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Programme Biomarqueur Emergent
le reseau des plateformes en France

28 plateformes (2006) 2;:10;:‘;2-:2:“ pour les CBNPC non

Molecular Target
Lung EGFR mutations
EML4-ALK transloc.
Non-sq

NSCLC KRAS mutations

HERZ2 ex20
mutations

BRAF mutations
PI3K mutations



Programme ACSE

Cohortes et nouveaux biomarqueurs émergents

20 Cohortes pré-définies :

*Lymphome anaplasique a grandes cellules — enfants et adultes — Translocation ALK
*Cancer colorectal — adultes — Translocation ALK

*Cancer colorectal — adultes — Amplification MET

*Cancer colorectal — adultes — Mutation MET

«Cahcer du poumon non a petites cellules — adultes — Amplification MET | Sarcomatoides poumon
*Cancer du poumon non a petites cellules — adultes — Translocation ROS1 | mutation épissage del’
*Cancer du sein — adultes — Translocation ALK exon 14 MET

*Cancer gastrique — adultes — Amplification MET

*Carcinome des voies biliaires — adultes — Translocation ROS1

*Cancer de |'ovaire — adultes — Amplification MET

*Carcinome rénal a cellules claires — adultes — Translocation ALK

*Carcinome rénal a cellules claires — adultes — Amplification ALK

*Carcinome rénal papillaire — adultes — Mutation MET ou Amplification MET
*Carcinome hépatique — adultes — Amplification MET

*Neuroblastome — enfants et adultes — Amplification ALK ou Mutation ALK

*Tumeur inflammatoire myofibroblastique — enfants et adultes — Translocation ALK
*Rhabdomyosarcome (alvéolaire et embryonnaire) — enfants et adultes — Amplification ALK
*Glioblastome — adultes — Amplification MET => ouverte aprés amendement

*Cancer anaplasique de la thyroide — adultes — Mutation ALK

*Cancer de la thyroide (folliculaire + médullaire + papillaire) — adultes — Mutation MET

3 Cohortes supplémentaires :

*Maladies pédiatriques diverses rares (dont hépatocarcinome) associées a une altération d’une des cibles du crizonib

*2 cohortes concernant 2 autres pathologies porteuses d’une altération quelconque d’une des cibles du crizonib, (gene AXL compris)
identifiées grace aux programmes pangénomiques (CGH array, ou SNP array ou NGS. Ex : le 1°' cas identifé de cancer du sein avec
amplification de MET créera une cohorte).




Comment cibler les anomalies
moléculaires

NGS

Hybridation I

in situ



Immunohistochimie
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WHO Classification of Tumors Lung, Pleura, Thymus and Heart, WHO — IARC, 4th Edition IARC, Lyon, 2015



crizotinib en 1€ ligne : essai profil 1014

10,9 mois

6,0 mois

Solomon BJ, N Engl J Med, 2014



crizotinib en 2i€™me |igne
essai profil 1007

/7,7 mois

3,0 mois

Shaw AT, N Engl J Med, 2013



Immunohistochimie
technigue
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Technigues automatisées

VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody

VENTANA PD-L1 (SP142) Assay FDA approved test predictive
for TECENTRIQ™ in urothelial carcinoma (UC) patients.



Techniques automatisées

DAKO PD-L1 IHC 28-8 pharmDx

The only FDA-approved and CE-IVD
marked test for PD-L1 expression
associated with enhanced survival with
OPDIVO® (nivolumab) for non-squamous
NSCLC

DAKO PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

A CE-IVD-marked test to aid in
identification of NSCLC patients for
KEYTRUDA® (pembrolizumab).

Autostainer Link 48 - Dako Agilent

BOND-III Fully Automated IHC and ISH

Leica Biosystems Bond™ Ready-to-Use Primary Antibody
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)



Techniques automatisées

Exemples de colts a I’Hopital Tenon AP-HP(Paris)

prix anticorps nus et kits de révélation

Immunohistochimie sur Ventana BenchMark ULTRA

Anticorps
Confirm C-MET

ALK, D5F3
ROS-1

PDL1

Kit ultra view DAB

Kit opti view DAB

Ampli opti view

Conditionnement
Nombre de tests

Prét a 'emploi
50 tests

Prét a 'emploi
50 tests

100 pl

50 tests

100 pl

100 tests

Prét a 'emploi
250 tests

Prét a 'emploi
250 tests

Prét a 'emploi
50 tests

Fournisseur Kit utilisé
Roche ) 1traview DAB
Diagnostics

Helie Optiview+ampli
Diagnostics P P

Cell signaling Ultraview DAB

Cell signaling Ultraview DAB

Roche
Diagnostics
Roche
Diagnostics
Roche
Diagnostics

Prix AP-HP HT

euros

3697,81

3697,81

479,18

494,00

1025,00

1180,00

138,67



Cibler les translocations de ALK

Europe

« XALKORI est indiqué dans le traitement des patients
adultes ayant recu au moins un traitement antérieur pour
un cancer du poumon non a petites cellules anaplastic
lymphoma kinase (ALK) positif et avancé»

USA




Hybridation in situ



Fluorescence in situ hybridization
technigue

« Hybridation de séquences spécifiques marquées sur un génome entier
« Deétection de délétions, identification de translocations ou autres réarrangements
chromosomiques



Fluorescence in situ hybridization
technigue

« Hybridation de séquences spécifiques marquées sur un génome entier
« Deétection de délétions, identification de translocations ou autres réarrangements
chromosomiques



Fluorescence in situ hybridization
FISH : le standard pour ALK

Chromosome 2/@

ML4

4
Soda M, Nature 2007, 448:561: Horn L, ' 5nc5 2009, 27:4247



FISH ALK
Sonde vysis

Antoine M, anatomopathologie, Hopital Tenon




Fluorescence in situ hybridization
autres réarrangements

Saito M, Cancer Science 2016



Cibler les translocations de ROS




ACSE crizotinib
cohorte CBNPC réarrangé ROS

A 2 cycles
RO= 54 % (19/36) [38 ;70]
Taux de controle= 86 % (31/36) [71;95]

Meilleure réponse
ORR =69 % (25/36) [52 ; 84]
DCR =89 % (32/36) [74 ; 97]



- Diagnostic aout 2012



- Diagnostic aout 2012



IHC FISH

Ros

Aspiration bronchique homme de 35 ans non fumeur opacité alvéolaire

clone d4d6 Sonde clinisciences

Antoine M, anatomopathologie, Hopital Tenon



30 octobre 2014
Quatriéme ligne par crizotinib



Fluorescence in situ hybridization

amplification

MET
Sonde clinisciences

Antoine M, anatomopathologie, Hopital Tenon



Best change from baseline (%)
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ACSE crizotinib
cohorte CBNPC amplifie MET

]
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[] Best Change

Reviewed

[ PFS

A No RECIST evaluation, but death due to PD

m Early death, not related to PD, with no RECIST evaluation

Patients (n=25)

- 20

- 10

--10

--20

A 2 cycles

RO% = 32 % (8/25) [15;54]
Taux de controle= 60 % (15/25)
[41;79]

Meilleure réponse

RO =32 % (8/25) [15;54]

Taux de controle = 60 % (15/25)
[41;79]



FISH

routine

Avantages Inconvénients

Paraffine Technique lourde
impact du préanalytique
lecture difficile
expérience du pathologiste

Petit prélevement Petit prélevement mais 100 noyaux
Sensible et spécifique Microscope a fluorescence
Grand choix de sondes Analyse ciblée

Couteux



Techniques semi-automatisées

Exemples de colts a I’Hopital Tenon AP-HP(Paris):
prix sondes et kits de révélation

FISH technique semi-manuelle sur DAKO Hybridizer

Conditionnement
Nombre de tests

Sondes

ROS-1

MET/CEN7

ALK

RET

Histology FISH
Accessory Kit Dako

Prét a I'emploi
20 tests

Prét a 'emploi
20 tests

Prét a 'emploi
20 tests

Prét a I'emploi
20 tests

20 tests

Fournisseur

ZYTOVISION

ZYTOVISION

ABBOTT

ZYTOVISION

DAKO

Kit utilisé
Histology FISH
Accessory Kit

Histology FISH
Accessory Kit

Histology FISH
Accessory Kit

Histology FISH
Accessory Kit

Prix AP-HP HT
euros

1041,20

1041,20

2702,10 (HM)

1041,20

392,46



Tests moléculaires en routine

7 biomarqueurs pour les CBNPC non épidermoides

Cancer Molecular Target

Lung EGFR mutations
EML4-ALK transloc.
KRAS mutations
HERZ2 ex20 mutations

BRAF mutations

PI3K mutations

Non-sq NSCLC

Mais aussi mutations de MET



Analyse du génome
meéthode enzymatique Sanger



Tests moléculaires en routine
vers des techniques a haut debit



Tests moléculaires en routine
vers des techniques a haut debit

PROTOCOL SAFIR02 Lung




Tests moléculaires en routine
vers des techniques a haut debit

Rivzi N, Science 2015



NGS next-generation sequencing

 Whole genome sequencing (WGS)
 Whole exome sequencing (WES)
 Amplicon-based NGS




NGS next-generation sequencing



NGS next-generation sequencing

*Rapidite : plus de patients, plus de genes étudies en
simultaneé

«Cout : inférieur au séquencage de Sanger
*Sensibilité : supérieure au Sanger, detection de
sous-clones, suivi de MRD

Exhaustivité : plus d’exons, genes entiers
-Economie du matériel biologique : qq ng d’ADN pour
un grand nombre de genes



Perspectives pour la routine?
RCP moleculaire

Deux sites * Sujet

e Tenon / HEGP e « plutot » jeune, non fumeur,
stade IV, sans biomarqueur
Deux organes identifié

e Poumon / co6lon rectum .
/ * Deux prélevements tumoraux

Réunion sélection de dossier de bonne taille
e 2 fois/mois e chirurgical ?
But * Congelés et paraffine

e Sélectionner des patients ayant

~ Sang

une addiction oncogénique
a un biomarqueur non
recherché en routine

e consultation d’oncogénétique




Perspectives
analyse de I'exome « en routine »

Compte rendu provisoire le 20 Février 2015

Résultats exome du 14TH10341-ADN-N-14TH10341-ADN-T
Aucune anomalie constitutionnelle mise en évidence sur les genes suivants:
BRCA1 ; BRCA2; TP53; STK11; MLH1;MLHZ2; MSH6; PMSZ2; APC; MUTYH; VHL; MEN1; RET;
PTEN; RB1; SDHD; SDHAF2; SDHC; SDHB; TSC1; TSC2; WTI1;NF2; COL3A1; FBNI;
TGFRBR1; TGFBR3; SMAD3; ACTA2; MYLK; MYH11;, MYBPC3;, MYH7; TNNTZ2; TTNI3;
TPM1; MYL3; ACTC1; PRKAGZ2; GLA; MYL2; LMNA; RYR2; PKP2; DSP;, DSC2; TMEM43;
DSG2 ; KCNQ1; KCNHZ; SCN5A; LDLR; APOB; PCSK9; RYR1; CACNA1S



Perspectives
analyse de I'exome « en routine »

Analyse Somatique

Anomalie du nombre de copie

Aucun gene pouvant étre impliqué dans une pathologie cancéreuse n’a été identifié
comme ayant un nombre de copie supérieure a 6 (amplifié)
Les genes CDKN2A et CDKN2B présentent une délétion homozygote probable



Perspectives
analyse de I'exome « en routine »

Analyse Somatique
Recherche de mutations somatiques
587 mutations ponctuelles ont été identifiées

La fréquence des mutations en fonction de leur type est indiquée dans le tableau suivant.
Cette répartition est évocatrice d'une intoxication tabagique :

ATtoGC | ATtoCG | ATtoTA | GCtoCG | GCtoTA | GCtoAT | total |nb_de _mutation
0,08 0,13 0,11 0,09 0,40 0,19 1,00 587




Perspectives
analyse de I'exome « en routine »

Les mutations observées dans les génes en lien avec le cancer

Analys e S O m atl ql‘,lle cDNA Protein freq_variant_T
AXL NM_021913.4:c.2417C>A p.Thr806Lys 0.091
CREBBP NM_004380.2:c.4541G>T p.Arg1514Leu 0.4
EPHAS NM_001281765.1:¢.89G>T p.Gly30Val 0.347
FBXW?7 NM_033632.3:c.665G>T p.Arg222Leu 0.192
KRAS NM_033360.3:c.34 _35delinsTT  p.Gly12Phe 0.36
LRP1B NM_018557.2:c.12091G>A p.Ala4031Thr 0.302
NUTM1 NM_001284292.1:c.1054T>G p.Ser352Ala 0.143
STK11 NM_000455.4:c.374+1A>G p-M125_splice 0.703
TP53 NM_000546.4:c.747G>T p.Arg249Ser 0.704
WT1 NM_024426.4:c.190T>G p.Ser64Ala 0.107

Les conclusions

Compte tenu des mutations somatiques (présentes uniquement dans I’ADN extrait
de la tumeur) de cette patiente, nous pouvons suggérer une sensibilité aux
inhibiteurs de mTORs d’une part liée a la mutation de STK11 et d’autre part a la
mutation de FBXW7 qui semble conférer une plus grande sensibilité aux
inhibiteurs de mTORs. Ces deux anomalies devront étre vérifiées de maniere
indépendante par un laboratoire agrée avant toute décision thérapeutique sur ces
éléments

(http: //www.ncbi.nlm.nih.g ov/pubmed/18787170)

(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /24586741)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23558291)




Perspectives
analyse de I'exome « en routine »

Whole exome sequencing (WES) and RNA sequencing (RNA-seq) in routine clinical
practice for colorectal cancer (CRC) and non-small cell lung cancer (NSCLC) patients

(ptS). Authors: Geraldine Perkins'2, Elizabeth Fabre3, Vincent Fallet?, Helene Blons®, Nicolas Pecuchet3,
Valerie Gounant®, Laure Gibault’, Martine Antoine8, Marie Wislez*, Delphine Le Corre®, Karen Leroy'%, Robert
Lacave', Julien Taieb', Jacques Cadranel*, Pierre Laurent-Puig?°

Between 09/2014 and 4/2016, 35 pts were selected ..The median analysis
turnaround was 21.5 days (8-92). Potential driver alterations were found in 27 pts,
most frequently in HER/RAS/MAPK (n=14), PTEN/PI3K/AKT (n=6), STK11 (n=4)
pathways. Gene alterations were identified in chromatin organization (ARID1A/
ARID2/EZH2, n=8), cell cycle checkpoint signaling (ATR/ATRX/ATM, n=4), and DNA
repair (BRCA1/BRCAZ2, n=4) pathways. Therapy could be personalized in 13 pts, of
whom 7 were included in a clinical trial.

These results are encouraging on the feasibility of WES and RNA-seq analysis in
routine clinical basis, in order to select dedicated TT in pretreated pts.

Geraldine Perkins et al; Esmo 2016



Evolution

* Biopsies liquides
— Sang circulant / Urines...

e Controles de qualité; normes
* Consultation d’oncogenetique



Conclusion

evolution des métiers

radiothérapeute

oncologue
pneumologue

1 ; | i ‘

biologiste
moléculaire

chirurgien

anapath

radiologue






