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Methylation de 'ADN - Cancer

FCG=

Biomarqueurs et analyses moléculaires en on

= Hypométhylation globale / liée instabilité génétique

* Hyperméthylation de génes du cancer

NORMAL CELL CANCER CELL
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Interroger un ou des marqueurs ciblés

Interroger un trés grand nombre de site
: Méthylome / profil

Reflet global du « pattern »
épigénétique de la cellule T

* Lié au tissu d’origine

* Stable

Modifications épigénétiques ayant conduit/participant a 'oncogenése

*  Dynamique

Réles *,);*
« Diagnostique T
* Pronostique

* Prédictif de réponse



Question 1 : Avez-vous mis en place en routine une/plusieurs GFCG=
methodes de détection de la méthylation de 'ADN e S

“Oui des méthodes ciblées
“Oui des méthodes non ciblées
" non aucune méthode

“En projet




Testing methylation / état des lieux 24

_mfz el Eiha e ©.0. AMLH1, MGMT, BRCAI,

" Les Biomarqueurs ciblés p16™%, p15™=, RB.
= MGMT, MLH1, BRCA1, RAD51C ...

= Marqueurs tumeur spécifique pour la détection de 'ADNtc

* La recherche ciblée de marqueurs méthylés passe souvent par
une transformation au bisulfite

Methylated version Unmethylated version
<) —_— 1 } 9
CATGGCGATACCCGT  CATGGCGATACCCGT  Transformer une information ,u:*.&
S l l épigénétique en une information
génétique Toutes les méthodes
UATGGCGATAUUCGT  UATGGUGATAUUUGT classiques
~  de caractérisation de
i 'ADN (34
O @) Modification la séquence en fonction .Q;.
TATGGCGATATTCGT TATGGTGATATTTGT . : :
de la méthylation des cytosines d

_

[6] Jain S, Wojdacz TK, et al. Challenges for the application of DNA methylation biomarkers in molecular diagnostic testing for cancer. Expert Rev Mol
Diagn 2013 ;13(3):283-94.



Differentes strategies de détection / methodes ciblées

(exemples)

* Sanger

2 Espéces moléculaires différentes

TATGGCGATATTCGT

!

TATGGTGATATTTGT

4/\»

Séquencage

TAGTCGTGG TAGTC"GTGG

GFCG=
iomarc cologie

Biomarqueurs et analyses moléculaires en on

Hybridation / Méthylation Spécifique PCR/

Conversion bisulfite AR R
TAGTUGTGG TaGTcreTee VALY e Résolution
Séquence AT
TAGTTGTGG TAGTCGTGG M (CpG individuels ou non)
* Quantification
GGTCAGTGAC/MCG s N .
® Pyroseq i ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ 1‘ * Autres criteres cout/technlque
GGTEAGTGAU/:CG
l zzzzzzzzzzzzzz l
GGTTAGTGAT/CG
l?‘{mﬂnq nnnnnnnnnnnnn l
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Analyse de Fragment

PCR: Amplification de petits fragments (FFPE compatible)
Analyse de fragments 3 I’ aide d’ amorces fluorescentes

Non Méthylé = (sm==0)
on Methvie PCR ~—® n
Commune
e (e
Méthylé " PeR d n
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qPCR
ddqPCR...
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Azais H, et al. ] Gynecol Obstet Hum Reprod. 2024 Sep;53(7):102796.; England, R. et al.Nat Methods 2, i—ii (2005). https://doi.org/10.1038/nmeth800




O%-methylguanine-DNA methyl-transferase (MGMT) GFCGC~

Réparation des lésions induites par les agents alkylants

TMZ: transfert de groupements méthyles sur les positions N7 ou O6 des guanines et N3 des adénines

Effet cytotoxique
Prise en charge par réparation direct par MGMT

Témozolomide

* La méthylation est associée a une expression faible/nulle de la protéine MGMT
* Association avec la sensibilité aux alkylants (TMZ) ?
 Tumeurs cérébrales

 NETS?



O%-methylguanine-DNA methyl-transferase (MGMT) GFCG=
MGMT Promoter Methylation in Glioma: ESMO Biomarker Factsheet "

= Methylation of the MGMT gene promoter has been observed in approximately 50% of grade IV gliomas
= ‘Stupp trial’ = 1¢" association MGMT méthylation et réponse au TMZ

Hegi et al. MGMT Gene Silencing and Benefit from Temozolomide in Glioblastoma A
—— Unmethylated, g
radiotherapy g
. / . — Unmethylated, £
* Radiothérapie AR s a
temozolomide ?
. / . e
* Radiothérapie + TMZ o i $
—— Methylated, z
radiotherapy plus B
termozolomide 2
&
&
No. at Risk
. . U:r:ethyllsated, radiotherapy 54 47 25 5 0 0 0
Unmethylated, radioth lus t lomide 60
Methylation specific PCR Unrmahvied, mclolra s ieamrintle 01 B0 Il b
hylated, radiotherapy plus lomid 46 42 34 28 16 7 1
& B
&
) — Unmethylated, 1001 .
549 555 560 4 Water 527 529 MPBL  PBL Unmethat g Valeur pronostique
UMUMUM UMUMUMUM UM — Unmethylted, g = .y
i o iz Valeur prédic
Methylated, E:"— 50
radiotherapy - §
— —— Methylated, ;3 by
300 bp e — radiotherapy plus = 30
temozolomide ¥ 20
200 bp — & 10
100 bp — P —03 bp 0 T T T T T !
— -— e - — - -— 4 0 6 12 18 24 30 36 42
- - - pra 81 bp Months
No. at Risk
U:maeth;lsated. radiotherapy 54 19 0 0 0 0 0
Unmethylated, radiott I lomide 60 3 8 7 1
Methylated, radiotherapy h '5 46 5; 7 2 1 3 0
https://oncologypro.esmo.org/education-library/factsheets-on-biomarkers/mgmt-promoter-methylation-in-glioma Methylated, radiotherapy plus temozolomide 46 31 13 13 6 2 0

DOI: 10.1056/NEJMo0a043331
AN S


https://oncologypro.esmo.org/education-library/factsheets-on-biomarkers/mgmt-promoter-methylation-in-glioma

0%-methylguanine-DNA methyl-transferase (MGMT) GFCG=
MGMT Promoter Methylation in Glioma: ESMO Biomarker Factsheet =~

= Sélection des patients
= Tous les patients GBM
= Valeur pronostique ++
= Valeur prédictive possible

l

= Patients MGMT non méthylé / agés > 65 ans e
= Evaluation du bénéfice/risque en lien avec I'évaluation clinique «,); ¥

= grade II/Ill gliomas impact de la méthylation sur le bénéfice attendu du TMZ?
» Impact des autres marqueurs pronostiques 1p/19q codeletion and/or IDH mutation
» Pas de choix thérapeutique basé sur la méthylation pour les LGG

https://oncologypro.esmo.org/education-library/factsheets-on-biomarkers/mgmt-promoter-methylation-in-glioma



https://oncologypro.esmo.org/education-library/factsheets-on-biomarkers/mgmt-promoter-methylation-in-glioma

hMLH1-recommandations INCA : évaluation du statut GFCG=
MMR tumoral

Tests complémentaires pour le diagnostic différentiel syndrome de Lynch (ou CMMRD) / tumeur sporadique

POURQUOI ?: La détection de la perte d’expression de MLH1 : non-spécifique (Lynch/sporadique)
Pour orienter un patient porteur d’'une tumeur dMMR vers une consultation d’'oncogénétique

RECOMMANDATION : une analyse complémentaire avant d’orienter le patient vers une consultation d’'oncogénétique

Hyperméthylation du promoteur de MLH1 permet d’exclure un syndrome de lynch

e Cancers colorectaux b
Pour les CRC hMLH1 méthylés > la mutation V60OE de BRAF est un bon prédicteur négatif de syndrome de Lynch.

* Cancers de 'endomeétre (sensibilité > MSI pentaplex)

* Autres type de cancers (estomac, T ampullaires, ovaire); hyperméthylation du géne MLH1 est évocatrice
d’une tumeur sporadique et ne permet pas d’exclure un syndrome de Lynch

https://www.e-cancer.fr/Expertises-et-publications/Catalogue-des-publications/Evaluation-du-statut-MMR-tumoral-synthese-2021



BRCA1/RAD5S1C méthylation SCOIre HRD et HGSOC

NED
Patientes CR
HGSOC PR
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Y
-mfﬁn.’—!iig_- BRCA1 RAD51C

WP2 — Molecular analysis and generation of
Programmes Labellisés; Rray-Coquard 1 0mics data for PAOLA-1 patients (IC & HEGP)

BRCA1 and RAD51 methylation impact on outcome in patients with advanced ovarian cancer: A PAOLA-1 ancillary study.

https://doi.org/10.1200/JC0.2023.41.16_suppl.555; Ray-Coquard I. L., et al NEJM

§ 1007 g™ R

g 904 £ w NN

& J Olaparib plus i =y

P ol L9

§ g - Placebo plus. % " E‘\i‘

2 bevacizumab i

22 ; =

55 o I i. S

] 304 § » oy

© o g0 H U

2 Hazard ratio for disease progression or death, ¥ » Wemconeis TN Pacete b

5 104 043 (95% C1, 0.28-0.66) . N

& — T T T T T T T T T H [ r—

306 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 T 3 S T e St A S
Months since Randomization S
Q.\(:v“"_;\o(\ oo‘\z‘.;\o(\ PTEN deletion Germ{ine BRCAI mutation
&° & Somatic BRCA/ mutation
«© «©
¢ o " N RBI deletion . )
P o First quent a Other > Death Germline BRCA2 mutation
- therapy treatment(s)
Somatic BRCA2 mutation 50% may have
aberrant
ologous
. ke Redpmbination
pigenetic BRCA/ loss
PFS1 PFS2 oS
NFI deletion
-ANC gene mutation
x Cellule T
> e U e ore HR gene mutation
. Core DDR gene mutation
CCNEI amplification =

TCGA, Nature (2011) 474:609; Martins et al Genome Biol. (2014) 15:526;1CGC — unpublished data;
Etemadmoghadam, D et al CCR (2009) 15:1417;



https://doi.org/10.1200/JCO.2023.41.16_suppl.555

PCR: Amplification de petits fragments (FFPE compatible)
Analyse de fragments a I’ aide d’ amorces fluorescentes

<
falr s DI o) 9]
Non Méthylé. = o n =i &
PCR g 3
= o
ol o
Commune 5 &
(—) g 8
— . — =
Méthylé fa PCR n §
- ]
s !
e “
i [
& N‘i‘
I
70 70 — ) n
5600 5600+
10000 5400 5400
4000 4900 4800 4500
8000 4200 4200 4200 4200
3500 3000 3600/ 2500
o 2800 - %050 2800
2400- 2400 |
4000 2100 2100
1800 1800 ”
1400 1400
2000 1200 1200
- " - nlj -
& o 8 N
sample  Meth pick height Unmeth pick height  ratio
100pMeth 5100 0,1 100,00%
20pMeth 1340 2500 34,90%
10pMeth 1000 4000 20,00%
S5pMeth 470 3960 10,61%
OpMeth 25 6000 0,41%
Tgeno 25 20000 0,12%

5 ATG

AL L0000 0 LR Lt g 1 GFCCG=

Exon1 Exon2 Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

Location of the primers used to detection BRCA1 methylation on the promoter region

CAGGCCACTGACCTTACAAGACTACTTGCCCCAGACTCCTGGGGCTGGATGGGAATTGTAGTCTCCCTARAGAGTTGTACGTATCTT
TTTAAGGCCTAGTTTCTGCTTTCAAAATACGAAAACATAACACTCCAGTCCATAACTGTTGACAAGTACAAGCGCGCACAGGTCTCC
AATCTATCCACTGGATTTCCGTGAGAATTGTGCCCGCTCTGGTATTGGATGTTCCTCTCCATAARGACTACAGTTTCTAAGGAACACT
GTGGCGAAGACCTTTCATTCCGCAACGCATGCTGGAAATAATTATTTCCCTCCACCCCCCCAACAATCCTTATTACTTATATTTACC
GAAACTGGAGACCTCCATTAGGGCGGAAAGAGTGGGGGATTGGGACCTCTTCTTACGACTGCTTTGGACAATAGGTAGCGATTCTGA
CCTTCGTACAGCAATTACTGTGATGCAATAAGCCGCAACTGGAAGAGTAGAGGCTAGAGGGCAGGCACTTTATGGCAAACTCAGGTA
GAATTCTTCCTCTTCCGTCTCTTTCCTTTTACGTCATCCGGGGGCAGACTGGGTGGCCAATCCAGAGCCCCGAGAGACGCTTGGCTC
TTTCTGTCCCTCCCATCCTCTGATTGTACCTTGATTTCGTATTCTGAGAGGCTGCTGCTTAGCGGTAGCCECTTGGTTTCCGTGGCA
ACGG GCGCGGGAATT. GAT TTAAAACTGCGACTGCGCGGCGTGAGCTCGCTGAGACTTCCTGGACGGGGGACAGGLCTG
IGGGGTTTCTCAGATAACTGGGCCCCTGCGCTCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTARAGGTAGTAGAGTCCCGGGARAGGGA
CAGGGGGCCCAAGTGATGCTCTGGGGTACTGGCGTGGGAGAGTGGATTTCCGAAGCTGACAGATGGGTATTCTTTGACGG

Location of the primers used to detection RAD51C methylation on the promoter region

GATCATTCCTATTAATGACTCTGAGGCTTCACCTAACAGGCCACGGTGGAGGCAAGGAAATGTGGCGTGGAGAACCCACTGGG
CCTGGCTCTCCGTCCTATGGTCTCCGTCCATCGTTTTACAGTCAGGGTGTACATTTGATGAGGAATCTCTAAATGGGATTTTG
GGGAATCAAAACGGAATGGTGCATAAGTGTGAAAATTTACAAGACTGCGCAAAGCTGCAAGGCCCGGAGCCCCGTGCGGCCAG
GCEGCAGAGCEGGCCCCTTCOGEITTACGTCTGACGTCACGCCGCACGCCCCAGCGAGGGCGTGCGGAGTTTGGCTGCTCCGG
GGTTAGCAGGTGAGCCTGCGATGCGCGGGAAGACGTTCCGCTTTGAAATGCAGCGGGATTTGGTGAGTTTCCCGCTGTCTCCA
GCGGTGCGGGTGAAGCTGGTGTCTGCGGGGTTCCAGACTGCTGAGGAACTCCTAGAGGTGARACCCTCCGAGCTTAGCAAAGG
TAACGACTCCTGATGGCAAGCTGAGGCACACCGGCCGCCGTCAGCGCCGCCTCAGTCTTCGTTCTCTCGCCTCGGCCTTCAGC

%

»
‘l.“ $-
A4 %

Choix des amorces

. Le choix des amorces / analyse des données de la littérature > régions déja décrites
comme étant hyperméthylées dans les cancers de I'ovaire

. 3 amorces par amplicon: deux amorces spécifiques du statut méthylé

ou non-méthylé localisées sur la méme séquence et une amorce universelle dans une région san
. les amorces spécifiques sont marquées par deux fluorophores différents en 5' de I'amorce
. la taille des amorces spécifiques differe de quelques bases de facon a bien différe

. 3 régions sur le promoteur de BRCA1 et 2 pour RAD51C
. MethPrimer
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QPCR Biorad

Sonde ddPCR RADS51C

GATCATTCCTATTAATGACTCTGAGGCTTCACCTAACAGGCCACGGTGGAGGCAAGGAAATGTGGCGTGGAGAACCCACTGGGCCTG
GCTCTCCGTCCTATGGTCTCCGTCCATCGTTTTACAGTCAGGGTGTACATTTGATGAGGAATCTCTAAATGGGATTTTGGGGAATCA]
IAAACGGAATGGTGCATAAGTGTGAAAATTTACAAGACTGCGCAAAGCTGCAAGGCCCGGAGCCCCGTGCGGCCAGGCCGCAGAGCLG
GCCCCTTCCGCTTTACGTCTGACGTCACGCCGCACGCCCCAGCGAGGGCGTGCGGAGTTTGGCTGCTCCGGGGTTAGCAGGTGAGCC
TGCGATGCGCGGGAAGACGTTCCGCTTTGAAATGCAGCGGGATTTGGTGAGTTTCCCGCTGTCTCCAGCGGTGCGGGTGAAGCTGGT)
GTCTGCGGGGTTCCAGACTGCTGAGGAACTCCTAGAGGTGAAACCCTCCGAGCTTAGCAAAGG

Sonde ddPCR BRCAL




Résultats

Patients randomised after first line platinum-
based chemotherapy +bevacizumab (n=806)

Patients with available DNA for methylation analysis (n=519)

HRD (n=81 inconclusive; n=208 NEG, n=230 POS)
BRCA mut (n=155 DM; n=364 ADM)

S

ONNQ

)]
N !

\

v .nC
\v
Patients assigned to 0Iaparib+bevacTzumab

(n=349) 90\,

(197

Patients assigned to bevacizumab
(n=170)

BRCA1MET: n=43 (co alterations 3 RAD51C
methylated & 1 BRCA mutated)
RAD51CMET: n=21 (co alterations: 3 BRCA
methylated & 1 BRCA mutated)

BRCATMET: n=24
RAD51CMET: n=4

(co alterations: 1 BRCA mutated, RAD51C &
BRCA1 methylated)

| New molecular classification |

BRCATMET : n=42
RAD51CMET : n=17

BRCAMUT: n=106 (including 2
MET) e\.
HRD: n=27 \h
HRP: n=130
BRCAWTNM: n=27

BRCA1 and RAD51 methylation impact on outcome in patients with advanced ovarian cancer: A PAOLA-1 ancillary study.

BRCA1MET : n=23
RAD51CMET : n=3
BRCAMUT : n=49 (including 1
MET)
HRD: n=18
HRP: n=58
BRCAWTNM: n=19

https://doi.org/10.1200/JC0.2023.41.16 suppl.5559

Co-alterations
Classified BRCATMET
BRCA1TMET &
RAD51CMET (n=3)

Classified mutated
2 mutated & RAD51C or
BRCA1 methylated

1 mutated & RAD51C &
BRCA1 methylated

88 (17%) MET “only”
samples /519

<E>MU

RO or A ton

SRCAT manton

B3 raos1c mothyition

HRD without known ateratons

HRP.

“Tumor phenotype

**¥¥ p<0.0001, *** P<0.001, * P=0.002

Molecular group BRCA mutated BRCAMet
(no.) (155) (65)
HRD score— no. 131 53
Mean 59.7 65.9
(95% C1) (57.7-61.7) (62.7-69.1)
Missing data 2 12

RAD51C Meth
(20
19

533
(48.0-58.6)
1

HRD
(45)

45
56.1
(52.6-59.5)
0
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BRCAWTNM HRP

) ) P valu
46 188
ND 230 P<0.001

(21.3-24.7)
ND 0


https://doi.org/10.1200/JCO.2023.41.16_suppl.5559

Résultats donnée de survie GFCG~

Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

A
10—, Median [95% CI] 1,0 Median [95% CI]
] N BRCAMUT v P-Value _rﬁ HRD Sk P-Value
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Question 2 : Parmi les biomarqueurs suivants lesquels vous

semble pertinent a déevelopper pour la routine e :
" La recherche d’'une hyperméthylation de hMLH1
" La recherche d’'une hyperméthylation de MGMT
g Gy
AR

= La recherche d’une hyperméthylation de BRCA1/RAD51C




Les marqueurs de methylation




Pr Emmanuelle Uro-Coste,
Département d’Anatomie Pathologique, CHU de Toulouse
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1-un diagnostic plus precis pour les tumeurs cérébrales




Astrocyte normal Classification des tumeurs cérébrales
Université d’Heidelberg

flot CpG non
methylé

IR Grar Mmyéline Y e e 9

ilot CpG méthylé

Astrocyte tumoral IDH muté
Y ilot CpG non

methylé

ﬁ)m GFAP Mmyéline ?m m ﬁ) ? ? ?

ilot CpG méthylé

En fait, c’est moins transparent que ¢a car on ne connait pas pour chaque type cellulaire les
conséquences de la méthylation de tel ou tel site CpG!



Hybridation sur puce epic illumina aprés bisulfitation

Casl Cas 2 Cas 3

Puce lllumina Epic

Etc..].

450 000 sites CpG




Quelgues milliers de cas en 2018 pour environ 90 entités tumorales : classifier vilb4
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Le programme d’IA est appelé un

classifier

Test d’un nouveau cas :

Proposition d’'une classe diagnostique
avec un score de probabillité

Si > 0,9 il yaun match: valeur diagnostique @




https://www.molecularneuropathology.org/mnp/

dkfz.

Hopp-Kindertumarzentrum

UniversitatsKlinikum Heidelberg H e I d e I b e rg MolecularNeuropathology.org
Methylation classes (Highest level >= 0.3, lower levels >= 0.1, all remaining reference groups) Calibrated score
Diffuse glioma, MAPK altered, cell-cycle activated 0.94929
Pleomorphic xanthoastrocytoma(-like) 0.94890
Pleomorphic xanthoastrocytoma(-like) 0.94890
MC Pleomorphic xanthoastrocytoma 0.94890
Legend: vMatch (score >=0.9) xNo match (score &lt; 0.9): possibly still relevant for low tumor eMatch to MC family member (score >= 0.9)
content and low DNA quality cases.
Calibrated scores
Methylation class Name Score
PXA MC Pleomorphic xanthoastrocytoma 0.94890
EPN_ST_ZFTA_RELA_A MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA-RELA fused, subclass A (novel) 0.00407
CTRL_HEMI MC Control tissue, cerebral hemisphere 0.00198
(GRAM RTK? M Glinhlactama INH-wildhme RTK? ciththune nnN122

Interpretation
match v
match @
match @
match @
A
v



2024: Classifier v12.8 entrainé sur base de données de 100 000 tumeurs
devine le partenaire de fusion de MN1 dans les astroblastomes !

HGNET_CXXCS High grade neuroepithelial tumor with

CXXCS:MNL fusion WHO 2020: Astroblastoma
Superfamily: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:CXXC5 fusion
Family: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:CXXC5 fusion
Class: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:CXXC5 fusion
Sublass: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:CXXC5 fusion
HGNET_MN1 High grade neuroepithelial tumor with e ot
BEND2:MN1 fusion : AT R

Superfamily: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:BEND2 fusion

Family: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:BEND2 fusion

Class: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:BEND2 fusion

Sublass: high-grade neuroepithelial tumor with MN1:BEND2 fusion
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Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

Cas clinique 1




Classifier prediction (Brain tumor classifier; Version: 11b4)

Methylation classes (MCs with score >= 0.3) Calibrated score Interpretation

Methylation class family Medulloblastoma, SHH 0.47380 no match X

MC family members with score >= 0.1

Methylation class medu Copy: nimber prediction

206486310126_R0O8CO1

Legend: vMatch (score >= 0.9)

Classifier prediction (B

Methylation classes (Higk
Medulloblastoma

Medulloblastoma, SH

Medulloblastom
MC D : ; : —L L ‘ | %
¥ g 2 T e ] = 2 2 ] g N 7 =3 §4 8 N =8 @Hn
Depiction of chromosome 1 to 22 (and X/Y if automatic prediction was successful). Gains/amplifications represent positive, losses negative deviations from
Medulloblastom ~°P'"°" _ tand Xy i1 s , ). Gains/amp present p g g %
the baseline. 29 brain tumor relevant aene reaions are hiahliahted for easier assessment.
©MolecularNeuroPathology.org 2022 (Impressum) - Version 6.6 (Built with Bootstrap framework)
MC Medulloblastoma, SHH-activated, subclass 4 (novel) 0.1/4/4 no match X

Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 3 0.16058 no match X



Traitement informatique des données: 2¢ maniere
Représentation graphique apres reduction de dimension

Cas 1 Cas 2 Cas3 Cas 4

1 0,25 1 0,22 1 0,83 1 0,89
2 0,40 2 0,38 2 0,91 2 0,55
3 0,92 3 0,83 3 0,77 3 0,43
4 0,12 4 0,99 4 0,98 4 0,56
5 0,02 5 0,12 5 0,12 5 0,07
6 0,98 6 0,97 6 0,34 6 0,33
7 0,24 7 0,18 7 0,77 7 0,86
8 0,97 8 0,98 8 0,66 8 0,56
9 0,24 9 0,23 9 0,55 9 0,34
10 0,33 10 0,98 10 0,33 10 0,43
11 0,12 11 0,08 11 0,43 11 0,65
12 0,04 12 0,07 12 0,05 12 0,33
13 0,92 13 0,82 13 0,88 13 0,64
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t-SNE

a partir d’environ 3000 tumeurs avec 90 entités (v11b4)
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(target,10128_R02C01



« Clusterise » dans EPN_RELA!!!
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® (control, PITAD_STH_SPA)
(control PITAD_TSH)
(control,PITUI)
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GSM2941334_9340996058

22H10197 S —

S
_|_ (control PTPR_B)

® (control,PXA)
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Sample_Group: EPN_RELA
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~ (target,10128_R02C01



* TSNE et UMAP ne résolvent pas toujours les
problemes car la base mise a disposition par
Heidelberg n’est pas mise a jour depuis la vli1b4

14

* Les nouvelles entités (ex: PLNTY) n’y sont pas

\+ * Collaboration scientifique avec Heidelberg pour

‘ positionner les cas dans le paysage actualisé, en

\ particulier des « no match » ou de faibles scores
ou cas aberrants

 De nombreuses nouvelles entités (rares) définies
par le méthylome sont sous embargo a
Heidelberg
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' Paysage produit par 3 000 tumeurs
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e with cutting-edge technical innovation,

Et d’'une maniere
imminente cl6ture du
site universitaire gratuit
au profit d’un site payant
Epignostix :

Who We Are

We are passionate about
improving diagnostic
accuracy.

Accurate and precise diagnosis is crucial for optimal management
of patients with cancer. Our vision is to help create a world in
which all cancer patients are treated appropriately and as
individuals, by providing innovative sclutions for precision
molecular diagnostics.

Our team reflects the interdisciplinary collaboration required to
solve this challenge in oncology, from statistics and data science

to genetics, pathology and healthcare.




Arrivée des USA | Avec leur propre base de

données

NATIONAL CANCER INSTITUTE
m Center for Cancer Research
METHYLATION PROFILING REPORT :: 208590080138 R03C01

Summary Ethesda Classifier v2

Top hit classifiers results

Best.match Scores  Comment
Family Intermediate_grade_IDH wildtype_gliomas ©.564 Suggested
Class HPAP 0.772 Suggested

Copy Number Variation Profile

208590080138_R03C01

Clinical Methylation Unit

LABORATORY of PATHOLOGY
https://ccr.cancer.gov/laboratory-of-pathology

MGMT Status

Promoter  Status pred
MGMT Unmethylated 0.0198676490180677

source: mgmstp27 R package
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has no copy number for sex chromosomes calculated

https://methylscape.ccr.cancer.gov/



https://methylscape.ccr.cancer.gov/

NATIONAL CANCER INSTITUTE
Center for Cancer Research
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Summary

UMAP Bethesda Classifier v2

UMAP of the reference dataset used for training eNeural network model for the Bethesda classifier.
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has no copy number for sex chromosomes calculated

Clinical Methylation Unit

LABORATORY of PATHOLOGY
https://ccr.cancer.gov/laboratory-of-pathology
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Summary

Bethesda Classifier v2

UMAP of the reference dataset used for training eNeural network model for the Bethesda classifier.
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Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

Seriez-vous favorables a une mise en commun
des fichiers pour constituer une base de
donneées francaise independante?

Oui
Non




Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

2-Des indications plus larges

CUP syndrome
Tumeurs ORL
Sarcomes

Etc....




EpiDiP Server # Epigenomic Digital Pathology https://epidip.org/

AP Plot CNV Pro Selections
Methylome & CNV Viewer UMARP Plot CNV Profile Selections
by J. Hench, IfP Basel, version 8 0c Q
. EN/A
UMAP plot - top differentially methylated probes with search filter 15 +  O_DIAGNOS
. «  O_TRAINING
' d + ABCY
UMAP coordinate file to display : + ADREN_CA
UMAP_25000_CpGs Xisx - il stz
10 *  ALMO_MPC
AMH_UMB
Search annotation for: * AML
* ANA_PA
207700180046_R05C01 +  APP_CONTR
+  APP_GOBCO
Start search 5 ¢ APPmiS
plot height [px] 4
2000 .
25 T 1 I 1 1
0 1.150 1320 1450 1080 120 2000
-
Copy number profiles appear here; click on case dots in UMAP piot -
-5 b
Custom annotation sheet k.y!
N
-10 206893040051_R08C01
Predefined annotations: MNG_INT-A
19qhMjUOIGISIKIZLAJGTKRGOIKMIWE2Y QTIPEW-KEXC - o |
- -
.
Reload App. & Data qn
-5 1] 5 10 15
3} 19.5 20 20.5




Représentation graphique en 2 dimensions: tSNE (UMAP)

Le méthylome d’'une tumeur est représenté par un point avec coordonnées x ety

Tumeurs identiques ou proches apparaissent dans un méme nuage de points : un cluster

New!
Classification des
tumeurs des
glandes salivaires

Jurmeister et al
Modern
Pathology
septembre 2024

BDD: environ 300
cas pour 20
entités

50 -
Glandular/Ductal

t Acinic cell
‘ carcinoma

Normal salivary Warthin

gland tissue tumor
25-
. Oncocytoma

. Mucoepidermoid carcinoma &

. Intraductal ’ A Clear cell carcinoma
- carcinoma [
> v . Microsecretory
2 R ad&nocau:moma

Salivary duct carcinoma

0 = |
Indeterminate
Cribriform
adenocarcinoma
®
Myoepithelial Polymorphous
carcinoma adenocarcinoma
i Canalicular
Pleomorphicadenoma & @& ' adenoma
Myoepithelioma v ) ]
Basaloid/Myoepithelial
, , , Mixed group, ,
-50 -25 0 25 50

Figure 1.

&

Acinic cell carcinoma

Adenoid cystic carcinoma

Basal cell adenocarcinoma

Basal cell adenoma

Canalicular adenoma

Clear cell carcinoma

Cribriform adenocarcinoma
Epithelial-myoepithelial carcinoma
Intraductal carcinoma
Microsecretory adenocarcinoma
Mucoepidermoid carcinoma
Myoepithelial carcinoma
Myoepithelioma

Normal salivary gland tissue
Oncocytoma

Pleomorphic adenoma
Polymorphous adenocarcinoma
Salivary duct carcinoma
Sclerosing polycystic adenoma
Secretory carcinoma

Warthin tumor

t-Distributed stochastic neighbor embedding of the salivary gland cohort. Conventional tumor entities according to the World Health Organization classification are annotated by
different colors. Upon visual inspection, it seems that classes with common differentiation (basaloid/myoepithelial, glandular/ductal, and indeterminate) tend to group together.



-
Biomarqueurs et analyses moléculaires en oncologie

3-Des résultats plus rapides par technigue nanopore




Le nanopore détecte la différence entre cytosine, cytosine hydroxy méthylée et cytosine méthylée!

Sequence ADN

L'ADN est déroulé par la
@ protéine motrice et l'un des

brins est transloqué a travers le

pore
Pas de
ADN I I bissulfitation
Shcaoseee préalable

Courant
ionique

A L Base calling grace a des
. . . G algorithmes spécialisés

Base
Chaque base provoque une
réduction caractéristique du

Protéine
motrice

Nanopore

Membrane courant ionique, ce qui permet
T de déterminer la séquence '
+ d'ADN
lon
—O Cytosine non méthylée (C) L'J_LI—F'_LL

—® 5-methylcytosine (5mC)

AGTCCCTGAATCGA

—O 5-Hydroxymethylcytosine (5ShmC)

Intérét de la rapidité en Anatomie Pathologique?
Lexamen extemporané !




Cas clinique 2: examen extemporané

 Cas d’'une femme de 35 ans

Gliome infiltrant

ou Ependymome ?

Exérese totale impossible
Exérése sans aucune prise de
risque fonctionnel

Le pronostic dépend plus de la
chimio/radiosensibilité que de
'exérése

Exérése totale possible quitte a
prendre un risque fonctionnel

Le pronostic dépend de la qualité

de l'exérese

Résistant a la chimiothérapie et a
la radiothérapie

Soit IHC et réponse en 1 semaine
Soit plus compliqué NGS, RNAseq
+/- méthylome...1 mois




« Intraoperative DNA methylation classification of brain
tumors impacts neurosurgical strategy »

q q
Transport DNA extraction
5-24 min Library prep
22-61 min
Tumor biopsy
early in surgery

ﬁ

Analytic pipeline s
17-60 min s

/”

15

5 10
Sequencing
20-60 min

* + de sites CpG
e - d’erreur!

Number of CpG sites detected

124

104

0
Votes (%)
Report returned in
91-161 min
8

Out-of-bag error rate (%)

10 30 60 90
Sequencing time (min)

Djirackor L et al. Neurooncol Adv. 2021

120 150 180

10 30 60 90 120 150

Sequencing time (min)




Article

Ultra-fast deep-learned CNS tumour
classificationduring surgery

https://doi.org/10.1038/s41586-023-06615-2  C. Vermeulen'?*%, M. Pagés-Gallego'??, L. Kester®, M. E. G. Kranendonk?®, P. Wesseling®?,
N. Verburg?®, P. de Witt Hamer?®, E. J. Kooi?, L. Dankmeijer*®, J. van der Lugt?®, K. van Baarsen?®,
E. W. Hoving?, B. B. J. Tops®*~ & J. de Ridder"?~

Received: 10 February 2023

Accepted: 6 September 2023

842 | Nature | Vol 622 | 26 October 2023



( Experimental data )
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Apprentissage IA :
programme STURGEON
Téléchargeable sur github
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. eye Diagnostic criteria for high-grade astrocytoma with piloid features
OMS: la caution morale pour utiliser I'lA

Essential:

Central Nervous System
Tumours

An astrocytic glioma

AND

A DNA methylation profile of high-grade astrocytoma with piloid features

Desirable:

MAPK pathway gene alteration

Homozygous deletion or mutation of CDKN2A and/or CDKN2B, or amplification of CDK4

Mutation of ATRX or loss of nuclear ATRX expression



Implémentation
au CHU de Toulouse

P2 Integrated €92,138.00 PromethlON 2 Solo €9,076.00

Proiect Pack

20 2 40 minutes

* Ou moins car promethion 5 x

plus de pores qu’un minion!

LES 111 DES ARTS

Starter Pack

\ 7 -

[ Configure package >

hg Unit

| 1x  PromethlON 2 Sequencing Unit Solo

’

1x  Control Expansion Kit

TOULOUSE

40 000 €

1x Flow Cell Wash Kit

24x PromethlO
ks (RNA)

24x PromethlO

1x License an

1x

License and Wa
Integrated

1x

License and Wa
Integrated

- P2 Solo

16x Sequencing kits

2x  Sequencing kits

Configure package >
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. Library preparation ot . . Base-calli :
DNA extraction PromethION flowcell priming Sequencing MinKNOW “:s:ht:? t'.ng il Base calling (hac)
Library loading Data acquisition ethylation-calling Methylation calling (5SmC+5hmC)
> > > 4 Alignment to T2T

files

®

Adjust mode

.PODS files

Tumour sample

Modkit
5hmC - 5mC

g bes et ol gt @

Bl o ares]

fo Extraction of
i, Case2 all CpG sites

@)
Sturgeon

Prediction Binarization process: Input to .bed

Sturgeon Modkit

pr— General/Brainstem «— - 0=unmethylated
. : model - 1=methylated

A

.txt files

o8

.bed files




Conclusion

* Rien ne s‘oppose a I'extension des applications
diagnostiques du méthylome pour d’autres tumeurs
gue les tumeurs cérébrales

e || faut:

-1 base de données (beaucoup de données libres sur base
ATCG etc)

- +/- Quelques méthylomes supplémentaires (400 €/cas)
-1 ingénieur IA 1 an (stage M2)
- Tester sur une cohorte
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