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Contexte

= Multiplication des programmes de séquencgages nationaux
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De quoi parle-t-on ?

|[WGS 30-40X] Constitutionnel
[WGS 60-80X] Tumoral

[WES 150-200X] Tumoral

[WTS 64M PE reads)] Tumoral

WGS Tumoral WES Tumoral WTS Tumoral

|

Variant calling
(SNV / Delins < 50bp)

Charge mutationnelle (SNV / Delins < 50bp)
Score HRD (TMB) :
Expression
En cours de mise a disposition:

* Variant calling (SNV / Delins <
50bp)

Transcrit de fusions

il




Qu’en est-il de la qualité de ces analyses ?

Non infériorité des techniques tres haut debit par rapport aux
techniques NGS larges pour la detection des alterations
théranostiques ?

Comment ameéliorer la confiance des résultats obtenus avec les
analyses tres haut debit ?
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Variations ponctuelles
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Profondeurs de séquencage et VAF
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Un enrichissement sur les regions d’intérét

Oncogenes

Tumor suppressor genes
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Sample 1 - SNV
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Analyses tres haut-débit et sélection des variants somatiques

Nécessité d'appliquer des combinaisons de filtres :

Exome DP alt 2 gnomAD <

200x 10x 0.01

« 5.5x10° + 1.5x10° » 3700

® 6 o . . |
VAF = 10% Somatique Génes
* 1.3x10° * 1.3x10* cancer

- 210

Quels variants rendre ?




Bases de population et listes de genes

. NOMAD PB7 Vv,
Eliminer les variants fréquents en population ?“.‘ 18«0

Genomes Project -

eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

= Seuil ?
* >5% = polymorphisme
* >0.1-1% = en faveur caractere bénin

Utiliser des listes de génes

61|I9COSMIC

Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer




Bases de données et portails variants somatiques

OncoKB™ Therapeutic Level of Evidence V2

Click here to see Therapeutic Levels of Evidence V1

FDA-recognized biomarker predictive of response to an
FDA-approved drug in this indication

Standard care biomarker recommended by the NCCN or
other professional guidelines predictive of response to an
FDA-approved drug in this indication

Bases de données :
= OncoKB : pathogéniciteé et actionnabilite

Compelling clinical evidence supports the biomarker as
being predictive of response to a drug in this indication

nvestigational

Standard care or investigational biomarker predictive
of response to an FDA-approved or investigational
drug in another indication

BRAF / V60OE

BRAF V60OE =

Oncogenic ® - Gain-of-function @ -Level 1@ -Level Dx2H -FDA Level 2@

= CIVIC

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

Hypothetical

Standard care biomarker predictive of resistance to an
FDA-approved drug in this indication

Standard Care
Resistance

<

Compelling clinical evidence supports the biomarker as
being predictive of resistance to a drug

.a5" cBioPortal

Portails cancer :

= cBioPortal Ak ESCAT . | ﬁ

PROJECTGENIE

.
| American Association
for Cancer Research

ESMO Scale for Clinical ..o A5

" Intogen Actionability of
= OMS Molecular Targets cal target m

ESCAT evidence tier V

WHO Classification of Tumours onIine':"R




Bases de données variants constitutionnels

Spécifiques de pathologies : o S
= InSIGHT : MMR & Gastro Intestinal G GC n !

= GGC
= FrOG

unicancer
|

(QFrCI%

Non spécifiques :
= VarSome & varsome
= ClinVar SNCB

U N a
NM_000059.4(BRCA2):c.473C>A (p.Ser158Ter) Cite this record

A il h to support ic variant classifications

A We have delayed changes to the ClinVar XML files and our submission spreadsheet templates until January 2024; these changes will improve

support for classifications of somatic variants in ClinVar. To help our users and submitters prepare for this change, we are providing a preview of
submission spreadsheet templates, updated XSDs, sample XMLs, and supporting documentation on GitHub. Please share this information with your
colleagues, including your bioinformatics team!

(2}
Interpretation: Pathogenic
Review status: Y reviewed by expert panel
Submissions: 3
Firstin ClinVar: Oct 22,2016
Most recent Submission: Feb 7,2023
Last evaluated: Oct 18,2016
Accession: VCV000266829.10
Variation ID: 266829

Description: single nucleotide variant



Bases de données spécifiques de genes

BRCA

EXCHANGE
Gene : HGVS Nucleotide ; HGVS Protein : Protein Abbrev ; BIC Designation : Clinical Significance
BRCA2 CAT3C>A p.(Ser158Ter) s188° S158X (701C>A),p.Ser158X Pathogenic

TP53

The TP53 Database

Systematic Assessment of Transactivation Capacities in Yeast and Saos2 Assays by Kato (2003) and Kakudo (2005)

WAF1 MDM2 BAX H1433s AIP1 GADD45 NOXA P53R2 WAF1 (Saos2) MDM2 (Saos2) BAX (Saos2) h1433s (Saos2) AIP1 (Saos2) PUMA (Saos2)
205 17.6 105 105 26 41 e 78 22 -04 0.0 20 85 -74

Predicted or Observed Impacts on Protein Functions

Transactivation Class DNE DNE_LOF Class Align-GVGD BayesDel REVEL SIFT Polyphen2 Structure Function i

non-functional Yes DNE_LOF C25 0.5462 0.922 Damaging D non-functional

Predicted Effect on p53 Protein Isoforms ’\

TAp53 Alpha TAp53 Beta TAp53 Gamma Deltad0p53 Alpha  Deltad0p53 Beta Deltad0p53 Gamma  Delta133p53 Alpha  Delta133p53 Beta Delta133p53 Gamma  Deltap53 Alpha »

Altered Altered Altered Altered Altered Altered Altered Altered Altered Altered
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Agregateurs de données — MobiDetails - CGI

Show entries with:

Protein Change

V600E

A S NM_004333.5(BRAF):c.1799T>A

lomenclatures Positions Frequencies Predictions Splicing Missense Classification Admin info Cite

Nomenclatures

Features Values Descriptions
1g19 UCSC

HGNC gene symbol (ID): BRAF (1097) [®]  Honc gene symbol and corresponding 1D
iSP6500 HGVS DNA on transcript: NM_004333.5:c.1799T>A [®]  Hovs full nomenciature at DNA level on transcript
|nOMAD v2 HGVS Protein: NP_004324.2:p.(Val600Glu) [®]  Hovs ful nomenciature at protein level
e HGVS genomic (hg19): chr7:9.140453136A>T @ HGVS full nomenciature at genomic level (hg19)
' HGVS strict genomic (hg19): NC_000007.13:.140453136A>T (]  Hovs full strict nomenciature at genomic level
1g19 InterVar (hg19)
. pseudo VCF (hg19): 7-140453136-AT [®]  chrpos-ref-ste (ng19)
“linvar search

HGVS genomic (hg38): chr7:9.140753336A>T [®]  Hovs ful nomenciature at genomic level (hg38)
IESNP HGVS strict genomic (hg38): NC_000007.14:9.140753336A>T [®]  Hovs fullstrict nomenciature at genomic level
tegulomeDB (hg38)

=

chr-pos-ref-alt (hg38)

_ pseudo VCF (hg38): 7-140753336-A-T
1g38 UCSC

Mutalyzer VariantValidator HGVS website
|InomAD v4

leCAF

*ADD Positions

1938 InterVar Features Values Descriptions

{exoSplice Position in transcript: Exon 15 Exon/intron position in NM_004333.5

_ Position / splice site 58 bp from acceptor Position relative to the nearest splice site

Mutations identified as drivers Mutations with oncogenic annotations Other mutations

Oncogenicity (@ | Mutation Consequence

Oncogenic annotation () | Transcript

chr7:140753336 A>T missense variant @ ENST00000496384

af¥s

.

es, CANCER GENOME

INTERPRETER




Variations du nombre de copies
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Une uniformité de séquencgage tres variable
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Sample 1 - CNV

65,9

70,0

63

63,8

60,0

50,0

S Q
o o
< )

(u) Jaqwnu Ado)

o
)
i

20,0

11,6

10,0

L4 05 01 00 08 oo 08 L0 08 13 10 10

0,0

WGS

WES

LDN

WGS

WES

LDN

EGFR

CDKN2A



et

Outils utilisés 1\

Facets :

« Permet d'identifier : |
 Delétions homozygotes / hétérozygotes j
 Perte d'hétérozygotie copie neutre (Isodisomie)

* Gain / amplification alléles spécifiques .
=» Se base sur la profondeur de couverture et les SNP I

Homozygous SNP sites Heterozygous SNP sites &

Wisecondor :

« Développer pour identifier les aneuploidies

« Se base sur la profondeur de couverture du
génome tumorale par rapport a la couverture d'un
panel de génome constitutionnels normaux Normal

« Resultats sous forme uniquement de gain ou perte

Tumor
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Etat diploide
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1 2

= Total copy number
— Minor copy number

Chromosome

Normal diploid
(total =2,minor=1)

T 1
7 8 9 10 11 12 14

Log ratio reads
Valeur proche de 0
= région diploide

Désequilibre allélique
Valeur proche de 0 =
Equilibre allelique

Copy Number

Total (A+B)
Minor (B)

N h | .
JSHJQ z!x | Cellular Fraction

Cellular fraction

[

0

02 04 06 08 1

Shen et al. Nucleic Acids Res. 2016




Homme de 50 ans
Carcinome médullaire de la thyroide
Cellularité tumorale annoncée : 80%
Cellularité tumorale inférée : 30%

Charge mutationnelle : 1.2 mutations/Mb

Statut micro satellitaire stable

Ploidie inférée : 2N

ARID1A 1 copie

2

z
N . Nomenclature | ADN-Tum VAF |ARN-Tum VAF e ¥ o
Géne Transcrit codante (alt/ref) (alt/ref) Classification 2
-
ENST00000256 |KRAS:c.182A>G|  0.16 %
KRAS NA(NA Pathoge !
078.8 p.(GIn61Arg) (33/209) (NA) athogene
L
ENST00000396 |[cDKN2C:c.100c|  0.21 =
CDKN2C 0.84(37/44) [Pathoge
148.1 ST p.(GIn34%) | (26/123) (37/44) - |Pathogéne @
=
%
iy
ENST00000324 [ARID1A:c.2733-|  0.24 2
ARIDIA NA(NA Pathogé €5
856.12 A>T (28/115) (NA) athogene B~
r-em

»

5

6

7 8 9
Chromosome

10

11

12
-2

i3

14

16

15 20




Analyses ARN
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Intéréts de I'analyse de 'ARN

Recherche transcrits Autres applications

Analyse variants
exprimeés

Variant call dedie Partenaire agnostique Surexpression de cibles
Confirmation de MAIS Profil d'expression
variants Transcrits normaux Détection de virus

de fusion

Effet d'épissage Transcrits « illégitimes »




Validation des variants DNAseq et expression mono allélique

|h919 v||chri7 v ||chr17:7,577.390.7.577.757 Go ft « » @[ X 2

p133 p13.2 .;Li p12 l’ilg plLl qll.2 qL2 q21. q

7577 200 bp 7577 500 bp I
| 1

lerXpress_00..bam Coversge

|cnXpress_003_R_2014_10_02_
_23_GAD-433-Batch282-RT004
OLA-20141002_Auto_GAD-433]
82-RT00311-P 0OLA-20141002
m

TGS allele frequency
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MESE-TL_PP bam Coverage

0

O 20 40 60 80 100
RNAseq allele frequency
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Koeppel et al. Cancer J. 2018




Détection de transcrits de fusion

Information sur les Junction & Spanning reads

Différentiel d’expression

N-Terminal C-Terminal

weviz CWEE N N .

N-Terminal

Fusion gene detection from targeted RNAseq reads

BCR (chr 22)
1 |

ABL1 (chr9)

=
e
-

1 1 |
| IILELEL |

1 1 1L
[ B LRI

BCR-ABL 1 fusion transcript

e e e e e e e e e

Spanning reads
Junction read

breakpoint
5:171391 79I9
'

C-Terminal

Oligomerisation Domain

®
N

Coverage o
o

N

o ©

NPM1-ALK

I

N-Terminal

ALK C‘ E

J L

C-Terminal

..o D

Oligomerisation Domain

Extracellular Moiety

Intracellular Moiety

Ducray et al. Cancers. 2019

T
®

D’apreés
Box et al.
BMC
Molecular
Biol. 2016

7
- )
®

< NPWt -

3 kbp

D’aprés Montes-Mojarro et
al. Cancers. 2018

Heyer et al. Nat. Comm. 2019

{ introns not to scale

CCAGTGCATATTAGTGGACAGCACTTAGTAGTGTACCGCCGGAAGCACCAGGAGCTGCAAG

breakpoint
2:'29223528
'

ALK



Faisceau de preuves

Compilation de plusieurs outils :

= Arriba
= Star-Fusion
= FusionCatcher

Filtre proposé pour éliminer les artefacts : FFPM = 0.1

Approche progressive :
= Fusion impliquant un gene connu dans la liste Census
= Fusion Inframe impliquant un oncogene / Fusion frameshift impliquant TSG

Attention aux anomalies de type “read-through” indiquées comme
INTRACHROMOSOMAL (<1Mb) aux transcrits de fusion qui sont présents dans
les bases de données non pertinents pour le cancer.



Outils d’interprétation

Fusions relevant to cancer biology

Label Source Info
Mitelman Known fusions from the Mitelman database

chimerdb_omim,

oo head Fusions in OMIM and identified in Pubmed, as catalogued by ChimerDB2

represents a knowledgbase of fusion genes with manual curation that were compiled
ChimerkKB from public resources of fusion genes with experimental evidences, derived from
http://ercsh.ewha.ac.kr/fusiongene

includes fusion genes obtained from text mining of PubMed abstracts, derived from

ChimerPub
http://ercsb.ewha.ac.kr/fusiongene

Fusion Gene annotation DataBase

Red Herrings: Fusion pairs that may not be relevant to cancer, and potential
false positives.

Label Source Info
GTEX_recurrent_StarF2019  Fusions found recurrently in GTEx as mined using STAR-Fusion v1.5.0

Fusions found by STAR-Fusion as applied to the Illumina Human Body Map reference

Bodyhap data

' Mitelman Database
Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer

ARCHER"

Quiver

Fusion Database




ARN et niveaux d’expression

Pathology “ ESR1

Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast

Breast

M654
M658
M662
M678
M681
M694
M702
M723

Détection de virus

Table 3. Quantification of 3 types of HPV from PCR (number of copies of HPV

+

_IHC
+

+

+

++

+

+

-+

L LS <K

L4

+

3

per ng of DNA) vs. RNAseq (counts and percentage of total).

m ERBB2_IHC | ERBB2_RNA
+ o - - v

L <4<

L4

ID
370
536
646
653
666
670
683
708
721

Cancer type
H&N
H&N
H&N
H&N
H&N
H&N
H&N
H&N
H&N

HPV16

379
842

PCR
HPV18

HPV33

HPV16

14482(0.01%)
30421(0.02%)

RNAseq
HPV18

HPV33

D‘apres Dr L. Lacroix




UMAP_2

Classifier TransCUPtomics

UMAP_1
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Autres parametres
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CD8 T-cell score

Tumor Mutational Burden
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Micro Satellite Instability

Résultante de la déficience du systeme
MMR (DNA mismatch repair)

Facteur pronostique / theranostique
dans certains cancers ( cancer colorectal,
leucémie ...)

RESEARCH

CANCER BIOMARKERS

Mismatch repair deficiency
predicts response of solid tumors
to PD-1 blockade

Dung T. Le,">? Jennifer N. Durham,">>* Kellie N. Smith,"** Hao Wang,>*

Bjarne R. Bartlett,>** Laveet K. Aulakh,>* Steve Lu,>* Holly Kemberling,® Cara Wilt,®
Brandon S. Luber,” Fay Wong,>* Nilofer S. Azad,"* Agnieszka A. Rucki,* Dan Laheru,*
Ross Donehower,® Atif Zaheer,” George A. Fisher,® Todd S. Crocenzi,” James J. Lee,®
Tim F. Greten,® Austin G. Duffy,® Kristen K. Ciombor,'® Aleksandra D. Eyring,"

Bao H. Lam,” Andrew Joe," S. Peter Kang," ias Holdhoff,” I ila D: a2
Leslie Cope,"” Christian Meyer,” Shibin Zhou,"** Richard M. Goldberg,'*

Deborah K. Armstrong,® Katherine M. Bever,> Amanda N. Fader,'* Janis Taube,"*
Franck F 13 David Spetzler,'* N ing Xiao,'* Drew M. Pardoll,"®

Nickolas Papad los,>* Ki th W. Kinzler,>* James R. Eshleman,"”

Bert Vogelstein,">* Robert A. Anders,"*'* Luis A. Diaz Jr.">*{}

Mécanisme : Instabilité génomique

— Génération de protéines mutées/tronquées
— Apparition de néo-antigenes
— Infiltrat lymphocytaire tumoral important



COMPTE RENDU COMPLEMENTAIRE

Une étude immunohistochimique complémentaire a été demandée sur ce prélévement Sequoia en raison d'une discordance des données moléculaires avec les données cliniques.

Fe mme de 52 ans Nous avons vérifié sur le prélevement fixé disponible parallélement au prélévement congelé Sequoia, entierement utilisé, que les cellules tumorales expriment fortement les protéines MSH2 et MSH6,
mais qu'en revanche, elles n'expriment pas MLH1 et PMS2, comme attendu. Par ailleurs, nous avons vérifié que les cellules tumorales expriment fortement PAX8, ce qui est compatible avec le diagnostic
ca rci nome en d om ét r | a | d'adénocarcinome endométrioide proposé pour cette patiente.
CONCLUSION :

Cellularité tumorale annoncée : 60%
Cellularité tumorale inférée : 40%
Charge mutationnelle : 2.98 mutations/Mb A\

Statut micro satellitaire stable 0,01% (155/1378823)

Confirmation immunohistochimique d'un statut MSI.

Ploidie inférée : 3.1N

2 |loss of MLH1 and PMS2 expression NEG

33 |UCEC |30% MSS MSS

34 |UCEC |50% [pMMR |normal MSS MSS

36 |UCEC |20% |[pMMR |normal MSS MSS

37 |UCEC |75% |pMMR MSS

38 |UCEC [30% |[pMMR MSS MSS

39 |UCEC |40% |pMMR MSS

40 |UCEC |50% |pMMR MSS

41 |UCEC |60% MSS MSS

43 |UCEC [50% |[pMMR MSS MSS

29 |UCEC |50% |dMMR |lass of MLH1 and PMS2 expression | MSI-H MSS

30 |UCEC |40% loss of MLH1 and PMS2 expression MSI-H

31 |UCEC |40% loss of MLH1 and PMS2 expression | MSS | | |

42 |UCEC |50% loss of MLH1 and PMS2 expression

Dedgurwaerdere F et o Toce Lo toss of MLHT and PVE2 expression
al Sci. Rep. 2021 46 |UCEC loss of MLH1 and PMS2 expression { /-

UCEC msy 2
UCEC
UCEC
UCEC
UCEC
UCEC

ag 30% R |loss of MLH1 and PMS2 expression | MS NEG

49 50% |dMI loss PMS2, partial loss MSH6/MLH1| MSS GUSTAVE/

45 30% |dMMR |loss of MSH6 expression MSS NEG ROUSSY

32 20% | loss of MSH2 and MSH6 expression | MSS CANCER CAMPUS /
20% | MSS

loss of MSH6 expression




Mutational signatures
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Combinaison unique de mutations consécutives a de multiples processus

6 classes de substitutions possibles avec le « contexte » aboutissant a 96

possibilités
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Signature mutationnelle liée a I'age

Signature mutationnelle liée au tabac

Signature mutationnelle liée a I'aflatoxine


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures

Homologous Recombination Deficiency

Inactivation d’un gene de la Instabilité Génomique IR Men T s
recombinaison homologue (HR) Profil spécifique HRD

BRCA1 RAD51C

BRCA2 PALB2 ) .
Signature Mutationnelle
Autres? BarD1, ATR, ATRX, ATM, BAP1,

RAD51B, RAD51D, BRIP1, NBN, CHEKZ, Cosmic SBS3
CHEK2, FANCA, FANCC, MRE11, ...
Westphalen et al. Clin Cancer Res (2022)

Bénéfice avéré dans les cancers de l'ovaire

Actuellement, AMM pour inhibiteurs de PARP en maintenance apres réponse au platine dans
les cancers de I'ovaire avec mutation BRCAg/s ou HRD

Bénéfice émergeant dans divers types de cancer

Bénéfice des PARPi dans d’autres types de cancers mutés BRCA : sein, prostate, pancréas

=> Réel intérét théranostique d’identifier les tumeurs HRD



Outils disponibles ’ sl

Targeted enrichment of 127 genes

Genomic Instability Scar (GlScar) SRR e

= Centre Francois Baclesse Caen i

= Panel de 127 génes + bio-informatique ?MMM
* Number of large genomic events lf
e Structurale instability score Genomic Instability Scar
* Allelicimbalance L,SMr=‘?L'Z°(‘Z'Z’E,s.s,A,)]

E(X = Stable) ECX = umstable)
ShallowHRD v2
= |nstitut Curie
= Low pass WGS
* Large genomic alterations

SAMPLE PROCESSING

scar H R D DNA extraction from shallow = \ - ﬁw
FF or FFPE tumor sample DI, e S enak Read Depth approg:::nmc;%g:g:rl\':lfi!:ﬁon (controlFreec) shallowHRDv2
Sztupinszki et al., npj Breast Cancer 4,16 (2018 ool
HRDetect
Davies et al., Nat.Med. 23,517-525 (2017)
CHORD

Nguyen et al., Nat. Commun. 11:5584 (2020)
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Durée des phase analytique et post-analytique (semaines)

Un effort sur la réduction des délais

Durée de la phase analytique et post-analytique pour les prescriptions cancers

- == 8 semaines
~ -~ 7 semaines
-=—= 6 semaines

2020_S2 2021 S1 2021_S2 2022 _S1 2022_S2 2023 S1 2023 _S2
Semestres




Une activité cancer en retrait

* Activité SeqOIA au 1° novembre 2023

Branches d'activité
n=13310 examens
12000

Cancers avances,

10000
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fC aNcers avec ateq

amilj P

xséveres, 74 Onco-génétique
constitutionnelle,
180

4000

Cancers, 2395

2000

Maladies rares

Cancers

Onco-génétique
constitutionnelle




Et maintenant ?

LA R R R LR R R R R R R LR LR R R R LR ER R R R LR NREEREEE LR EEREERRAEEEEREREERELEEEEERRLELEEEEREREEEEEEREEREZEEJLEEEJE:EJ:E:E]

Réalisation d’examens pangénomiques a partir de préléevements FFPE dans le
cadre du Plan France Médecine Génomique 2025

A partir du 2 Novembre 2023/ il sera possible d’adresser des préléevements FFPE a AURAGEN et SeqOIA
pour les patients atteints de :
v cancers du pancréas ;

v cholangiocarcinomes ;

v cancers de primitif inconnu ;
v" néoplasies neuroendocrines.
et répondant aux critéres des pré-indications de cancérologie du PFMG2025.

S’agissant du conditionnement FFPE, trois points de vigilance sont a relever :
- Les performances analytiques peuvent étre moindres et le taux d’échec analytique supérieur.
Il est donc indispensable de privilégier les prélévements congelés autant que possible ;
- | Il est recommandé d’adresser des préléevements FFPE datant de moins de 6 mois ;
-~ Durant les premiers mois, le délai cible de retour des résultats sera de 8 a 10 semaines, avec
pour objectif une diminution progressive autour de 4 3 6 semaines.
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Interprétation des altérations génomiques : Le challenge PFMG

biologiste Etablissement Nbre CR octobre 2023 % de contribution
Biologiste 1 Centre 1 32 29.4
Biologiste 2 Centre 2 20 18.3 o
Biologiste 3 Centre 3 15 13.8 83 A)
Biologiste 4 Centre 4 10 9.2 & biologistes
Biologiste 5 Centre 5 7 6.4
Biologiste 6 Centre 6 6 5.5
Biologiste 7 Centre 5 5 4.6 .
Biologiste 8 Centre 3 3 2.8 S
Biologiste 9 Centre 5 2 1.8
Biologiste 10 Centre 7 2 1.8
Biologiste 11 Centre 1 2 1.8
Biologiste 12 Centre 5 1 0.9
Biologiste 13 Centre 8 1 0.9
Biologiste 14 Centre 8 1 0.9
Biologiste 15 Centre 9 1 0.9
Biologiste 16 Centre 4 1 0.9
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