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Origine des genes de fusion

=  « Genes hybrides » : fusion de deux genes en un
seul avec production d'une nouvelle protéine.

=  Celles-ci sont principalement dues a des
translocations d'ADN, mais aussi parfois résultent
d'insertions, d'inversions, de duplications ou de
délétions d'ADN?,

u Les événements de saut d'exon, l'excision erronée
d'un ou plusieurs exons lors de I'épissage de I'ARN,
conduisent également a des genes pathologiques.

u lls jouent un role important dans la
cancérogenese! et, de ce fait, sont des cibles
privilégiées en médecine de précision?3.
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Figure: The chromosomal basis of gene fusions*
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. Mertens, Fredrik; Johansson, Bertil; Fioretos, Thoas; Mitelman, Felix (2015). The emerging complexity of gene fusions in cancer. Nature Reviews Cancer, 15(6), 371-381.



Découvertes majeures sur les genes de fusion en oncologie

First characteristic

First characteristic

First gene fusions in

First gene fusions in

First gene fusion

First translocations in translocations in First characteristic First gene malignant epithelial and benign mesenchymal found in a high First FDA-approved
chromosome | | leukaemia: experimental translocationin a fusionin T cell = | mesenchymal tumours: and epithelial tumours: frequency in a TKI treatment for a
banding 1(9:22)(q34:q11) in CML | | tumours: t(6;15) malignant mesenchymal | | BCR-ABL1 | | neoplasms: RET-CCDCE6 in thyroid HMGAZ2-LPP in lipoma common cancer: Launch of carcinoma with a
techniqueis | | and t(8;21)(q22;q22) in | | and t(12;15)in tumour: t(2;13)(q36;q14) | | detectedin | | TRA-MYC carcinoma and EWSR1-FLI1 | | and CTNNB1-PLAG1 in TMPRSS2-ERG in The Cancer specific gene fusion:
introduced® | | AML®1 MPC!# in ARMS™ CMLH0ML || jn T-ALL%2-9 in Ewing sarcoma7:118 SGA07172 prostate cancer’”® | | Genome Atlas | | EML4-ALK in NSCLC
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First specific First characteristic First characteristic First gene fusions in First characteristic First gene fusion in Imatinib, a TKI that First FDA-approved First gene 9,928 gene
chromosome translocation in translocationin a B cell lymphomas: translocations in malignant | | AML: PML-RARA specifically targets the TKI treatment for a fusions fusions
change in neoplasia: lymphoma: benign epithelial IGH-MYC, IGL-MYC, epithelial tumours: in APL!15.116 BCR-ABL1 fusion protein in mesenchymal tumour detected by involving 8,607
Philadelphia 1(8;14)(q24;q32) in tumour: IGK-MYC in Burkitt t(X;1)(p11;q21) in kidney CML, is approved by the FDA with a specific gene deep genes known
chromosome Burkitt lymphoma'! 1(3:8)(p21;q12) in lymphoma and MPC?-87 cancer and 1(6;9)(q23;p23) fusion: COL1A1- sequencing®’ in neoplasia®
detected in CML? SGA* in salivary gland ACC?22% PDGFRB in DFSP

1. Mertens, Fredrik; Johansson, Bertil; Fioretos, Thoas; Mitelman, Felix (2015). The emerging complexity of gene fusions in cancer. Nature Reviews Cancer, 15(6), 371-381.



Les fusions en médecine de préecision

= 22 molécules avec un LOE de 1 a 4 associées aves des fusions

ALK 4 - OncoKB™ Therapeutic Level of Evidence V2
FGFR2
FGFR3 T ” Standlard Care
NTRK1 - FDA-recognized biomarker predictive of response to an
o FDA-approved drug in this indication
NTRK3 A 2
@ Standard care biomarker recommended by the NCCN or
2 PDGFBE i other professional guidelines predictive of response to an
RET - - FDA-approved drug in this indication
ROS1 -
BRAF - - T LOE ——— Compelling clinical evidence supports the biomarker as
i - : 1 R being predictive of response to a drug in this indication
] =
FLIL . 3 Standard care or investigational biomarker predictive
MET + 4 of response to an FDA-approved or investigational
drug in another indication

Compelling biological evidence supports the biomarker
as being predictive of response to a drug

Sarcoma

Hypothetical

Bladder Cancer -
All Solid Tumors - l I
Thyroid Cancer -
Melanoma
Owvarian Cancer -

Cholangiocarcinoma
Pilocytic Astrocytoma -

Non-Small Cell Lung Cancer -

Generated using OncoKB database Sep-221 Disease 1Chakravarty et al., JCO PO 2017.



Nombreux développements dans les NSCLC

Alectinib
Brigatinib - - o
Ceritinib - OncoKB™ Therapeutic Level of Evidence V2 [
Crizotinib -
Standlard Care R
Pralsetinib - FDA-recognized biomarker predictive of response to an ‘
FDA-approved drug in this indication |
Selpercatinib -
Standard care biomarker recommended by the NCCN or
- Entrectinib - _ LOE other professional guidelines predictive of response to an
g . 1 FDA-approved drug in this indication L
Cabozantinib —
- 3 - Compelling clinical evidence supports the biomarker as
Lorlatinib Investigational 3 L ; g S
' Bl 4 being predictive of response to a drug in this indication
Seribantumab B
Standard care or investigational biomarker predictive ~—
vandetanib - of response to an FDA-approved or investigational E
drug in another indication
Repotrectinib A ~
o Compelling biological evidence supports the biomarker .
Larotrectinib - _ as being predictive of response to a drug
v Hypothetical )
Zenocutuzumab

ALK
RET -
ROS1 -
MRG1 A
NTRK1
NTRKZ2
NTRK3
MET -

Gene

Generated using OncoKB database Sep-221 1Chakravarty et al., JCO PO 2017.



Quelles méthodes pour deétecter les fusions ?




Plusieurs technigues disponibles

A) Hybrid-capture approach

Capture -
probe

Unknown partner Target gene

Capture
prohe

B) Classical Amplicon-based approach

Known partner Target gene

—_— P

C) Anchared multiplex PCR

Adapter Known partner Target gene

-

primer primer

primer

Adapter Unknown partner Target gene

primer

primer

—
primer

—
primer

D) FISH
'
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Représentation schématique des principales approches ciblées par NGS pour les tests de fusion de genes.

(A) Hybrid-capture : Enrichissement spécifique d'un gene par une étape d'hybridation avec des sondes d'ADN ou d'ARN
biotinylées spécifiques des régions d'intérét.
(B) Approche classique basée sur les amplicons : Enrichissement de la cible par une PCR multiplex a l'aide d'amorces

spécifiques a une fusion.

(C) Anchorred Multiplex PCR : Un seul partenaire de fusion ciblé. Un adaptateur NGS est ligaturé a des fragments d'ADNC,
I'enrichissement cible est basé sur I'amplification entre des amorces spécifiques au gene et une amorce a l'adaptateur.
(D) Fluorescent in situ hybridization (FISH)

Adapted from Bruno et al. Diagnostics (Basel). 2020 Jul 27;10(8):521 and Zhang et al. BMIC Cancer volume 19, Article number: 935 (2019)




Comparaison

A) Hybrid-

Unknown partner

capture approach

Capture -
probe

Capture
probe

Target gene

PROS

Hybrid-capture

Characterization of both known
and unknown fusion variants of
target genes

Easily scalable to large gene panels
Adequate for DNA and RNA gene
fusion analysis

At DNA level it does not require
RNA purification and allows a
simultaneous analysis of different
gene variants

T
OOl
| ®
o’
I e
CONS
Higher RNA input than

amplicon-based methods
Difficulty with fusion variants
involving large DNA intronic
regions with repetitive sequences

B) Classical Amplicon-based approach

Known partner Target gene

pr— —
primer i

C) Anchored mulliplex PCR
Adapter Known partner

—
orimer

Adapter Unknown parine
—_—
prmer

Target gene

D) FiH

8 +IRIG2F

Amplicon-based:

Classical ~ multiplex
PCR (mPCR)
Anchored

multiplex PCR

Low RNA input

Particularly effective with small
and mid-size panels

Analysis of both known and
unknown fusion variants of target
genes (anchored mPCR)

5" and 3’ imbalance evaluation can
increase test diagnostic accuracy

Not adequate for gene fusion
analysis at DNA level

Primer design can be complex
Characterization of only known
fusion variants included in the
panel (classical mPCR)

PCR bias like allele dropout can
impact on analysis result

FISH

Available in many pathology labs
No NA extraction needed
Quick hand-on time

Adapted from Bruno et al. Diagnostics (Basel). 2020 Jul 27;10(8):521 and Zhang et al. BMC Cancer volume 19, Article number: 935 (2019)

Characterization of only known
fusions
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Recommandations et déploiement en France
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Recommandations ESMO o
@
REVIEW | VOLUME 32, ISSUE 3, P337-350, MARCH 01, 2021 ESMD:= 3
) CLINICAL PRACTICE GUIDELINES =
ESMO recommendations on the standard methods to detect RET i ”
fusions and mutations in daily practice and clinical research Metastatic non-small cell lung cancer: ESMO ¥ ‘f
= e e e OO o5 o . Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment A q .,
. Belli 7 «F. Penault-Llorca " « M. Ladanyi ® ... F. André = J.-Y. Douillard = G. Curigliano 2 = e ek | ) ) {
5 e and follow-up § _’__._J,,_\ P -
Show all authors ® Show footnotes . L.
® B4
Open Archive * Published: January 14, 2021 « DOI: https://doi.org/10.1016/.annonc.2020.11.021 » S S B S e P SR e O oS o .

‘W) Check for updates

REVIEW | VOLUME 31, ISSUE 11, P1491-1505, NOVEMBER 01, 2020

Annals of Oncology

Volume 30, lssue 9, September 2019, Pages 1417-1427

Recommendations for the use of next-generation sequencing (NGS)
for patients with metastatic cancers: a report from the ESMO

Special article

Baitr's Choce | Precision Medicine Working Group
ESMO recommendations on the standard

F. Mosele = J. Remon = J. Mateo * ... J.S. Reis-Filho * R. Dienstmann *F. André 2 & = Show all authors

methods to detect NTRK fusions in daily practice

Open Archive * Published: August 24, 2020 « DOI: https://doi.org/10.1016/j.annonc.2020.07.014 «

and clinical research

C. Marchia 2, M. Scaltriti %, M. Ladanyi ?, A.J. lafrate > ® F. Bibeau , M. Dietel ®, .F. Hechtman ?, T. Troiani °

.F. Lépez-Rios ', J.-Y. Douillard '*, F. André '* &, &4, ).5. Reis-Filho *



Déploiement en France gen&tiss

Campagne 2021 (2020)

97% 97%
ROS1 33 33 100% 100%
RET 33 32 97% 97%
NTRK1,2,3 33 32 97% 97%

Au total — 3 erreurs pour 2 participants / 132 échantillons — 528 analyses
Taux d’erreurs : 0,56% (3/528)




Déploiement en France gen&tiss

Campagne 2021 (2020)
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Exemple de validation de méthode :

kit SOPHIA DDM™ Dx ROS




count

Fusion/exon skipping-positive
Fusion/exon skipping-negative

Fusion/exon skipping-positive non-lung samples

Previously characterized using Archer FusionPlex, FISH or

EasyPGX Fusion assays
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Echantillons : Critéres qualité e s
DV200: percentage of RNA fragments > 200 nucleotides e

DV200 vs Library concentration DV200 vs NRF1 coverage Library concentration vs NRF1 coverage “* " ®
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Echantillons : Critéres qualité

NRF1 coverage vs on-target

NRF1 coverage vs group size

NRF1 coverage [molecules]
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Performance analytique : Concordance N

= But

Déterminer la concordance des résultats de fusions obtenus avec une méthode externe validée (Archer FusionPlex) A,

= Critéres d’acceptation ;‘j
- OPA=299.0% 7 ¥,
= PPA2=95.0%; lower boundary of 95% CI < 30% ""'w{j’?""
= NPA = 99.0%; lower boundary of 95% CIl < 5% ¥ “"_’__,.éif'-ﬁ
= Reésultats discordans vérifiés avec une technique tierce indépendante (TST170) i ,,L

o W

Input

Archer
FusionPlex
results

Concordance
check

54 clinical samples | ROS_v1

* 32 positive
* 22 negative
6 reference samples

SOPHiIiA DDM™ Dx
ROS results

Cl, confidence interval; OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS
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Performance analytigue : Concordance %

: B

" But f
Déterminer la concordance des resultats de fusions obtenus avec une méthode externe validée (Archer FusionPlex) 8

= Critéres d’acceptation
= OPA=99.0%
= PPA 2= 95.0%; lower boundary of 95% CI < 30%
= NPA = 99.0%; lower boundary of 95% CIl < 5%
= Reésultats discordans vérifiés avec une technique tierce indépendante (TST170)

ROS results

* 22 negative

6 reference samples 1 FP sample . 10/11 TST170 Clinica.l
excluded discordant agnostic
(no material) samples TP FN FP

I Preliminary |
Input I results , Output
! .. I
I clinicalonly I all
Archer [
. Concordance TP FN FP '!'| TP FN FP
FusionPlex heck 28 13 2 ' 58 0 0
results chec :
: Clinical
54 clinical samples | ROS_v1 I TP FN FP
* 32 positive SOPHiIiA DDM™ Dx : 30 0 0
I
I
I
I
I
I
I

14 0 O

Cl, confidence interval; OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS; TP/FP/FN, trule/false positive/negative

%\:;/;hf 8
|
-’-"I"-\.t *“'ﬁ
&
Clinical [
Ay .
OPA=100% q
PPA=100%
PPA - lower boundary of

95% Cl=11.69%
NPA=100%

NPA - lower boundary of
95% Cl = 0%

discordant results verified
with an independent
method (TST170)
Performance reported
separately for lung cancer
samples (no target to
achieve)



Performance analytigue : Concordance

= Détail des échantillons discordants

ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS; SG, SOPHIA GENETICS™

ALK EML4 gene.fusion Source lab negative negative (reverse) negative (reverse detected)
ALK EML4 gene.fusion Source lab negative negative (reverse) negative (reverse detected)
ROS1 CD74 gene.fusion Source lab negative No material available No material available
ETV6 NTRK3 gene.fusion client negative negative negative
ARHGEF2 NTRK1 gene.fusion Archer negative negative negative
False negatives MLPH ALK gene.fusion  Archer negative negative negative poslitie ,
NROB2 ALK gene.fusion  Archer negative negative negative positive #
SPAGH4 FGFR2 gene.fusion Archer negative negative negative positive
SPTBNZ2 NTRK1 gene.fusion Archer negative negative negative positiye*
LOC101929418 ALK gene.fusion  Archer negative negative negative positi\}g‘
IGH FGFR3 gene.fusion Archer negative negative negative positivm::'_. *"",'.".
PRCC NTRK1 gene.fusion Archer negative negative negative positive j .
FGFR3 AGO3 gene.fusion 214 positive positive negative negatiyeﬁia;w“n
Extra positives EGFR EGFR  exon.skipping 19 positive positive negative negative f,.L__s"; 5
MET MET exon.skipping 141 positive positive negative negative;_ & }__,';C
Reciprocal fusions ROS1 TPM3 gene.fusion 105 positive positive negative negétive 4/ W\T
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Performance analytigue : Nombre de molécules " >«
=  But
Comparaison des performances de SOPHIA DDM™ Dx - e
ROS et d'Archer FusionPlex sur I'ARN isolé d'échantillons T g
FFPE A8
10000 4 = J,,\ f‘ &
= 23 échantillons | i origin p e |
= 18 positifs o 4 f o Ny TR
- 23 fusions 2 . |= g P o
= 4 exon skipping %‘ o 2 A s N
. 5 negatifs Ei A | _—
® A A in Archer
u 50 ng RNA input 2 ® FN
S FP
=  Confirmation méthode indépendante (TST170) pour g ™
les discordants it ® ™

1 100 10000
Molecules reported by Archer

Archer, Archer FusionPlex; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS



Performance analytique : LoD

= But
Déterminez la limite de détection (LoD) définie comme le plus petit nombre de molécules de fusion pour lequek la
sensibilité atteint 295 %, avec un intervalle de confiance de 95 %.

=  Criteres d'acceptation
La sensibilité atteint 95 % avec < 500 molécules de fusion pour = 50 % des fusions testées ; rapportés
séparément pour les échantillons de référence et cliniques.

Input
1 1
1 1
1 1
Declared : :
molecules ! !
12 events 4 Sergseg V4 | ROS_v1 :
- / 5dilutions -.
[ ) 10-12 replicates !
ddPCR results h I " |
: \_ eac I | |
2 fusions | : .
\ y ! ! ) |
I I -:-\-_-‘:' !‘a a 1
| 1 2 ‘
I I gy ‘?:'_\
| 1 IJ
| 1 : i
1 clinical sample : !
| 1 i =
ddPCR results 5 dilutions I ROS_v1 I s
1 fusion 10-12 replicates ‘: ] |
each | d

ddPCR, droplet digital PCR; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS



Performance analytique : LoD

100 4
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ECGFR-EGFR
EMLA-ALK
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FGFR3-BAIAPZLY
FGFR3-TACC3
KIF5B-RET
LMMNA-NTRK1
MET-MET
NCOA4-RET
SLC34AZ-ROS1
TFG-NTRK1
TPM3-NTRK1




Performance analytique : LoD

CCDCE-RET

CD74-R0OS1

EGFR-EGFR

EMLA-ALK

100 1

731

50 1

251

(]

e .
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100 7

751

501

[
[
1

| L: KIF58-RET
- @e e
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Performance analytique : LoD

= But
Déterminez la limite de détection (LoD) définie comme le plus petit nombre de molécules de fusion pour lequek la
sensibilité atteint 295 %, avec un intervalle de confiance de 95 %.

=  Criteres d'acceptation
La sensibilité atteint 95 % avec < 500 molécules de fusion pour = 50 % des fusions testées ; rapportés
séparément pour les échantillons de référence et cliniques.

Output
Input Ve Y
] B fcucssongen comciommasen
I I
! '\ CCDC6-RET 335 Manufacturer
De::laer : : CD74-ROS1 677 Manufacturer
IS f ' ROS v1 !'| EGFRviI 258 Manufacturer
\ G y geci‘ﬁzfi%\rif ; - : EML4-ALK 303 Manufacturer
r D 10-12 replicates -' ETV6-NTRK3 296 Manufacturer
ddPCR results L each | ' FGFR3-BAMP2LI 280 Manufacturer
o ddshw ' | FGFR3-TACC3 69 ddPCR Seraseq V4
: : KIF5B-RET 78 Manufacturer
: : LMNA-NTRK1 371 Manufacturer
| 1| METex14 240 Manufacturer
: : NCOA4-RET 241 Manufacturer
Lclinicalsample )} pog yq 1| SLC34A2-ROSI 187 ddPCR
[ ddPCR results 5 dilutions | TRG-NTRKI 369 Manufacturer ;
1 fusion 10-12 replicates ‘n CD74-NRG1* 357 ddPCR Clinical sample T Za.
each I 1 \& / _i |
' *agnostic fusion detection < AN

ddPCR, droplet digital PCR; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS



Performance analytiqgue : Répétabilité

Input Output
( 0 e
: ! 5.prime.gene 3.prime.gene FN TP ETP repeatability SI_‘C34A2'R081 IS fgc
1 |
| I diluted Seraseq at an amou
I I CCDCe RET 0 32 0 100 molecules (n=170) below t
I I CD74 ROS1 0 32 0 100 (n=187) . 4
: : EGFR EGFR 0 32 0 100 .
I I EML4 ALK 0 32 0 100
1 : ETV6 NTRK3 0 32 0 100
Seraseq V4 | ROS_v1 | FGFR3 BAIAP2LI 0 32 0 100
. | ] 2
Diluted to ~3x LoD :‘ I FGFR3 TACC3 0 32 0 100 2 043552008 | B corirost
32 replicates I I KIF5B RET 0 32 0 100 o B correcer
I I LMNA NTRK1 0 32 0 100 .
: : MET MET 0 32 0 100 3 . ETVE-NTRK3I
I I NCOA4 RET 0 32 0 100 854 B ForramanpaLt
I : SLC34A2 ROS1 5 27 0 84.375 E"g; ----- -1 - Bl Forra-accs
| | TFG NTRKI 0 32 0 100 8, \/ Ml «rse-rer
I I TPM3 NTRK1 0 32 0 100 2 _ s
I I \_ ) l I verver
o B ncoasrer
EEEEQQSE;EEEQQ B sicasnzrost
FFPUIEEIIEIIREE B rreNTRK
8§$§¢$§E§553‘5§ B remaNTRK
E L2}
Fusion
B H%
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_| | |
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ETP, equivocal true positive; FN, false negative; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS; TP, true positive



Performance analytiqgue : Effet de la contamination .‘

=  Quanrtités variables de DNA ajoutées a 50ng de RNA

Input Output

/ Seraseq V4 \

diluted to ~3x LoD

|
1
1
1
|
ROS_v1 |
-- I : The missed fusion was
= T 0 0 m) | sicasmerost
1.2 4 " " 11 0 0
1:1 4 : : 2:1 0 0
2:1 4 : : 4‘1 3 0
4:1 4 .
| | g
i

F I.' ";T:?'-.. *
FN/FP, false negative/positive; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS @:TL/AT



Performance analytique : Effet de la quantité/qualité

Input Output

Representative clinical sample

* partner-agnostic fusion detection
(PPFIBP1-ALK)

* relatively low tumor content (30%)

| |
1 1
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
i « sufficient material available I I
Quantity i N ; Ve ~
 input  replicates | |ROS 1 || Imput  PPA
2ng 10 :‘: 2ng
5ng 10 I I Sng
10 ng 10 : : 10ng
I 1 20 ng
\ 20 ng 10 j ! ! \
Performance
measurement
with quality

filtering

—

Quality OPA>=99% 10 1.1

PPA>=95% 10 1.1
NPA>=99% 10 1.1

Concordance
results

2

OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHIA DDM™ Dx ROS; RQN, RNA quality number



Clinical performance: summary

Provided by SOPHIiA GENETICS™

Analysis time from FASTQ: Max. 8 hours per 16 samples

Observed (%) Lower 95% Cl

Concordance with comparator NGS assay’

Positive Percent Agreement (PPA) 100 79.61

Negative Percent Agreement (NPA) 100 99.99

Overall Percent Agreement 100 -
Repeatability” 100 -
Diagnostic sensitivity™ 100 70.09
Diagnostic specificity™ 100 77.19

*Based on analysis of fusion/exon skipping detection in 40 RNA FFPE lung tumor samples; status pre-determined by alterna-
tive NGS method(s) and compared with SOPHiA DDM Dx RNAtarget Oncology Solution outcome.

“*Based on measurement of PPA/NPA in 32 replicates of a diluted reference samples, bearing 14 targeted rearrangements.
***Based on analysis of fusion/exan skipping detection in clinical study of 22 RNA FFPE lung tumor samples, performed by
external site; status pre-determined by externally validated NGS method and compared with SOPHiA DDM Dx RNAtarget

Oncology Solution outcome.




Strategies combinées




Provided by SOPHiA GENETICS™

s . s . ) '-n
Détéction des variants KLY

SNVs et Indels
Panel RUO :

SNVs

Les données préliminaires du laboratoire montrent une concordance de 100 % avec les techniques de référence

(NGS, RNAseq et Idylla) sur 12 echantillons, mais des analyses supplémentaires sont necessaires et
I'estimation de la LoD sera obligatoire
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Stratégies combinées

R&n 1 R%nZ

DNA+RNA

in parallel

v

O @

Best

case

RNA
sequencing
v

SNV/Indels
CNVs

MSI

Fusions
Exon-skipping
Gene
expression

Reduced average turnaround time
SNV calls in RNA support DNA calls
Gene expression changes support CNV calls in DNA

Higher per-sample cost and workflow complexity

Samples where both RNA-only and DNA-only
variants are essential

R&n 1 Ran 2

DNA-first

1
SNV/Indels 1 ¢ Fusions
CNVs | _ J * Exon-skipping
MSI * Gene
T™MB expression

Best
use case

Reduced per-sample cost and workflow complexity

Longer average turnaround time

Samples where DNA-only and DNA-detectable
variants have overwhelming prevalence

R&n 1

RNA
sequencing

l

* Fusions : SNV/Indels

* Exon-skipping \ * CNVs

* Gene === e MSI
expression * TMB

* Most SNVs*

Best 0
use case

Reduced per-sample cost and workflow complexity

Longer average turnaround time

Samples where RNA-only and RNA-detectable
variants have overwhelming prevalence

*SNV calling in RNA can detect up to 96% of SNVs vs. a DNA-based
assay. Data on file.

SNV: single nucleotide variant; Indel: insertion/deletion; CNV: copy number variation; MSI: microsatellite instability; TMB: tumor mutational burden. Provided by SOPHIA GENETICS™




Stratégies combinées

Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour savoir si I'approche RNAseq est suffisante

Dans le NSCLC, tous les biomarqueurs recommandés peuvent étre évalués en un seul run (EGFR,
KRAS, BRAF, ALK, ROS1, MET...)

Flexibilité pour réaliser les workflows d’ADN et d'ARN séquentiellement ou en paralléle
>  Détection fiable des fusions

»  Personnalisation du panel ADN

>  Meilleure sensibilité des panels AND ?

>  Certains genes sont peu ou pas exprimeés



Conclusion

Importance de la recherche des fusions en théranostique et le
developpement de la medecine de précision

RNA seq en evolution constante

Avec I'augmentation du débit des sequenceurs, le recours a des
stratégies combinées DNA/RNA est possible
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Rappels technologie Anchor-PCR (Archer Fusion Plex)

Incubation

20puL TNA/RNA + H,O

d f ﬁ.':ejeq RNA QC assay

Time ~
5 min Random Priming !!!””! D
i ======== ’ 1pL to PreSeq
@5.3&2 Stopping point 80 min ! === E gg : D
30 min LLLLLLL >
- - Cleanu AMPure XP
15 min =! ! ’ = “ =
’Cleanue) AMPure XP
EEEEEEEN
FWWWWWWW s
@Saﬂe Stopping point 5 min =
@Safe Stopping point 90 min
@Safe Stopping point 120 min
AMPure XP

I Cleanue)
Quantify Library and Sequence

g




Rappels technologie MBC (Archer Fusion Plex)

Samnle indexve< for

— <
L ————————————————————————————
» - (Molecular Bins) Unique Start Sites
> o D ———————
- o'r— L ————————————
- - ) =
> <« - - :
= - deduplication — ol -
> - B -
o L o e -
—) (—
-y e
— <
—_— o
— o —
e -
e -
— ﬁ
—> -
Capture primer primar
pl:obe *




Parametres du sample QC: compilation des plusieurs criteres

Variant QC (versant DNA): gage d’'un nombre de read minimal pour la
lecture des variants

Fusion QC(versant RNA): Gage d’une expression

minimale de genes de ménage

© MIN_AVERAGE_UNIQUE_DNA_AND_AMB

_START_SITES_PER_GSP2

© MIN_AVERAGE UNIQUE_RNA START SITES PER_GSP2 CONTROLS

© & ERROR_CORRECTION

© READ DEPTH_NORMALIZATION

© BARCODE_LENGTH

© DEBUG

50

JO000

_>O



Molecular Barcode Statistics

Export Data (tsv)

© Fragments with Complete Adapter @ Number of Reads After Trimming Adapters
2,833,885 > 4M voulu 2,758,336 2,340,311
Read Statistics
@ Type @ Total Fragments (#/ %) © Mapped (# / %) @ Pass Alignment Filter (%) © On Target (%)
All Fragments 2,340,811 / 100.0 2,332,181/99.6 99.6 98.7
Unigque Fragments 162,889/99.0 99.0 .7

DNA/RNA Statistics

164,54
>5%

Reads avec jonction exon-intron

Reads avec jonction exon-exon

Export Data (tsv)

DNA Reads (#/ %)

RNA Reads (#/ %)

Autres reads

Ambiguous Reads (#/ %)

All Fragments

669,950.0/ 29.1

1,090,069.0 /47 .4

541,704.0/23.5

GSP2 Control

10

Molecular Bins =molecular fragment 38,937.0/26.1 >20% 78,975.0/529 >20% 31,411.0/21.0
Average Molecular Bins per 106.39 215.78 85.82
GSP2

Unique Start Sites 17,667.0/ 55.5 9,793.0 /30.8 5948.0/18.7
Average Unique Start Sites per 49.32 + 33.04 > 64,48 ||>50 18.18
GSP2

N\
Average Unique Start Sites per 49.75 99.0 30.75




QC Statistics

O Avg. Unique DNA And Ambiguous Start Sites Per GSP2 © Avg. Unique RNA Start Sites Per GSP2 Control
67.48 > 5 O 93.0Q@ > 1 O

Miscellaneous Statistics

© On Target Deduplication Rato

15411

Export Data (tsv)

DNA/RNA Fragment Lengths

< ONA Median Fragment Length 8 DNA Mean Fragment Length B RNA Median Fragment Length @ RNA Mean Fragment Length

izs0 >100 1420 1030 >100 1144

—— Export Data (tsv)




Dans Assay Target

Analyse du sexe

USPOX_chrX 40996236_26 + A1_GSP2
USP9X_chrX_41000406_25 + A1_GSP2
USPOX_chrX_41003799_29_- A1_GSP2

USPOX_chrX_41082481_28_- Al1_G5P2

USPaY_chrY_ 14838520 24 - A1_GSP2
USPOY_chrY_14889957 22 - A1_GSP2
USPaY _chrY 14898482 23 - A1_GSPZ

USPOY_chrY_14958404 26 + A1_GSP2

UTY_chr¥_15362923 27 - A1_GSP2
UTY_chrY_15372172_27 - A1_G5P2
UTY chrY_15469815_21_+ A1_GSP2

UTY_chrY_15471669_29 - A1_GSP2

USPOX_chrX_40996236_26_+ Al1_GSP2
USPOX_chrX_41000406_25_+ A1_G5P2
USP9X_chrX_41003799_29_- A1_GSP2

USP9X_chrx_41082481_28_-_A1_GSP2

USP9Y_chryY_14838520_24 - A1_GSP2
USP9Y_chrY_14889957_22 - A1_GSP2
USP9Y _chrY 14898482 23 - A1_GSP2

USPOY_chrY_14958404 26_+ Al_GSP2

UTY_ chrY 15362923 27 - A1_GSP2
UTY chr¥_ 15372172 27 - A1_GSP2
UTY_chr¥_15469815_21_+_A1_G5P2

UTY_chrY_15471669 29 - A1_GSP2

204 /0.087

387/0.165

50/ 0.021

72/0.031

74/0.032

171/0.073

144 /0.061

178 /0.076

151/0.064

147 /0.063

169 /0.072

Homme

233/0.185

419/0.333

93/0.074

&4/ 0.067

0/0.000

0/0.000

0/0.000

0/0.000

0/0.000

0/0.000

0/0.000

0/0.000

Femme

gy



Approche pratico-pratique du RNA-seq (Archer fusionpl ex)' @ i)

Archer Fusionplex Comprehensive Thyroid & Lung (CTL) depuis 2017 (5 ans)
> 5 000 RNA-seq effectués depuis
Utilisé au CLB pour :

0 Cancer du poumon au diag

o) Rechute / résistance d’un cancer du poumon EGFR muté

0 Cancer colorectal
0 Cancer mélanome (theranostique) '-:f’f“‘:’“
0 Tumeur spitzoide (HRAS) :
o) Cancer du pancréas

0 CholangioK/voies biliaire

0 Cancer urothélial

0 Toutes demandes de recherches de fusion en théranostique

Custom panel (V6) depuis 2020 : rajout TP53, KEAP1, STK11, POLE (GST)
=> bonne idée?



Design actuel (CTL _V6): ré-évalué

Cibles (exons étudiés entre parenthéses, ou « full » pour le géne entier) :

En Rouge: les rajouts de la V6, en noir barré : ce qu’on a enlevé de notre description suite a ré-évaluation

Détection des mutations : AKT1 (3), ALK (21, 22, 23,-24; 25), AXL{5-11-15-17); BRAF (11, 15), CTNNB1
(3), DDR2 (17), EGFR (18, 19, 20, 21), ERBB2 (20), FGFR1 (13, 2-8-9-10-17), FGER2{2-5:7-8,-9:-10);
FGFR3{3,-5,-8,9-10),—-GNA11 (4,5), GNAS (8, 9), GNAQ (4,5), HRAS (2, 3, 4), IDH1 (4), IDH2 (4), KEAP1
(full), KIT (11, 13, 17), KRAS (2, 3, 4), MAP2K1 (2, 3), MET (13 a 19), NRAS (2, 3, 4), PIK3CA (18, 21), POLE
(9 a 14), RAF1{4,-5-6,7-9-10-11-12 ), RET (11, 13, 14, 15, 16), ROS1 (38), STK11 (full), TP53 (full)
Détection de transcrits de fusion : ALK, AXL, BRAF, CCND1, EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MAP2K1, MET,
NRG1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PPARG, RAF1, RET, ROS1, THADA

Expression: ALK, EENP1-EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, RET, ROS1

Ce panel permet la détection :

= Des mutations (dans les exons ou génes entiers cités ci-dessus),

= Des transcrits de fusion (technique semi-spécifique, nimporte quel partenaire de fusion des genes ciblés peut étre
détecté),

= Ft de lexpression (confirmation d’amplifications des genes sur-exprimés par technique FISH => LBlanches coupées = 2).




Extraction : préambule

Actuellement sur Maxwell (Promega) 16 (ref AS3050, 2015)
= Avec le kit « LEV RNA FFPE Kit», pas de DNAse

= Obtention de TNA (Total = ADN + ARN) dans un ratio d’environ 1/3 ADN 2/3 ARN (dépend des
échantillons)

= Dosage en routine d’ARN (seulement) par QuBit (DSDNA BR ASSAY KIT)
= Input NGS de 200ng d’ARN (seulement fonction de I’ARN, pas de ’ADN)

= Pas d’arrét apres le pré-seq => information surtout utile a posteriori de la technique

» Sidiscordance entre concentration librairie finale vs pré-seq (cause a rechercher: mauvaise
quantif de la librairie en gPCR : variance forte entre 2 répétas?)

* Repasse de I'’échantillon (augmenter I'input a 400ng / 600ng)

g



Extraction : problématique

= 'extraction TNA ne permet pas, dans sa quantification (dosage quBit) ou qualification (DIN / RIN) de
prédire la qualité de I'analyse finale (indicateur utilisé: score ARN = nombre moyen de reads ARN avec
des « unique start site » par GSP2 servant comme contréles (8 GSP2 sur 4 genes de ménages)).

e Certains échantillons sont tres concentrés mais souvent mauvaise qualité

* Certains échantillons sont indosables (ou < a la LOD) mais souvent de bonne

qualité
456
400
200
350
300
150
250
200

100
150

168
50

0

Do 388ARN( e ess\acsrerA IR KofaBEe)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

M dosage ARN Qubit (ng/ul)

e
W dosage ADN ngbit (ng/ul) score ADN (GSP2)

score ARN
(GSP2)



Comment qualifier la qualité d’'un bloc (prévoir la
qualité de I'analyse) ?
Compli

score ARN GSP2 (vertical en log)
en fonction du Ct Préseq (horizontal)

= Tres sol
= sur

= Pas d’ut

= Pas d’ut

Au fina

= Sj score

= A savoir: Archer a arrété depuis quelgues mois de fournir en doublons les réactifs pour aller jusqu’au QC
Préseq =2 Réactifs perdus si on s’arréte (autant continuer jusqu’au séquencage)




Difficultés spécifiqgues au RNA-seq ciblé

¢ Les résultats obtenus sont dépendants de I'expression du géne dans la tumeur =2
parametre difficilement maitrisable et non évalué chez nous (niveau d’expression
d’un gene par organe non connu...)

** Un géne peut étre « faiblement » exprimé mais étre quand méme d’une
importance majeure pour la prise en charge du patient (les genes non-kinases
comme POLE)

=>»Risque de FN

+» Difficultés a robotiser la technique (Beckman) : au niveau de la ligation 2 =>
lyophilisat rond et gros (bouche le tube) compliqué a mettre en suspension =>
obligé de faire un stop et étape manuelle

g



Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

®  Résultats rendus faux pour le gene PIK3CA : gene rendu non muté (négatif) alors que la moitié des altérations d’intéréts
ne sont pas couvertes/analysées par le CTL

-  Heureusement ce géne est non essentiel pour une AMM/ATU. Il est utile pour des essais cliniques (perte de chance
d’acces aux essais cliniques)

Solution temporaire: PIK3CA région d’intérét exon 10 enlevé du panel et précisé dans le CR pour les cliniciens

®  Résultats rendus faux pour les 2/3 des cancers de 'endomeétre (et probablement pour plusieurs cancers colorectaux):
la moitié des altérations d’intérét du géne POLE ne sont pas couvertes/analysées

- Gene nécessaire a la classification des endometres depuis environ 2 ans + utiles pour des essais cliniques
d’'immunothérapie avec de tres bon résultats dans les CRC.

Solution temporaire:

- Rattrapage de tous les endomeétres passés ces derniéres années = repasse en technique Sanger (nouveau design
(EB/NI), recherche des patients, réanalyse sur Archer...)

- Les nouveaux endometres sont passés en STS (pour TP53) et en sanger (pour détection de POLE).

- Colon toujours passés en RNAseq : si couverture POLE faible = passés en sanger




Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

® Résultats rendus faux pour I'exploration des genes FGFR1/2/3 (SNV) : le panel ne contient pas les
régions d’intérét utiles pour la prise en charge des cancers urothéliaux (et cholangiocarcinomes)

- ATU nominative dans les cancers urothéliaux depuis juillet 2021. Essais clinique pour les autres cancers
(cholangiocarcinomes +++)

Solution temporaire :
- Rattrapage de tous les cancers urothéliaux/vessie depuis juillet 2021 en panel STS
- Pour les nouveaux cancers urothéliaux /vessie, faire RNAseq ciblé + STS.

- Pour les nouveaux cholangiocarcinomes, RNAseq puis STS (si RNAseq neg)

= Résultats rendus faux pour les mutations de résistances ALK, ROS1: le panel ne contient pas toutes
les régions d’intéréts utiles pour la détection des mutations de résistances (ou régions mal couvertes)

- Essais cliniques +++ (perte de chance d’accés aux essais cliniques)

Solution temporaire : Les nouveaux prélevements sont passées en analyse STS



Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

®» Résultats potentiellement faux pour I'exploration des résistances des cancers du

poumon mutés EGFR: corrélation entre I'expression de MET et 'amplification de MET non ¥

maitrisée, faux-négatifs possibles
— Essais cliniques+++ (perte de chance d’accés aux essais cliniques)

Solution temporaire : Pour tous les nouvelles demandes de cancers du poumon résistants a
I'osimertinib : RNAseq ciblé + FISH MET et ERBB2 en systématique

= Proportion d’altérations détectées dans les mélanomes inférieure a la moyenne
nationale : biais de sélection des patients du CLB ou lié a des faux négatifs de I'analyse
CTL? Idem pour les autres localisations (poumon ok mais colon, endometre...)?

= Possiblement d’autres résultats rendus faux non rattrapables

Solution temporaire : Indicateurs de coverage/depth sur les hotspots par pathologie
implémentée en routine =» réalisée avec |'aide d’Archer (création de filtres spécifiques basées
sur le fichier hotspot selon la pathologie)




Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

Poumon: EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2, KEAP1, STK11, PIK3CA (que I'ex21 pour l'instant)

Colon: KRAS, NRAS, BRAF, POLE, PIK3CA (que I'ex21 pour l'instant)
Mélanome: BRAF, NRAS, KIT, HRAS, GNA11, GNAQ, IDH1

Endomeétre: POLE, CTNNB1, TP53, KRAS, PIK3CA (que I'ex21 pour l'instant)

Cholangiocarcinome: IDH1, BRAF, ERBB2, FGFR2, FGFR1, PIK3CA (que I'ex21 pour ’instant)

Vessie/urothéliale: FGFR2, FGFR3, FGFR1, DDR2

Estomac: ERBB2, PIK3CA, MET

Thyroide: RET 3
Histiocytose: BRAF, MAP2K1 %

Pancréas: KRAS, BRAF, PIK3CA, ERBB2

Remarque: les autres genes servent pour des essais cliniques: RAF1, AKT1, IDH2...



Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

Dans le cas d’un échantillon contributif (hon QC failed)

Si tous les génes d’intérét (hotspots) >50X : OK

Si un ou plusieurs des genes d’intéréts (hotspots) <50X:

Si I'échantillon est muté (patho) sur un hotspot: Rendre le résultat et indiquer dans le com"_ y
rendu : A noter que la faible profondeur n’a pas permis d’avoir une sensibilité analytique opp’ he
pour ce(s) gene(s) d’intéréts .. "N

Si I'échantillon est WT: le biologiste gere au cas par cas j
exemple : - Mélanome WT avec BRAF V600E < 50X = ddPCR ou STS. W g" “
- Mélanome WT avec BRAF ex11 < 50X 2 rendre en ajoutant la phrase :A noter que la
faible profondeur n’a pas permis d’avoir une sensibilité analytique optimale pour 'exon11 du gene
BRAF. &

Si QCfailed : on garde la routine habituelle (cf document « Interprétation technique et
biologique du CTL sur ArcherDX », déja validé ensemble)




Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences -+ o, pa
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes) ;,

> Ces solutions temporaires sont :

/

<+ Chronophages (formation techniciennes, secrétaires, rattrapage des dossiers...)

/

s Gaspillage du matériel tumoral (double extraction TNA/ADN)

/

< Augmentation des colts (doubles techniques)

/

<  Faible sensibilité (sanger)

/

s Base access/publipostage non appropriés pour faire du cas par cas...

Réflexion en cours pour une solution plus pérenne:

=» Update panel CTL

® Re-design du panel STS

= Nouveau panel autre...

Mais manque de temps, priorisation nécessaire




Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences -+ ¢, J1\

. . e , . \ [ @
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes) S
0 ‘[ e
.—;’-:-_:gﬂ
VALIDATION TECHNIQUE RUN RNASEQ — PANEL CTL P o ;*
Résultats limites * Quantité de TNA mise dans la technique est < 200ng » .S
* \aleur du Preseq est =30 « Concentration des librairies est < 200 nM % ¥
* (Tentre 10 et 20% « Nombre de variant dans « low confidence » de Sophia est >1000 .
Non contributifs + QC failed ou CT<10% « Autre critéres en reflexion (Emmanuel)
Qc fail Repasser a 400ng (en fonction de la concentration de I'échantillon) sauf si :
* la[C]" initiale de I'échantillon < 0,05 ng/ul ou ne permettant pas une repasse a 400ng
* détection d'une mutation d’intérét (AMM...] «si QCfailed <5

VALIDATION BIOLOGIQUE RUN RNASEQ — PANEL CTL
FUSION — EXON SKIPPING — NOVEL ISOFORM
¥ Fusions « True » dans colonnes Strong et Inframe avec Reads >40 et 55>10 rendues sans vérification.
FUSION ¥" Fusions « True » dans colonnes Strong et Inframe avec des Reads <40 ou 55<10 doivent étre vérifiées par , ]
FISH ou IHC sauf si déja confirmé par une autre technique (ex : IHC pour ALK, ROS). Remarque : certaines @ §o
fusions a bas bruit (reads <40 et 55<10) sont des artéfacts (PFTPRZ1 —» MET) et ne nécessitent pas de verification.
¥ Fusions « False » ou « unknown » dans colonnes Strong ou inframe ne sont pas considérées. Elles peuvent
étre vérifiées a la discrétion du biologiste si forte suspicion [IHC ALK/ROS +, gene supp de tumeur (TP53)...
¥ Aucune fusion ne sera rendue si QC failed mais une autre technigue pourra étre lancée pour confirmer
des suspicions (ex : fusion de ALK true true >10ss >20 reads chez un non-fumeur...) z
Exon Skipping v" Tous les exons skipping (SS> 10 et Depth > 10) = Sanger de vérif” et détermination mutation d'épissage v -2f
v Les exons skipping 55<10 et Depth < 10 = faux positifs = non rendus. lls peuvent néanmoins étre o™
vérifiés par repasse CTL par le biologiste en fonction du contexte clinigue...
v" Aucun exon skipping ne sera rendu si QC failed (mais une autre technique ou repasse pourra étre lancée
pour confirmer des suspicions fortes (ex : exon skipping MET >10ss >20 Depth chez un non-fumeur...)
Novel Isoform ¥ Attention artéfacts répétitif = colonne TO trés informative
v Des « novel isoform » avec TO <20, $5>20 et reads >50, hors géne THADA doivent étre explorés plus en
détail par les biologistes avant un possible rendu : recherche de mutation d'épissage (sanger...), transcript
alternatif déja décrit dans la littérature, mutation de I'exon20 de ERBB2...
¥" Aucun novel isoform ne sera rendu si QC failed (mais autre technique/repasse possible si douteux)




Difficultés liees au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences
de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

EXPRESSION
Moyenne des niveaux d'expression étudiés : 0,7 a 31,4.
Pas de corrélation expression/amplification franche. Pas de corrélation avec %CT
Seuils par géne pas évident & déterminer. Si QCfailed < souvent c’est des faux positifs (n=4)
En global : seuil actuel de > 2 = Aucun faux négatif mais 21 « faux positifs » (analyse FISH neg)
Stratégie : Seulement rendre une sureupressinn §i >2,5. Présence d'une surexpression du géne XX (moyenne d'expression XXX),
Diminuer le Lancer une vérif FISH uniquement si moy d'expression >2,5 et absence de fusion ou mutation du méme
nombre de gene déja présente (hors mécanisme de résistance suspecté). Présence d'une surexpression du gene XX (moyenne
vérification FISH d'expression XXX). Une recherche d’amplification génique est en cours por technique FISH pour rechercher un mécanisme possible de
la surexpression. Elle fera Mobjet d'un compte rendu séparé.
L'expression n'est pas rendue/vérifiée si QC sont failed (mais demander FISH si cas vraiment suspicieux)
MUTATION
Mauvaise déetection des mutations ERBB2 (duplication, insertion) : parfois rapportees dans « novel
Remarque isoform », parfois dans « All results » uniguement... Toujours regarder sur Sophia genetics.
Mauvaise détection des mutations de PIK3CA (couverture faible) : Toujours regarder sur Sophia genetics.
Archer : KRAS : trés peu de faux positif donc ne pas hésiter a faire confirmer
Ne jamais mettre de filtre sur les « artéfacts ». Car mal enregistrés (EGFR T790M enregistré en artéfact)
Rappel : notre technique est basée sur I'analyse de I'ARN = pas fiable pour détecter les mutations
intronigues ou jonction exon/intron (parfois détectable car contamination ADN)
¥ Pour étre considéré, un variant doit présenter les caractéristiques suivantes : , 7
Stratégie : A0>=5, UAO>=3, Depth>=20, AF>=5%, non synonyme et non intronique (+/-5) = « filtre général » v )
¥ Les variants de la liste de hotspot (Archer comprehensive targets) doivent étre recherchés avec des - a
parameétres moins stringents : AQ>=2, UAO>=1, AF>=1%, " &
- Entre 1 et 2%, les mutations ne sont pas considérée sauf cas particuliers (CT <10%...). ¥ a®
- Entre 2 et 5%, les variants d'intéréts cliniques seront rendues aprés vérification par une autre
technigue dans la mesure du possible (ddPCR...)
v SiQcC failed
- Mais Avg. Unique DNA And Ambiguous Start Sites Per GSP2>50 : les mutations d’intérét clinique
>10% peuvent étre rendues sans vérification.
- Mais Avg. Unique DNA And Ambiguous Start Sites Per GSP2<50 : rendre les mutations d'intérét
clinique aprés vérification par une autre technique (si possible)
¥ Sil'échantillon est « désaminé et/ou limite », les VUS < 20% ne sont pas rendus.
¥ Toujours vérifier par technigue Sanger (ou repasse CTL) les variants détectés par un seul pipeline (Archer
ou Sophia) alors qu'ils devraient étre vus par les 2 (Exemple PIK3CA, ERBB2, MET...)

Données
actuelles
(Etude Goélle)

& A% KR
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Ameéliorations

Simplification du dosage des librairies au chargement de séquencage (gain de
tps technique)
=>»gPCR vers dosage QuBit simple
=>» Moins homogéne mais suffisant (sur-séquencage des échantillons : Nextseq, 8M de reads visés)
CQl mutation en plus du CQl fusion
Indicateur de « genre » (X / Y) : permet de repérer de possibles inversions de

patients en techniques (si mauvaise qualité => FN / FP) car plus de
vérifications Sanger

V7 : disponible en lignhe depuis 1 an environ. Maintenant disponible en VM
(sera installée en janvier 2023)

= Améliore la détection des insertions dans I'exon 20 d’ERBB2 (HER2)

= Pas beaucoup mieux sur le reste des problemes



Ameéliorations

Gene/mutation

Probleme

V7

Dup de ERBB2

détecté que en novel isoform,
pas en variant

Ok vu dans "variant"

Nomenclature KRAS

"delins" appelée "inv"

TP53 dup 45nt

détecté que en novel isoform,
pas en variant

Del RET ¢.1886_1891del

vue a 0,5% au lieu de 50%

TP53 c.919+1G>A

saut exon8 bien vu mais
pas la mutation causale

BRAF mut epissage
c.1742A>G

non vue au lieu de 18%

TP53 ¢.272+15_919+27

saut exon7/8 bien vu mais
pas la mutation causale

MET exon skipping
c.3082G>A

saut exon14 bien vu mais
pas la mutation causale

PIK3CA Q546L Non vue par Archer (rattrapage par Sophia)

CQE PIK3CA E545K 20% Non vue par Archer (rattrapage par Sophia)

vue a 1,2% dans novel isoform et dans e Lk
: Ok vu dans "variant Sy Oy
ERBB2 variant |




Ameéliorations

Simplification du dosage des librairies au chargement de séquencage (gain de
tps technique)
=>»gPCR vers dosage QuBit simple
=>» Moins homogéne mais suffisant (sur-séquencage des échantillons : Nextseq, 8M de reads visés)
CQl mutation en plus du CQl fusion
Indicateur de « genre » (X / Y) : permet de repérer de possibles inversions de

patients en techniques (si mauvaise qualité => FN / FP) car plus de
vérifications Sanger

V7 : disponible en ligne depuis 1 an environ. Maintenant disponible en VM
(sera installée en janvier 2023)

= Améliore la détection des insertions dans I'exon 20 d’ERBB2 (HER2)

= Pas beaucoup mieux sur le reste des problemes
Elargissement du fichier GTF pour avoir en ROl les introns

= Pas beaucoup mieux => probleme d’appel de variants (pas fait pour en fusionplex)

el



Nouvelle version : ajout : V7

Se fait en plusieurs mois
2 rajouts designés (probes ADN ou probes ARN)

= Commandé que les probes ARN

=>» Sera testé pour début 2023 (avec la V7 de la VM)
=>» Assez peu optimiste sur I'excellence des performances pour toutes les cibles

=>» Difficultés d’homogénéité dans I'analyse / demande de I'expérience pour ne pas tomber dans les
pieges de la technique (et des limites des échantillons)

=>» Probléme de rachat d’Invitae / Archer ? =» pas vraiment, pas d’arrét de prod / livraison ? (mais perte
de vitesse dans le développement ? )

Au final:

=» Changement de technologie / fournisseur ?



Cahier des charges d'un test biomarqueur « parfait »

Garder I'idée d’un test 2 ou 3 en 1 (Détection SNV, fusion, +/- amplif ou
expression)

Réalisation d’une seule librairie (limite des couts / temps technique ) =
Utilisation de TNA (a tester versus extraction ADN et ARN et ratio ADN / ARN contr6lé)
Parfaite détection des SNV :

= Non dépendante exclusivement de ’ARN (pas de FN pour genes peu exprimeés)

= Capture > amplicon

Parfaite détection des amplifs +/- expression

= Le plus compliqué (possible surexpression sans amplif)
= Demande a pouvoir détecter quelles reads proviennent d’une matrice ARN d’une matrice ADN !

* Impossible pour le moment (Archer et SG) !

Au global : Réflexion actuellement pour réaliser un custom de la solution ROS de
SG (projet a plusieurs? => partage des couts du custom : 20k€ minimum!)
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Prélevement poumon LSD récent (CLB)
50% cellules tum
Bonne qualité => RAS sur le prélevement

sistics

\ Statistics

I Sltes per G5P2 B13TH 158516 35268
I 5lies per G5PZ Cantrol a7.12 43626 4417
kics

0 Mg, Unigue DNA And Ambiguous Start Sites Per G5P2
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Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur

Pas de mutation a rapporter dans Archer

|
[ Likely Benign
|
[

RMA Variant with Outlier

All Results

EEREBZ
E EREBZ
S EREBZ
B EREBZ
FGFR1
FGFR2
FGFR2
B FGFR3
B FGFR3
GMNAS
EHRAS
IDH1

KIT

KRAS

B MET

NTRKZ2

ROS1
ROS1
BT
BTN

P53

RNA vaniant cible

1 M D04445 3
1B NM_DO4445 3
18 N _D04442 3
18 NI _D04442 3
1B NM_D15850.3
I NI _DO0147.4
. NL_DDO147.4
9 NI _DD0142.4
9 N _D00142.4
1 NIL_DDOS1E.S
I NI DDS343.3
15 NI_DOSB3E.2
I N _D00222.2
18 NM_D04985.4
19 N _D00245.3
19 NN _D06180.4
1 NN _D06231.3
NM_002944.2

NM_002944.7

15 NI _D00455.4
9 N _D00455.4
I NA_DDOS4E.5S

= nM_D00546.5

Low confidence variant ciblé

= 23/27
2327
o327
B az27
Ha1e
Hee

=11e

B=s3
=z
B0
10427

= Biank
B Blank
Han

B gag

543

=110
=110
=i

HEBlank

1 - 2338 2841 delinsATGT
I - 2R47T=C

- 223804
C2B41C=T
o 37del

B f9eA-G

B c-23eGA

B 2275-30G
B 2275-1GC
B 3930=T

B 31T>C
C.548AFG
Bc1e21a=C

8 451-5617G=A
B Blank

I - 500C=A

1 7550-T

c 5778-1del

c. 43380

1= - 107dup

= c 107 del

I8 c 376-91GxA

Lowr confidence Depih

W HeCys946=
19 [ [le949=

B jle946=

= . Cy=947=
I® Elank

I Val232=

Eplle13i=
B pHiz27=
Ep Tyri83Cy=
B o MetSd 1Ly

= Blank

B Seri67Tyr

o Ala252Val

p-Thr1d5Pro

B p ProTlarg

0LB5T1

0LBEST

08387

08525

0.0705

09854

04865

01052

o086

0.9921

04734

04848

0.4812

0.9907

1.0000

02240

05860

02875

0.5045

02091

01630

0.9955

1.0000

Low confidence AF

35

35

3

2496

160

1034

174

175

2162

221

1891

107

125

263

362

5795

116

30

31

26

29

176

1600

503

2167

20

393

910

24

28

59

5070

330

55

59

D New

199

92

104

31

50

234

38

329

200

206

73

74

141

80

104

450

51

a0

162

1500

1261

Eenign

= Eenign

Eenign

Eenign

Mot provided

B Eenign

= Eenign.Benign

Uncertain significance

Uncertain significance

B Benign.Benign

= Muttiple annotations
™ Muttiple annotations
™ Muttiple annotations

= Muttiple annotations

8 <plice_region_variantd5_prime_ UTR_variant

= Wuitiple annotations

B 5 prime UTR wariant

1B splice_region_variantiintron_variant

1B splice_acceptor_varisnt
= Multiple annotations
= Muitiple annotations
rmissense_variant
Missense_variant

B intron_variant

IH Muitiple annotat
missense_variant
MiSSEnse_variant
splice_acoeptor_variant
missense_variant

B 5 _prime_ UTR_variant
B 5 prime UTR variant
8 mizsense_variant

B intron_variant

# Edit Columns e

07813 rs1047100
rs1047111
PRS- COSM3758661  rs7121
0.3157 COSM3752426 | rs12628
0.0028461 rs34599179
0.07723 COSM2B026 rs3822214
0.9956 rsd362222
rs1858830
0.0009787
0.08577
01615 COSMA003668
rs3B6054212
0.6686 COSM250061 rs1042522
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Patiente; 2122053 : mutation BRAF loupée sur Arcl

| @

i
- - V4 - 1 L
* Mais mutation retrouvee dans SophiaDDM: 18% de VAF* »
n 0 e ]
e
L
2 SAMPLE #200251858 BM21004073 € 27/37 » = 6/11/2021 Run_CTL_225_ 231121 3 5 P
OncoPortal Variants Patient Pathology (1) 1~ o o »
@ h A non-small cell lung REPORTED 1/1 E A - =
Low Coverage carcinoma BRAF -
SNVs/INDELs | FUSIONS WARNINGS o
Actionability Eurn | T Gene | Exon D Transcript Coding cons... Protein ... VF% ref alt GnomAD Filter Processed ClinVar ral . "
D * 4 13 17+4 0 S SHP  BRAF 15 1iM_004333.4 missense p.(Asn5815er) 442 182 7T C Likely_pathogenic
[ O 1 SHP CCHDT 4 N _053056.2 SYNOoNYmMous p-{ProZdi=) 3411 47.7 G A 0.4466 s risk_factor
[ C 1] 7 SHP  EGFR 0 1v_005228.4 SYNONYIMous p.{GIn787=} 15165 99.9 G A 0.5214 4 Benign
2 1] Fiy 4 SHP  FGFR3 7 NM_000142.4 SYNONYMOous P (Asn294=) 168 6T C D.163% + Benign
[ C 1] FiYy i SHP  HRAS 2 1M _005343.3 SYNoNymous p.(His27=) 349 47.5 A G 0.3188 : Benign
1) 2§ SHP MET 20 M 001127500.2 synonymous p.(Asp1304=) 5492 99.9.C g 0.4225% b Benign
[ C 0 10 SHP  RET 13 lM_0205975.4 SYNONYMous p.(Leu769=) 1106 100.0 G T 0.7437 & Benign
b N
BIM21004073_527_R1_001- Job O T
Seardn: ER&)
@ RMAVarian: t with Oudiar | - D FMA variart ciblé | - || Low confidance varianz bld | - || Low confidence Danth - || Lawcanfidanca 4F | - | @ New
u| [} BRAF 8 4snSR1Ser - TIAG 118 2 0.0158 832459 292 2 ] 0 [ i Mo 2 o 115
v |0 ]} EBRAF = p Ser535P0 243 z 0.0082 65.0 14 ¢ o o a 2 Mo [+ z 43
o BRAF 73 260 248 o o o o o M 1 o 17
b BRAF 173 1 0.0057 36.0 957 ¢ 2 o q o MNo 1 o 173
N BRAF 174 1 0.0057 235540 152 1 s ] o 0 o 1 o 172
_ BRAF 18 o Al=59EEl 75 53 o 0 e} L o fes [£ 1 174
BRAF I o GR 04y 4952 4 am ¢ 2 o o Mo 2 2 2860
] ] SRAF 18 Ghds6AE 5950 4 645 2 o i b Mo 3 2 2733
v () o BRAF ™ o Tyrd72Cys B 415AG 4265 3 0.0007 837 4 2 o 0 o No 2 1 2315
w0 [l BRAF M p Arg354GN0 M- 1055GA 4316 3 0.0037 ] 0 i

» Mut&uun a 1£v0 Sur Aicriel \en diidi L 1d criercier specinguement
dans la barre de recherche) => non retenue



Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur Archier

Pour enlever le doute: Sanger demandé sur BRAF exon 15: mutation retrouvée! | Ne

Summary ACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAG L TATWTTTCUTSAWGANSHI

ITT Variant®  |. & & v 0 & o o o & 5 = s 5 8 s s s s = = & & = = = = + » 1 "

Tndex 6 96 106 174k 1752 17 .

Feference ACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAG WTATATTTCTTCATGAAGAI , P

Peference-Ak I F L H E 1 o Y

et TV TR ETTELITETETTL Y AT T B TTIT I il
ACTGTTTTCCTTTACTTACTA iy

TATATTTCTTCATGAAGAI L %3
TLTTTCTTCAT | “ oy

BIM21004073-8 [\ M N
P
J A

EXpIiCationS ? TATATTTCTTCAT AAG AN A
+  Certainement un pb du trouvées aux jonctions iftrons- 1y
y BrM21004073-B L)
exons (pb connu d’Arct /\ /\ 4.

¢ Sophia n,apas de pbs =-EEmEEEERm - [ N N NN N NN NN NN -l--l---- ------- o

Conclusion: FAIRE ATTENTION aux variants situés dans les jonctions introns-exons. Ne pas hésiter a demander des
confirmations. Etre alerte sur les discordances avec Sophia (essentiellement sur les mutations connues et hotspot).



CNV Intra-génique et « novel Isoform » dans Archer

¢ DOSSIer 2112122 ' KC poumon Situation clinique : Recherche de mutations du géne EGFR. + autres "'1__':,1'.\9
. . Motif de prescription ; Biopsie impossible a réaliser {
¢ Analyse CIrCUIant en 1er- Stade avancé ou métastatique : Oui _‘;_,&
w 8
Mutations connues du géne FGFR : Non B9

Traitement : Mon
Evénement : Diagnostic
Prélevement réalisé : Avant traitement

Prélevement :

- Date de prélévement : 20/04/2021

- Heure de prélévement : 14:30

- Date de congelation : 21/04/2021

- Heure de congélation : 12:00

- Délai avant congélation : > 4 heures

Extraction :

- ADN extrait a partir de : 8 ml de plasma (tubes Streck)
- Référence de FADN extrait : ADM n* 1369 |
- Quantité ADN extrait : 6.75 ng/ml e e,
- % d'ADN circulant : 49%

D2 p.x * ﬂ. . Actionability C... T... Gene & ExonlID Transcript Coding cons... c.DHA Protein D... VF% ref
B> O *x 7 SHP  EGFR 18 MM_005228.4 missense c.2155G=T p.(Gly719Cys) 9603 9.8G T
B O * 747 7 SHP  EGFR 20 MM_005228.4 missense £.2303G=T p.(Ser76Elle) 10168 9.4 G T
Lﬁ 8 *x 17 INDEL TP53 7 Mi_000546.5 splice_donor_... c.672+215_919+27del  p.(?) 7975 11.0 TCCA...
[ 4 7 =] CLID COFRTT A 7 ki DOWONTT A mIrCanca ~ AATG~ A n C Al A ART haed TARR AT & T

Conclugion :

Biomargueurs poumon sur ADN circulant par technigue NGS : sous réserve d'une guantité d'ADN extrait inférieure a la guantité optimale reguise :

- Présence de la mutation p.(GT19C) dans I'exon 18 du géne EGFR (fréguence alléligue ; 9.8%). Mutant sensible aux inhibiteurs de 'activité tyrosine kinase de I'EGFR.

- Présence de la mutation p.[57681) dans I'exon 20 du géne EGFR (fréguence alléligue : 9.4%). Mutant sensible aux inhibiteurs de I'activité tyrozine kinase de I'EGFR. L'intérét clinigue de cette co-mutation de moindre sensibilité (notamment aux inhibiteurs de
Jeme generation) du géne EGFR est a discuter en RCP moléculaire .

- Présence de la mutation ¢.672+215_919+27del correspondant 4 la délétion des exons T et 8 du géne TP53 (fréguence alléligue : 71%). Cette mutation a &té décrite comme délétére, dans |'état actuel des connaizzances.

- Absence de détection de mutation dans les autres exons analysés des génes EGFR ef TP53 et dans ceux analysés des génes KRAS, BRAF, EREB?, PIK3CA st MET, dans la limite du prélévement analysé et des techniques ufiisées.

Ces résultats doivent étre interprétés avec précaution compte tenu de la faible proportion d"ADNct {49%).



 Suite sur Tumeur, analyse car échappement au tagrisso

* On retrouve bien en ARN, dans la partie « novel Isoform », le transcrit
particulier avec le saut des exons 7 et 8 dans le gene TP53 (déletere),
mais la mutation TP53 est bien entendu non retrouvé dans | analyse CTI,,

i

«-_‘1‘

- Conclusion: la catégorie Novel Isoform peut contenir des informations tres
intéressantes, le probleme est la confirmation (ici le Sanger n’aurait pas J»-
trouve la délétion des exons 7 et 8) et I'apprehension d'isoformes qui
peuvent aussl se confondrent avec des |soformes physmloglques (+
diz o i “gane

Searh:
C ( @ Srong Fusons & Oncogenic sofarms | - | Low Confidence Fusions | - | A Resurs | - avelisoform - MRALcLrAe - || ERBEZ dupc.2313| - || Exonskipped | - (G New
e 55 a4 11.88 rue hr1 7757817 7.chr




BM21000421: BM colorectal (bloc ancien = 3 ans)
Qualité moyenne

O Number of Reads After Timming Adapters

@ Total Fragments © Fragments with Compiete Adapter

4564,864 4545677 3,538,998
Ex
]
Read Statistics
0 Type @ Tomal Fragmenits (£ / %) O Mapped [#/ %) @ Pass Alignment Filter {%) O On Target (%)
All Fragments 3,538,998 /100.0 3,533,790/9959 959 98.0 [ ]
Unique Fragments 266,263 /7.5 265,524 /99.7 997 884
Ex
DNA/RNA Statistics
b
@ Type © DNA Reads (# / %) O ANA Reads (% /%) @ Ambiguous Reads (¥ / %)
All Fragments 1,708,833/454 804,555/ 23.2 9477287274
Molecular Bins 109,575 f46.7 57,600 /246 67,402 /287
Average Molecular Bins per G5P2 299408 15738 @ 18416 @
Unique Start Sites 20,746/ 585 8,681/245 74027209
Average Unique Start Sites per G5P2 57450 26420 22220
Average Unique Start Sites per G5P2 Contral 5262 566 30.50

QC Statistics

10 Avg, Unigue DNA And Ambiguous Start Sites Per GSP2 © Avg. Unigue RNA Start Sites Per GSP2 Control

79.68 56.0@



Mutation pik3ca bien séquencé
* Nombre de read total (1398= exon 9):

B
PIKSCA_chr3_178936993_32 n_GS5P2 1358 / 0,596 146 /0411
PIK3CA_chr3_178952093_29 n_G5P2 1050217 108 /0307

% -

- ﬁ'

» Mutation PIK3CA retrouvée avec profondeur = 13 mais‘avec,
seulement 6 reads portant la mutation!

Run_CTL_185_160221 / BM210K

@ RMNAVariant | - | RRAVariantwith Outlier | - | All Results | - || RNA variant o

Low canfidence Depth | - || Low confidence AF | - | € New

D ALK MNM_ 0043044 23/29 c.3604G=A 0.0105 856 9 2 125 CO5SM144350 g, |
D BRAF T nhd_D04333.4 18 0.015. 773 12 4 &7 OOSM472 g
|:| BRAF IS M _D04333.4 1518 0.0116 L] 4 28 COSM21549

O I EGFR 8N _pos228.4 B P-Arg748Lys 481 9 2 21 COSMT33198

D B EGFR = MM _D05228.4 PArETTECYE 1161 19 4 144 COsSME226

|:| B EGFR B MM _DDS228.4  Thr785Ala  0.0143 349 L 1 76 COSME3103

D T M _D0s228.4 462 7 3 24 000002843 COSME240 B Cther

D M 0052284 B 562 7 5 - =) CosM13191

|:| . NM_DD0Z 124 Zz 45 COSM33365

D T MM _DODZ: 114 4 2 42 COSM1264

D KIT B MM _DD02222 1121 p.LeuS76Pro 0.0133 75 1 1 35 COSMT290

D KT T MM _D0D2222 1327 W ArgE34GEn | 0.0291 103 3 1 30 0.000008129

D KIT I NM_DD02222 1721 AspB204sn 0.0113 444 L4 2 70 COSM17347

KRAS B MM _D049854 EZ/S I C346T B Gly120ys 0.0354 1414 50 26 157 g COSME1E rs121913530 BS Pathogenic

PIK3CA NN 00E2183 10/21 pGlus45L: 0.4615 3 6 2 4 00000040285 COSM125370 r=104826003 M Pachogenic

|:| PIK3CA I MM _DOE p-Hiz1048Tyr 00104 457 5 1 ad COSM243875

D ERET ™ p Arg312Trp. | 00116 173 4 1 43 00SM3415039

|:| TPS3 919 13 < 132 COSM3378347 r=876659802 Pathogenic




Probléme design panel: GSP2 dans I'exon 11 (a cause du pseudogene PIK3 ) la
nétric de profondeur prend en compte le début de I'exon 11, qui ne nous mteressmpas et
)as la zone d’analyse intéressante de I'exon 10, d'ou des Chutes de profondeur_aw rm?e u

des mutations hotspots
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Mutation bien retrouvée a environ 50% en:
Sanaer

i /
N

FIK3CA-zerie35
Project View

Laver_ex10et22 R lil"tr':'n 10

SUmmAary
Variants
Index
Feference
Feference-Ab

AAGGGA AR TGACALAGARACAGC TCAAAGC AL TTTCTACACGAGATCCTCTCTCTRAAATC CACT

ALGCGAAALTGAC AL AGAAC AGC TCALAAGE AATTTC TACACGAGATC CTC TCTECTEGALATCEALCT

&GEAGGAGAAAGATTTTCTATGGAGTEACAG

I

P EMZ1041F

w BMZ104Z21

Br210421-PIK3CA-GF_207

Er210421-PIKICA-OR_20

AAGOC A AAA T CACALAAGAACAGC TCAAAGCALATTTTC TACACGAGATCCTCTCTCTRAARATC CACT

AAGOGA AR TGACALAGARACAGC TCARAGC AL TTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGARAATC CACT

TCETCTCTETL

o1

o=l |

ﬂ

1640 1650 1660
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Mutation BRAF V600E a 6% en ddPCR

Non retenue en Archer (1 seul AO sur 47x=>2,1%)

Run_CTL_278.291122 / BM22004410_52 R1_001-

@ RNA Variant| - | (RNA Variant with Outlier | - | { All Resuits | - | | RNA variant ciblé | - Low confidence Depth | - | | Low confidence AF | - || Filtre général | - || Fittre ciblé | - || Poumnen | - || Colon | =
hMelanomes ' Hdmnetre-: - Chnlangfocafcincme:.' Uro _. - Esburnal::.' Tl"q,lrnideg = || Histiocytoze - Pann-eag: - HNEW

i . Exan DepthT | AOY || UADY | UDPY || TOY | znomADAFY || COSMICDY || DBSNPIDY Clinical Significance ¥ 1|
EnQQr | w| O BRAF B MM 0043334 1518 B i799T>A BEpvalE00GIs  0.0213 | 47 1 1 34 411 COSMATE rs113482022 M pPathogenic
EeOQ | +|| O KRAS B M _O04955.4 oS BcceGrA  BpGn2Z= 00133 |72 1 1 28 371 COSM1360867
ERQb | w| O MET B MM 0002453 1M 1421 BEc2932C-T B p ProS9785er 01000 10 1 1 ] 1066 COSM1B66373
EeCer | w| O RET B MM 0206304 MM45/19  BEc2eSeC-T BEp ArgB26Trp 0.0286 35 1 1 21 263 DL.O00004065 rs146838520 | Uncertsin significance
ERQer | w| O TPS3 BN rpd OD0SA6.5 IS B cs2eT>C  BpCysi7earg 00118 | 765 3 a 1339 2859 COSM1172483

Showing 1 to 5 of 5 entries




Alignement des reads chimeériques: attention !

Pas toujours simple:
= Surtout si séquences homologues au niveau de la jonction 5" - 3’

= Surtout si séquence « intermédiaire » : type sandwich

ATP1B1-NRG1 fusion

chr1:169080719,chr8:31496931 => For Archer analysis

chrl: 169080736, chr8: 32453346 => For me (more likely)



Vision de résultat d'un WTS Auragen

Fastidieux ++++ (Read-through, GOF vs LOF)
Noyé sous la data ++++
Trouver des regles d’interprétation complexe ++++

msan.
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Analyse ciblée des fusions par RNA seq dans
le cancer pulmonaire non a petites cellules
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Timeline of FDA-approved targeted therapies for
oncogene-driven NSCLC

Selpercatinib
RET

NTRK Entrectinib
ROS1 Sl

Pralsetinib

Repotrectinib

CeritiTib L Lorlatinib 2L or 3L
ost-ALK TKI
ALK Ceritinib 2L Alectinib 2L Brigatinib 2L 2
Crizotinib post-crizotinib post-crizotinib post-crizotinib  Alectinib 1L Brigatinib 1L Lorlatinib 1L

|| | | N | | |

I -
Erlotinib 1L Gefitinib 1L | Afatinib (SCC) Osimertinib 1L Osimertinib Mobocertinib
|| adjuvant (EGFR exon
Afatinib Osimertinib 2L Afatinib (EGFR L861Q, |l Dacomitinib 1L 20 insertion)

EGFR T790M+ G719X and S768lI) [ [ |

Amivantamab
(EGFR exon 20 insertion)

KRAS Sotorasib | Adagrasib

Dabrafenib plus trametinib

E Capmatinib [l Tepotinib

Trastuzumab deruxtecan

<
—

HER?2

Tan AC and Tan DSW. J Clin Oncol. 2022;40:611-25.



Currently available targeted therapies in NSCLC

FDA-approved targeted therapies o
N

30

Target | Molecule name (year of FDA approval)
KRAS  Sotorasib (2020), adagrasib* (2021)

%) EGFR  Erlotinib, afatinib (2013), gefitinib; osimertinib (2015),

% 20 dacomitinib (2018), erlotinib + ramucirumab (2020),

3 amivantamab, mobocertinib* (2021)

g ALK Crizotinib (2011), ceritinib (2014), alectinib (2015),

s brigatinib (2017), lorlatinib (2018)

o BRAF Debrafenib + trametinib (2017)

Qo

€ 10- ROS1  Crizotinib (2016), entrectinib (2019),

> repotrectinib* (2020)
MET Crizotinib (2018), capmatinib (2020), tepotinib (2021)
RET Selpercatinib, pralsetinib (2020)

0 NTRK  Larotrectinib (2018), entrectinib (2019)
2010 11 12 13 “14 15 16 “17 18 19 220 21 22
Year
N .

Delahaye C, et al. Cancers. 2022;14:2613.



Genomic alterations level I/lI/lll according to « ESCAT* » in advanced non-squamous NSCLC

(*ESMO Scale of Clinical Actionability for Molecular Targets)

Alteration ESCAT

Common mutations (Del19, L858R) 15% (50-60% Asian) IA
Acquired T790M ex20 60% of EGFR mutant 1A
Uncommon EGFR mutations (G719X in exon 18, L861Q in exon 21, S768I in exon 20) NSCLC, 10% IB
Exon20ins 2% IIB

Fusions (mutations as mechanism of resistance) 5% 1A
Mutations ex14 skipping 3% IB
Focal amplifications (acquired resistance on EGFR TKI in EGFR-mutant tumours) 3% IIB
BRAFFV600E Mutations 2% IB
Fusions (mutations as mechanism of resistance) 1-2% IB
Fusions 0.23-3% IC
RET Fusions 1-2% IC
KRASGL2C Mutations 12% 1B

Hotspot mutations 2-5% IIB
ERBB2 o

Amplifications 2-5% IIB
BRCA 1/2 Mutations 1.2% A
PIK3CA Hotspot mutations 1.2-7% A

NRG1 Fusions 1.7% B

Mosele F, et al. Ann Oncol. 2020:31:1491-505.



The landscape of actionable genomic alterations in non squamous non-small cell lung carcinoma

NTRK rearrangement (0.23%)

RET rearrangement (1.7%)
BRAF V600E mutation (2.1%)
HERZ2 exon 20 insertion mutation (2.3%)

1 No actionable
ROS1 rearrangement (2.6%)

alteration

MET exon 14 mutation (3%)

ALK rearrangement (3.8%)

1 Other KRAS
mutation

3 KRAS G12C
mutation

[ Other EGFR
mutation

B EGFRexon
20 insertion
mutation

Outer circle: Asian populations
Inner circle: Western populations

B FE£GFR exon 19 deletion
and L858R mutation

Tan AC, Tan DSW, J Clin Oncol. 2022 Feb 20;40(6):611-625. doi: 10.1200/JC0O.21.01626



Any actionable genomic alterations in squamous non-small cell lung carcinoma ?

Table 1. Freguency of selected genetic abnormalities in NSCLC
Genetic abnormality (references) Gene location SCC Adenocarcinoma DDR2 mut
TP53 (36, 71) 17p13.1 51% 36% 4%
PISKCA amplification (51, 52, 54) 3q26.3 33% 6%
SOX2 amplification (23, 24) 3q26.3-q27 23% Very rare
FGFR1 amplification (24, 25) Bpi12 22% 1% PIK3CA amp
PTEN mutation (36, 61) 10g23.3 10% 2% 33%
MET amplification (34, 35) 7q31.1 3%-21% 3%-21%
PTEN loss (59, 62) 10g23.3 8%-20% 8%-20%
KRAS mutation (36) 12p12.1 6% 21%
Variant Ill mutation (36) 7pi2 5% \ery rare
LKB1 mutation (70) 19p13.3 5% 23%
DDR2 mutation (30) 19233 4% 1% MET amp
HER?2 overexpression (39-42) 17q11.2-q12, 17q21 3%-5% 5%-9% 5%
PISKCA mutation (50-52) 3q26.3 3% 3%
BRAF mutation (36, 64) 7p34 2% 1%-3% MET mut
EGFR mutation (36) 7pi2 <5% 10%-15% 1%
AKT1 mutation (56) 14q32.32 1% Very rare
MET mutation (36) 7q31.1 1% 2%
HER2 mutation (48, 48, 49) 17q11.2-g12, 17g21 1% 2%
EML4-ALK fusion (66, 67) 2p21, 2p23 1% 2%-7% © 2012 American Association for Cancer Research
Clinical
- Cancer
Review

Research

Squamous Cell Carcinoma of the Lung: Molecular Subtypes
and Therapeutic Opportunities

Pablo Perez-Moreno"‘z, Elisabeth Brambillaa"‘, Roman Thomas5'9. and Jean-Charles Soria’?




Cancer Biol Med 2021. doi: 10.20892/j.is5n.2095-3941.2020.0120

ORIGINAL ARTICLE - 8““”
Mutation Targeting FGFR in non-small cell lung cancer: implications
75% from the landscape of clinically actionable aberrations
of FGFR kinases

Zhen Zhou®*, Zichuan Liu?* Qiuxiang Ou?, Xue Wu?, Xiaonan Wang?*, Yang Shac??, Hongyan Liu®®, Yu Yang™
All FGFR

aberrations
(1.9%)

No FGFR
aberration
(98.1%)

Gene amplification

_~710%

Gene rearrangement
15%

O Mutation
O Gene amplification
B Gene rearrangment

1006 - —
32% 80% |-
8
—  60% |-
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Fusions of interest in NSCLC

SCENARIOS

A: Current Practice B: In development C: Future Horizons
v v

1\

"EGFR 18,19,21
BRAF
PD-L1
ALK
ROS-1
PANTRK
RET
MET exon 14 skip
MET amplification
EGFR ex 20
KRAS
HER2
g NRG1
HRAS
NRAS
AKT
TMB/CGP/HRD
STK11
KEAP1
TP53
JAK2/3
BRCA 1.2
e FGFR ‘
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Bioresources for predictive biomarker assessment in advanced
non-squamous NSCLC at diagnosis and/or at progression?'?

( ) ( )

Pleural fluids Cerebrospinal

Surgical _
specimen JU fluids )
N[ N\
\ Bronchial aspirates and BAL Cell blocks

B Cg Ty

S ../&f 3

g-. Y- i 48 M
g 5

3074

4 )
\
TBNA/EBUS
iq. - ?:
Bronchial and transthoracic biopsies Blood samples *
\ \ \_ - - _ Modified from Hofman P, 2021.

1. Hofman P. Cells. 2021;10:2157. BAL, bronchoalveolar lavage; TBNA/EBUS, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration.



Reasons why patients miss out on biomarker testing from
tissue biopsy

aNSCLC Tissue biopsy may

be infeasible in
9-18% of patients

Tissue biopsy
feasible

Tissue biopsy procedural failurerates |  The overall tissue biopsy failure rate

vary by technique and can range 0
o 4-02% may be up to 45%

w—)
—)

‘ Samples are inadequate

w—)

Tissue biopsy
procedure
successful*

Sample
adequate for
testing?

for testing in 8—26% of patients

=

Access to testing varies by country and
region and depends on infrastructure
and reimbursement




THE CLINICAL PATHOLOGIST’S RESPONSIBILITY: OVERCOMING PITFALLS ON THE JOURNEY TO NGS

\ 7
NO GO
/ N\

NGS

(O <& D IN- i<l
2 Lt ‘ >~
3, 21 L
o AN T e J J

8 / Beware A\

Diagnosis
Percentage of tumor cells

One major challenge:\

Quality and quantity
of RNA in lung pathology

. J

Second scenario (in- house) \

Turgrted eguencia . |
ddyila, Biocarti

True vs false negative

LPCE biopathology

. molecular biology result
Sample size olecular bio ogy results . e Isop::-astéirgmNGS
Necrotic area _ - \JL ‘
RlSk Of miSSing an eﬁective NGS (S5 sequencer, Thermo-Fisher) Targeted sequencing (Idylla™, Biocartis)

targeted therapy

- J

Y b | > w w.» o
'y \i . " 7 ‘. ” \ P y A
R b £ B 4
NGS (Genexus sequencer™, Thermo-Fisher) IHC (Ventana, Roche Diagnostics)
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Fusion-positive non-small cell lung carcinoma: Biological
principles, clinical practice, and diagnostic implications

TABLE 1
fusions in non-small cell lung carcinoma

Current challenges concerning assessment of gene

To obtain a sufﬁcient[quantity and quality of extracted RNA/DNA
from formalin fixed tissue biopsies, cytological samples, or liquid

|1,z,3.:,._; | 4560 | 2370 |

Daniel Kazda Véronique Hofman Petros Christopoulos

Marius llie

Genes Chromosomes Cancer. 2022:1-17.

2436@ | Albrecht Stenzinger**#@ | Paul Hofman*¢©

-

(\J\" uu
—
B lon e finger
e b ETV6::NTRK3 (ESN14) eirenare

4 :“:‘h“ﬂ'v% 8 ¥ el
sH-HAE B B

T e

—— - -
e e -lw‘v‘ ok

Fusions visualized using Arriba

biopsies

To select the best approach among a multitude of molecular biology
methods (IHC, FISH, RT-PCR, DNA NGS, RNA NGS, in situ
multiplex assays such as nanostring technology)

To identify all fusion partners

To integrate divers genomic alterations associated with
rearrangements

To provide immune treatment at baseline

To deal with possible tumor heterogeneity when analyzing fusions
(according to the size of the sample)

To assess gene fusions in non-adenocarcinoma lung carcinoma

To handle liquid biopsies at baseline and at progression in daily
practice

To select an optimal gene panel (for rearrangements, mutations, and
amplifications assessment)

To master the turmaround time required to obtain all molecular
biology results

To integrate the costs and the reimbursement according to the panel
used

b iisandod NCOAA4::RET (N8R12) 0 - s o
amnmm o l To obtain accreditation according to the SO 15189 norm for gene ]
ST fusion assessment
o4fHHH- SR RO D I I
— ; To deal with the next IVDR in Europe
P b —_— :
RET - YOV — To be able to look for mutations of resistance at progression

To detect the resistance mechanisms



RNA Seqg en pathologie thoracique
Est ce qu’'un algorithme est envisageable?

LPCE

99% OPA RNA SEQ

1% FoundationOne HEME/other platform



Ultra-fast gene fusion assays (UFGFA)

OPA panel on GENEXUS System
(ThermoFisher)

Fully integrated sequencing device assessing
50 genes alterations from both DNA and
RNA, including mutations and gene fusions in
ALK, ROS1, RET, MET, NTRK1/2/3

+ §5°-3’ imbalance analysis

IDYLLA Platform (Biocartis)

Fully automated cartridge based qPCR
system assessing gene fusions in ALK,
ROS1, RET, METAex14 and NTRK1/2/3

+ 5°-3’imbalance analysis

170

|



Gene rearrangements detected by Idylla™ GeneFusion Assay

ALK fusions
EML4-ALK : EML4 exon 2; ALK exon 20
EML4 exon 6a; ALK exon 20
EML4 exon 6b; ALK exon 20
EML4 exon 13; ALK exon 20
EML4 exon 15; ALK exon 20
EML4 exon 17; ALK exon 20
EML4 exon 18; ALK exon 20
EML4 exon 20; ALK exon 20
KIF5B-ALK : KIF5B exon 15; ALK exon 20
KIF5B exon 17; ALK exon 20
KIF5B exon 24; ALK exon 20
HIP1-ALK : HIP1 exon 28; ALK exon 20
HIP1 exon 30; ALK exon 20
KLC1-ALK : KLC1 exon 9; ALK exon 20
TPR-ALK : TPR exon 15; ALK exon 20
TFG-ALK : TFG exon 4; ALK exon 20
TFG exon 6; ALK exon 20
ROS1 fusions
CD74-R0OS1 : CD74 exon 6; ROS1 exon 32
CD74 exon 6; ROS1 exon 34
SDC4-ROS1 : SDC4 exon 2; ROS1 exon 32

SLC34A2-ROS1 :

EZR-ROS1 :
TPM3-ROS1 :
GOPC-ROS1 :

LRIG3-ROS1 :

SDC4 exon 4; ROS1 exon 32
SDC4 exon 4; ROS1 exon 34

SLC34A2 exon 4; ROS1 exon 32
SLC34A2 exon 4; ROS1 exon 34
SLC34A2 exon 13; ROS1 exon 32

EZR exon 10; ROS1 exon 34
TPM3 exon 8; ROS1 exon 35
GOPC exon 4; ROS1 exon 36
GOPC exon 8; ROS1 exon 35

LRIG3 exon 16; ROS1 exon 35

RET fusions

KIF5B-RET :

KIF5B exon 15; RET exon 11
KIF5B exon 15; RET exon 12
KIF5B exon 16; RET exon 12
KIF5B exon 22; RET exon 12
KIF5B exon 23; RET exon 12
KIF5B exon 24; RET exon 11

CCDC6-RET : CCDC6 exon 1; RET exon 12

MET exon 14 skipping

MET-MET :

MET exon 13; MET exon 15

Gene rearrangements detected by the OPA RNA Assay

981 fusions détectées

Inter-genetic Intra-genetic

fusions fusions
ALK NTRK2
BRAF NTRK3 EGFR
ESR1 NUTM1 MET
FGFR1 RET
FGFR2 ROS1
FGFR3 RSPO2
MET RSPO3
NRG1
NTRK1

(imbalances pour les genes ALK, RET,
NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2
et FGFR3)




L] ;:| FOUNDATIONONE®*HEME

ABIT ABLT
ARHGEFI2 ARIDIA
BCLIB BCL2
BRAF BTGI
CCND3 CD274 ¢PD-L1)
CLTC CLTCL]
CTNNB] DDITZ
ELL ELN
ETVI ETv4
FGFRIOP FGFR2
FSTL3 FUS
HISTIH4! HLF
HOXCI3 HoxDn
IL2TR ILZ
KDSR KIF5B
MAF MAFB
MLLTZ MLLT4 caFe)
MYC MYHIT
NFKB2 NIN
NUMAT NUP214
PAXT PBXT
PERT PHFT
PRDMI6 PRREX1
RARA RBMI5
RUNXTTI etoy  RUNXZ
SNX29 (runpcza) SRSF3
TAFI5 TALT
TFG TFPT
TPM3Z TPM4
WHSCILT YPELS

ABLZ
ARNT
BCLZ
CAMTAT
CDK6

CNTRL ¢cepnoy

DDX10
EML4
ETV5E
FGFRZ
GAS7
HMGA]T
HOXDI3
IRF4
KMTZ2A eMLL)
MALT]
MLLTE
MYH9
NQTCHI
NUPSS
PCMI1
PICALM
PSIPT
RET
SEC3IA
5518
TALZ2
TFRC
TRIM24
ZBTBI6

ACSLE
ASXLT
BCL6
CARS
CDX2
COLIAT
DDXe
EP300
ETVe
FLIT
GLIT
HMGAZ2
HSPS0AAT
ITK
LASPT
MDS2
MN1
NACA
NPM1
NUTM2A
PCSK7
PiMI
PTCH1
RHOH
SEPTS
S5X1
TBLIXRI
TLXT
TRIPIT
ZMYM2

AFFT AFF4
ATFT ATGS
BCL7A BCL9
CBFA2T3 CBFB
CHIC2 CHNI
CREB3L]1 CREB3L2
DEK DUSPz22
EPOR EPSI5
EWSRI FCGR2ZB
FNEPT FOXxor
GMPS GPHN
HOXAN HOXAIZ
HSPSOABT IGH

JAKT JAKZ
LCPI LMO1
MECOM MKL1
MNXT MSi2
NBEAPI (scrsy NCOAZ
NR4AZ NSDI
OoMD P2RYS8
PDCDILG2¢Pp-12) PDE4DIP
PLAGT PML
PTK7 RABEPT
RNF213 ROST
SEPTE SEPT9
Ssx2 SSx4
TCF3 e24) TCLIA ¢cLn
TLX3 TMPRSS2
TTL TYKZ2
ZNF384 ZNF521

ALK
ATIC
BCOR
cBL

cic
CREBBP
EGFR
EREBZ2
FCRL4
FOX03
HERPUDI
HOXAZ
IGK
JAK3Z
LMO2
MLF1
MSN
NDRGI
NTRK1
PAFAHIB2
PDGFB
POUZAFT
RAF1
RPLZ2Z
SET
STAT6E
TEC
TNFRSFIIA
uspPs

Genes inclus pour lesquels I'ARN est sequence

ARHGAPZE (grAF)

BCLIO BCLTIA
BCR BIRCZ
CCNDT CCND2
CIlITA CLPT
CRLFZ2 CSF1
EIF4A2 ELF4

ERG ETS]

FEV FGFR1
FOX04 Foxp1
HEY1 HiP1
HOXA9 Hoxcn
IGL IKZFT
JAZF] KATBA (MysT3)
LPP LYLT
MLLTI enc) MLLTIO caF1o)
MUCT MYB

NF1 NF2
NTRKZ2 NTRK3Z
PAX3Z PAXSE
PDGFRA PDGFRB
PPRICE PRDMI
RALGDS RAPIGDSI
RENT RUNXT
SH3GLT SLCIAZ
STL SYK

TETI TFEZ
TOPT TP63

WHSCT (MMSET or NSD2)



D TYPES D’ECHANTILLONS BLOC FFPE OU 16 COUPES DE 5um D’EPAISSEUR NON COLOREES (+1LAME H&E)

1 Le tissu doit étre fixé au formol et inclus en bloc de paraffine.

Utiliser une méthode de fixation standard avec du formol

neutre tamponné a 10% pendant 6 a 72h. Ne pas utiliser d'autres

fixateurs (AZF, B5. Bouin, Holland). (\ o
En casd’'envoide lames, envoyer 16 coupes non colorées de Sum %/
d’épaisseur sur des lames chargées positivement

(silanisées), non chauffées préalablement + 1 lame H&E
Hematoxyline & Eosine

W surence | ml vour: |

2 |OPTIMAL : 25 mm? 3 [OPTIMAL : 2 mm?

Pour un volume d’échantillon
Le tissu doit avoir une optimal, vous pouvez envoyer
surface minimale de un échantillon dont la surface
25 mm? est de 25 mm? avec une
épaisseur = 80 microns.

Pour une surface tissulaire
sous-optimale, une épaisseur
plus importante est requise.

Optimale : 5 x 5 mm?
ou 2,5 x10 mm?

|:| CELLULARITE TUMORALE |:| CONTENU TUMORAL

4 5 [OPTIMALz.'SO% (MINIMUM : =2 20%)
L'ADN est extrait de cellules Si le rapport entre cellules
nucléées, tumorales et cellules non-

tumorales est trop faible, la
sensibilité de détection de
certaines classes d'altérations
génomiques peut étre réduite.
Une teneur importante en

Les échantillons & faible taux
de cellules nucléees (ex : ceux
contenant un nombre important
d'érythrocytes matures, de cellules

excessif en cytoplasme ou encore Remarque pour les échantillons hépatiques : La
les tissus avec un exces de fibrose) polyploidie étant une caractéristique commune des
peuvent nécessiter un plus grand hépatocytes, un contenu tumeoral 2 fois plus élevé gue
volume de tissu pour obtenir pour les cellules somatiques peut étre nécessaire pour

suffisammment d'/ADN a I'extraction. avoir suffisamment d’ADN a analyser.



200 patients retrospectively included

(2005-2022 from 5 academic hospitals) —_— |
fusion-positive NS-NSCLC v l
(n=113 ; 62 ALK, NTRK-positive WT NS-NSCLC
24 ROS, 12 RET, 2 NTRK, extrapulmonary tumors (n=93) (n=82)
13 METAex14)
; ) '

RT-PCR screening (n=113) RT-PCR screening (n=35) RT-PCR screening (n=82)

NGS screening (n=102) NGS screening (n=4) NGS screening (n=82)
Sucessful RT-PCR (n=111) Sucessful RT-PCR (n=5) Sucessful RT-PCR (n=80)

Sucessful NGS (n=102) Sucessful NGS (n=4) Sucessful NGS (n=82)

JTO under review



Idylla Idylla Genexus Genexus

(no Imbalance) (no Imbalance)
Accuracy (95%Cl) 0.923(0.88-0.96) 0.867(0.81-0.91) 0.931(0.89-0.96) 0.931 (0.89 - 0.96)
SUHOTASACEYZN o) 0.914 (0.86—-0.97) 0.793 (0.72-0.87) 0.934 (0.89 —0.98) 0.877 (0.82 - 0.94)

e — — — — - Performance parameters were
VIET s S " T slightly higher for the Genexus
RET 1.00 0.92 1.00 1.00 NGS assay versus the Idylla
NTRK 0.67 0.00 1.00 0.67 gPCR assay
Spef;?’c(.ty(gsﬁcn 31231(0.91 1.0) 2:338(0.96 1.0) 8:327(0.87 0.98) 1:%1.0 1.0) . 53 imbalance  analysis
0.99 0.99 1.00 1.00 Increased the Se_n_S|_t|V|ty and
1.00 1.00 1.00 1.00 decreased the specificity (FP) for
0.99 0.99 1.00 1.00 both system
0.99 1.00 1.00 1.00
* Idylla gPCR system had a low
0.99 0.99 0.99 0.9 sensitivity for NTRK fusions
1.00 1.00 1.00 1.00 (67%) vs NGS (100%)
1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 0.77 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 _ _
ALK fusion detection was low for
0.71 1.00 0.45 1.0
0.78 0.78 1.00 1.0 both methods
1.00 1.00 1.00 1.0
0.79 0.77 1.00 1.0
NTRK (0.2%) 0.20 NA 1.00 1.0

JTO under review
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Case N°1

* 62 years old woman, non smoker
* No past medical history

* Lung tumor with mediastinum and sus clavicular lymph nodes
metastases

* Transthoracic biopsies: solid adenocarcinoma

e [HC: TTF1 positivity (100%)

* 90% of tumor cells

* Nucleic acids extraction without macrodissection
* DNA and RNA 50 gene NGS panel






DNA and RNA 50 gene NGS panel results

* DNA: no genomic alterations detectable
* RNA: Fusion: ETV6-NTRK3



Staining pattern for ETV6-NTRKS fusion positive case [pan-TRK IHC (pan-Trk IHC clone

EPR17341, 100x original magnification, Abcam, Cambridge, MA)].



Treatment and outcome

* First line: NTRK inhibitor (entrectinib) = total regression



International Joumal of
Molecular Sciences

Int. |. Mol. Sci. 2022, 23, 2916

ey

Rewview

The Challenge and Opportunity of NTRK Inhibitors in

Non-Small Cell Lung Cancer

Haixia Qin ' and Manish R. Patel *

Department of Hematology, Oncology and Bone Marrow Transplant, University of Minnesota,

Minneapolis, MN 53455, USA

* Correspondence: patel69@umn.edu

Table 1. NTRK fusion gene partners in lung cancer.

Table 2. NTRK inhibitors activity and side effects.

NTRK Gene Fusion Pariner: Cancer Type/References
TPM3 Adenocarcinoma [1Y]
MPRIP Lung cancer [20]
CD74 Lung cancer [20]
SQSTM1 Non-small cell lung cancer [21]
NTRK1 IRF2BP2 Adenocarcinoma [22]
TPR Adenocarcinoma /neurocendocrine tumor [22
NCOR2 Adenocarcinoma [23]
EPS15 Adenocarcinoma [13]
TFG Non-small cell lung cancer [22
F11R Non-small cell lung cancer [22
SQSTM Adenocarcinoma [19]
- J
INTRE2 STRN Non-small cell lung cancer [22
ETVé6 Adenocarcinoma/squamous cell carcinoma [22]
_ Neuroendocrine tumor [22
NTRK3 SCBE Adenocarcinoma [13]
RBPMS Non-small cell lung cancer [22
EMI 4 Non-small cell lung cancer [22]

Medication Larotrectinib [24] Entrectinib [10] Selitrectinib Repult:itinih Taletrectinib
Generation 1 1 2 2 2
TRKA/B/C TRKA/B/C
Target genes TRKA/B/C ROS1 TRKA/B/C ROS1 R
ALK ALK
NCT02576431 ALK A-372-001 _ o
Clinical trials NCT02122913 STARTRK-1 ﬁggg&;gg;} ﬁ%{gﬁ;ﬁlif NCT04395677
NCT02637687 STARTRK-2 : (
Intracranial = =
ity Y y Y Y N/A
— —
Samplesize (N) ~ 20o/218ehgible forefficacy 54 N/A 10 N/A
evaluation

Cancer types 21 10

Age (years) 38.0 (range 0.1-84.0) 58 (48-67)

ORR 75% (95% C1 68-81) 31 (57%) N/A 41-62%
CR 45 (22%) 4(7%)
PR 109 (53%) 27 (50%)
Stable 33 (16%) 9 (17%)
PD 13 (6%) 4(7%)
Mectandimmtion et 493 (95% CT 27 3-NE) 104 (7.1-NE)
response (months)

Disease free
progression time
(months)

35.4 (95% CI 23.4-55.7) with
a median follow up of 20.3
months

112 (8.0-14.9)

Side effects

18% Grade 34 TRAEs.

10%-increased weight;
12%-anemia; 4%-nervous

system disorders

Brain metastasis
result

N =19 with 15 evaluable
for efficacy: PR = 11 (73%);
SD=2(13%); PD = 2 (13%)

N =12 (22%): PR = 6 (50%);

SD =4 (33%)




Case N°2

* 33 years old smoker woman

* No past medical history

* Multiples bone marrow lesions associated with a lung tumor
* Lung biopsies: undifferentiated malignant cells

 AE1-AE2, P40, P63, and INI1 positive cells

e TTF1, PD-L1, CD5, C117, C20, TdT, and HMBA45 negative cells
* 30% of tumor cells

* Nucleic acids extraction after macrodissection

* DNA and RNA 50 gene NGS panel
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DNA and RNA 50 gene NGS panel results

* DNA: no genomic alterations detectable
* RNA: Fusion: WHSC1L1 (7)-NUTM1 (2)



NUT fusions detectable on the RNA OPA panel

AFF1(17) - NUTM1(3
BCORL1(1) - NUTM1(2)

BRD3(10) - NUTM1(2)
BRD3(10) - NUTM1(5)
BRD3(9) - NUTM1(4)
BRD4(11) - NUTM1(2)
BRD4(14) - NUTM1(2)
BRD4(15) - NUTM1(2)
CIC(16) - NUTM1(4)
CiC(17) - NUTM1(5)
CIC(18) - NUTM1(2)
CIC(18) - NUTM1(5)
CIC(20) - NUTM1(5)

MXD1(5) - NUTM1(2)
WHSC1L1(7) - NUTM1(2)
ZNF618(12) - NUTM1(2)

|



NUT Immunohistochemistry (clone C52B1; Cell Signalling)

NUT (C52B1)




Treatment and outcome

* First line: chemotherapy and ICI (pembro) first line, then tumor
progression

e Second line : inclusion in a phase 1 clinical trial (HDAC) : stable for
three months until now



BET Proteins as Targets for Anticancer ConcerDiscov; 8(1);24-36. ©2017 AACR

()]
Treatment 2 BET inhibitors in clinical trials, from ClinicalTrials.gov (https://clinicaltrials.gov/)
Anastasios Stathis! and Francesco Bertonil2

. MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS | SMALL MOLECULE THERAPEUTICS
NUT Carcinoma

NUT carcinoma represents a disease prototype for the

clinical testing of BET inhibitors due to the strong preclinical Combined Targeting of the BRD4-NUT-p300 Axis in NUT
rationale, as reported above, and to the need for novel thera- Midline Carcinoma by Dual Selective Bromodomain

peutic approaches. Indeed, NUT carcinoma is one of the most Inhibitor, NEO2734

lethal solid tumors, characterized by a very aggressive course, Chevaun D. Morrison-Smith’, Tatiana M. Knox', Ivona Filic', Kara M. Soroko?, Benjamin K. Eschle?
lack of benefir from chemotherap}f or m,dio::herapy‘ and an Margaret K. Wilkens?, Prafulla C. Gokhale?, Francis Giles®, Andrew Griffin®, Bill Brown”,

B 7 Eod 7 2 z ] & 1
overallsurvival oF € to'd months (26). Geoffrey |. Shapiro®, Beth E. Zucconi’, Philip A. Cole’, Madeleine E. Lemieux®, and Christopher A. French

Chemical screen identifies diverse and novel histone
deacetylase (HDAC) inhibitors as repressors of NUT function:
implications for NUT carcinoma pathogenesis and treatment

Hitoshi Shiota'!, Artyom A. Alekseyenko?3, Zhipeng A. WangZ#, lvona Filic'!, Tatiana M.
Knox'!, Nhi M. Luong’, Yeying Huang', David A. Scott>°, Kristen L. Jones’, Prafulla C.
Gokhale’, Madeleine E. Lemieux®, Philip A. ColeZ*, Mitzi |. KurodaZ>, Christopher A.

French'
Mol Cancer Ther 2020:19:1406-14

doi: 10.1158/1535-7163. MCT-20-0087

©2020 American Association for Cancer Research.




Case N°3

* 16 years old girl, with no past medical history
* Massive left hemothorax during scuba diving activity

* During draining, presence of a mass of the left lower
inferior lobe (biopsy)

* CT scan after complete liquid evacuation: tumor or
tumor-like process of the lower inferior lobe of the
left lung
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PAX8

E _ENST00000527786_(
Overexpression of KL, VEGFA, BCL6 and JAK1

e6), in frame]

Primary Ewing sarcoma of the lung




Pulmonary tumors other than adenocarcinoma,
sguamous carcinoma & neuroendocrine neoplasms?

Any targetable fusions?



Mesenchymal tumors of the thorax
Adipocytic tumors
Lipoma of the thorax
Thymolipoma of the thorax
liposarcoma of the thorax
Fibroblastic and myofibloblastic tumors
Desmoid fibromatosis of the thorax
Solitary fibrous tumor of the thorax
Calcifying fibrous tumor of the thorax
Inflammatory myofibroblastic tumor of the thorax
Myxofibrosarcoma of the thorax
Vascular tumors
Haemangioma of the thorax
Lymphangioma of the thorax
Epithelioid haemangioendothelioma of the thorax
Angiosarcoma of the thorax
Skeletal muscle tumors
Rhabdomyosarcoma of the thorax
Peripheral nerve sheath and neural tumors
Paraganglioma of the thorax
Granular cell tumor of the thorax
Schwannoma of the thorax
Malignant peripheral nerve sheath tumor of the thorax
Peripheral neuroblastic tumor of the thorax
Tumors of uncertain differentiation
Synovial sarcoma of the thorax
Undifferentiated small round cell sarcoma of the thorax



Mesenchymal tumors specific to the lung

WHO 2020/2021

* Pulmonary hamartoma

* Pulmonary chondroma

* Diffuse pulmonary lymphangiomatosis

* Pleuropulmonary blastoma

* Pulmonary artey intimal sarcoma

* Primary pulmonary myxoid sarcoma with EWSR1-CREB1 fusion









L‘] FOUNDATIONONE®HEME

ABI
ARHGEFI12
BCLIB
BRAF
CCND3
circ
CTNNET
ELL
ETVI
FGFRIOF
FSTL3
HISTIHA]
HOXCI3
IL2IR
KDSR
MAF
MLLT3
Myc
NFKB2
NUMAT
PAX7
PERT
PRDMi6
RARA

RUNXITI eT0)

SNX29 rL
TAFIS
TFG
TPM3
WHSCILT

ABLT
ARIDIA
BCL2
BTG1
CD274 (i
cLTcL
DDITZ
ELN
ETV4
FGFR2
FUS
HLF
HoXDil
ILZ
KIF5B
MAFB
MLLT4 caFe)
MYHTT
NIN
NUPZ214
PBX1
PHET
PRRX1
RBM15
RUNX2

)SRSF3

TALT
TFPT
TPM4
YPELS

HMGA1
HOXDI13
IRF4
KMT2A MLL)
MALTI]
MLLT6
MYH9
NOTCHT
NUP98
PCMI
PICALM
PSIP]
RET
SEC3IA
S518
TALZ
TFRC
TRIM24
ZBTBI6

ACSLE
ASXLT
BCLE
CARS
CDx2
COLIAT
DDX6
EP300
ETVE
FLIT
GLIT
HMGAZ
HSPS0AAT
ITK
LASPI
MDS2
MNT
NACA
NPMI
NUTM2A
PCSK7
PiM1
PTCH1
RHOH
SEPT5
SSX1
TBLIXR1
TLXT
TRIPTI
ZMYM2

AFF1
ATFI
BCL7A
CBFAZ2T3
CHIC2
CREB3L1
DEK
EPOR

FINBPI
GMPS
HOXAIT
HSPS0ABT
JAKT

LCPT
MECOM
MNXT
NBEAPI scLsy
NR4A3Z
OMD

PDCDILG2 (PD-12)

PLAGT
PTK7
RNF213
SEPTE
S5x2
TCF3 24
TLX3

TTL
ZNF384

AFF4
ATG5S
BCL9
CBFB
CHNT
CREB3L2
DUSP22
EPSI5
FCGR2B
FOXO01
GPHN
HOXAI3
IGH
JAKZ
LMOT
MKL1
MSi2
NCOAZ
NSD1
PZ2RYS
PDE4DIP
PML
RABEPT
ROS1
SEPT9
S5x4
TCLIA (TcLn
TMPRSS52
TYK2
ZNF521

EWSR1-CREB1 fusion

ALK
ATIC
BCOR
CBL

CIC
CREBBP
EGFR
ERBB2
FCRL4
FOX03
HERPUDT
HOXA3
IGK
JAK3
LMO2
MLF1
MSN
NDRGI1
NTRK1
PAFAH1BZ
PDGFB
POUZAFI
RAFT
RPL22
SET
STAT6E
TEC
TNFRSFIIA
Uspe

ARHGAP26 (GRAF)

BCLiO
BCR
CCND?
CIITA
CRLFZ
EIF4A2
ERG
FEV
FOX04
HEY1
HOXAS
IGL
JAZFT

LPP

MLLTT eENL)

mMuct
NF1
NTRK2
PAX3
PDGFRA
PPPICB
RALGDS
RPNT
SHIGLI

BCLTIA
BIRCZ
CCND2
CLPT

CSF1
ELF4
ETS1
FGFRI
FOXPT
HIPT
Hoxcn
IKZF1
KATBA (MysT3)
LYLT
MLLTIO caFio)
MYB

NF2
NTRK3
PAXS
PDGFRB
PRDMT
RAPIGDS1
RUNXT
SLCIAZ
SYK

TFE3
TPE3

Primary pulmonary myxoid sarcoma

250bp
200bp

150bp

FISH & different sequencing approaches

EWSR1 exon7

|

CREB1 exon7




Patiente 55 ans
Métastases pulmonaires ?

3'/5' Mapped reads
imbalance (>150000) moins 5/7) ng/ul

Controle (au  Concentration

LM/LH/LB FUSION READS Counts COSF

LM22-1673_LH22-3138 ESR1(2) - CCDC170(2) 21 / 415644 / 7/7 0






READS 3'/5! MEfpE Controle (au Concentration

d
Counts imbalance (>1r§30;0) COSF moins 5/7) ng/ul

LM22-1673_LH22-3138 ESR1(2) - CCDC170(2) 21 / 415644 / 7/7 0
LM22-1673_LH22-3138 seconde analyse WT / / 329965 / 7/7 0

LM/LH/LB FUSION

- Faible concentration d’ARN et ARN fragmenté
- reads trop élevés dans le 18 run avec bruit de fond

510,112,134 00/ genes s sl s sampte iria 1o% - % in @ &

Dashboard samples RunNs
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Classihcatian = CTG2-ALKALIAL No CheETa120478 - Chr2i29450538 ACTG2(1) -ALKILT) o Fusion ABSENT ALTGI-ALKALAL
fica Ha cf chrasdasas) Fusioe ASSENT ACTEZ-ALKALAL
Slsasficatin - ACTGZALIAZALR Ha chepTa1 28554 - £hr2:20449940 ACTE2(2) - ALKI18) o Fusiar ABSENT ACTEI-ALKAZAL
ficat "1-4 Na AGAPLE] - ALK[18) o Fusion ABSENT AGAPT-ALK AEAL
Ha ChrzaalE4841 - ChIZi2oadhand ATGLALL(Z) - ALKIZ0) 0 Fusioe ABSENT ATGEELL-ALK.AZY

Ha Chr2-ZI41E5168 - chri:2644B461 o Fusson ABSENT ATELEL-ALKAZ:
Na chrz2 16151701 - chr2: 29446394 Fusion ABSENT ATIC-ALKATAZON
Clssficatan - Na ChIAGELLTOB3020 - ChrRI0446254  ATRNLL(LD) - ALK(ZG) 0 Fusiar ABSENT ATANLL-ALKALS
Chasilication * BOL1L Mo chrz-5068028E - chr:2440408 BCLLLAM] - ALKI2D) o Fusion ABSENT BCLLIA-ALK 244
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Analyse ciblée des fusions par RNA seq dans
le cancer pulmonaire non a petites cellules

Expérience d’un laboratoire (LPCE, Nice)

Paul Hofman

Laboratoire de Pathologie Clinique et Expérimentale, Université
Cote d’Azur, Nice
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