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Pourquoi de la BM ?
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+ PROGRAMME ACSE : mutation
ALK, MET (y compris épissage),
amplification
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ffectuer la demande
TISSU = Anapath Biopsie liquide = clinicien
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* FFPE : prétraitement over night

Réception ° 30 2 45 min : automate maxwell
Extraction

Enregistrement SGL

Prétraitement

a
a

Extraction FFPE

]

]
Extraction liquides
pleuraux/ascites/LCR

]

I * Kit manuel ADN circulant 2-3h

circulant

= Circuit prélevement +++
= Identification patient et prescripteur




Séquenceurs

Organisation actuelle

Recherche Biomarqueurs toutes pathologies

Pl
1 ¢ Biopsie

ﬂ NGS ADN liquide BT,
BAT26, NR21,
Si urgence = kit ciblée 2016 PGM NR24 et NR27
. 2017 S5XL
EGFR : 29 mutations
) MLH1
KRAS :19 mutations Tenon
NRAS : 16 mutations
BRAF V600 : 6 mutations e S5XL : 12 15Gb
B .Il
NGS ARN ;
K Poumons
Si THC positive ou douteuse sur
ALK/ROS
Si résultats NEG sur NGS ADN
et IHC (RET/NRTK1)

Lundi = Extraction ﬁ Mardi soir/merc = kit rapide Q Vend = NGS



EGFR : 29 MUTATIONS
* BRAF V600: 6 MUTATIONS 1a2%
[ [ o V4
- KRAS : 19 MUTATIONS sensibilité
* NRAS: 16 MUTATIONS -
o E-. o S ?I
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NGS : Panel utilisé actuellement sur
ADN

= 25 genes (dont 16 genes INCA)

—Oncomine solid tumour DNA @ """" Panel Complémentaire = OST +
= OST (22 genes) depuis 02/2016 depuis 02/2017

ALK FGFR1 FGFR2

oo [ e
ERBB

o

ERBB2 MAP2K1

ERBB4 MET 118 AMPLICONS

- Input = 10ng ADNg — Input = 10ng ADNg -




Recherche de transcrits de Fusion - NGS

CE-IVD Oncomine™ Solid Tumour Fusion Transcript

Sample Type/ Input + 10ng FFPE RNA

Genes Covered + ALK, RET, ROS1 and NTRK1 genes

Primer pairs/ » 83 pairs of primers in a single pool

amplicons « average length of 138 bp
ALK EML4, HIP1, KIF5B, KLC1, TPR 17 + isoforms
ROS1 CD74, EZR, GOPC, LRIG3, SDC4, SLC34A2, TPM3 14 + isoforms
RET CCDC6, CUX1, KIF5B 8 + isoforms
NTRK1 CEL, NFASC, IRF2BP2, TFG, QSTM1, SSBPZ, 11 + isoforms

DYNCZ2H1, CD74, MPRIP




* 2logiciels analyse/annotation:
Variant caller : parametres custom (fichier BAM, vcf, excel)
Ion reporter : parametres custom (fichier excel)
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* Delai entre 4 et 15 jours (imoyenne 9 jours)
° Papier envoyés au clinicien prescripteur et anapath
* Envoyé dans STARE (3 mois) ==) ORBIS

ASSISTANCE PUBLIQUE - HOPITAUX DE PARIS

Site : 3 + UM de travail : > b UF F‘resu:ript—rice ; Patient : 3 Mpitaux Universitaires Paris Nord - Val de Seine
Jh Bichat * GENETIQUE MOLECULAIRE *  Toutes * Aucun hd Département de Génétique
Oncogénétique Somatique
En cours Labo Dr. N. THEOU-ANTON / Dr. J. LAMORIL / Dr. N. SOUFIR
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Programme ACSE 1 et 2: financé par

I'INCA realisé en partie par la plateforme

* AcSé 1: crizotinib
— 2013-31/07/2017: 23 cohortes avec biomarqueurs

— prolongation de 6 mois jusqu'en Février 2018 pour 2
cohortes (K oeso-gastrique & Tumeur myofibroblastique)

* AcSé 1: vemurafenib

— 2015-2017:11 cohortes avec biomargueur prolongation de
1 an jusqu’en octobre 2018 pour 10 cohortes (stop: K poumon)

* AcSé 2: immunothérapie

— Ouverture Mai 2017 pour 3 ans :

* Nivolumab: 5 cohortes dont une cohorte avec biomarqueur (MSI)
* Pembroluzimab: 6 cohortes, sans biomarqueurs




ACSE 1et 2

Type de cancer

MOLECULE CIBLE

NIVOLUMAB

PD1
(biomarqueur : MSI)

PEMBROLIZUMAB

PD1 (sans biomarqueur)

Cholangiocarcinome et

Fndométre

F

Tous les patients avec une déficience du MMR identifiée devront étre orientés
vers une consultation d’'oncogénétique*.

IHC
(4 anticorps)
+
MSI (BM)




PERSPECTIVES 1

détection/confirmation CNV
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Préanalytique +++ 4 ml Plasma !!!

* Tubes EDTA C(l= -5

O Centrifugation dans les 3 heures @ mesaoudietaiccazors)

* Tubes “Cell-free DNA”

O Attention température ambiante +++ (jamais
dans frigo !)

O Centrifugation dans les 7 Jours weniseta cin chemzo)
— 7.4 - —
i S— i ———m i X 10
| g — S g;g i\\ ) ,;
\ —— %g 0 -




Techniques de détection

Une technique sensible !

(<1% copies mutées)

= PCR spécifique d’allele (ARMS) — 0,1-0,2%
= PCR digitale 0,01%

= Séquencage nouvelle génération (NGS) 2% a 0,1%
(Technique spécifique ou algorythme spécifique)




QlAamp

Crip vew
161620_0M819_CO144Y s
S ple M 116
Prinay Wane LIS
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Statut connu =

Suivi de
mutation

Target/total:
14.533%

AVANTAGE :

- $:imple

- tirés sensible

- 1;E>eu couteuse : 3-10 euros HT

INCONVENIENT :
- Lfecherche d’une cible ou cible par cible
- consommatrice ADN




Assay

Oncomine
Lung cfTMNA
Assay

Oncomineg
Lung cfOMNA
Assay

DNA/RNA Gene

DMNA &
RMNA

DA

ALK
BRAF
EGFR
ERBBZ2
KRAS
MAP2K1
MET
NRAS
PIK3CA
RET
ROS1
TP53

ALK
BRAF
EGFR
EREBZ2
KRAS
MAP2K1
MET
NRAS
PIK3CA
ROS1
TP53

KIT ADN circulant

Oncomine cell-free assay gene content

Selected SNV
hotspots

=150 hotspots including:
EGFR: TT90M, C797S,
L858R. Exon 19 del
KRAS: G12X, G13X,
Q61X

BRAF: VG0OE

ALK: Exon 21-25
PIK3CA: E545K,
H1047R, ES42K

=150 hotspots including:
EGFR: Troom, C7a7s,
LB58R., Exon 19 del
KRAS: G12X, G13X,
Q61X

BRAF: VG0OOE

ALK: Exon 21-25
PIK3CA: E545K,
H1047TR, E542K

CNVs Fusions Extras
MET ALK, MET exon
RET.ROST 14 skipping

Increased sensitivity
to detect rare
variants present at

0.1%

in cfDNA,

- amplicon panel
optimized for clDNA

Covering

%fj

hotspats, like:

EGFR:T720M, LB58R,
Exon 19 del, C797S

KRAS GI2ZX, Gl 3X,
Q61X

BRAFRVGOOE
ALK Bxon 21-25 vanants

FIK3CA: ES45K, HIOA/R,
ES42K

- AVANTAGES : recherche multicible, peu consommatrice adn
(10-20ng)
- INCONVENIENTS : moins sensible, couteuse (340 euros)
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r OCAv3: 20ng DNA & RNA (3800 & 86

Hotspot Genes
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PERSPECTIVES 3
RCP Moléculaire (2018)/ Sequoia (genome 2020)
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