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Introduction

Pour les 8 milliards

d’humains il est estimé 9 B S A i
milliards de variants . ]
compatibles avec la vie.
Depuis le séquengage du
génome humain et la
généralisation du séquencage
haut débit, I'interprétation
des variants est un défi. Eh -

Data reduction o Downstream

Sequencing

Pre-NGS Now Future
i 2000) (A 2010)  { i 1

Fowler et al genome biology (2023) 24:147 Genome biology (2011) 12;125



Le défi de l'interprétation des variants

Enorme variabilité du génome humain

- 4-5 Millions variants par génome

- 200 000 unique variants par individu

- 20 000 variants par exome (1-2% du génome) Lek et al., Nature 2016
. K ki et al., Nature 2020
(~ 150 rare, perte de fonction) arcewsk et al, atre

.

Défi de I'interprétation fonctionnelle des variants

- Variants exoniques ou codants >
- Variants génétiques non codants (promoteur, UTR, introns)

Transcription
Start Site

Stop Codon  Poly(A) Site
> # Exon } 1 Exon } l Exon =
Promoter 5’UTR region Intron Intron 3’UTR region

? ? ? ? ?



Interprétation des variants

Données cliniques

Phénotype, co-ségrégation

a Données épidémiologiques

Bases de données population générale
BDD patients, estimations de fréquences alléliques

o Analyses somatiques

Immunohistochimie, LOH, statut MSI

o Prédictions bio-informatiques

Analyse In silico de I'impact sur la protéine et 'ARN

e Essai fonctionnel

Interprétation clinique

Probably Benign Probably Pathogenic
Class 2 Class 4

ACMG/AMP recommandations, Richards et al., Genet. Med. 2015

Pathogenic
Class 5




Recommandations ACMG et évidence fonctionnelle

Evidence pathogéne Evidence bénin
Prédiction in silico (CADD) Faible/modéré Faible/modéré
Association avec un variant :
. Faible
pathogene
Présence du variant dans la
. . Forte
population générale
Variant rare dans la population Modérée
Changement d’AA ala méme ,
s , . . Modérée
position qu’un variant pathogene
|I§tude fonctionnelle Forte Forte

Génomique fonctionnelle : étude de la fonction des genes, de leur
régulation et des interactions de leurs produits d'expression, ARN et
protéines.



Un essai fonctionnel de variant doit

Robuste

Essai
fonctionnel
idéal

‘ Rapide

4y
\MTMCMGQA(%GCQ

adiniimiin s JTCAARTATC
D001 \,/;NATCATGCG(-P“
‘ WAL ATaTcATG CGCA

C4 AA AT |
AATAT A G




Essai fonctionnel : Sérine Thréonine kinase 11
(STK11) gene suppresseur

STK11 variants LoF : résistance a 'immunothérapie anti-PD1 des CBNPC KRAS muté

Gene ———

= —

2 - i — 2 =
Pathogenic (o] o} ¢ 000 © &) @ ® e o
Likely pathogenic { [®] E ® O
I

IUncenain significance

' | i . — .
Likely benign ) o © . " [

Benign 00 © : -~ o0 2
Conflicting (] &? ‘ ‘ “ “ ‘

Not provided o °
other
1206K 1208K 1210K [1212x [1214x 1216K [1218k |1220k |1222k 1224K 1226K |12287
conflicting pathogenic
8% 12% likely pathogenic

/ 3%

uncertain
significance . .
39% likely benign
32%

benign
Clinvar 2023 6%




Essai fonctionnel de variants STK11 ;ﬁ
ST SR B B TRNTE § A

75 325 350 375 400 425

125

150 175 200 225 250 275 300

2 100
RHHAEE g5 31l (4 |1
R LR Rl
§§ e B H 3 HIE Luciférase essai : activation de l'activité

S3IF

transcriptionnelle de p53
Kinase essai : autophosphorylation de STK11

. Likely pathogenic

R104G
Q112E
F148S
G155R
G163R
P179R

= ] Likely

i benign

= ] Conflicting or VUS
= D No informations

Nombreuses discordances Clinvar et prédicteurs
ou absence d’informations dans ClinVar

K311N
Fas4L
A3978
R409W
A417S

Donnelly LL et al carcinogenesis 2021,vol42,vol12,1428-1438




Essai fonctionnel de variants de MLH1 et MSH?2 et
syndrome de Lynch

Methylation Tolerance-Based Functional Assay to Assess 2
Variants of Unknown Significance in the MLH1 and MSH2 Genes
and Identify Patients With Lynch Syndrome

Delphine Bouvet,'** Sahra Bodo, ** Annie Munier,® Erell Guillerm,”*** Romane Bertrand,
Chrystelle Colas,’** Alex Duval,”® Florence Coulet,"** and Martine Muleris'"

"Sorbonne Université, Inserm, Centre de Recherche Saint-Antoine, CRSA, Paris, France; Equipe labellisée par la Ligue
Nationale contre le Cancer, Paris, France; *Sorbonne Université, Inserm, Centre de recherche Saint-Antoine, UMS30-LUMIC,
Plateforme de Cytométrie en Flux CISA, site Saint-Antoine, Paris, France; “Genetics Department, AP-HP, Hépital Universitaire
Pitié-Salpétriére, Paris, France; °Institut Curie, Paris Sciences Lettres Research University, Department of Genetics, Paris,
France; and 6Sorbonne Université, Inserm, Centre de Recherche Saint-Antoine, CRSA, AP-HP, Biochimie, biologie
moléculaire, Paris, France

The methylation tolerance (MT) assay: a valuable tool for Lynch Syndrome (LS) diagnosis e
MLH1 MSH2 Variantis /LS is highly
o Variant of Unknown damaging/ probable
i —>~ 3§;gmfﬁcar:c$ —> MT assay< o o
analysis =ola0nmulations Variant is / LS is highly
" neutral unlikely
Patient with P "
suspected LS A JF‘ A
neutral < pathogenic
Gastroenterology




Essai fonctionnel de variants de MLH1 et

syndrome de Lynch

) HCT116 cells
(MLH1-null)

%\”M D
ol \i Transient transfection with

MLH1 variant

o Transfected cell
expressing mCherry
o Non-transfected cell

Cell sorting based on mCherry
fluorescence
Re-seeding

N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidine | MNNG selection
Colony formation assay

i

pMMR dMMR

Restoration of cytotoxicity Inability to restore cytotoxicity
to methylation damage to methylation damage

Bouvet D et al Gastroenterology 2019;157:421-431
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La fonctionnalité semble supérieure
aux prédicteurs




Essai fonctionnel de BRCA1/2

NN

Single-strand break
|

PARP inhibitors l

A\

Double-strand breaks

Normal cell BRCA-mutated cell
Repair by No homologous
homologous recombination
recombination No repair

DNA repaired

IN'UN'IN'4

Cell survival Cell death

Sonnenblick A. et al, 2014

DNA repaired

PARP = enzymes poly
(ADP-ribose) polymérase
humaine

Variants pathogenes de BRCA1/2
sensibilisation accrue aux agents

pharmacologiques ciblant la réparation

de ’ADN : inhibiteurs de PARP

Concept de létalité synthétique

—> Détection des mutations BRCA1 et BRCA2 somatiques au laboratoire depuis 2016




Problématique des variants non interprétés de
BRCA1/2

BRCAl BRCA2

conflicting
23%

pathogenic
26%

conflicting
pathogenic 28%
32%

likely
uncertain pathogenic
significance - 3%
15% likely
pathogeneic i
3% Y likely benign
likely benign significance 20%
20% 18% 59

40% des variants BRCA1/2 identifiés ne permettent pas
de décision de prescription des inhibiteurs de PARP

Source Clinvar 2023




Importance des variants de signification inconnue
(VSI) de BRCA1/2

NGS sequencing Mutat
Polymorphism ou Pathogenic variant
o
ClinVar
l l Human Splicing Finder

ENIGMA & IRIL

qnio_c':'ogwc No indication for PARPi Access to PARPi s VSHAL
R Splice Al

SPpip

MAIS...variants non répertoriés ou d’interprétations conflictuelles (VSI)

4 72166 variants A
| 15% constitutionnels : i _64 700 Vsl . ! 5-7% somatiques : St
| BRCA1 = 2663 VS| et plus de 11 000 familles E 2537 benlnS 4900 pathogenes i Plus rares, absence d’historique familial .
" BRCA2 = 4839 VS| et plus de 13 500 familles | \__ (BRCA exchange nov 2023) y i Apparentés a des maladies orphelines !

Actuellement : bases de données, prédictions
bioinformatiques, conservation interespéces....

Nécessité d’un test fonctionnel
\ pré-thérapeutique dans un délai <1 mois




Conséquence de l'interprétation des VSI BRCA sur la
prise en charge

Classe IV
thérapeutiqu

Sirc’)u_pe Kelim, HRD
génétique

et cancer
RCP

Inclusion R
Prescription
dans Anti PARP

COVAR



Test fonctionnel et édition génomique CRISPR/CAS

for Women
in Science

J Doudna et E Charpentier

Découverte 2012 : il est possible de modifier rapidement
un génome eucaryote en utilisant le systeme CRISPR de procaryote.
Nobel de chimie 2020

Une opportunité de validation fonctionnelle des VSI




Edition du variant p.Glu1586X BRCA1 dans la lignée % 4 71t
diploide MCF10A
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Statut génomique Description s 0 T T T
MCF10A WT BRCA1 Lignée parentale fO > (19
Q1586X-5 WT BRCA1 Clones issus de %6"' Q)G\- "C;F
Q1586X-9 Q1586X 'édition de la O\“) 0\6 &
Q1586X-20 hétérozygote mutation Q1586X o

Test MTT (3mM PARPi /96h)

Pas d’homozygote — édition inattendue — YT — -
Difficulté d’interprétation — Effet clonal — Interét d’une lignee haploide HAP1

Délai > 2mois dont BRCA est essentiel




Mise en place d’un test fonctionnel dans la lignée

haploide HAP1

J0 - CRISPR-Cas9
Iransfecnnn

J6 - CRISPR-Cas9

i BRCA1VUS

ao—@

'

2" fransfection

J12 - NGS seguencing
and Function Score caicul

Mort des cellules
{ Mutation pathogénique

Survie
Mutation Bénigne

Amandine Billaud

—|-1- —|—p- i Survie These 2020 )\Y
i Controle édition ARNg o9,
BRCA1 suent : ‘ 1 P
control SNV ¥ .
1 semaine 2 semaines p
Design Test fonctionnel : 3 semaines
synthése d'oligo Transfection, culture, séquence et Score Compatible avec la prise

en charge des patients




Optimisation des HAP1 pour la recombinaison
homologue

— =
non-complementary 5’ -TTATATGAACATAACTCAATTTGTARAAAAGGGTATTGGGGAATTCATTA-3 " }/target DNA

I W il !

I1111
complementary 3'-AATATACTTGTATTGAGTTAAACATTTTTTCCCATAACCCCTTAAGTAAT-5"

G I AR
UCGGUGCUUUUUUU-3* tracrRNA

L'inactivation de LIG4 favorise la
recombinaison homologue Mupure double brin

KO LIG4 o
EJ Recombinaison homologue
Knock-ou Mutations ponctuelles

(oligonucléotides donneurs)

[ERRRARARARANA
* ~AUAACUCAA! -3 crRNA-sp2
I
AGCCACGGUGARAAAGUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUAAAAUU CGAUACGACARAACUUACCAAGG-5’ ARNg

HAP| s 3 Clonal expansion } Screening for the lost

cells 20 clones of Afllll restriction site
T T 6 clones
i I—} LIG4 sanger sequencing —)KO L}Ii%golylflonal
Transfection 4h 3 clones with frameshift indels i
Cas9-gRNA Cell sorting
RNP complexes (high ATTO550) ' . . '
HAP1 cell line ACACABTACBTET CTEEE cCTBEATTITETACTATATAACC

Obtention de HAP1 KO LIG4 el ACRCARIACEE - P ﬂ
polyclonale (5,8,17) i rTe no i 4

Findlay GM et al. Nature. 2018 Oct; 562(7726):217-222.




Description des oligonucléotides donneurs (ODN)

Edition génomique

par le complexe \/5riant —m8 —>

Mort des cellules éditées

RNP i
pathogéniqu .
e Extraction d’/ADN
Séquencage
—_—
HAP1 KO LIG4 .

BRCA1/2 Survie des cellules

‘essenti’e| ) o éditées
Particularités des oligonucléotides orRNA PAM 1

BRCAT-Exon23  §---GGCATCTGGCTGCACAACCACAATTGGGTGGA =3 [vg -
), S

ODN1 mutation gene et PAM silencieuse ODN1-p.Pro1812Ala 5'.....GGCATCTGCCTGCACAACCACAATTGGATGGA 3 -«

(c.5434C>G)

ODN2 mutation silencieuse et PAM silencieuse ODN2-E)-F;T;§/12;) 5. GGCATCCGGCTGCACAACCACAATTGGATGGA =3
( > &

Silent control reference variant
p.His1805= (c.5415C>T)

L'impact potentiel des mutations silencieuses évalué par Human Splice Finder,
Codon usage database...



Validation de la démarche expéerimentale

Edition de variants de BRCA1/2 classés comme bénins ou pathogéniques

PAM
crRNA
BRCA1-Exon23  §---GGCATCTGGCTGCACAACCACAATTGGGTGGA =3
.
ODN1 -pPro1812Ala §'.....GGCATCTGCCTGCACAACCACAATTGGATGGA =3
(c.5434C>G) )

A4

ODN2-pPro1812= ... GGCATCCGGCTGCACAACCACAATTGGATGGA =8

(c.5436A>G) Siont cont ]Af - 0Jp.Cys197= p.Asp935Asn
ilent control reference varian N g
p.His1805= (c.5415C>T) g P f'""*’&‘ it A
3 4] pva2728ie
®
g sssssssecassce
- 5 p.Tyr422Xe(® p GIn1604X
s p.Ser1882x®|® p.Pro1812Ala
s
5.9 69.3 3
p.Pro1812Ala Pza-:-h306 énique ===
26.3 72.2 géniq N SER—
23.7 10.9 -0.369
p.Tyr179Cys -
21.4 14.0 Bénigne -5 : ,
Benign Pathogenic

Rapport des séquences
mutées et silencieuses




Caractérisation fonctionnelle de 23 VSI somatiques
de BRCA1/2

D

UM

database
database

unction Reclassifie

Nucleotide Amino acid

Gene change change Exon d variants
b D BRCA1 [c.92T>A p.lle31Asn
BRCA1 |c.446A>C  [0.Glu149Ala
] BRCA1 |c.448A>G  [p.Thr150Ala
14 BRCA1 [c.572T>A  [p.Val191Asp
BRCA1 |c.630A>G  [0.GIn210=
BRCA1[c.872T>G  [p.Leu291X
0+ .-'.... BRCA1 [c.1384G>A |p.Gly462Arg
S . .
L £ ............. T PRI BRCA1 |c. 2935C>T  [p.Arg979Cys
2 1 BRCA1 |c.3238T>C  [p.Leu1080=
» B C5194-2A5C m— BRCA1 |c. 3601G>A [p.Gly1201Ser
§ [ 8 p1ed1080=---noazpaor-oon BRCA1[c.3748G>A [o.Glu1250Lys Bénigne
-‘3 o . :A BRCA1 [c.3823A>G [p.lle1275Val Pathogéni
£ = Bl BRCAL [c.4181C>T |p.Thr1394lle athogenique
L Signification incertaine
29 n BRCAL1 [c.4516G>A |p.Asp1506Asn - —
== Non répertorié
- BRCA1 |c.4518T>G  [p.Asp1506Glu Intermédiaire
4] A BRCA1 [c.4756G>T [p.Glu1586X T
c.5194- ('
>BRCAl 2A>G “
B , , , BRCA1 [c.5254G>A [p.Ala1752Thr
Benign vus Pathogenic BRCA1 |c.5254G>C |p.Ala1752Pro
BRCA1 [c.5309G>T [p.Gly1770Val »
. , . s ae . BRCA2 [c.652G>A  |p.Glu218Lys
*2 variants classés comme intermédiaires [srcaz [c2s036-4 b.Asp935Asn
BRCA2 [c.3539A>G |p.Lys1180Arg

*Classe IV thérapeutique et conseil génétique
si constitutionnel




Classification intermédiaire de la mutation
c.5194-2A>G "'

=g Fonction . -
B3 Ex1920
= R c.5194-2A>G
455 (p:ém;y Somatique

Clinvar

480 UMD database
80- ARUP Utah database
50 LOVD database
ENIGMA database
40
204 Pathogénique
._ Non répertorié

FFPEWT  Sample 1 (c.5194-2A>G)

o
|

Progression apres 3 mois sous iPARP
Corrélation entre score fonctionnel, niveau d’expression et
sensibilité au traitement ?

4 \ mRNA levels (% of ctrl)




Billaud et al. Genome Medicine (2021) 13:174

httpsy/doi.org/10.1186/513073-021-00976-x Genome Medicine

RESEARCH Open Access

Functional pre-therapeutic evaluation by \g
genome editing of variants of uncertain -
significance of essential tumor suppressor

genes

Amandine Billaud'?, Louise-Marie Chevalier'?, Paule Augereau?, Jean-Sebastien Frene
Mario Campone®* and Alain Morel'*'®

I3 Christophe Passot?,

Molecular Diagnosis & Therapy
https://doi.org/10.1007/540291-020-00452-z

Amandine Billaud

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

Somatic mRNA Analysis of BRCAT Splice Variants Provides a Direct
Theranostic Impact on PARP Inhibitors

Louise-Marie Chevalier' - Amandine Billaud'? - Sabrina Fronteau? - Jonathan Dauvé? - Anne Patsouris? -

Véronique Verriele? - Alain Morel™2(

Chock for
updates




Essai fonctionnel de VUS BRCAZ2 dans les cellules
MCF10A-BRCAZ2+/-

Sur le méme principe : ratio variant
d’intérét/variant synonyme

MCF10A-BRCA2*-

MCF10A-BRCA2*~ F—
VUS atho-
genic vUS
& 9 o 140 v S &
14 — o° S 090 K ¢ Qc_so ng
12 ™ NS L X - 120 ]’ - <
. | [ < 32
o —I— 1 —i | ‘-Br 100 L 1 _I 1 L 1
'g 0.8 l.;_ b
= | =~ 60 18-
£ 0.6 E -
§ 0.4 5 40
=
0.2 20
= 0 -y =ty
0 - ch . - +) - + - +
N K () PARP Q O IS
M § & inhibitor U s
PSP O AR U, O L
SR Y AR/ 0 L
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Niu Y et al Nature Genetics, vol 54; 2022, 1983-1993



Essai site d'épissage de BRCA2 dans les MCF10A-
BRCAZ2+/-

d  MCF10A-BRCA2+- b
Nl le"
1.4+ ?,990“ ?,/0_0 BRCA2-67+1G>C cassette
1.24 ™M e — . .
2 i .?u\CAA.-\.G;A@TATTGAC;U\.. . Genomic target site
\S 1.0 . AACAAAGCAGETATTGACAA. . BRCA2-67+1G>C ssODN (variant-of-interest)
'é 0.8+ . JAACAAGGCAGTATTGACAA. . BRCAZK21K” ssODN
~ 06- Exon Since (synonymous internal control mutation)
= : site
E 0.4+
0.2- BRCA2-316+1G>T cassette
0.0- o TT.»’xG!‘-.CTT?\QSTAAGTAF&TG . . Genomic target site
G,O 0.," .. TI’;«,(_Z_E"-,CTI‘AQI‘T‘»‘-\,}‘,GTR!\TG . « BRCAZ2-67+1G>C ssODN (variant-of-interest)
A
6’\"\ ,5\6" et TTAGATTTAE;STAAGTAATG « . BRCA2-N104N” ssODN
OP‘T ov.'l-‘ Exon Splice (synonymous internal control mutation)
o o si

Mutation silencieuse de
référence dans |'exon

Niu Y et al nature genetics, vol 54; 2022, 1983-1993




Essai fonctionnel d’'oncogenes ?

nature genetics
H358 lung cancer cells
(KRAS-G12C) P=0.0181 Technical Report https://dol.org/10.1038/541588-022-01224-7 )
T—l . . .
L P=002S7 Multiparametric and accurate functional
P=0028 analysis of genetic sequence variants using
1.4
oy 2 =0.0323 CRISPR-Select
Allele1 | tGr.. Genomictargetsite =~ 12-°
Gly 8
Allele 2 . .GGT. . 4 § Received: 1 December 2021 Yiyuan Niu®'?, Catarina A. Ferreira Azevedo*®, Xin Li*?, ElaheKamali'-“,.
% CRISPR-Cas9 g Aoentert 1D Octitiar 5093 Ole Haagen Nielsen®?, Claus Storgaard Serensen®'" & Morten Frédin®'
g ¢ (allele 1-specific) :; {
3 % Gly KRAS-12G’ ssODN & : \_
@ 2| ..GGA. . | (variant-of-interest) . -
% 1 R (é La perte de 12G’ (sauvage) au profit de G12C’ ,;;' )
& Cys | KRAS-12C’ ssODN (driver) indique la dépendance de la
. .TGC. . | (synonymous internal e . . . . )
0 T 1 prolifération et survie cellulaire au variant G12C

control mutation) |
ntrol mutatio O 5 10 15 20 25

Time (d)

[ Essai des fonctions oncogéniques possible ]




Perspectives

Oncogenes

) PI3KCA, RAS, EGFR, BRAF...
VSl et réponse

aux iPARP
BRCA1 et

Applications
théranostiques

utres genes de la RH

29 Rad, Palb2...
14 - BRCA2-T2722R PTEN-L182* PIK3CA-H1047R
A 1.4 8 20 o
P=0.0034 FP=0.0023 B
0- p.lle1275val I o 129 — o — o P=0.0072
g / 0p.Cys1975 pAspa3sAsn % 104 = = 15 1
@ -1 e b ;In150$]’¥'1790/s “- _" ‘I-
= .—,/——‘.P~G"‘2‘°= S [ pNapasie T 08 - (- =
S N g~ 2 = 10 -
g -2 p_<:p,l’ro1812~a é p.Tyrd22Xe|® p.GIn1604X = 0.6 4 — -
5 p.Tyrd22X E 21 p.Ser1882X®e p.Pro1812Ala 5 “:1 E
& H = 0.4 4 = =
-3 -3 ] m o
= 0.2 4 = =
4< © p.GIn2829Arg
i Q- a T T T 1 0 -
Berlllgn Pa‘ho‘ge"lc 2 1 2 U 1 [: 20 30 40 2 12
" KkoLIG& KO XRCCa Time (d) Time (d) Time (d)

Billaud A et al Genome medicine 2021 ) _
Billaud A Thesis 2020 Niu Y et al nature genetics, 2022



Limites et solutions

CAS 9 dépend de la séquence PAM NGG proche de la mutation
= CAS 12 PAM TTT, base editing, SpRY, Cas 9 variant near PAMless....

Grande duplication/délétion

= Prime editing (fusion Reverse transcriptase CAS9)

Impact de la mutation synonyme de référence

= Codon usage database, Human Splice Finder, ......

Validation clinique

= Etude rétrospective/prospective

Financement

= RIHN 314 810€ ?



Du patient au patient a I'ere post-génomique

Acides NGS
nucléiques

GBI

7/ /IYWXNY\*‘ i

N e A

Fonction
In vitro
in cellulo

Prélévements

Prédiction
In silico

Prise en
charge

e

\.

La production de données génomiques a cédé la place aux questionnements
d’interprétation.

La disposition et la diffusion d’un test versatile, cliniquement applicable devrait
permettre de limiter I'errance thérapeutique.
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