é)ﬂCO

NOUVELLE- FlQUITF]IﬂE

- -

La Biologie moléculaire:
Cancérologie Biologique

30 septembre 2021

les Ateliers, Poitiers

. Pr Lucie Karayan-Tapon

Les métiers méconnus de la cancérologie




Biologie Moléculaire

i) Qu’est-ce la

La biologie moléculaire est apparue au XX siecle
C’est une discipline scientifigue au croisement de

la génétique, de
I'objet est la com
fonctionnement ¢

a biochimie et de la physique, dont
oréhension des mécanismes de

e la cellule au niveau moléculaire.

Désigne également I'ensemble des techniques
de manipulation d'acides nucléiques (ADN, ARN),
appelées aussi techniques de génie génetique.
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1 atgtaccaac ctgtcgctet atttattgge ctgogttaca tgogtgggeg tgcageggat
61 cgcttcggtc gtttegtcte ctggetttoct accatcggca ttaccctcgg ggtgatggeg
121 ctggtcacag tattgtcagt gatgaacggc tttgagcgeg agctgcaaaa caacatcctt
181 ggccrtgatgc cacaggcaat LCTLCECtLct gagcatggct ctcttaaccc gcagcaactc

) 241 ccggaaacgg cagtcaaact ggacggegtt aatcgogtceg cacctattac taccggtgat
eme 301 gtggtactgc aaagcgegeg cagcgtggceg gtcggggtga tgctgggtat cgatccggceg
361 caaaaagatc cactaacgcc gratctggtc aatgtgaaac aaactgacct cgagecgggg
421 aaatataatg tcatcctcgg cgaacaactt gectcacage taggcgttaa tegcggtgat

481 caaatccgcg tgatggtgcc atctgocage cagttcacge cgatggggcg tattccaagt
541 cagcgcctgt tcaatgtgat tggtactttt gccgctaaca gtgaagtcga tggctatgaa
601 atgcrggtga atattgagga tgcckcgeget ctgatgegit atccggcagg caatattace
661 ggctggcgtt tgtggctgga tgagccgctg aaagttgact ctttaagtca gcaaaaactg
721 cctgaaggca gcaaatggca ggactggegt gatcgtaaag gogagctgtt ccaggccgta
781 cgcatggaaa aaaatatgat gggcttactg ctgagectga ttgtegoogt tgeggogtet
B4l aacattatta cctcgetggg gotgatggtg atggagaagc agggcgaagt agcgatectg
901 caaacgcaag gcttaactcc gcgacaaatc atgatggtct ttatggtgca aggggccage
961 gccgggatta tcggtgegat cctcggageg gegettggeg cactgeottge cagecagtta
1021 aataatctga tgccgataat cggegtcctg cttgatggeg cggcgetgee ggtggotatce
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Biologie Moléculaire pour le diagnostic des cancers

Fréquence mutations: 103 a 105/tumeur
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15-207%
« Mutations Pilotes ou Motrices »
initiation, progression et survie de la tumeur

Wn and Weinberg Cell 2000, 2011
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« Mutations Passageres»
Reflets de I'instabilité génétique



Biologie Moléculaire et la médecine personnalisée

Chimiothérapies

Typer les tumeurs pour trouver une/la cible

Profil moléculaire
Typage des tumeurs

Thérapies ciblées

Déterminer
la drogue personnalisée

Marqueurs prédictifs théranostiques

Le cas du cancer du poumon

KRAS None

19 87 (50.0%) (50.0%)

2004

HRAS (0.4%)
NRAS (0.4%)

RET fusion (0.9%)
MAP2K1 (0.9%)
ALK fusion (1.3%)
ROS1 fusion (1.7%)
ERBB2 (1.7%)

MET ex14 (4.3%)

KRAS
(~30.0%)

MET amp
(2.2%)

2021

ERBB2 amp (0.9%)
RIT1 (2.2%)

None
(24.4%)

KRAS
(32.2%)



Aspects organisationnelles

Plan Cancer 1 (2003-2007) et 2 (2009-2013)

Mesure 21

Garantir un acces égal aux traitements et aux

innovations.

action 21.2 : Développer les plateformes de génétique

moléculaire des cancers et 'acceés aux tests
moléculaires.

Plateforme hospitaliere de Génétique Moléculaire des
Cancers de Poitiers (Poitou-Charentes)

Labellisée par I'INCa 2006

Coordinateur Pr L. Karayan-Tapon

— PLOIN i
Sare R

2014-2019

GUERIR €T PREVENIR LES CANCERS:
DONNONS LES ME&mes cHances
& TOUS, PORTOUT €n FRANCE

OeJECTIF 6 : CONFORTER L’AVANCE DE LA FRANCE DANS LA MEDECINE PERSONNALISEE

VALIDER ET DEPLOYER LES NOUVELLES TECHNIQUES D' ANALYSE DES TUMEURS

PERMETTRE UN ACCES LARGE AU DIAGNOSTIC INDIVIDUALISE

INSTITUT
® CHU (?\IATIONAL
DU CANCER

de Poitiers
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INSTITUT
NATIONAL
puCANCER

e CHU

de Poitiers

Plateformes hospitaliéres de génétique moléculaire des cancers Poitiers ]

www.e-cancer.fr

TYPER LA TUMEUR POUR PREDIRE LE TRAITEMENT

Spécialistes Médicaux
et Chirurgicaux d’Organe Anatomo-Pathologistes Biologistes
Oncologues Médicaux moléculaire
Radiothérapeutes

Prélévement Diagnosti,c histolo,gique dfj cancer Recherci.ie
Procédure pré-analytique des mutations

Un travail d’équipe multidisciplinaire
._ A produire dans des délais compatibles avec les impératifs cliniques

'W.onco-nouvelle-aquitaine.fr




INSTITUT

C SERVICE DE CANCEROLOGIE BIOLOGIQUE R

WWW.E-Cancer. fr

z) Plateformes hospitalieres de génétique moléculaire des cancers Poitiers

Laboratoire de Cancérologie Biologique BM
Pr L. Karayan-Tapon

UM Oncologie Moléculaire

UM Onco-Hématologie Moléculaire.
Responsable : L. Karayan-Tapon

Responsable : J.C. Chomel

8 270 000 RIHN = 6500 patients

Anatomie Cytologie Pathologiques
Dr O. Renaud AC P

n WWW.onco-nouvelle-aquitaine.fr




)

Chirurgien/Oncologue fait la demande

ACP CH puumy ACP CHU ACP privé

N

Laboratoire de
Cancérologie Biologique

!

Oncologue
Chirurgien
Ana-Path
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La Erocédure : Le circuit du Erélévement

Enregistrement === Extraction des acides nucléiques — m—)

Préparation de Libraire PCR
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e
HUMAN
GCENOME

Séquencage a Haut débit : NGS

e B

>
1999 2000 2006 2012

Evolutibn puces a ADN

Séquencage par Séquengage par Séquengage Next-next
mesure de |a fluorescence Electrophorése capillaire haut débit oeneration

Sequencing »

Projet du génome humain génome
15 ans (1990-2003)

3.2 Millards de pb

26 000 genes

Dernier séquence 2006

2 millards €

@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1134:2244 1:N:0:GCCAAT
GCCGCGCCGAGCCGGGCCCGTGGCCCGCCGGTCCCCGTCCCGGGGGTTGG
+

@CCFFFDFHHHHH] J1GI)J)GGICHEBB<@6 ?7=BBB2<@D6@BB5<@D
@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1250:2246 1:N:0:GCCAAT
CCTCCAGCAACTTCCTGATGG GAGGCCGGGAACACAGTGTAGTT

+
CC@FFFDDFDHHH]JJJJIJIEHIEGGHHIIGIJGIEEHGHD@? FBGIHI

@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1159:2247 1:N:0:GCCAAT
ATCAAACAAAAGCCAGAGAACCCACAACCGCATTGCATAGTCACAGGTGT

+
@@@FDDDEFGFFGIIGIJIICGGGHIGHIGHIGIHIJIGGIIIIIIECHG
@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1432:2218 1: :
CCAGNCTGGAGTGCAGTGGCTATTCACAGGCGCGATCCCAC

+
CCCF#2ADHHGDHIJIHIJIIIIIIGIGEHIGIIGGGHIEF ; CGGCHGGI

BIOINFORMATICIEN

WWW.onco-nouvelle-aquitaine.fr




INGENIEURS ET BIOINFORMATICIEN

Alignement sur Nettoyage des

le Génome séquences
cutadapt bwa fatbam

P . w5 DP min =50
@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1134:2244 1:N:0:GCCAAT h d =
GCCGCGCCGAGCCGGGLCCGTGGCCCGLCGETCCCCGTCCCGLGGGTTGG ‘ Q p re m oye n n e m I n ‘ H
2 AF min = 0.01
@CCFFFDFHHHHHIJ 1G1JJJGGICHEBB<@6 ?7=BBB2<@DD6@BB5<@D 30

I-ST1136:117:HS055:3:1101:1250: 2246 1:N:0:GCCAAT H —
%CCAGCAACTTCCT:ATGGTTCTGTGAGGCCGGGAA[ACAGTGTAGW Phred Qual mln - 10
:

Read length min = 80

Séquences Séquences filtrées

rvc

CC@FFFDDFDHHH]JJJJIJIEHIEGGHHI IGIJGI EEHGHD@? FBGIHI
@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1159:2247 1:N:0:GCCAAT
ATCAAACAAAAGCCAGAGAACCCACAACCGCATTGCATAGTCACAGGTGT

(=

+
@@@FDDDEFGFFGIIGIIIICGGGHIGHIGHIGIHIJIGGIIIIIIECHG
@HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1432:2218 1:N:0:GCCAAT
CCAGNCTGGAGTGCAGTGGCTATTCACAGGCGCGATCCCACTACTGATCA

+
CCCF#2ADHHGDHIJ IHIJ ITIIIIGIGEHIGIIGGGHIEF ; CGGCHGGI

Recherche des Mutations

snpeff
Interface Web de validation biologique @

INGENIEURS

. _ A . .
Validation Technique nnotation des mutations
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BIOLOGISTES

Validation Biologique

Etablissement d'un Compté rendu envoyé aux cliniciens et aux Ana-Path

CH LA ROCHELLE-RE-AUNIS - SERVICE PATHOLOGIE

RUE DU DR SCHWEITZER
17019 LA ROCHELLE CEDEX 1

Dossier N*: 2109_151822

Edite le :24 septembre 2021 a 17:28

Statut : Complet
Copie & : Dr AURIAULT ML - Dr DE LA TORRE Y.

Laboratoire de Cancérologie Biologique : Pr. Lucie KARAYAN-TAPON
Plateforme hospitaliére de génétique moléculaire des cancers (INCa)
Recherche de mutations somatiques dans les tumeurs solides (tel:05 49 44 31 83)

Date de prélévement et de fixation : 7 septembre 2021

Date de prescription : 14 septembre 2021

Date de réception du prélévement : 15 septembre 2021

Muméro dlidentification du bloc dans le laborateire d'origine : 21.10822 A
Patholegiste initial : Dr AURIAULT M. Luce

Prescripteur : Dr DE LA TORRE - CH LA ROCHELLE

Site du prélévement -Pulmonaire

Type de prélévement Biopsie

Type histolagique -Adénocarcinome acinaire

Mature Echantillon : Copeaux issus d'un prélévement fixé et inclus en bloc de paraffine.
Fisateur utilisé : Formal

Pourcentage de cellules tumorales dans 'chantillon analyse : 50% (Dr AURIALLT)
Motif de Ianalyse :Recherche de mutaticns somatigues dans |2 cadre de |a prise
en charge thérapeutique d'un patient atteint d'une tumeur pulmanaire.

Recherche de mutations somatiques dans les tumeurs solides
en séquengage haut debit panel INCA

Conclusion

Présence de la mutation p.(LB58R) du géne EGFR conférant une sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase de
I'EGFR. Il n'a pas &t détecté de mutations au niveau des génes KRAS, BRAF, ERRB2, FIK3CA ni de mutations
d'épissage de '=xon 14 de MET. Par ailleurs, aucune mutation n'a £té détectée dans les régions (dont les hot-spots) des
aufres génes tudiés.

L'exon 20 du géne EGFR, l'exon 10 du géne ESR1. les exons 7 et @ du géne FGFR3, I'=xcn 4 du géne GHAT1 et lexon
@ du géne POLE n'ont pas pu &tre analysés en raisan d'une profondeur de séquengage insuffisants.

Date de validation 24 septembre 2021
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Variants dont I'impact théranostique ou diagnhostique est connu dans cette pathologie

Géne Variant Altération protéique

EGFR c.2573T>G p.Leu858Arg

Variants dont I'impact théranostique est connu dans une autre pathologie et/ou pour lequel il peut
exister des thérapies ciblées en essais cliniques.

Géne Variant Altération protéique

Absence de variants détectés

Variants sans effet théranostique connu mais avec un effet potentiel activateur ou perte de fonction.

Géne | Variant Altération protéique

Absence de variants détectés

Autres variants dont la valeur prédictive est inconnue

Géne Variant Altération protéique

Absence de variants détectés

METHODES

Recherche de mutations somatiques dans les tumeurs solides en séquencage haut débit panel INCA ( Acces Array,
Fluidigm )

Analyse réalisée a partir d'un prélévement fixé au formol tamponné et inclus en paraffine.

Extraction de I'ADN génomique tumoral avec le kit Maxwell (Promega) et/ou KAPA Express DNA extraction
(Clinisciences)

Analyse par séquencage sur MiSeq lllumina en double librairie.

Sensibilité analytique : 5%, profondeur minimale 300X. Pipeline bioinformatique: SIDERANt

Génes analysés avec le génome de référence hg19 :

AKT1 exon3, NM_001014431.1 / ALK exon 20 & 25, NM_004304 4 / BRAF exons 11 et 15, NM_004333 4 / CTNNB1
exon 3, NM_001904.3 / EGFR exons 18 a4 21, NM_005228.3 / ERBB2 exon 20, NM_004448.3 | ERBB4 exons 10 et 12,
NM_005235.2/ ESR1 exons 7,9 et 10, NM_001122742.1 / FGFR2 exons 7,12 et 14, NM_000141.4 / FGFR3 exons 7,9
et 14, NM_000142 4 / GNA11 exons 4 et 5, NM_002067 .4 / GNAQ exon 4, NM_002072.4 / H3F3A exon 2,
NM_002107.4 / HIST1H3B exon 1, NM_003537.3 / HRAS exons 2.3 et 4, NM_005343.3 / IDH1 exon 4, NM_005896.3 /
IDH2 exon 4, NM_002168.3 / KIT exons 8,9,11,13,17 et 18,NM_000222.2 / KRAS exons 2 a 4, NM_033360.3 / MAP2K1
exon 2, NM_002755.3/ MET exons 2,14 a 19, jonctions intron-exon 13-14 et 14-15, NM_000245.3 / NRAS exons 2 a 4,
NM_002524.4 | PDGFRA exons12,14,18 , NM_006206.4 / PIK3CA exons 9 et 20, NM_006218.3 / POLE exons 9,11,13
et 14, NM_006231.3 / RET exon 16, NM_020975.4 / ROS1 exons 38 et 41, NM_002944.2
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