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Liens d’intéréts

= Astrazeneca

" Pfizer

" Roche

" Boehringer-Ingelheim
= MSD
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CBNPC

Quelles anomalies moléculaires ?

Common Genomic Alterations in Lung Adenocarcinoma

EGFR Mutation

KRAS Mutation * PBS reimbursed

+ Point mutations in tyrosine
kinase domain

« erfotinib®, gefitinib®, afatinib®,
dacomitinib, osimertinib*

Tyrosine kinase domain of EGFR gene

+ Activation of MAPK pathway
» Negative prognostic marker
* No therapeutic agents identified

ALK Rearrangement

ERBB2(HER2) Mutation

= afatinib, TOM-1

ALK
+ Fusion between ALK and EML4 \LK-EML 4 fusior et
+ Constitutive ALK kinase activity
* cnizotinib®, ceritinib®, alectinib®, entrectinib,
brigatinib, lorlatinib, ropotrectinib

RET Rearrangement

| = Fusion between RET tyrosine kinase domain and
| partner gene
| » vandetanib, cabozantinib, alectinib, lenvatinib,

ROS1 Rearrangement

MET Mutation/
Amplification

sunitinib, sorafenib, LOX0-292, Blu-667

Proliferation
Survival

* cnizotinib®, ceritinib, loratinib,

entrectinib, ropotrectinib > crizotind

BRAF Mutation

» dabrafenib + trametinib,
vemurafenib

NTRK Rearrangement

« larotrectinib, entrectinib

MAPK, P13
PLCy patanrrs

RET proto-

CCDCE +
RET tyrosine

ccoc
* { unase domain

Internal Medicine Journal (2019)
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i) Acceés précoces
Oncologie thoracique

CBPNC

Stade localement

, , Stade métastatique
avancé/non résécable

Telisotuzumab

i ini Amivantamab
Osimertinib Vedotin

EGFR MET
EGFR Ins20 1L Surexpression

Del19 / L858 Del19/L858R aprés Amplification
échec ITK 3G EGFR WT

CBPC

Stade limité

Durvalumab

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr
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Détection des mutations de I’EGFR
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Biologie moléculaire : techniques ciblées

« circuit rapide »

J1: Réception/Enregistrement/
Sélection/Extraction ADN

Technique ciblée COBAS®: Exon 18
recherche de certaines mutations
Exon 19
EGFR
>10% cellules tumorales
Exon 20
Exon 21

Coupes — Copeaux

Analyse

J2: Extraction + Dosage ADN J3-J5: Analyse + CR

m Mutations détectées

G719X (G719A, G719C et G719S)

délétions et mutations complexes
(intéressant la région comprenant les
codons 745 a 753)

T790M, S768I et insertions
L858R et L861Q

Technique ciblée IDYLLA®: recherche de +
certaines mutations EGFR
>10%-20% cellules tumorales

URGENCES

Perte de matériel - pas de récupération de ’ADN
Consommation de matériel +++
Attention a I'interprétation (CQ a vérifier en

SySté math ue) www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Techniques a privilégier selon les anomalies
moleculaires a rechercher

Recommandations de I’'INCa

ANOMALIES RECHERCHEES TECHNIQUE C

Mutations d"EGFR (exons 18 a 21)
Mutations de SRAF

PATIENTS

Mutations de KRAS NGS ADN
Mutations d'HERZ ERBEZ A:rTEI NTS
Altérations a rechercher Saut de l'exon 14 de MET D UN CANCER

BRONCHIQUE
NON A PETITES
CELLULES

/ Indications des tests moléculaires
en vue de la prescription

de traitements de précision

Fusions impliguant ALK

Fusions impliguant ROS7 NGS ARN

RECOMMANDATIONS ET REFERENTIELS

Fusions impligquant RET

Fusions impliguant NTRK
Amplifications de MET ocu

Altérations émergentes a HER2/ERBB2 NGS ADN
discuter Mutations de TF53, STKT7Tet KEAFT
Fusions de NRGT NGS ARN

PATIENTS ATTEINTS D’UN CANCER BRONCHIQUE NON A'PETITES CELLULES www.onco-nouvelle-aquitaine. fr

Indications des tests moléculaires en vue de la prescription de traitements de précision



f) NGS ADN

= Recherche simultanée en PCR multiplexe des cibles moléculaires poumon (EGFR,
BRAF, KRAS, ERBB2, PIK3CA, MET, STK11,...) et autres tumeurs solides

= Extraction ADN (punch ou 2-3 lames 20um)

= Avantage du NGS : Analyse simultanée des différentes cibles / analyse
séquentielle ou hiérarchisée

' IR
N A
-
Matrice ADN Library Amplification Sequencing o

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



RNAseq ciblé

Archer FusionPlex®

J1

Sélection zone
tumorale

Extraction TNA

Partie wet-lab

| Ak

| Ak

| ax

| BRAF
| caLca
| conps

| crngs | FeFra ® |Krr7 | NTRK1 ®  |raF1
®  |porz | Gnas | kr20 | NTRIC ® |rer
®  |ecrr ®  |Hras | maP2k1 | nTRIG ® | ros
®  |Erem2 | IDH1 | meT @ |riaca | sLesas

| Ferr1 ® |ipH2 | NRas | PrarG ® | HaDA
® |rerre ® |xras | NRG1 o |rmH L

J3
J2 Dosage Ja

Préparation /Quantification Analyse
librairie de |a librairie bioinformatique

Séquencage

» 1 série d’extraction TNA/ARN par semaine
» 2 séries NGS Archer / semaine au CHU
» 60 a 96 échantillons par run d’analyse

Programmation technique BM -> diffusion résultat:
12 a 15 jours ouvrés (2 semaines)

15

Interprétation /
Validation
biologique

Partie dry-lab

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Focus: Insertions en phase dans I'exon 20 d'EGFR

5-10% des mutations EGFR dans les CBNPC.

Mécanisme d’activation sans changement
d’affinité a I'ATP (faiblesse des TKI
classiques)

Alternative: Amivantamab (anticorps bi-
spécifique anti EGFR/MET)

?fnnées de phase Il (étude PAPILLON) en

Bénéfice en PFS et OS de la Combinaison
amivantamab + chimiothérapie versus
chimiothérapie seule

A Progression-free Survival, Blinded Independent Central Review
1004
90 hy
o 80 ™
g 704 \x
£ 60 1
= \
S0-=rmmem e Y- mm————
[ :
2 404 M Ny, H Amivantamab-
H i | chemotherapy
o 304 ; " 1114 5
o Hazard ratio for disease W LA mol(GREl,
a 204 ; T\ 9.8-13.7)
progression or death, Y,
104  0.40 (95% Cl, 0.30-0.53) ' “‘w_u_‘_L—L Chemotherapy
0-4P<0.001 ! ] ——
T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Months since Randomization
No. at Risk
Amivantamab- 153 135 105 74 50 33 15 3 0
chemotherapy
Chemotherapy 155 131 74 41 14 4 2 1 0
C Overall Surviva
Median Overall Survival (953 CI)
; Amivantamab-Chemotherapy Mot estimable
100 Chemotherapy 74.4 (22.1-not estimable)
50
% 20 Amivantarmab-—chemotherapy
-% 70 i ey :
& Ty
B 1
& 40 =
E
g 30+
201 azard ratio for death, 0.67 (95% Cl, 0.42-1.09) Chermotherapy
109 p-p.11
0 T T T T T T T T 1
3 ] 9 12 15 18 21 24 27
Months since Randomization
Mo. at Risk
Amivantamab—chemotherapy 15 144 133 115 82 60 38 15 3 0
Chemotherapy 153 144 110 85 57 37 24 6 o

Zhou et al, NEJM 2023, doi: 10.1056/NEJM0a2306441.
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Focus: Insertions en phase dans I'exon 20 d’'EGFR

EGFR Tyrosine Kinase Domain

“Exon 18 | Exon 19 ] Evon20 ] Exon i | Exon22 | Exon2s-

C-Helix

761 762 763 764 765
D = A b 4 V
 arenvreinrons |

MTEE_BTETIre'WPA
MGG Insl GHA
Mraadeinsl 30R

ST4A_DTTadup {SNTH

dup |3
STHI_VTERinalL

97ea_WreabmlL DS
BTES_VTES b MIDS

Possible to be detected by PCR kits
Mot possible to be detected by PCR kits

ATET_GTRENSORG
ﬂ.?“?_.'p?ﬂuﬂkwﬂ.
ATGTSelinaGHE

ATHT_Wihisdup (ASY)

Loop After C-Helix

Grande diversité des insertions EGFR ex 20

Faible sensibilité des techniques ciblées :

Sensibilité de 11,8% a 58,9% selon kit utilisé car
séquence dupliquée/insérée non reconnue par sondes
Nombreux faux négatifs des tests ciblés

Intérét du NGS +++ d’emblée

YTHE_DTTHnsATF
YIEd_DTTHnsCh
YTE9_DTTHneDET
VTEY_DTTRinsEASY

MTTUdup (W)
NTTI_HTTaup {NPH]
NTTI_PTTineG
HTTE_PTT2inaH
HTTI_PTT2ineHH
NTTe_PTT2insHN
NTTY_PT7IneT
NTTs_PTF2iasTF
HTTY_PT7ingY
NITI_PTT2insIN

EGFR in-frame insertions in the exon 20 coding region included in this analysis

¥TT_CITSinelR P

HTT3dup (W)
HTF_VFfadup (HY)
HITLVTTdiral
HITIL_VTTdinaAH
HITI_VTTalmaCPH
HFFL_ VT inaGHPH
HITI_VTTdlnsHH
HTTL_VITdinaTH
HIT_ VTl
HITIge InsPHPY
HTTddulnaPRD
HITIdeins TRHET
HITdduknaYNPY

VTES_DTTHneRG NTTEdelnsFH
VTEI_DG Tlineld T IduknwGF
YRES_DTTHneGEY NTTEdeInsGY
YTE_DTTRineGT NI idalnakd
VTES_DTTHneGVY MTTideinsKM
VIEE_DTTRneGW MTTIdRInEKHKH
WTESR_DTMNneD HTTideknakP
VPER_DTTeneTSY HTTHdBknEKEP
WTES DT HnsY M7 de kneMNFHH
HTTIdeknePH
MITidelneRY
MTTHdBInESH
HITidelinaSTH
MTTHAHINETH
DT N inad PITE_HTTadup [PH)
D7 Ta_NTTadup (DMPHY) FITE_HI?SmaONP
BrTe_KITinsGh PR [P
DTTe_WrT1inaGF Prri_CTrSdun (PHYE)
D re_RiT el FITE_HTTaira DR
DTTI_NTTlins Gy P _HTriaaGon
BTTE_KTTlinsH PITE_HTTaleaGT
DTH_WTTinakD FITE_HT SimalC
BTTE_KTTlinsRAR FIT2_HTTaahAH
DR _WITinaQPT PITE_HTTlirmPH
DTTG_KTTlins SN0 FIT2_HTT3maPHP
DTre_WITinaSTH PITE_HT el
DBTTa_KTT1ineY FITE_HT73waT
DTR_WTT el A GH FITE_HTTdimaYHF
DYTe_NTT 1dalaEGHN FFr2_HTTadelineHNPY
D radabnsEF P iadelins PG
DT Tde insEH
DY TodnineEL
DT Tadu insEQF A
DY Todnbns EQPL
DT TdunsEQPF
DT Tade bnslETH
O TdanbnaGY
BT Torn el ALY
D7 T Ernsbi

Ignatius Ou et al, doi: 10.1016/}.jth0.2023.01.086.
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Mutation EGFR exon 20

En pratique

Vue générale du transcrit NM_005228.5 (EGFR) EGFR - Epidermal growth factor receptor | GRCh37 (Chr 7) | gnomAD SCORES OMIM*®

=261 c.B9 c425 caEC o Es[: c. 1299 ¢.1723 c.1887 c. 3284 c.2470 c.2702 c.3272
AR Se'é%f.-l p.30 p.142 p.297 p433 p.575  p.627 p.yez p.824 p.301  p.1091

| || | Hllll I || Il I TN —

l 1 (3 4) rf A ‘11 113 1 15 :_16'.;‘- 19 [ 0 (122 2 (4 f27 28
@ T | Génome - chr7:55,248,954-55,249,056 (GRCh37) - 102 bps

55,248,960 55,248,970 55,248,980 55,248,990 55,249,000 55,249,010 55,249,020 55,249,030 55,249,040 55,248,

AGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATGGCCA|GICGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCT
TCGGTGTGACTGCACGGAGAGGGAGGGAGGTCCTTCGGATGCACTACCGGT|C|[GCACCTGTTGGGGG TGCACACGGCGGACGACCCGTAGACGGAGT GG A
@ T 1l conservation Nuciéotidique %t
i .. el ERLL R R R R e R ol oot i i |

@ T | Géne Homo sapiens epidermal growth factor receptor (EGFR), transcript variant 1, mRNA.

EGFR 4 MANE Select NM_0D05228.5: Homo sapiens epidermal growth factor receptor (EGFR), transcript variant 1, mRNA.

ng,l gtion

c.2284-30 c.2284-20 Cc.2284-10 c.2284 c.2290 c.2370
AGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATGG'C G|IC G|T
.-.-.-.-.-ﬂl D
765
2303 305
Substitution TCT
Codons wt AGC G

Codons mutés AIC TG
768 769
Acides aminés substitués

Ser Val
Ile Leu

Acides aminés wt
Acides amines mutes

c.2320
GACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGEGGECATCTGCCTCACCT

c.2330 C.2340 C.

MR_047551.1: Home sapiens EGFR antisense RMNA 1 (EGFR-A51), long non-coding RMA. < E

Mutation aboutissant a une
double substitution ;

A ne pas considérer comme
duplication/insertion EGFR
exon 20

c.2303_2305delinsTCT; p.(Ser768_Val769delinslleLeu)

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Mutation EGFR exon 20

En pratique

Vue générale du transcrit NM_005228.5 (EGFR) EGFR - Epidermal growth factor receptor | GRCh37 (Chr 7) | gnomAD SCORES OMIM®
~267 c.89 c425 caEC c&stc |4:1*s c.17 4‘* c.1881 c. 284 c.2470 c.2702 c.3272
P %Ié%fl p30 pl42 p87y 97 3 p.627 2 p.824 p.901 p 1091
| || | llllll || || [l _ 1IN —
(1) (3)(4) (€A1 (€719 Eo 122 (2127)28)
@ T | Génome - chr7:55,248,958-55,249,050 (GRCh37) - 92 bps
55,248,960 55,248,970 55,248,980 55,248,990 55,249,000 55,249,010 55,249,020 55,249,030 55,249,040
CACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATGGC CC|A[GCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGECC
GTGACTGCACGGAGAGGGAGGGAGGT T CCTTCGGATGCACTACCGG|TICGCACCTGTTGGGGGTGCACACGGCGGACGACCCGTAGACGG

A
T
@ T [l conservation Nucléotidique £

Q 1T .L Géne Homo sap.‘ens ep.‘derma.' growth factor recepfor (EGFRJ, transcript variant i', MRNA.

F g Fgm
-30 c.2284-20 c.2284-10 c.2284 ¢.2290 f‘ge etlon c.2310 c.2320 €.2330 c.2340
ACACTGEGACGTGEGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGITEGGACAACCCCCACGTGTGCCGEGCCTGEGCTGEGEGGECATCTGCC

————-E- -I--i--gc--

762 765 775 7

MR_047551.1: Homo sapiens EGFR antisense RNA 1 (EGFR-AS1), leng non-coding RMA. < EC

n 12800 n 120480 n 1200 n 197H 230 1AL 2305:.‘1 n 1240 n 1330 n 1 3%0
Substitution CCGC

770

Codons wt  WGC GJG
Codons mutés  ICCG CTG Mutation aboutissant a une
7680769 double substitution ;
l Acides aminés substitués A ne pas considérer comme
Acides aminés wt Ser Val duplication/insertion EGFR
Acides aminés mutés priLeu exon 20

c.2302_2305delinsCCGC ; p.Ser768 Val769delinsProLeu

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Mutation EGFR exon 20

En pratique

Vue générale du transcrit NM_005228.5 (EGFR) EGFR - Epidermal growth factor receptor | GRCh37 (Chr 7) | gnomAD SCORES OMIM®
= c.89¢.425¢.560¢.890 ¢.1499 c.1881 c.2470 c¢.2702 c.3272
MANEQ%ié&t 30p142p187p297 p.500 p.627 p.824 p.901 p1091
" T eme ,!,!!!_ T ) p—
O OO ECR© @ @@=
L
@ T 1 Géne Homo sapiens epidermal growth factor receptor (EGFR), transcript variant 1, mRNA.
EGFR 4 MANE Select NM_005228.5: Homo sapiens epidermal growth factor receptor (EGFR), transcript variant 1, mRNA. Duplication
) c.2284 c.2290 c.2300 c.2310 C.2320 c.2330 C.2340
CCTCCAGGAAGCC TACGTGATGGCCAGCGTGOGGA'CAAICEICCECAC'GTOTOICCECCTECTOGEGGEGCATICTGCCTCA
-“““-Ih“““-*“--
762 765 770 775 780
NR_047551.1: Homo sapiens EGFR antisense RNA 1 (EGFR-AS1), long non-coding RNA. { EGFR-AS’
2313 2324

Insertion (duplication) de
12 paires de bases

Mutation a considérer
l comme duplication/insertion
Insertion (duplication) de EGFR exon 20

4 acides aminés

l

. c.2313_2324dup ; p.Tyr772_Ala775dup

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Résultat du Test (1) Dispositif de Diagnostic Médical In Vitro. Utilisation réservés aux procédures de
diagnostic.

laylia™ EGFR Mutation Test

Cas pratique Y

) o GT19A/C/S MUTATION DETECTEE
Analyse technique ciblée & :
p.Gly7195er
Changement de nucléotide c2156G>C / c2155G~T ; c2154 2155delinsTT /
c2155G-A
. . . . INSERTION DE L'EXON 20 MUTATION DETECTEE J
= Biopsie pleurale chirurgicale : L CT TUUCHOrS T UESOuT - TSorowoor o
Adénocarcinome d’origine Changement de nuciéotide C1. Instructions g utlisation - Interprétation des —
p u | mohna i re FFW
Changement de proléine pLeu861Gin
= ALK-et ROS1- Changement de nuciéotide c2582T>A

= PDL1 2%
= Statut EGFR muté § BIOCAR.”S

RAPPORT DES RESULTATS DU TEST idgll 3
by BIOCARTIS
LBS8R AUCUNE MUTATION DETECTEE
SUPPRESSION DE L'EXON 19 AUCUNE MUTATION DETECTEE
T790M AUCUNE MUTATION DETECTEE
S7681 AUCUNE MUTATION DETECTEE
CQ DU CONTROLE EGFR 184

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



Cas pratique
Analyse NGS

Gene: EGFR

Ref./ Mutation: G/ T (. PRESENT)
Allele Fraction: 0.539983

Mutation Classification: Undefined

Résultats NGS :

5 Artifact: no

Mutation ¢.2155G>T; p.Gly719Cys (G719C)

dans l'exon 18 du gene EGFR

Mutation ¢.2582T>A ; p.Leu861GIn (L861Q) cene:ccrr

danS I'exon 21 dU géne EGFR‘ Ref./ Mutation: T /A (. PRESENT)
} , Allele Fraction: 0.577056

Mutations toutes deux clonales et portees a

priori par le méme allele, et toutes deux

sensibles aux inhibiteurs de l'activité tyrosine 'sAtifact:no

kinase de 'EGFR.

Mutation Classification: Undefined

< NP_005219.2pGlyTiSCYs

Location: chri:55241707

Depth: 8291

Clinical Sig. Pathogenic/Likely_pathog enic,_drug_response
HGVSp: NP_005219.2

Sift: deleterious(0)

PolyPhen: probably_damaging(l)

< NP_005213.2:p.leusflGln >

Location: chr7:55259524

Depth: 8072

Clinical Sig. Pathogenic/Likely_pathog enic,_drug_response
HGVSp: NP_D05219.2

Sift: deleteriousi0)

PolyPhen: probably_damaging(0.983)

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



)

Détection des anomalies moléculaires de c-MET

www.onco-nouvelle-aguitaine. fr



f) Dérégulation de MET dans les cancers

Surexpression de MET Amplification de MET

Mutations de MET

Domaine kinase Sites épissage exon 14

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



) Surexpression de c-MET

= 25-39% de surexpression CBNPC
= Faible corrélation
= al’amplification de c-MET (50% sensibilité- 83% spécificité)
= aux mutations MET exon 14 (20% sensibilité — 83% spécificité)

= 4 anticorps disponibles
= SP44 (Ventana)
= D1C2 (Cell Signaling Tech)
= MET4 (Dako/Agilent)
= EP1454Y (Abcam)

=  Principes du scoring IHC
= Quantification de I'expression de la protéine cible a la surface des cellules tumorales
= Localisation attendue : membranaire (+ cytoplasmique)
= Intensité graduée (0 a 3+)
= Proportion de cellules positives Source : Hugues Bégueret

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



i) Etude de I'amplification de MET

Comment rechercher une amplification ?

= Par technique FISH
= Gold standard
= Sur coupe FFPE 3um

= Hybridation d’'une 1 sonde sur le géne d’intérét et d’une
2% syr le centromére, révélation par un fluorophore ou
chromogene

= Deux facons de rendre les résultats :
= Nombre de copies du gene
= Ratio géne/centromeére
= Pour MET :

= Seuil de positivité : Nb de copies MET> 5 copies ou ratio
MET/CEN7> ou =2 (Sequist et al, Lancet 2020)

nb copies =5

Ratio
MET/centromeére
=1

= . 4= CEN 7 (D7Z1)

== MET

nb copies =5

Ideogram of chromosome 7
indicating the hybridization locations.

'3 Ratio
STSG597800 REN64875 >
. | MET/centromére
¢ ] » =5
MET
795 kb Seul le ratio permet de distinguer une
Con————— 7312 ——— W amplification d’une polysomie

SPEC MET Probe map [not to scale].

. www.onco-nouvelle-aquitaine. fr
Zytolight ® SPEC MET/CEN 7 Dual Color Probe



)

Etude de I'amplification de MET

Par technique NGS

= Sur ADN

= Les principales difficultés sont :
* Nombre de cibles limité (en targeted)
= Profondeur de couverture hétérogene (en targeted)

= Fraction tumorale inconnue, variable (estimation du Copy Number imprécise), non prise
en compte par les outils bio-informatiques

= Pas de controle ADN normal apparié (possibilité de faire des PON mais ca reste toujours
moins bien)

= Par consequent :

= Seules les amplifications (> 10 copies) sont fiables

www.onco-nouvelle-aquitaine. fr



)

AKT1

ALK

CCND1

CHMP2A
CTNNB1
DDR2

EGFR
ERBB2

FGFR1

FGFR2

FGFR3

GNAS

GP
HRAS
IDH1
IDH2

KRAS

IE KRT20

Etude de I'expression de MET

Par technique RNAseq ciblé Archer FusionPlex®

si détection d'une surexpression, nécessité de confirmer la présence d’'une amplification par FISH

oA momomom oYL Ll LB ES W W LWL M A = s annAARE W

T
[ |||E|n||=||ﬁ il!lﬂ!llllﬂl

EI!'I

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

KRT7 iiiiﬁiiﬁiiﬁ g iﬁiiﬁiﬁ i

MAPZK1
o —— —— - ——

. maNERaR Shaies. llllllll.l-illll

- ||_| HENE-- !!E:l!ii i iil!!-

NRAS
NRG1

NTRK1

NTRK2

NTRK3

PIK3CA =

PPARG - l- .- | L | - R . | [ 1 | -
P'I'H. N BN EEE-E EECEECEECE - SEEE- =

RABTA In---I-nI----I-----I-II---------

RAF1

RET

ZytolLight ® SPEC MET/CEN 7 Dual Color Probe

B==E = H=ERE.~ ECEEERN="="E ==F
ROS1 Ei =

! l|| =iim -ii-ll ek
SLC5A5 __:::__ EEEEEEEE
THADA - - BEEEELERE 5:

IH-IE IH I==| -IE HiIIE = Ee - =5
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Détection des mutations de MET

Par technique NGS
=  Par technique NGS (ADN ciblé et/ou ARN ciblé)

Mutations ponctuelles / mutations d’épissage (saut d’exon 14) : 2 a 4% des CBNPC

Wild type METex14: 2-4% METamp: 1-6%

MET fusion: 0.2-0.3%
MET overexpression: 20-25% uslon=i0:2:0-3%

n% represents the prevalence

7

Antibodies TKis ADCs
METex14 METex14 Resistance of METex14 METamp MET fusion MET overexpression
Amivantamab Capmatinib 1L 67.9% 2L+40.6% Y1230, D1228, G1090, V1092 40.0%  1PR/1 Teliso-v 36.5%
.......... No Prior TKI  45.5% Tepotinib 1L57.3% 2L+45.0% Y1230, D1228, G1163 420%  1PR/2
o Prior TKI 21.1% Ib Savolitinib  1L59.5% 2L+40.5% Y1230, D1228, G1090, V1092 [ 2PRI2 RC108 /
juxtamermbranaire Tie Sym105 TKI Gumarontinib 1L71.0% 2L+ 60.0% Y1230, D1228, G1090, V1092 40.9% 1PR/
No Prior TKI  50.0% * Bozitinib 1L71.0% 2L+ 70.6% / 1SD/1
L s MET overexpression Crizotinib 2L+32.0% Y1230, D1228, G1090, V1092, 38.1%  3PRI/5
tal S"’B Onartuzumab 11.8% A - G1163, D1010H
catalytique  yqa3s Emibetuzumab 35.7% Ja Ensartinib 1SD/2
cohort 1 2L+ 67.0% /
cohort 2 2L+73.0% /
Région C-termingle ' 1949 Il Glesatinib 2L+ 30.0% L1195, F1200 0% /
Site de recruterment multifonctionnel
Y1356 Il Tivantinib / / l
15% 21% 239, n% represents the response rate
470 Y1003 D1010 429
Voie poly-pyrimidine ! Future Directions
Rt Site du donneur
Site d'épissage d'épissage
—_— g

v" Perte du domaine juxtamembranaire
v' Codé par 'exon 14

_a!_ PD-L1
Intron 13 ¢.2888 MET exon 14 c.3028 Intron 14 + t t i t t + + ﬁ1

. . . . WW uvelle-aguitaine.fr
Congrés américain en oncologie clinique 2020, d’aprés Awad M et al., abstr. 9511, actualisé Targetlng MET in NSCLC: An Ever-Expandlng Terrltory, jﬁ_%l(‘é:b—%% 9



DNAseq:
Analyse des mutations causales
200 bases} |
116,411,700 | 116,411,800 | 116,411,900 | 116,412,000 | 116,412,100 |
=
-‘?
=
_
===-——
3 —=—
=
¥—a0
i~23
~14
s s
EXON 13 EXON 14
v" Diversité de mécanismes

v Risque de faux négatif (longueur des introns)
v’ Variants introniques de signification indéterminée

Frampton et al, 2015, doi: 10.1158/2159-8290.CD-15-0285.

Détection des mutations d’épissage de MET
Avantages du RNAseq pour la détection du saut exon 14 de MET

RNAseq:

Analyse de la conséquence sur le transcrit

E Exon 12 : Exon 13 : Exon 15 : Exon 16

v' Détection directe du saut d’exon
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;‘ Alamut Visual Plus

Application  File  View Web Variant Private Annotations Tools Help

ﬁ Open GR 3 Mitochondrial view

] , ry ] # Home D]  # METNM_0011275003 (GRCh37chr7) (] % MET:c3082+1dup B
M u ta tl o n e p I S Sa g e M E I Transerpt ‘(MET:I AT Vl Localariant Dataase: |a|amur v)

# Annotation % Splicing % Occurrences % Variant History % Report

00 =] @ Lh e R e

C H ul > 4] = (o]
a S p ra t I q u e ESE Predictions Options 'Highlight Differences Report Copy Snapshot
NM_001127500.3(MET):c.3082+1dup
SplicesiteFinder-like [0-100] | | 77.4
MexEnisean [E12) ] — B — R R B R m78
NNSPLICE [cv 5 ! g:g
50 3060 3070 3080 3082 3082410
Reference Sequence ATCTGTAGA|[CTACCGAGCTIACTTITCCAGAAIGIGTATATTTCIAGT
0.8}
= Homme 79 ans
"Gsns"Spliésr[ 3 |
’ . Branch Points [0-100] =
= Adénocarcinome LSG, tumeur cT3NOMO |
SE'IC“SItEF\Hd“r-' k‘ -1 B s = 2 = B s = 2 s B 2 = 2 s B 2 = B 4 35 2
MaxEntScan [0-12] -
= IHC ALK- et ROS1- e
GEnESlecEr [C 24] |
L. e S ki R e e N s
n PDL1 : 90% de cellules tumorales positives XTSI & e e T ATGIAlC TAICEEAGETIA CT T T T ECAGIAAIGCE T ATATTTCAG
Bran[hpmntmm} A mare s mare s s ree r s s
) I - oS - o R - - . -
[al =] L. [ =) =4 r J mn 1 4 .8 L i ™ o L e ™ g I o v v
Commentaire |Gene |Exon |Transcfipt |Chr |Position |Rei |Alt |c. |p. |c.p.f. |A‘UP1 |A\IPiRegion |Cor|sequence|€-emitivity |Freq |\lar.Cou.|Depth |Noiseth. ClinVar InterVar COSMIC
FGFR3 14 MM_001163213.2 chrd 1307894 G A c.1959G=>A p.{Thres3=) €.1959G=variant bam exonic synonymous 100 1795 1798 100,19 benign,likel benign COSV996001
PDGFRA 12 NM_006206.6 chrd 55141055 A G C.1701A>G p.(Prose7=) ¢.1701A=variant bam exonic synonymous 100 3308 3313 100,32 benign,likel benign COSV999553
|Faux positif conr KIT 13 NM_000222.3 chrd = 55594244 T c €. 1947T=C p.(Asn649=) €.1947T=variant bam exonic synonymous 12 383 3168 10,14 likely_benig likely benign
KIT NM_000222.3 chrd 55599436 T C C.24BA+78T>C p.? €.2484+7 variant bam intronic 51 1431 2781 190,44 benign
EGFR 20 NM_005228.5 chr7 55249063 G A C.2361G>A p.(GIn787=) £.2361G>variant bam exonic synonymous 33 3629 6819 141,33 benign,likel benign COSV517654
|Warning : Annov MET 14 NM_001127500.3 chr7 116412043 - G c.3082_3082+1linsG p.? €.3082_3variant bam exonic frameshift 35 1223 3517 0,23
MET 20 MM_001127500.3 chr7 116435768 C T €.3912CT p.(Aspl304=) €.3912C=variant bam exonic synonymous 100 5028 5040 99,83 benign benign COSV592559

Mise en évidence de la mutation ¢.3082+1dup; p.? dans I'exon 14 du gene MET. Mutation prédite in silico selon certains outils de
prédiction, comme ayant potentiellement un retentissement sur |'épissage, ce variant pourrait étre sensible a certains inhibiteurs de
I'activité kinase de MET. Une analyse complémentaire par technique NGS Archer est en cours et fera I'objet d'un compte-rendu

. complémentaire.
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—
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Mise en évidence d'un épissage anormal entrainant un saut de I'exon 14 du géne MET (isoforme de référence NM_000245), confirmant
I'impact sur I'épissage de la mutation c.3082+1dup au niveau du site donneur d'épissage au début de l'intron 14 du géne MET, mutation
mise en évidence sur I'ADN génomique tumoral. Altération susceptible de répondre aux inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase du récepteur

MET.
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En pratique au CHU de Bordeaux

Testing moléculaire CBNPC

Biopsie/PO/EBUS/liquide pleuro-péricardique
Tous stades

Au diagnostic et/ou a la rechute

Laboratoire de biologie

Laboratoire de pathologie moléculaire - SBT

IHC ALK sur demande : - :
PDL1 IHC MET. ROS1... NGS RNAseq ciblé (Archer FusionPlex®)

Surexpression/
Mutations Fusions amplification
(IHC et FISH)
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