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Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

Depuis plus de 10 ans, plusieurs révolutions technologiques en séquengage
Séquenceurs NGS ont révolutionné les connaissances et la prise en charge des patients
Vrai dans tous les domaines et notamment en oncologie

D’abord en constitutionnel puis en somatique

Le séquencage de 3¢™e génération suit le méme chemin...



La 3¢me génération... GFCC=

Séquencage de 3°™e génération
* Long read

= PacBio
= ONT

Outils moléculaires de 3¢™e génération

= Bionano



La 3¢me génération... GFCC=

Séquencage de 3°™e génération ou séquencage long read

Longueur de lecture 1-20000 20-100 000
Exactitude de lecture Q30 Q20
Temps de run 24h Jusqu’a 72h
SNV \' \'

Indel \' \'

SV \' \'
Méthylation v \'

ADN natif \' \'

ARN natif \' \'
Phasing v \'

Site internet PacBio (https://www.pach.com/) et Oxford Nanopore Technologies (https://nanoporetech.com/)



Long read...
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PacBio

Start with high-quality Circularized DNA
double stranded DNA is sequenced in

repeated passes

Prepare SMRTbell libraries

The polymerase reads
are trimmed of adapters
to yield subreads

Consensus and
methylation status are
called from subreads

Anneal primers and T =
bind DNA polymerase k

AMuwAR whSNY A

HiFi read
(99.9% accuracy)

Site internet PacBio



Long read... GFCG=

Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

High molecular weight gDNA

ONT

Optional fragmentation l
or size selection

End-prep and nick repair l

60 min = .
Ligation of sequencing l/ "
adapters
e
®
v Loading

Site internet ONT
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Pore activey sialus %

Pare activity status %

Echantillons tumoraux FFPE
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Pere acsvily stalis %

Pas pour la FFPE native
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Figure 4.  Analysis of sequencing termination events on FFPE

P— p&o‘aﬂ vs, Observed Insert Length . \
Blue = 2 passos @ .

@ Red line = 1%t pass
e i : blue line = 2" pass
M‘Mﬂ-\@ o

(050 0000
Poymeraso Readkngth

SMRTbell templates. Terminations may be caused by

residual DNA/Protein crosslinking or possible irreversible
damages. Additional optimizations in extraction, library
construction and sequencing may be necessary to generate
longer subread lengths. o

PacBi®

SMRT® Sequencing of DNA and RNA Samples Extracted from Formalin-Fixed
and Paraffin Embedded Tissues Using Adaptive F dA ics by Covaris
Primo Baybayan', Michael Weiand', Kevin Eng’, Guillaume Durin?, Brian Packard?, Anand Sethuraman’, Lawrence Hon' and Steve Kujawa'

Pacific Biosciences, 1380 Willow Road, Menlo Park, CA 94025, ZCovaris Inc., Woburn, Massachusetts 01801




Détection de la MRD GFCC~

Détection des différentes tailles d’ADN circulant

led b:

Personal unpublished data



Détection de la MRD GFCC~

Détection des différentes tailles d’ADN circulant / fragmentation
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Lau et al., 2023 — Gen Med




Détection de la MRD GFCC~

Détection de la méthylation de ’ADN

8 Healthy 8 Cancer
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Détection de la MRD

Détection de la méthylation de ’ADN (colon)

Number of cfDNA reads
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0.09 +— Continued chemotherapy — ]’
0.08 1 «—Chemotherap (stable disease) »
0.07 ° ° ® o ° ] ° CT: Metastatic progression
0.06 ° o N ° ° o in multiple organs
0 200 400 600

Cumulative draw date (days)
Lau et al., 2023 — Gen Med
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Détection de la MRD
4 L3 4 L] ’
Détection de la méthylation de ’ADN
P4822 — Metastatic pancreatic neuroendocrine carcinoma P6527 — Intrahepatic cholangiocarcinoma
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@ L
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Lau et al., 2023 — Gen Med



Détection de la MRD GFCC~

Détection des CNV de I’ADN circulant (poumon)
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Martignano et al., 2021 — Mol Cancer



La 3¢me génération... GFCC=

Séquencage de 3°™e génération
* Long read

= PacBio
= ONT

Outils moléculaires de 3¢™e génération

= Bionano



La 3°me génération... GFCG=

Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

Outils moléculaires de 3¢™e génération

= Bionano / peignage moléculaire

=
( 5 : |
& 4 Fresh and Frozen Cell Lines
Product SP-G2 DLS-G2 G33 Chip Saphyr —> Compute/Access
T Application Type
o Fresh and Frozen Blood Raw coverage/ Effective ISOLATION LABELING LOADING IMAGING ANALYSIS
coverage goals
- - cﬁc'::'/";':' 35- 45 hours 5-55 hours 1hour 55- 75 hours 1216 hours
— Fresh and Frozen R T l
&2 Bone Marrow Aspirate m::‘;’;:' 35-45 hours 5-55hours 1 hour 10 - 14 hours 12-16 hours
Gancer (Blood/Cell) Gradient region Nanofluidic region
1500 Gbp / 200 35-45 hours 5-55 hours 1hour 17 - 26 hours 8 hours
% Fresh and Frozen Tissue -
! and Tumor brigend ) 4-5hours 5-55 hours 1hour 24-34 hours 8 hours
40 Gbp per scan in Consitutional (400 Gbp and 800 Gbp) and Cancer (Blood/Cell)
30 Gbp per scan in BMA (1500 Gbp)
mowm oo HoH X W :
b W WX f § B # R
oo H o BN H ! Genol Scars
¥ i ! H © " = R
; k4 :: " J 31 Minimum LST event size: 10.0 Mb
Eow o "
T | ” : Minimum LST gap size: 3.0 Mb
H EE g ¢ Minimum LOH event size: 15.0 Mb
Large Scale Transition | Loss of Heterozygosity | Total Allelic Imbalance Minimum LOH gap size: 30 Mb
(LST) breakpoints: 33 (HRD-LOH) regions: 11 | (TAI) regions: 12 MiiFiGH TAGvent size 30 Mb
i =
Minimum TAI gap size: 30 Mb

¥ M i {% L; Scale Transition (LST) breakpoints: 20
| s’ e, #h e h S + R arge Scale Transition reakpoints:
i rhf\ﬂ\» m\a H~4 e ﬁ.q“'(ﬁeq w&‘ﬂ(%‘,r'\nﬂ’-\‘r

Loss of Heterozygosity (HRD-LOH) regions: n

Total Allelic Imbalance (TAI) regions: 5

Site internet Bionano
Site France Génomique




En synthése, les outils de 3°™Me génération




CRISPR pour le Diagnostic Moleculaire en
oncologie : Potentiel et Perspectives

Samuel Amintas - MCU-PH

.‘“. a erv o[ Blologle des Tumeurs et Tumorotheque

a\ CHU de Bordeaux
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LIENS D'INTERET GFCG=
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Astra Zeneca, Incyte, BioRad




En l'an 12 aprés CRISPR GFCGC=

CRISPR : Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats

CRISPR

= CRISPR Cas9 : Découverte / publication princeps en 2012 / Prix
Nobel de Chimie 2020 (Charpentier / Doudna)

= Origine bactérienne / Systeme de défense ciblant les bactériophages /\ﬁ | ?.

= Outil majeur pour I’'édition génétique => Modélisation de variants,
inactivation de genes, banques de screening....

= Premiéres thérapies géniques CRISPR/Cas9 déja sur le marché




CRISPR et Diagnostic Moléculaire GFCGC=

Capacité a cibler une séquence nucléotidique spécifique via un guide ARN

—> Outil moléculaire pour la détection de séquences cibles >
Différents domaines d’application : @ ]
.'_*. ®
= Infectiologie : Détection de génomes viraux et bactériens, typage de souche... .‘°' -y

= Oncologie : Détection d’altérations génétiques somatiques, de biomarqueurs tumoraux

,ED .
— Applications en biopsie liquide : CtDNA, CTCs, vésicules extracellulaires... N
(@ @

®



CRISPR/Cas GFCGC=

Cas 9

= Endonucléase ADN double-
brin (blunt)

= Nécessité d’'une séquence
PAM (NGG) en amont du
cite de coupure

= ARN guide ~100nt /
Séquence spacer 18-24nt

Images from Cell editor
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CRISPR et Diagnostic en oncologie GFCG=

Cas9 : Enrichissement de la cible d’intérét

= EGFRT790M 7\
1 Preparing target DNA templates 2 Assembly of post-PCR cfDNA and CRISP

_ Dy £ £
§ § & Mt @ _®

Dead-Cas9
biotinylée

Mutant allele Wild type allele Cas9 Biotinylated sgRNA
+ Exponentially amplified target DNA templates in cfDNA samples using PCR . Blotlnylated sgRNA construction
+ CRISPR/Cas9 complex
* Incubation with post-PCR c¢fDNA and C as9 complex ’\.

~o.
Detecting target DNA using a variety of downstream Enrichment of target D mplates .\é |
( 4 ) appllcatlgns g g Y ( ) g P A\ %
o d

ok @’
B e =1

1 \\? Deactivated Cas9

Partitioning Amplification Reading and analyzing %Q' P streptavidin magnetic bead
Released target DNA templates o pam
« Analysis of enriched target DNA templates using various platforms « Sorting CRISPR/Cas9 complex with captured DNA template bound to streptavidin
magnetic bead
« Target DNA temp | d by d ivating CRISPR/Cas9 complex

Test sur 60 plasma patients :

. el pes 2 . o o
* Gain de sensibilité majeur (48A’ vs 93 A’) Kim et al. Application of CRISPR/Cas9-based mutant enrichment technique to

= Pas de perte de spécificité (96% vs 100%) improve the clinical sensitivity of plasma EGFR testing in patients with non-
small cell lung cancer. Cancer Cell Int 2022
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Une Cas peut en cacher deux autres GFCC=

Cas 9 Cas 12 Cas 13

" Endonucléase ADN double- = Endonucléase ADN double-brin = Endonucléase ARN
brin (blunt)
Lo o o ) = Nécessité d'une séquence PAM en = Pas forcément besoin de
Necessite d'une sequence amont du cite de coupure séquence PAM
PAM (NGG) en amont du
cite de coupure = ARN guide ~ 44nt / Séquence spacer = ARN guide ~ 55nt /
18-25nt Séquence spacer 22-30nt

= ARN guide ~100nt /
Séquence spacer 18-24nt

Activité de clivage collatéral non-spécifique

Images from Cell editor



Nouvelles Cas, nouveaux outils GFCC=

= Clivage de tous les ADN/ARN a portée de I’enzyme, indépendamment de leur séquence

______________________________________________________

{ 1
1
| Sl ™, '
1 3 %‘““@ I
: 1
: !
I
Target Collateral 1
: V\mﬁarget RNArs\/V%,\p clegvage cleavage :
| O}/ :
1
. b o '
| I
' I
| crRNA L —— crRNA :
I
| 1
: 1
: 1
; 1
' 1
: 1
: I
] I
: I
I
. :
| 1
I
: ;

Inactive Cas13 Activated Cas13

&




Nouvelles Cas, nouveaux outils GFCC=

= Développement de systemes rapporteurs fluorescents

Les publications princeps mettent en
avant des sensibilités tres importantes
en plus d’'un temps, d’'un équipement,

et d’un cout réduit.

SHERLOCK : Cas13

Gootenberg et al. Nucleic acid detection with CRISPR-
Cas13a/C2c2. Science. 2017

Science

AYAAAS

« 8
DETECTR: Casl2 : e >4
Science 9
Chen et al. CRISPR-Cas12a target binding unleashes . DYy
indiscriminate single-stranded DNase activity. Science. Aaras
2018

Mais application a l'infectiologie

HOLMES: Casl12 majoritairement

Li et al. CRISPR-Cas12a-assisted nucleic acid
detection. Cell Discov. 2018

Cell Discovery

Quid de I'oncologie moléculaire ??



CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCGC=

eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

PCR avec primers queue T7

. P ——
CRISPR Cas13 : [ - ==
EGFR dell19 s > SN [t o=
(c.2236_2250del) ADN ( ko } [
o T
Activation Cas13a et Lecture fluorescence en
transcription in-vitro clivage des rapporteurs temps réel
via T7 polymerase - o Quencher
Cible
@ %" p

Cas13a

a

@ Detection




CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCGC=

CRISPR Cas13 :

EGFR del19 CRISPR Cas13
(c.2236_2250del)

4000 < 25+ 1877
> (o]
[+/] %]
S 3000 S 204
§ - 2 11.9%
= Echantillons patients / N=4 o 2 °
, ) P / ) 5 2000- ? versus o o
échantillons plasma patients & I O
. © © R g
avec del 19 positives en Cobas = 1000- 2 e\ %
(] ]
(Input ADN 10ng) ®) ﬂ &
05 UL O
f - NS w J
S EEEE S22
x o 9o 9o 9 S © €c c ¢
I I x o 90 90 0
I W . W LEE %
w u(?l o oo a

Preuve de concept,
mais optimisations nécessaires

Amintas S et al,. CRISPR J. 2023



CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

oreacuttured o CRNAWnd ReportDNA e prascus g
supernatant
CRISPR Cas12 : asoNA ‘
il LbCas12a bound NV
Mutations EG FR ampr;f?:mlon TR A g %. " é\\l‘.
L858R et T790M | > o \;@;3 W
' = k{: —/"P«' :/'I."

1.5 hours 0.5-1 hour )ﬁ

= DNA with target ?L Cleavage _\*’_ Activated fluorophre

a
L

a

Detection

= Sensibilité supérieure a celle de la ddPCR (X10 => 0,005% vs 0,05%)

= Temps d’expérimentation et colit réactif / automate réduit

Tsou et al. A CRISPR Test for Rapidly and
Sensitively Detecting Circulating EGFR

= Pas testé sur matériel humain (lignées)
Mutations. Diagnostics (Basel). 2020



CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

CRISPR Cas13 : KRAS G12D

crRNA12612D

8000

5 o Control
3 o DNAKRAS WIWT
: G12D/G12D
2> o DNAKRAS
57 .. ACUUGUGGUAGUUGGAGCUGGUGGCGUAGGCAAGAGUG..3' Q 6000
PrrrrrrrrrrrrrraXereerrrrrn %
crRNA-12 6120 3' . .CACCAUCAACCUCGACUACCGCAUCCGU. .5’ s
IR RN R R RN §4000—
5’ .. ACUUGUGGUAGUUGGAGCUGAUGGCGUAGGCAAGAGU..3’ 2
| o
KRAS 612D c.35G>A 2

T T T
10 30 50

Time (minutes)

Mauvaise spécificité du guide ARN pour les mutations ponctuelles

Amintas S et al,. Journal of biological engineering. 2024



CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

CRISPR Cas13 : KRAS G12D

= Combiner la spécificité de la PCR et une amplification du signal par CRISPR Cas13

Primer spécifique Forward

—l Mutant KRAS crRNA ASG12D

O

=)
G12D _ &'_ o Control
. S 5000~ o DNAKRAS WImWT
Primer Reverse + queue T7 £ o DNAKRAS G12D/612D
]
. E
Mismatch g 4000
ﬁ WT KRAS §
"
x £ 30004
-
e oacieeis

Time (minutes)

Plus de bruit de fond de la séquence sauvage

Amintas S et al,. Journal of biological engineering. 2024




CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

CRISPR Cas13 : KRAS G12D

ddpcr @Y

KRASMUT ddPCR - sensitivity range

CRISPR Cas13 ¢z

crRNA AS6120
sensitivity range

9
< 40 =
of )
BS 8
z3 versus %
2 &E
RN
£ Z 5] o s
83 — 3
g3 10 R ‘§
N -
EE 2 nNs ns ns E
3 »
w g ’?‘ @ ] §
£ 0- | p "Mﬁ‘@‘ I~

T
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Theoretical KRAS mutant allelic frequency

Theoretical KRAS mutant allelic frequency

Sensibilité équivalente a la ddPCR (DNA input 10ng)

Amintas S et al,. Journal of biological engineering. 2024




CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

CRISPR Cas13 : KRAS G12D

= Echantillons patients / n=24 liquides de rincage de ponction pancréatique

ddPCR g

CRISPR Cas13

ddPCR specific KRAS®2P
60- 48.7% 15=
crRNA AS®120 40 I 254% é—
i - 15.4%] o
15 121 18 19 207 ] R ﬁ%n °
§§ } K] °; 28 1o
b =
z3 g2 £3
2109 85 o ® 83
< = =
£3 i o versus Sz 8% 5
g og i<
c 2 “
E (2] 3 E
§ E 5 37 § 2 “e
5 E W o
2E 15 XT3 T
2, & 0 10
oLl Al s O E T [OH O @A
TTTTTTTTITTITTITTITTITITITITITITTITT KRAS™t Allelic frequency (%)
NOAYD DO 0 A D200 0D %00 020N D b
& SESSS S S a*&"f&"&"&"&"&"&“&"@"&"&I&‘{‘:&"’&"

= 23/24 échantillons concordants
= 1 échantillon positif en CRISPR et négatif en ddPCR => Positif en ddPCR avec 50ng d’input ADN

= Tres bonne corrélation entre intensité de fluorescence et fréquence allélique

Amintas S et al,. Journal of biological engineering. 2024




CRISPR et Diagnostic moléculaire en oncologie GFCC=

Biopsie liquide : CTCs et vésicules extracellulaires / exosomes

= Développement de nombreux outils pour la détection de marqueurs de surface « tumoraux »

= Combinaison d’une étape de reconnaissance de la cible (via anticorps ou aptamere) et amplification du
signal via CRISPR Cas12/13

FAVAYAN ‘3‘
—_— L £ L4
0063 antibody Exosomes PDL1 aptamer (F(‘ &

Carboxylated MNPs

i
== o
off ‘@ —-° Q\ j dTTP
‘8@@\ jf 8 mgi TdT
\@
Fluo ON & Cas12alcrRNA

Magnetic separation

Yi et al. Fluorescent aptasensor based on the MNPs-CRISPR/Cas12a-TdT for the determination of nasopharyngeal carcinoma-derived exosomes. Mikrochim Acta. 2023




En synthese
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