascaux C, 2014
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Exemple de détection d’'une délétion

I-III‘HI-IIHIH--------m---I-IIIHII-.
i \ A C A G C T C C 7 A A G A G A A GTCTCAGOCGCGTCAGTC A

NERRNNNRNNNRANE

Défaut
d’alignemen
I
i e
i _—
....I.-IIIIIII-I-II___ ey e O I |
Yy CAACAGCTCCYT T L AGAAGAGAAGTCCAGGCAGC CAA
Alignement
avec la
délétion
Réference T CAACAGCT GCTT CTGCTCAGA A ASGATGAAGTCCAGEGCAGTLCARA

THNTZ

Mascaux C, 2014
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NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé »

« Panel INCa : 26 genes

« Panel lonampliseq ColonLung (Life technology®)
« Panel TrugSight Tumor Panel (lllumina®)

o Panel Multiplicom®

o ...|..



NGS: Next Generation Sequencing WES

L’hétérogenéeité intra-tumorale (ITH) ?
Des les stades localises ...

n= 11 ADC localisés
Opérés

48 régions analyséees
WES avec une
profondeur de 277x

7026 mutations
somatiques identifiées

I
CanCer | imcmesmmnRe
du rein o

.

e A
4

Gerlinger M, NEJM 2012

Trunk: 580

Branch: 126
Private: 26

Trunk: 580
Branch: 170
Private: 9

R12

R13

R14

Trunk: 580 Trunk: 580
Branch: 133 | | Branch: 47
Private: 2 Private: 71
R17 R4 "R12
\R15 R13
& _LR15
R18
R16<%R11
ARID1B +MYC
PTCH1 +NKX2-1
u-’s:iJ
N
\ \
AN N
CaselD 317" 324"
Staging 1A [ []
Smoking Former Current
Relapse No No

SETD2 BRCA1
KRAS MAP2K4
CaselD 330 270
Staging 1A A
Smoking Former Former
Reflapse Yes Yes
R13 R13 R12
R14 R1
R1\7/ v R
R12 J»R11 R17+{, o145
R15
LR11
EGF +MDM2 +NEKX2=1
P53
+SKP2
339 356 472
B 1A B
Never Never Former
No No No

R12

1’ R11 R15 ,
[ R13 R15 1 R17
R ! \b ~ 1 R1

R18

/L
7’

283"
WA
Former
No

ri1z R4

R11
R15

KRAS

Yy

N\
N

499°
B
Former
No

Zhang

Le futur proche

R11

4\:’:/

EGFR

ya
4

292"
1A
Never
No

R17 R16
R14+ ,R12
R159

ARID1A
STK11
+MDM2

4990
BA
Former
Yes

J, Science 2014
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NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé »

« 116 CBNPC: 106 del exon 19, 10 wild-type (SS)

* NGS (454 GS Junior)
— Toutes dél retrouvees; pas de dél chez wt
— 88% des cas (n= 93): del identiques
— 20% des cas (n=21): mutations complexes (doubles/multiples)
— 43% des cas (n=46): sous-populations avec mutations différentes

0.1 a17% de I’ ADN génomique

ggt) 770 7248 wn 2260 7 2w %

CCAACA AAATICC
AMRCTARCA AARCC (
CCAACA ARATICC
AA CCAACAA AA C(
)n

CCAAC

u'n )) i 20 2260 N wm S

cu-ummcuc CCAACA 6162
............... uc c cc CCAACA u cc 3617
CCAACAAGEAA 007

CCAACA, 0.07*

A s s ARNCAA - lc CCAAC 0n.ore

ﬂl?
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC

Marchetti A, PLOSOne 2012
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NGS: Next Generation Sequencing « ciblé »
* n =48 CBNPC, NF

NGS (46 genes)

Technique Sanger,
et PCR clampée =

Group 4,3

S L858R+PIK3CAES42K, 1

EGFR
WT Group 4, 4

PIK3CA ES42K, 1

KRAS G12V or G12D, 2 Group 1, 15

Group 3,8 Group 1, 15

R S
EGFR d
WT Group 2, 4

Group 3, 4

5

9

R

el 1
858

—

Group 2,2

L858R+PIK3CAES42K, 1

A

Q.

0 O

A ©

1
8

5

—

Han JY, Lung Cancer 2014
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NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé »

ADC, ancien fumeur
Translocation ALK FISH (70%)
Résistance au crizotinib puis a AP26113

NGS ciblé, panel
FA 25% pour les 3 mutations

Gene Gene name Variant type Effect c¢DNA change Protein change Variant allelic
frequency
(variant reads/
total reads)
ATM ataxia Deletion Frame shift c 5891 5912delAGAAAA p-K1964fs 28.5% (2138/7514)
telangiectasia GTATGGATGATCAAGA
mutated serine/
threonine kinase
KRAS Kirsten rat Single Non-synonymous c.Co4A pQ22K 23.0% (1883/8180)
sarcoma viral nucleotide alteration
oncogene homolog variation
STK11 serine/threonine Insertion Frame shift c.157_158insT p-D53fs 28 4% (254/894)

kinase 11

» La fin des altérations moléculaires exclusives ?

> Le début d’ altérations moléculaires complexes ?

Azzato E, Anticancer Res 2015



Le futur proche

Duplication d” EGFR

RESEARCH BRIEF

EGFR Kinase Domain Duplication
(EGFR-KDD) Is a Novel Oncogenic
Driver in Lung Cancer Thatls

()
/, I/ii#
ECCCITC

Clinically Responsive to Afatinib i ¢

437- /

Jean-Nicolas Gallant’?, Jonathan H. Sheehan?#, Timothy M. Shaver??, Mark BaileyS
Doron Lipson®, Raghu Chandramohan®, Monica Red Brewer?/, Sally J. York?7,

Mark G. Kris®, Jennifer A. PietenpolZ3, Marc Ladanyif, Vincent A. Millers,

Siraj M. Ali®, Jens Meiler*?, and Christine M. Lovly!%/

\f‘\l

&
*

Y
)

» Quelle couverture? Exon 25 ...
> RNA seq?

Gallant JN, Cancer Discovery 2015
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Amplifications de MET par NGS

NGS ciblé, 315 genes, 28 introns impliqués dans
rearrangements, focus sur amplificatifn de MET

Major Driver Major Driver

Clinical and Somatic Somatic Variants of
Pathologic Oncogens Detected | Oncogene Detected | Rearrangements Mutations Amplifications” Daletions Unknown Significance”
Characteristics Using NGS Using FISH Assay
Case 3

MET ampiification Femala’whie/72 yaars old MET ampification MET FISH copy mumber ! No rmsrrangernents GRCA FIB3 MET g delstinm ADLY GIXIC + S48

regatve | KDMSC PI80e"s0 Copy number: 10 BARD PA58_S36ade

Former smodker (12 pack- PERMT FOMO BRCAT AZ24S -+ K223N
Years) CEBPA PoH
Adenocan noma | CHD2 PapsL
Stags IV FLTY k234
Previous thergres | -""‘5 "._hr“
car boplst-pernairensd | G538 R3t60
KGFRTR G0y
SAZ REAET

. MIT SEaL
RECIST _Resppnse Duration of NTRS V273l
to Crizotinib Response HET ASEREh 1+ 1107

ROSY AST3S + VMEF

Fartial responss 5 Maonfhs STK11 1450
INF21T E_D456--N
Dose: 250 my twice daily Ongaing
38. T Sum larget leson

Le X, CLC 2015



Mutations de MET: délétion exon 14

€. 2847-18_284T-Tdel12

BN 00000006000 (000000

g( 3CTTD
SN

Eamamsrans Mambring  ATP

';’-. LR

Targeted NGS (H&E specimen)

* MET exon 14 splice site mutation
(c. 2887-18_2887-7del12)

*  CDKN2A/B loss p-¢-MET (Tyr1234/1235)

+  CDK4 amplification

*  MDM2 amplification

Le futur proche

Jenkins RW, CLC 2015
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Résistance secondaire a 'AZ9291

NGS | Trsou i

WES o e e ¢ S OSSO BN ¢ (O soisl
RNA seq =————

CGH

(MOSCATO) 0% of readings

AZD9291

Tumor growth evolution Feb

Amplification de MET

Planchard D, Annals Oncol 2015
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RNAseq

Etude transcriptomique de séquencage d’ARN a grande échelle
Séquencage de tous les ARN

Plusieurs dizaines de milliers de messagers possible

Remplace les puces d’expression (microarray ARN)

Mise en évidence de nouveaux transcrits

» Qualité des ARN
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La PCR digitale

en micro-compartiments

"", a
[\ / ‘\

O

- @ - -+ Q050000 4
: O / Y
Patient plasma  Extracted Emulsion and Droplet flow Quantification of
DNA amplification cytometry genome prevelance

Oxnard G, CCR 2014
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PCR digitale et autres techniques

Méthodes

Fraction d’ADN tumoral
détectable (sensibilité)

Type d’échantillons analysables

Séquencage par
la méthode Sanger

Pyroséquencage

High resolution melting
(HRM, courbes de fusion en qPCR)

Séquencgage de nouvelles générations

gPCR en temps réel
(Tagman®)

gPCR en temps réel optimisée
(ARMS, CAST PCR, etc.)

PCR digitale en microcompartiments

Séquencage de nouvelles générations
optimisé
(Safe Seq*, TAM-seq)

>10%

5-10%

5%

1-5%

1-10%

0,1-0,01%

< 0,001%

>0,01%

Tissu tumoral

Tissu tumoral

Tissu tumoral

Tissu tumoral

Tissu tumoral

Suivi qualitatif de I’ADN tumoral circulant, détection
de variant rares dans les tissus

Suivi qualitatif (nombre restreint de margueurs cibles) et
quantitatif de I'ADN tumoral circulant, détection et quantification
de variant rares dans les tissus

Suivi qualitatif (grand nombre de marqueurs cibles) et
guantitatif de I’ADN tumoral circulant, détection et quantification
de variant rares dans les tissus



PCR digitale: principe

99,9 % séquences non mutées

y . Séquence non mutée
0,1 % séquences mutees % -
— Séquence mutée

@® Produits d’amplification non mutés
@ Produits d’amplification mutés

/ foss) \ O Absence de séquences cibles

PCR classique PCR digitale

f lISsesSSo)

ARYERVERY
\/U O U&/\_/\_/

l l

Analyse globale Analyse individuelle des compartiments

RIS
0000 0®

Signal non détectable Séquences mutées détectées :
pour les séquences mutées test quantitatif et hautement sensible

» La PCR digitale permet un comptage discret des séquences

ciblées et est donc a la fois tres sensible et quantitative.

Le futur proche

Perez-Toralla K, Med Sci 2015
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PCR digitale: principe

B Compartiment postif pour by peésence d'un ADN mutant
# ADN de séquence sauvage B Compartiment positif pour la présence d'un ADN s age
ADN de séquence mutée ftumnoral) % Compartiment négetif (pas JADN cible)

Destribastion par dilution E .
Bonite dans des " " Ilu:tmdﬂ'(ll

Echantilons JADN génomague
extrait de sang (plasma ou senum)

» Les compartiments peuvent étre des puits de microplaques, des
microcompartiments microfluidiques ou des microgouttelettes

aqueuses.

» La sensibilité de la PCR digitale depend du hombre de
compartiments (et donc de molécules unigues) analysés.

Taly V, Trends Mol Med. 2012
Caen O, Med Sci., 2015
Baker M. Nature Methods, 2012
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PCR digitale par BEAMiIng
(Billes, Emulsion, Amplification et Magnétique)

Encapsulation des billes
@t des ADN cibles

Récupération des
billes magnetiques

encapsulation des billes ‘

A Topusnca de biles
porarnt i séquence salvage

o %# '

: Mo g ®
- (] . (4]
_ o ©°°eo
AE c °
Zl ] o TN
\ d Population de tiles N
{.! 7 porant ia saquence mnse ; ° Pt
T e (] °
non Aaoiescentes &
Fucrescame verw o
Hybridation de IADN amplifié
Analyse de la fluorescence avec des sondes oligonudéotidiques
par cytometrie an flux fluorescentes

A\

Sensibilité démontrée pour 1 séquence mutante parmi ~10,000 séquences sauvages
»> Procédure quantitative mais relativement complexe a mettre en ceuvre

Perez-Toralla K, Med Sci, 2015
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PCR digitale en microfluidique de gouttes

Réaction de PCR (Thermocylage) Lecture de la fluorescence de
Mélange PCR chaque gouttelettes
onde Tagman reconnaissant i3 séquence sawvage .
/s Sortia i inpeaalicis RO Création de gouttelettes 5 %
{ex. VIC, HEX] smctem'ent rdt'en.thues = \:‘ Rl es conionan < Séquences sauvages
4 l [ par microfiyidique v, ve &7 'ADN sauvage ¢ @
Sonde reconnaissant la séguence mutée y -—/—\——-ﬁ- <,_'~~' - /\ %
portant un fluorophare vert (ex. 6-FAM) / ( ML
l ) start ; = 3 Goutltilenes CONENAN e g
; : I | Tesse \_’;, 4 DN mutant 3 Séquences mutantes
7 " ADN d'échantilion de patient oo 9o — =
. 7" o , & \ Gouttelettes r/\ A g .
- . \ ¢ : ) 2
i e .  sansADNcible - £ L -
- oo Flucrescence verte (6-FAM)

» Sensibilité démontrée pour 1
séguence mutante parmi ~200,000
séguences sauvages

» Procédure guantitative et
relativement simple a mettre en
ceuvre

Exemple de la détection de mutations de I'oncogéne KRAS en microgouttelettes

Pekin D, Lab Chip. 2011
Taly V, Trends Mol Med. 2012



PCR digitale: applications

Le futur proche

* Mutation T790M dans une série de CBNPC opérés, EGFRm

— Sensibilité analytique: 0,001%

» Incidence de la mutation T790M: 79.9% (298/373)
> Plus frequemment en cas de mutation EGFR commune et en cas de « T » élevé

Genomic DNA

TTEOM-F AN

EGFR WI-TET

_1 W JME-B4T JME-E48 B 100+
1 (Midgato) | el v ) Median
r "'1 4 i' . o 104
,nj TTo0M T790M o ‘..
©
1 O ) =
- it e VRN ERREE g, ®
P e g .‘
= e®
o w1 JME-653 IME-BS5 S
3 | posityve) (posgiv ": 0.1+ ® .'...
| o Sisasssssessoistis
] P | e
- L) [ ]
TTE0M TT50M S 0.014 V‘Q
o <Al
b | ,Ir:: (T ¥ ¥ . ,I: T e I
> EGFR T790M cancers
EGFR TT90M-FAM (n = 298)
% of MT allele Samples, n (%)
>10% 2(0.5)
>1% 4 (1.1
>0.1% 100270
=0.01% 281 (75.3)
=>0.001% 1(0.3)
MNegative 75 (20.7)

Watanabe M, CCR 2015
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PCR digitale: applications

 Mutations KRAS dans les cancers colo-rectaux métastatiques
 N=136 wt, 41 KRAS mutés

160
P = 0.0001
o
'
b "_',".
L *
LE] =
- A ; s PFS = —
R ey - . Mean - 1017 NM vs. >1% HR (95% CI) 3.2 (1.3-7.9)
s v ‘£ L L 2 <1%vs.>1%  HR (95% CI) 4.7 (1.6-14.3)
raa o, aa e o D0 e Mt e b oY Mar=§19% R
& = Mas = Bd2% 7 e =1
e . o o Mas = . o 2 S
iy = . . £
s “ B 1o v z
£ A T Loy B o
g o :
E bl = B g ..
= e R .84 = -
: g 2 v
B o c N B
. ] Muan «05% £ iy
T . LTS i = 0 g —
L] - - = L
' s = 11.6% fr .
§ — 2 | P=0.01
i s - r ' T
3 = = 0 20 40 60 80
" - Weeks
(T - dwdian = 8 N Numbe k
- ez & 0% . >1% 6§ 2 0 0 0
NM 113 72 s 12 2
1% 16 11 4 2 2
0 L " Fa
e @ Py CH ] S0 D —_— 1% NM
& & neg e 54 =2 A2 o
a‘-" Responses 1o cefuximab therapy

» Absence de valeur prédictive négative des sous-
clones KRAS mutés

Laurent-Puig P, CCR 2015
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Comparaison entre la PCR digitale et le ‘ M

séquencage de nouvelle génération B ¢
pour I" analyse de I' ADN tumoral circulant || g

NN T

Séquencage de nouvelle génération (NGS) PCR digitale en microcompartiments
>10% pour le séquencage d’ exomes Dépend principalement du nombre de
1-5% pour le NGS ciblé classique compartiments analysés, de la quantité d’ ADN
Sensibilité (séquencage profond, >1000 reads) amplifiable disponibles et du taux de faux positif
<0,1% pour les méthodes optimisées (Tam-Seq, Safe-Seq, etc.) du test utilisé.
<0,001%
Capacité de >100 amplicons (150-200 pb) pour les procédures de

. , . . 5-10 cibles maximum
multiplexage séquencage ciblé classiques

Facilité d’ analyse

, Complexe mais de nombreux logiciels ont été développés Relativement simple
des résultats

Analyse et suivi d’ un ou plusieurs marqueurs
génétiques, analyse de sous-clones tumoraux
rares, validation de résultats de séquencage

Analyse de génome tumoral et de ses évolutions sans a priori,

Applications analyse et suivi de I” hétérogénéité tumorale

> Le séquencage de nouvelle géneration et la PCR digitale peuvent
permettre de suivre I’ ADN tumoral circulant



 Introduction

e Quel echantillon analyser?

e Quels criteres de qualité de I'échantillon?
e Les techniques de biologie moléculaire

e Le futur proche

* La recherche des translocations

o L’'interpréetation des résultats




La recherche des translocations

Exemple des translocations d” ALK
EML4-ALK
E13,A20
E6;A20
E20;A20
E14,A20
E18,A20
E15,A20
E2.A20
E17:A20
TFG-ALK
KIF5B-ALK

B unknown l Colled-coil domain - Tyrosine kinase domain

19%

E17.A20
1%

E2A20
2%

E15:A20

Variant 1

EML4-ALK Variants

E13:A20 E13.A20 E13:A20 (varant 1), E12ins69 A20
Eba/b;A20 (varant 3a/b)
E20-A ' |

33%

20 (variant 2). E20:ins18A20
E14:A20 E14;ins11del49A20¢variant 4°), E14;del12A20 (variant 7)

o E18:A20 E18;A20 (variant 5)
E‘g;:” E15A20 E15 del19;del20A20 (variant 4)
E2:A20 EZ2A20 &EZ;ins117A20 (variant 5a/b)
513;20 E17:A20 E17:ins68A20
E20A20 oy | Variant3 NSCLC Cell lines
. % 20% H3122 and DFCI032 contain E13;A20. H2228 contain EG;A20
Variant 2

Sasaki T, Europ J Cancer 2010



La recherche des translocations

RT-PCR

« 547 CNBPC (mars 2012 a septembre 2013):
o 14 plate-formes, dont 3 pour la RT-PCR

« EML4-ALK TagMan gene expression assays (Fisher Life
Technologies, Paisley, UK)

pour la détection de 5 transcrits: V1, V2 E17;A20, V3a/b, V5 et V7

(Hs03654558, Hs03654556, Hs03654557 Hs03654560,
Hs036545509)

« Et RPL13A, gene de reférence.

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015



n

gRT-PCR

Mean RNA extracted
ng-puL!

ALK variant Ct

Reference gene Ct

No ALK variant
detected

Variant 1
Variant 2
Variant 3a/b
Variant 5
Variant 7

Not available

Not interpretable

ALK FISH-
positive tumours

140

139
35 (26-44)

26 (21-37)

[ 50 (36) ]

1 (D
14 (10)

54

#: one with 2 and 3a; T: one with 3a and one with 77J.

ALK FISH-
negative tumours

400

174
30 (26.6-35)

26 (21-35)

378 (95)

1
0
0
0
0

9(2)

10 (2)

La recherche des translocations
p-value

0.06
0.05

ns

<0.0001

<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.03
ns

0.0004

ns

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015



La recherche des translocations

Quantitative reverse transcriptase PCR (QRT-PCR) data according to a) centres in charge of
gRT-PCR and b) initial pathology centres.

al 60, bl 25, ALK-positive cases

50- - [J Undetected variants
B qRT-PCR NI
40+
c 1
v
& 301
o
o 104
20
]7 5- lﬂ L -
0- T T T 0- T T T T T T T T T T II T
1 2 3 1 2 3 4 5 6 7+8 9 10 " 12 13

Centre Centre

Résultats FISH/IHC: 25 cas entre 10-20%
- 12 cas entre 10-14%: 8 IHC +; 2 cas + en RT-PCR (variant 1 et 3)
- 13 cas entre 15-20%: 4 IHC +; 6 IHC -: 1 cas + (variant 1), 1 ND

Casesn
br i

o

» RT-PCR: Technique tres spécifigue dont la « sensibilité » dépend du
panel de variants analysés
» RT-PCR: peut rattraper des cas discordants

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015



La recherche des translocations

Proposition d” algorithme

Advanced stage ADC sent to genetic platforms
EGFR, Ras, ALK, Braf, Her2

I

ALK IHC

If IHC- If IHC*

No FISH except if nonsmoker or
cribriform/signet ring morphology

—» Confirmation by FISH

If IHC/FISH discordance

v
Perform IHC/FISH again
qRT-PCR
(Sequencing]

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015



RT-PCR et translocation ALK

N=430, 46 (10%) sont ALK transloques
RT-PCR pour 3 variants: variantl, variant 2, variant 3a/b

La recherche des translocations

FISH

Total Sensitivity Specificity Concordance rate
Positive Negative
Ventana IHC Positive 46 7 53 100% 98.2% 98.4%
Negative 0 n 37
Total 46 384 430
RT-PCR Positive 44 2 64 95.7% 87.0% 89.0%
Negative 2 134 136
Total 46 154 200

Wang J, PLOSone 2014



La recherche des translocations

Quelle valeur prédictive pour les translocations
mises en évidence par RT-QPCR ?

- RT-PCR: technigue tres spécifique, sensible pour les variants
recherches,

- N =1010, 104 avec une translocation ALK en RT-PCR

- 53 patients traités par crizotinib

RT-PCR MPFS = 8,4 mois ORR =60,4%

FISH MPFS = 7,4 mois ORR =57,1%

LREF 2 e

FSH
W e resgonae g KT l:(ll.'_ o
Carmplie roi oo w rr\.r. ) (nel
mPFES A 95RC675-1008%) TJALISRCIA4) 1038
o )
S s
2
=
E o
3
L)

C urvival(%)
HYY
i’ P

et Dlusnge From laseline O Target Lesion(™)
« ¥ 8 8 u B

* patients positifs en
RT-PCR uniquement

» Méme valeur prédictive quelque soit la technique utilisée

Wang Y, JTO 2015



La recherche des translocations

Quelle valeur prédictive pour les translocations
mises en évidence par PCR digitale ?

N= 103, 14 patients FISH +, 13 confirmés en ddPCR (1 cas avec KIF5B-ALK)
16 patients FISH -, avec faible nombre de copies de EML4-ALK

0.15 5

0.1 4
0 - —

RawofVl Nor.V1l RawofV2 Nor.V2 RawofV3 Nor.V3

2 patients traités par crizotinib: PFS de 7 et 5 mois
ddPCR 0,011 (FISH 10%)
ddPCR 0,009% (FISH 8%)

Sensibilité ddPCR: 0,001%

et | Wang Q, JMD 2015



La recherche des translocations

RT-PCR et détection de nouveaux variants

m Exonl17

EML4 GGGGG......

TGTAC...... CTGGC ALK

89bp Exon 20

ACGGAGTCTTIGCTICTG
TCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCAATCTCCAGGAAGGCAGGACTGAATAGTGTCTCAGGCTGTG
CCACAGTGTACCGCCGGAAGCACCAGGAGCTGCAAGCCATGCAGTTGGAGCTGCAGAGCCCTGAGTA
CAAGGGGGGGCAAGCTCCGCACCTCGACCATCATGACCGACTACAACCCCAACTACGCTGGC

EMLA4 exonl7 39bp from EML4 intron2 9bp unknown  41bp from ALK intronl9 ALK exon20

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
3"\ fm:ixCl'C\@\ G'im-mmc\m} GTGC"Gm‘\ ,}TCI'G::}GE i :'-.03:’\ GSJ‘CTG-'J-.T-\ G‘GFCTC\ m Co.l C'l GEIT‘ O:U: 033\ nm

:L‘ lullilhl“l;d“llN“H A rnl.ﬂlhhml [

Lei YY, CLC 2015



La recherche des translocations

Variants et valeur predictive
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Crizotinib [pmol/L]

[ @ EML4-ALK v1 O EML4-ALK v2 ]

WEML4-ALK v3a A EML4-ALK v3b

Heuckmann J, CCR 2012



La recherche des translocations

Variants et valeur prédictive aux ITK-ALK

n= 120 patients ALK réarrangés traités par

. . . o
crizotinib |
, Ly 2 19 11.0 (5516.5)
63 testes en RT-PCR el & s am
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La recherche des translocations

Par NGS

- Reéalisation des « librairies » par capture, panels différents pour
I” oncogene et ses différents partenaires
- Differents algorithmes bio-informatiques

A Discordant Read Pairs (Breakdancer and Hydra)
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» Sensibilité identique a la FISH
> |dentification de nouveaux variants

Abel HJ, IMD2015



Introduction

Quel échantillon analyser?

Quels criteres de qualité de I'échantillon?
_es techniques de biologie moléculaire
_e futur proche

_a recherche des translocations
L’interprétation des résultats




Les résultats

Les mutations rares, non-communes, d EGFR

Duplications/insertions
T
~ 4%
Point mutations
—~1 Exon 18/G719X
' ~3% _ » Mutations rares
F ool ntations > Mutations trés rares
i Exon212561Q > Mutations complexes
~ 2%
Point mutation exon 20
B Exon 20/T790M
~0,1%
ve rl)m/::-ilritarrr;1.?t;3ttim1f; exon 18 (G709X..), ex?';" 81?4%;47; D761Y), exon 20 (S768I), exon 21

Insertions /deletion exons 18 or 19
Germinal mutations (T790M, V8431)

Cadranel J, Crit Rev Oncol/Hematol 2013



Les résultats

La sensibilites aux ITK-EGFR
Cohorte francaise

Patients with exon Patients with complex exon
20 EGFR mutations, n (%) 18 and exon 20 EGFR
mutations, n (%)

Patients with exon 18
EGFR mutations, n (%)

Patients, n (%)

(95% CI)

| EGFR-TKI usage, 50 18 25 7
erlotinib/gefitinib
First-line 11 (22) 1(6) 9 (36) 1(14)
Second-line 33 (66) 13(72) 15 (60) 5(72)
Third-line 4 (8) 2(11) 1(4) 1(14)
Upper 2(4) 2(11) 0 (0) 0(0)
Best response to EGFR-TKI
PR 7 (15) 1(7) 2(8) 4 (57)**
sD 15 (32) 4(27) 9(36) 2 (29)**
PD 25 (53) 10 (66) 14 (56) 1(14)
MD 3 3 0 0
Progression-free survival 4 (2-not estimated) 3 (1-not estimated), 2 (1-not estimated) not reached,
{months), median (95% CI)
<3 months 22 (48) 6(43) 16 (64) 0(0)
>3, <6 months 13 (28) 5(36) 4(16) 4 (57)
>6 months 11 (24) 3(21) 5(20) 3 (43)
Unknown 4 4 0 0
Overall survival from EGFR- 14 (6-21) 22 (1-44) 9.5 (4-15) 14 (5-23)
TKI (months), median

Beau-Faller M, Annals Oncol 2014




Les résultats

Toutes les mutations EGFR mutations n'ont pas la

méme sensibilité aux ITK-EGFR

EGFR TKI efficacy in rare and complex mutations

No. of patients EGFR mutation RR (%) PFS (mo) 0S (mo)

278 Single classical mutation 741 8.5 19.6
(deletions in exon 19 or L858R)

Gefitinib, n=60; Erlotinib, n=11

11 Exon 20 Insertions in exon 20 0 1.4 48

15 Exon 18 G719 (single or complex) 53.3 8.1 16.4

15 Exon 21 L8611 (single or complex) 60.0 6.0 16.2

20 Complex Uncommon mutations with combination 60.0 53 18.8
with deletions in exon 19 or L858R

15 Complex Uncommon mutations without combination 20.0 1.6 11.1

with deletions in exon 19 or LB58R
or G719 or L861

Wu JY, CCR 2011



Les résultats

Résistance aux ITK 3 eme géneration

- Mutation EGFR C797X (domaine TK)
- Amplification HER2

- Amplification cMET

- Perte totale de la mutation T790M

- Tumeur primitive versus meétastase: différents profils moléculaires

Planchard D, Ann Oncol 2015



Les résultats

Biologie moléculaire et résistance aux ITK-ALK

Mécanismes dépendants d’ ALK: mutations et amplifications

Crizotinib Alectinib Ceritinib

L1196M [28] I1171N/S/T [32, 34, 35] C1156Y [36]
C1156Y [28] G1202R [33] F1174C/V [36]
G1269A [40] V1180L [34] 1151Tins? [15, 36]
F1174L [56] L1152R [36]
1151Tins [37] G1202R [36]
L1152R [57] G1123S [38]
S1206Y [37]

I1171T [32, 34]
V1180L [34]
D1203N [39]
G1202R [37]

Tokoyama G, Oncol Resp Treat 2015



Biologie moléculaire et résistance aux ITK-ALK

Mécanismes indépendants d’” ALK

Crizotinib resistance
Secondary mutations in the ALK
gene [e.g. 21]
ALK CNG [40]

Alectinib resistance

Secondary mutations in the ALK
gene [32-35]

Ceritinib resistance

Secondary mutations in the ALK
gene [36, 38]

EGFR mutation [40]

KRAS mutation [40]

activation of ErbB family [37]
amplification of KIT [37]
activation of IGF-1R pathway [41]
EGEFR ligands [42]
hypoxia-induced EMT [43]
autophagy [44]

EGEFR ligands [48]
HGF/MET signaling pathway

(MET amplification) [47-49]
hypoxia-induced EMT [43]

Les résultats

Tokoyama G, Oncol Resp Treat 2015



Rendu de résultat NGS ciblé somatique

BIOLOGIE MOLECULAIRE

Compte-rendu d’analvse somatique par NGS (32 genes)

Identité - Mme. F | N (N Organe : Endométre

Née le - [Jo43 Tupe histologique : Adénocarcinome
papillaire séreux

adresse - [N —_— .

S Identifiant laboratoire : -

N dossier - [ Demandeur - |

e d’analvse - 03.07.2 .
Date d’analvse : 03.07.2014 Dout!s - [ NN

Résultats
. Variation Variation
Génes e .. Impact
nucléotidique protéique
JAK3 c.1714G=A p-AS72T Mutation activatrice
KDR SNP induisant un gai
c.1416A>T p.Q472H mansantungam

VROED)
(VEGFR2)

KRAS c.183A=C p-Q61H Mutation activatrice
Mutation d’effet incorrm

de fonction

PIEN c.735A>T D232V . N
P dansle domaine C2
Conclusion
Parmi les 116 exons analvsés sur 32 génes, 3 mutations ont &té détectées - 2
mutations activatrices (J4K3 et KRAS) et 1 mutation d’effet inconnu du géne
PTEN.

La mutation activatrice de JTAK3 sensibilise aux inhibiteurs de JAK3. La
mutation du géne PTEN, vu sa localisation, pourrait sensibiliser aux inhibiteurs
de PARP (olaparib), aux inhibiteurs de PI3K et aux inhibiteurs de mTOR.

Ve .
La présence du SNP Q472H du géne KXDR est décrite comme induisant un gain > R C P m O I e C u Ial re

de fonction de la protéine.
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% » Des technologies en pleine mutation

L

¢ > Des compte-rendus de résultats complexes #%:.

> Le monitoring moléculaire
> La prédiction de la résistance




