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HRR, HRD, |étalité synthétique

HRR : Réparation par Recombinaison Homologue HRD : Homologous Recombination Deficience
Létalité synthétigue : mort cellulaire par combinaison de deux effets

Double-strand breaks (DSBs)
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Toss et al. Hereditary ovarian cancer: not only BRCA 1 and 2 genes. Biomed Res Int. 2015;2015:341723.



HRR, HRD, |étalité synthétique

HRR : Réparation par Recombinaison Homologue HRD : Homologous Recombination Deficience
Létalité synthétigue : mort cellulaire par combinaison de deux effets
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Toss et al. Hereditary ovarian cancer: not only BRCA 1 and 2 genes. Biomed Res Int. 2015;2015:341723.



HRR, HRD, |étalité synthétique

« Comme pour tout mécanisme oncogénique, le phénotype HRD peut étre
engendré par un génotype particulier

ADN Protéine

Allele 1

AELELEL " Ll P R O - o

Mutation allélique
Allle 2 Phénotype
S o
alternatif
Phénotype Phénotype
moléculaire

AELELER] L,

Mutation dans un Défici d Anormale
: —p O CCIGNCE OC gy (Gccumulation m=p{  Tumeur
gene dela Rf la RH : HRD d’erreurs dans

le génome)




Génotype : anomalies dans les genes de RH

BRCA Autres genes de réparation

BRCA1 ATM FANCD2 RAD50

BRCA2 ATR FANCE RAD51
ATRX FANCF RAD51B
BARD1 FANCG RAD51C
BLM FANCI RAD51D
BRIP1 FANCL RADS52
CDK12 FANCM RAD54L
CHEK1 MRE11A RPA1
CHEK2 NBN TP53
FANCA PALB2
FANCC PPP2R2A

Tous les genes de réparation sont des ANTI-ONCOGENES
Les 2 copies doivent étre inactivées pour entrainer une perte
de |la protéine et donc un phénotype HRD

Coleman RL et al. Lancet. 2017; 390(1016): 1949-1961



Génotype : anomalies dans les genes de RH

Hypothese de Knudson

% d’allele

Sporadic Rb: Two hits required

® first hit ® second hit ®
ﬁ- ﬁ-
Rb == Rb B0 == R Bp == 36
(1)
muté 0% 50 % Tumor 100 %

Inherited Rb: First hit is inherited; only one additional hit required
Si le gene est un

second it anti-oncogene
ol o — ok de la RH, on a un
phénotype HRD
50 % Tumor 100 % |

Figure 1. Knudson’s two-hit hvpothesis for retinoblastoma. n sporadic Rb, both copies of RBI

(RB1) must be inactivated. This requires two mutational events “hits” which each inactivate one copy
of RB1. In inherited Rb, the first hit is inherited.



Phénotype cellulaire : conséquences de I'HRD

Cicatrices génomiques +++

il » @

(M@

Loss of heterozygozity Telomeric allelic

(LOH) imbalance (TAl)

Présence d’un seul alléle 1

Large-scale state
transitions (LST)

Perte du rapport allélique
1:1alafindu
chromosome (télomere) 2

Cassures chromosomiques
a grande échelle 3

1 Abkevich et al. Patterns of genomic loss of heterozygosity predict homologous recombination repair defects in epithelial ovarian cancer. BrJ Cancer. 2012 Nov 6;107(10):1776-82
2 Birkbak et al. Telomeric allelic imbalance indicates defective DNA repair and sensitivity to DNA-damaging agents. Cancer Discov. 2012 Apr;2(4):366-375
3 Popova et al. Ploidy and large-scale genomic instability consistently identify basal-like breast carcinomas with BRCA1/2 inactivation. Cancer Res. 2012 Nov 1;72(21):5454-62.



Intérét du testing

* Recherche des anomalies qui peuvent conduire a la perte des anti-
oncogenes, et donc au phénotype HRD

* Et donc offrant une possibilité d’induire la Iétalité synthétique avec un
PARPi

Diagnostic d’"HRD

Deux stratégies complémentaires

* Recherche de mutations (germinales ou somatiques) : Génotype
* Analyse des signatures génomiques : Phénotype
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* Workflow des analyses HRD



Stratégie et historique de notre région
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Cancers de l'ovaire



Stratégie et historique de notre région
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BRCA1
BRCA2

Recherche des mutations somatiques
Cancers de l'ovaire

Cancers du sein

Cancers du pancréas

Cancers de la prostate



Stratégie et historique de notre région

2018 2019
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BRCA1
BRCA2

Workflow des analyses

DIAGNOSTIC anatomo- .
) CHU ou extérieurs
pathologique
) 4
Extraction d’ADN tumoral Qualification de I’ADN par fluorimétrie et gPCR
i Séquencage-haut-débit
Sequengage des exons * kit Ampliseq BRCA Oncomine (ThermoFischer)
complets de BRCA1 /2 *  Analyse par les logiciels torrent suite -lon reporter
Visualisation par IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad Institute)

4

Interprétation / classification



Stratégie et historique de notre région

2018 Aout 2020
@ O
BRCA1 BRCA1l ATM FANCD2
BRCA2 BRCA2
RAD51B
BARD1 RAD51C
RAD51D
BRIP1 FANCL
CDK12 RAD54L
CHEK1 MRE11A
CHEK?2 NBN TP53

FANCA PALB2
PPP2R2A



Stratégie et historique de notre région

2018 Aout 2020

@ O

BRCA Panel GREAT (Gene HRR Extensive ovArian cancer Testing)

BRCA1 BRCA1
BRCA2 BRCA2

Workflow des analyses
DIAGNOSTIC anatomo-
pathologique

v

Extraction d’ADN tumoral

v

Séguencage des exons
complets des 20 genes

v
Interprétation / classification

ATM, BARD1, BRIP1, CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCA,
FANCD2, FANCL, MRE11A, NBN, PALB2, PP2R2A,
RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L, TP53

CHU ou extérieurs

Qualification de 'ADN par fluorimétrie et gPCR

Séquencage-haut-débit
kit Sophia Genetics CAPTURE / Séquengeur MiSeq
Analyse par Sophia DDM
Visualisation par IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad Institute)
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* Interprétation des mutations : quel parametres analyser?



Interprétation des mutations (=variants)

Exemple de compte-rendu de génotype

RESULTATS
Variant pathogénes (classe 5) :
Géne Reéférence Variant Altération protéique Fréq. allélique |JProfondeur
BRCAZ2 NIM_000059 C.2809C>T p.(GIN937%) 75.2 % 1025 X
TP53 NM_000546 c.129_136del p.(Leud43Phefs*6) 70.9 % 5334 X

Variant de signification inconnue (UV) :

Géne Référence Variant Altération protéique Fréq. allélique |JProfondeur
BRCAZ2 NM_000059 11 c.6265G>A p.(Glu2089Lys) 32.6 % 2525 X
CDK12 NM_016507 13 c.3533C>G p.(Ser1178Cys) 28.5 % 8347 X

Geénes pour lesquels aucune anomalie cliniquement significative n'a été détectée :

ATM, BARD1, BRCA1, BRIP1, CHEK1, CHEK2, FANCA, FANCD2, FANCL, MRE11, NBN, PPP2R2A,
RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L.




Interprétation des mutations (=variants)

Interprétation en trois temps

(1) Vérification de la qualité de I'analyse
Parametres techniques (Couverture, profondeur, spécificité de I’hybridation des sondes...)

(2) Vérification de la pertinence du variant mis en évidence
Ne pas laisser passer de faux positifs

(3) Revue des bases de données et de la littérature pour le classer
Orienter sur la suite du parcours de soin (oncogénétique, suite thérapeutique ...)



Interprétation des mutations (=variants)

Interprétation en trois temps

(1) Vérification de la qualité de I'analyse
Parametres techniques (Couverture, profondeur, spécificité de I’hybridation des sondes...)



Vérification de |la pertinence du variant

e 35 < Nombre de variants < 55 : OK

* Nombre de variants plus élevé : possibles artefacts dus a la

qualité de 'ADN extrait (dégradation, surfixation...)

- Ré-extraction avec une autre méthode ou autre prélevement
- Puis Re-NGS

CONCLUSION
'analyse des genes du systeme de réparation de ’ADN est non contributive en
raison de la qualité faible de ’ADN extrait.

Une nouvelle tentative est en cours, un CR ultérieur vous sera adressé
OU un autre prélevement serait nécessaire




Interprétation des mutations (=variants)

Interprétation en trois temps

(2) Vérification de la pertinence du variant mis en évidence
Ne pas laisser passer de faux positifs



Interprétation des mutations (=variants)

RESULTATS
Variant |2athoqénes ‘classe 5} - “

4

4

\ 4

Géne Référence Variant Altération protéique Fréq. allélique |Profondeur
BRCAZ2 NM_000059 c.2809C>T p.(GIn937%) 73:2'% 1025 X
TP53 NM_000546 c.129_136del p.(Leud43Phefs*6) 70.9 % 5334 X

e Variant et altération de la protéine = nomenclature de la mutation
- Faux sens (change un acide aminé)

- Non sens (insere un codon STOP)

- Décalant le cadre de lecture (Frameshift)

* VF% = fréquence allélique de la mutation

- comparer avec les VF des autres mutations
- vérifier le pourcentage de cellules tumorales

* Profondeur (nombre de fois ou le locus de la mutation a été séquencée (lue)

- doit étre > 500 X

- pour toute valeur < 500X, vérification visuelle sur IGV




Interprétation des mutations (=variants)

Interprétation en trois temps

(3) Revue des bases de données et de la littérature pour le classer
Orienter sur la suite du parcours de soin (oncogénétique, suite thérapeutique ...)

* OncoKB

* ClinVAR

* Varsome ‘
* GnomAD

* LoVD

e Umd.be

Pathogénicité du variant

NG F-ihoeene

Classe 4
Classe 3
Classe 2

Classe 1

Probablement pathogéne
Signification inconnue (VSI)

Probablement bénin
Bénin

Horak et al. Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001. Epub 2022 Jan 29. Erratum in: Genet Med. 2022 Sep;24(9):1991.



Interprétation des mutations (=variants)

RESULTATS

Reference

Variant

Géne Altération protéique Fréq. allélique |JProfondeur
BRCAZ2 NM_000059 C.2809C>T p.(GIn937%) 75.2 % 1025 X
TP53 NM_000546 c.129_136del p.(Leud43Phefs*6) 70.9 % 5334 X

Variant de signification inconnue (UV

Géne Reference Variant Altération protéique Fréq. allélique |JProfondeur
BRCAZ2 NM_000059 11 c.6265G>A p.(Glu2089Lys) 32.6 % 2525 X
CDK12 NM_016507 13 c.3533C>G p.(Ser1178Cys) 28.5 % 8347 X

Geénes pour lesquels aucune anomalie cliniquement significative n'a été détectée :

ATM, BARD1, BRCA1, BRIP1, CHEK1, CHEK2, FANCA, FANCD2, FANCL, MRE11, NBN, PPP2R2A,
RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L.




Interprétation des mutations (=variants)

Exemple du variant p.(GIn937%*) de BRCA2 Pathogene - classe 5
RESULTATS
Variant pathogénes (classe 5) :
Géne Référence Variant Altération protéique Fréq. allélique |Profondeur
’ BRCAZ NM_000059 C.2809C>T p.(GIn937%) 75.2 % 1025 X
IH23 NM_UUU240 C.129_150del D.(LE‘LI4:5I-F1ETS*‘DJ FUY Yo 2334 A

Variant de signification inconnue (UV) :

Gene Reéférence Variant Altération protéique Fréq. allélique |Profondeur
BRCAZ NM_000059 11 c.6265G>A p.(Glu2089Lys) 32.6 % 2525 X
CDK12 NM_016507 13 ¢.3533C>G p.(Ser1178Cys) 28.5 % 8347 X

Génes pour lesquels aucune anomalie cliniguement significative n'a été détectée :

ATM, BARD1, BRCA1, BRIP1, CHEK1, CHEKZ2, FANCA, FANCDZ2, FANCL, MRE11, NBN, PPP2R2A,
RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L.

CONCLUSION

Adénocarcinome séreux de haut grade ovarien (Tumeur primitive)

Présence de la mutation p.(GIn937*) du géne BRCA2 : cette altération confére
une sensibilité aux inhibiteurs de PARP.

Quelque soit la situation, toute altération mise en évidence sur la tumeur, doit
déclencher la recherche en constitutionnel
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* Etla suite: analyse du phénotype HRD



Analyse du phénotype HRD

B (| ENooT D

Phase lil PAOLA-1/ENGOT-0v25: maintenance olaparib with
bevacizumab in patients with newly diagnosed, advanced
ovarian cancer treated with platinum-based chemotherapy
and bevacizumab as standard of care
Isabelle Ray-Cogquard, Matricia Pautier, Sandro Mgnata, David Pésl, Antonio Gonzélez-Martin, Paul Sevelds,
Kiichi Fujiwara, lgnace Vergote, Nicolelta Golombo, Johanna Maenpaa, Fréddac Selle, Jalid Schouli,
Cemenica Lorusso, Eva Mana Guerra Alia, Claudia Lefouwe-Plesse, Ulrich Carzler, Mlain Lortholary,
Frederk Marme, £nc Fujade Laurane, Philipp Harss

whEERETY

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

“ ORIGINAL ARTICLE ”

Olaparib plus Bevacizumab as First-Line
Maintenance in Ovarian Cancer

I. Ray-Coquard, P. Pautier, S. Pignata, D. Pérol, A. Gonzdlez-Martin, R. Berger,
K. Fujiwara, |. Vergote, N. Colombo, ). Mienpas, F. Selle, J. Sehouli, D. Lorusso,
E.M. Guerra Alfa, A. Reinthaller, S. Nagao, C. Lefeuvre-Plesse, U. Canzler,
G. Scambia, A. Lortholary, F. Marmé, P. Combe, N. de Gregorio, M. Rodrigues,
P. Buderath, C. Dubet, A. Burges, B. You, E. Pujade-Lauraine, and P. Harter,
for the PAOLA-1 Investigators*
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Analyse du phénotype HRD

2018 Aout 2020 Octobre 2020

_‘ . .Ovaires >

MYRIAD

myChoice CDx:

BRCA1/2 Promoter
Mutation Methylation

Patients with Ovarian Cancer ' ’ ‘ .
Other HR Gene , .
20009028888 - PTG ...

48% HRD + 52% HRD -

LOH TAI LST
Loss of Telomeric Allelic Large-Scale
Heterozygosity Imbalance State Transitions

Evaluating LOH, TAl and LST allows for the assessment
of HRD regardless of the specific cause?

1. Tirmemis et al. Br Ca Res 2014 4 The Cancer Genome Atlas. Mature 2011
?. Baldwin =t al. Cancer Research 2000 5.Watkins et al. Breast Ca Res 2014
3. Morquist et al. JAMA Oncol. 2016



Analyse du phénotype HRD

2018 Aout 2020 Octobre 2020

_‘ ‘ ‘Ovaires >

myChoiceCDx:
Workflow des analyses
BRCA1/2 Promoter
Mutation Methylation
DIAGNOSTIC anatomo- a4 =
pathologique i ’ > ‘ Unidentified
v o
Extraction d’ADN tumoral e i wodd
A 4 Evaluating LOH, TAl and LST allows for the assessment

of HRD regardless of the specific cause?

Séquencage des exons
complets de BRCA1 /2 I

v . NON N
Mutation > Envoi prélevement

Interprétation / classification ’ actionnable
(GREAT) _OUl_,  Adaptation thérapeutique




Analyse du phénotype HRD

2018 Aout 2020 Octobre 2020 30 Septembre 2022
oore
_. ‘ . vaires ‘ >
Workflow des analyses Arrét de la gratuité du
DIAGNOSTIC anatomo. testing MyCHOICE (pris en
pathologique charge jusque la par AZ)
v E

Extraction d’/ADN tumoral

A 4 Evaluating LOH, TAl and LST allows for the assessment
of HRD regardless of the specific cause?

Séquencage des exons
complets de BRCA1 /2 I

v . NON N
Mutation > Envoi prélevement

Interprétation / classification ’ actionnable
(GREAT) _OUl | aAdaptation thérapeutique




Analyse du phénotype HRD

Solutions académiques ou privées (France)

* Les centres doivent prendre une solution validée cliniquement sur les patients
d’ENGOTIII (ARCAGY)

Académique/Privée Cout Genotype Génotype Phénotype
CNV (Cicatrice)-NGS shallow
Mutations/Del/Ins courtes

Myriad (US) Privée 2400€
Myriad (Dijon (labo satellite)) Privée 2400€ oul oul oul
Caen (Unicancer, Dominique VAUR) Académique 0]0] oul NON
Panel Agilent
Sophia Genetics Privée 0]0] oul o]¥]
I Institut Curie Académique oul I

L SOLUTION CHOISIE, pipeline de Curie (free) avec notre panel HBOC :
Analyse Shallow



Brievement : Shallow sequencing

* Analyse faible profondeur sur génome entier

* En début de séquencage (on récupére un aliquot de solution avant de faire
le NGS pour appel de variant sur panel HBOC/HRD)
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ANALYSES : génotype et phénotype

17%

8%

[ Germline BRCA1
line BRCA2
NF1loss [ 4% l ‘Samiine: 5RG
O Somatic BRCA1
RB1 loss - TP53 < )
PTENIoss [ rfiutation [l Somatic BRCA1
B B BRCAT methylation
CCNE1 amplification [J
O EMSY methylation
B Other HRR genes
. 6%
14%
HRR proficient ° HRR deficient

(‘\.i ./"}

U i)

¢ *

. i’\.

CICATRICE i
I
GENOMIQUE
Loss of heterozygozity
(LOH)

Telomeric allelic
imbalance (TAI)

Large-scale state
transitions (LST)

GENOTYPE

Recherche d’altérations
dans les génes HRR

*  Mutations +
délétions/insertions courtes

« CNV

* NGS appel de variants

PHENOTYPE

Visualisation de la
cicatrice génomique

*  NGS shallow (faible
profondeur pour avoir une
image de I'’ensemble du

Présence d’un seul alléle ®

- ) génome)
Perte du rapport allélique Cassures chromosomiques

1:1alafindu a grande échelle”?
chromosome (télomére) ©
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* Conclusion



Conclusion

En résumé, actuellement
 Détection des anomalies du systeme HRR sur 20 genes par NGS (Sophia Genetics)
 Adaptations thérapeutiques pour les cancers de 'ovaire, du sein, du pancréas, de la prostate

 Panel UNIQUEMENT tumoral, en amont de I'analyse constitutionnelle ou en parallele selon la
situation

 ATTENTION: thérapeutique sur sein et pancréas UNIQUEMENT sur mutation constit!

* Envoi de I'analyse HRD a Dijon (Plateforme satellite Myriad)

A partir de janvier 2023
* Ovaires/pancréas/sein/prostate : réalisation panel HBOC

e Ovaires si pas de mutation BRCA, réalisation Shallow, envoi des données brutes pour analyse a
Curie pour ANALYSE HRD

Remplir une feuille de demande de génotypage adaptée



