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Question 1 : Quelle(s) est (sont) la(es) proposition(s)
exacte(s) concernant la recherche de mutations EGFR

* A-Lasensibilité de détection de la mutation T790M
est supérieure sur I’ADNtc

e B- La technique la mieux adaptée a la recherche des
mutations d’EGFR dans le sang circulant est le
séquencage Sanger

 C-Larecherche des mutations EGFR est pratiquée en
routine par les plateformes francaises

 D-le NGS ne permet pas une recherche exhaustive
des mutations d’'EGFR

e E-La ddPCR permet une quantification précise du
nombre de copies mutees



Question 1 : Quelles est (sont) la(es) proposition(s)
exacte(s) concernant la recherche de mutations EGFR

e A-La sensibilité de détection de la mutation T790M
est supérieure sur I’ADNtc

e B- La technique la mieux adaptée a la recherche des
mutations d’EGFR dans le sang circulant est le
séquencage Sanger

e C-Larecherche des mutations EGFR est pratiquée en
routine par les plateformes francaises

 D-le NGS ne permet pas une recherche exhaustive
des mutations d’EGFR

 E.La ddPCR permet une quantification précise du
nombre de copies mutees



EGFR : le récepteur
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EGFR la mutation de résistance T790M

T790M point mutationincreases receptor
affinity for ATP binding with a consequent

drastic reduction in drug activity

EGFR les mutations activatrices
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Mutations activatrices:
Pourquoi les détecter?

ITK Erlotinib
me NEW ENGLAND S Gefitinib
OURNAL of MEDICINE premicre et
J of k deuxiéme Afatinib
ESTARLISHED IN 1832 MAY 20, 2004 YOL.3%0 NO.I1 génération AIVI M premiére |igne
Activating Mutations in the Epidermal Growth Factor
Receptor Underlying Responsiveness of Non-Small-Cell L.
Lung Cancer to Gefitinib Dacomitinib
Bor A Okt B3¢ B, Bl BA. Powicin . L M. Suow 1. Hoearan B, FDA and EMA Accept Regulatory
VAT GO PR, TR FONs M0, LD NN AR M R CHY i MR Submissions for Dacomitinib in Metastatic
NSCLC With EGFR-Activating Mutations
By The ASCO Post

Posted: 4/9/2018 11:05:1% AM

Troisiéme génération Osimertinib

23 aoiit 2018 - Tagrisso® (osimertinib) a obtenu une nouvelle AMM européenne en monothérapie
dans le traitement de premiére ligne des patients adultes ..



Mutations de résistance
Pourquoi les détecter?

— T790M: 50% des patients traités:
Osimertinib or Platnum-Pemetrexed OSi me rti n i b A M M

in EGFR T790M-Positive Lung Cancer

Insertions Exon 20: 10% des
anomalies
Poziotinib etc essais

Preliminary Results of a Phase || Study of Poziotinib i |
in EGFR Exon 20 Mutant Advanced NSCLC rr=

Y. Elamin, |. Robichauy, |. Heyvmach MD Anderson Clicer Center,
Huuston, TR, 15

AMM Osimertinib premiere

ligne:

Mutations de résistance :

« (C797S 15%,

* Autres mutations EGFR,
nouvelles molécules en

F— ’
Ozimartinib resistancs in non-small cell lung cancar Cancer Latters d I p p t
Judith Moser, MD, Lecture Board: Martin Filigits, MD 2017 Springer-Verlag Muchatiersi-aii (hererpeii sratogies e eveio e en

Volume 420, 33 April 1018, Peges 242-246



Sur quoi les détecter

 Au moment du diagnostic:
» Sur biopsie diagnostique

» Sur ADNTtc si biopsie épuisée ou non réalisable
(patient tres agé ou altéré)

 Au moment de la reprise évolutive:
» Sur ADNtc en premiére intention (recos GFCO)
» Sur rebiopsie si ADNtc négatif



Comment les détecter sur tissu?

TABLE 2. U.S. Food and Drug Administration—Approved Drugs and Companion or Complementary Diagnostics
for Non-Small Cell Lung Cancer

Targeted Agents Tumor Blood
EGFR
Erlotinib cobas EGFR Mutation Test v2 cobas EGFR Mutation Test v2
Gefitinib Therascreen EGFR RGO PCR Kit
Afatinib Therascreen EGFR RGO PCR Kit
Osimertinib cobas EGFR Mutation Test v2 cobas EGFR Mutation Test v2

2017 ASCO EDUCATIONAL BOOK | asco.org/edbook

D pheiaiEd! SOINS ET VIE DES MALADES

AQUT 2010

Bonnes pratiques
pour la recherche
a visée théranostique
de mutations

somatiques dans avec la sensibilité déterminée lors de la validation
les tumeurs solides

# La méthode employée par la plateforme doit étre
validée




Comment les détecter sur ADNtc?

A\

ADN tc faible fraction de I’ADN circulant total (10-0,01%).

Techniques capables de détecter ces altérations au sein d’'un mélange
d’ADN non muté et ADN muté (<= 1% copies mutées)

A\

A\

PCR spécifique d’allele

Pc R d i it a I e TABLE 2. U.S. Food and Drug Administration-Approved Drugs and Companion or Complementary Diagnostics
g for Non-5Small Cell Lung Cancer

A\

Targetnd Agenis Tumor Blood
> NGS -
Eriotinib cobos EGHE Mutazion lest w2 cobas EGFR Mytzton Test vl
Gefivnib Therascreen EGFR RGO POR K
L eofge V4 - .
Sensibilité max 70% Lot SO RearcR
On imermnlb cobes EGFR Mutation Test v2 eobas EGFR Muythtion Test v2

T pos ] T C IASLC 7™ WORLD
Mutations testées Stade Lobn Concordance Methodes 5 . : cmemcmmulusuncm

Kimura et ol. 2007 8fa2 Séquencage . . 3
Rosaler i, 2009 — VI BT =R — Taaman® Comparison of common T790M mutation detection methods
.T' hierui. 2011 EGFR v 24744 72% NA& 73% Baaming Parameter ARMS Cobas AS-PCR ddPCR BEAMing ddPCR NGS
> Sensitivity and 15% 15% <0.1% 0.01% <5% (based on
ggtoer al, 2012 EGFR 181V 51/88 43%  100% 6% Scorpion ARMS Aeteeton ok : . : : sequencingdepth]
Yam et of. 2012 EGFR 1y 32/37 100% 80% 97% Ta man® Quantitative No Semi-quantitative Yes Yes Yes
i Difficulty of experimental
Zhaoer al. 2013 EGFR (L358R; gl 13) Ito IV 46/111 36% 353 71% M”"";g{;ﬂy»'ﬁ‘i operstion/dataanalysis + + + +* -
Turnareund time 2-3 days 2-3 days 3-4 days 3-4 days 2-3 weeks
FR [G719X; R, del
Mok er ol 2013 SRR (& 1919}LB58 %l gy 89/224 76%  96% 8% Cobas ey
Sensitivity 29% 41% 1% 63% small sample)
Kim et ol. 2013 EGFR {L858R; del 19) i 6/40 55% 100% £8% FNA Clamp %
Specificity 100% 100% 83% 67%
FR R: data from small ssmple;
Doulliarderal, 2013 Tm)l.asa ; Wi 105/6s2 @9 100% 9% Scorpion ARMS { B
- Cost Low Low High High Relatively high
PCR dizi s
Oxnard et ol 2014 EGFR (L858R; del 18) ~ 21/46 679 100% gex CR ﬁ:g::l::n Approved test kits/instrument No No No No No
= Relatively | P tibili Cannotbe used | Still atthe laboratory Rl fessional
EGFR, KRAS, BRAF, £ nlre_lv fow ?0':”:“ A for large-scale testingphase and Sauye p:‘: el
Mg_duai 2014 ERBA2, PI’BKCA ’ 3oV 50/67 7% E8% NGS Disadvantages ZE?SQ:MT:;DM i 'Ot er:i multi-locus isnot usedat ze:nnni _or
G, eSMipme detection a large-scale AR ANAl
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Premiere étape extraction

* Tissu:
» Controle morphologique
» Extraction ADN

Evaluation de la cellularite
AFAQAP

Evaluation de la cellularité
genltiss

Nombre total de cellules tumaorales viables /nombre total de

cellules en% « Eviter mucus et nécrose lors de la macrodissection

Sur la zone soumise a l'examen moléculaire (=coupe colorée)

Déterminée sur cellules viables (=hors nécrose) + Quantifier la nécrose en terme de surface
Resultats par tranches:

- it i H 0,
S : - Faible cellularité <30% (par tranche de 5%) Macrodissection si <50% de cellules tumorales
Lo : : — Forte cellularité =30% (30, 50, 80)

* Sitrés peu de matériel: % de cellules tumorales et nombre

-,
=

= Le seuil nécessaire dépend de la technique moléculaire

g Ufl nécessaire dige . (+1007)
= 8 it | appliquée (sensibilité, limite de détection)
@ .
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E ‘ 5l s ' TUBES DPNI, STREK, ADNc
1 e e 5h 5 3 -
- — W - ’ - Intérét : conservation du
Il sang a température
. ambiante jusqu’ & 10 jours
* ADNtc: =
i Strec ks Conservateur (sans
, formaldéhyde) stabilisant
> Tu bes a d a ptes . les cellules sanguines
i : pas de relargage de 'ADN
i ‘ génomigue
> P I asma | et pas de dilution des ADN
T BT i1 circulants
: : 7 i
L) . V4 . . : Q £ | :uu_ N )
Extraction kit spécifique . = . colt:7a10eurs



Tissu: criblage + séquencage direct Sanger >2010

Technique qui permet, aprés une PCR, de discriminer, sur une montée en
ter e trés prog , les différents variants amplifiés, avec un

I‘Iuarnchrum mlerr:alanl qui nalura les structures doubles brins et permet de
distinguer des variations, méme d'une seule base, selon le profil de
dénaturation.
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Limite de détection 5%



2015 Virage du NGS
(Next Generation Sequencing)

* Augmentation du nombre de cibles et de molécules

« Inclusion essais multicibles

Old:

(Wi y < " "-ﬂ. ”|.w
i i il L AR A / pih L i
Capillary Sequencing, i /1| 1] I ff*r\ \ “\ il i
, ” CAVYAY Y SV ,\LJ\ IRESIRT B RTR BB RTA A R LM JA... WAL
a.k.a. “Sanger
enci
Tethﬂi ue NGS Sequ ln’g CUEPITEACCEACERR CRET T EAC AL Ea Lk ATTERCKRETEACHCACCLENLTECRLART CICERELARECTRAL
q ‘}(T'[l!ili!il tEEETTCadaRTECASCOA LSS AOARTOAC ISR OO RLTICA LA ST CTS (RO i TaAc
CUEELTENCEERE EUECRETT ENERACA CRCRINERATTTRE RENCHCCLEACTECNEACTETC LR CEAN BOTHIR
mmrentionﬂelle . RTINS LR SN S AR CA CAR TR A IR RATTIT R CREL ERCCEEACTOCHT tlﬂ‘.!l.:nnl:-i
New: CLETITE S CeteEnt e TTEnErErCLCatte A TTEEEEIer  LECEEICTEOnE (Cancers
- - - SECITCRERRCACASCRRATRATTI ARAET ACCesacTels st sitas
1 technique 1 cible 1 technigue=un pane| SHEITENCOCIECR IS TTEAder  deccieTee
M |l I |1D SECTTCRERREICARCR 1T 1T CeEfacTeCat
. » ansimes CULTITOACCEAC AR TREITE LA CaC bR nng TESRERETLL CECACTOCRCARTETCCACT AR
i — -l " e Utpﬂxmax RTINS S SN S AR SR ST T A ARCECASCRRARALTTTRCRACTOAL CEACTCCHCARTCTRONCTNE 1
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—— s . - - ) = A AT T TC C GRS O R ST ORI A T3 CR S CORIR A TT T (R NS TOAR T CTOCHCRET CTRONCCRARTING
S 3 = p= 1 310UF53DCI|J19.5 1,5]0U|’5=15§Bn€$ LT T EASEEAC O TR T CUCAEE CUE CA AR AR T TRV CACTERC N CEE CEACAETEIRCACERREET AR
r— s ATy CERCTITLACERACECRACACTICACAREACASCSa ACTCRARAGACEERAT AETFCTICCACCARGaT AN
R CLETITEACEENCERtERETTErnCAdEsC bR InCanT I ArlTeacaciEeicaeTe TETCEACEAnEiT ARG
Rl LS (L] = “":_‘Il'ﬂi T TR LA S AR A (AR AT T C AR AR CHNCACCO AT TT R SCACTCACARACCEAACTCCH CCagCaacsTang
CLETTTENCEEnCtrnCRdrtenCad e bCainCanTIrECEalTENCClCELChETEL e cerdEandirnat
W e ™~ -~ r—r RRCTTT A CRCAC CAACACTTCARBATHCARCUANRAATTTERRACTCARARATCEAACTLCHIAT CCAAGRTAAG
— = e f— = —i LTI T CCEAC AL TR ETT OV G CS CUL R NS AR T (A CTEN CN CUCCECNETECNEATY CENACLTRAL
e —— s -~ — = ERCTTTEAERCACOAL CACTT CARANES CARCOANCAATTT AP ACTOAE AERTEREACTICREARTC FSEThAG
- —— K . ™ — LTI EACE A O R E R T T O L AR C LA NN AT T T R C R LT N C N ENCC LA T CaCALT LY nEcTAG
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ERCTTTCACECCECAACACTICACARCACARCER TrEECACTCACATACCRCRCTECNCACT CTRCACE) AL
— m—— — CLCTITEACEEACERLERETTEREAEaCA LS 1 lL‘(l( CACEECACYCERCARTCICLACEN ae
o CTTTCACEEASCAACACTT LA AR CACARCRN T . » CEECRCTCCNbICToTScatCanes
] CTTTCASEELCORESRETT en A ERELLELT |r'.v‘uu-:-u:tu'n:u: STCTCONEENnES
NEXt Generat;on tT:ltl“‘l‘tllL\"I‘l‘l\tﬂt-“t“ i o !- -
f TEASKELCANLERETTENCAACAELLER INSAXTTTRCSLCTENC I CALCEEA CTEERTACTCISEALERLECTE
Sequencu.lg' a'k‘a‘ TOACRCACCALCARTTCACRRCACARCRAAGIATTT |$‘: EACACCCRACTOONCERTOTRCA0E ARETIN
. CASSEAC R LRI TEAC A CALCA RN GUETTT CLCTERCNCACECCSETOENCASTETCOROERNG
Massively Parallel o oo
Sequencing -
.~ V) . . . . .
Sene Astodatedmolernls Lineel ity > Constitution d’une librairie
AKT1 3 AKT inhibitors Clinical trials
= ¥ T T > . 7 .
ALK 23+24+425 crizotinib, ALK inhibitors AcSé pmgram.chmcal trials (fragments d’acldes n uclelq ues
BRAF 11+15 vemurafenib, dabrafenib Full Marketing Authorisation (FMA
EGFR 18+19+20+21 anti-EGFR FIVA

ERBB2 (HER2)

20

trastuzumab, neratinib

Clinical trials

ERBB4 10+12 (E452K and R393W) Afatinib Clinical trials
FGFR2 7+12+14 (5252, N549, K659) FGFR inhibitors Clinical trials
FGFR3 7+9+14 (R248 to 5249 and G370 to Y373) FGFR inhibitors Clinical trials
HRAS 2+3+4 MEK inhibitors Clinical trials
KIT B+9+11+13+17+18 imatinib FVA
KRAS 2+3+4 panitumumab, cetuximab FMA
MAP2K1 (MEK1) [2 MEK inhibitors Clinical trials
MET 2+14415+16+174+18+19+20 crizotinib AcSé program
panitumumab, MEK L
NROS i inkibitors; BRAE inflbitors.  |P"" " M Dlinical trisls
PDGFRA 12+14+18 imatinib FMA
PIK3CA 10421 PI3K inhibitors Clinical trials

avec amorces, adaptateurs et

identifiants)

» Amplification de la librairie
(clusters)

» Séquencage massif paralléle



lllumina MiSeq

lon Torrent PGM

Données brutes TR

Détermination de la séquence (base calling) A

Alignement au génome de référence (mapping)

e

V 4
Depth
- Coverage : zone du génome l:oluu-'erte lors du séquencage

Com pa raison ADN d’i nté rét /ADN réfé rence - Profondeur : nombre de fois que chaque base sera séquencée
(polymorphismes, mutations, indels (variant calling)

Un grand nombre de données brutes générées
Nécessité d’un traitement bioinformatique des données
Importance de la couverture et de la profondeur de séquence
Quantité ADN, codt, délais de réponse allongés
Sensibilité 1 a 5%



ADN tc: Techniques de PCR allele spécifique

Fluorophore

[y ~. 3 amplification
T

Quencher

Les primers sont

designés pour ne se
lier qu’a la séquence

3}

A

5~ ,-?' no amplification

3}

* Kit Therascreen (Qiagen)
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par émission de
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BIOPATHOLOGIE

cobas® 4800

cobas EGFR Plasma P1 Test Report
Step 1 Step 2 Step 3 Step 4 - e
Prise de sang ’ cobas® ofDNA } Run PCR ’ Rapport oot DItHe0 il
Sample Prep System o4-C2C1 198HTK CONA Sample Prep Ka-i0 #1 AD2WI21842HIMC
i L 4 Secial No.: 2480 50820 Lot / Exp Date: W12184 / Mar-2017
7 . e o S Test version: 101 EGFR Mut Testv2 KadD &1 IATWOS7021H00CD
- B OO A S o 8 Opesator: Labmanages Lot/ Exp Date: WOBTe2 | Feb2017
= . Printed By. Laberanages
- » 1 » P ——
== E . - TTTT apoon Run name 04-FEB-2016 14:08 EGFR Plasma P1
2 mL PMasmo utomatigue Test st VALD
<4 heures Controts
-m::-mm-zm
ADTADZADS IAIWOETE21HOOCO t
e, B01E02E03  IATWOETEZ1HOOCD 1 rugmc«w v_s_-q
Rapidité
Rapport automatisé
PP —m— Resut? | Resitd | Flogn | Accepledby
Sem|-quant|tat|f C01:C02003 167054051 1 m e LEeem
DO1:DOZD0E 187058588 1 m ExitOsl  Ex18Del 10.73
EO01E02ED3 187050020 1 I NA NA RES2
Contrble Horizon (100 copies/ mi)
Limite de détection Cobas
Controls
A ; I T T T T
« boite noire » o — -
{B01:802803 LAV 14333 H00EM 1 N-g::m Contrel vm
.o o V4 .o
Limite de détection
varlable SEIOn Ies mmmml
. CO01:C02:Co3: 107014080 Ex190w Ex19Dst 0.47
mutations comew  wwew | o | e s smen
'EOTEO2EDY Horzan WT 1 """‘"“"EI GTI0K  GTIOKTER
ExioDel  ExtiDel 1670
Ex20ins Ex20ing: 505
e
Mutation ‘
memen e R oed oeesn
Ex20ins Ex20ins: 3.4
HO1#02:HO3 Herizon 0.1% 1 """“"’“"‘: El:u‘:m?‘ B

ST GTIeX: 7.7



EXTRACTION
ADN TUMORAL &
CIRCULANT fommatasmie

e

Rapidité -

J

Kit tissu .
Sample F::paralion >

cobas® DNA
Sample Preparation
Kit

Fam e iie
Eainfarre St Fy-dngew

F ALREIV
T moal
I_TELID

Comipervilin ritna Fii

DETECTION

42 VARIANTS

Mutation Test v2

y L

faid LA

Rechi#iche ridalions EGFR
Coban rappalt batornating

ADN non qualifié pour NGS

cobas® 4800 System, v2.1

INDEX
SEMI
QUANTITATIF

Extraction
« akfication QPCR

|
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ADN tc: Technique de digital droplet PCR

99,9 % sequences non mutées :
— Sdquence non mutés

0,1 % séquences mutées I L , . .
sdits dam Détection d’une copie

® Produits d’amplification non mutés
@ Prodwitsd'amplification mutés
©  Absence de séguences cibles

-5~

A
PCR classique mmm
s — ——— —— S— 0 Tagrman rpconnalisant L WQUence Muvige
— e o portant un fluorophore owge
bex VIC, HEX)
<
Sonde reconnaissant la sequence mutée !

portant un fluorophons vert |ex 6-FAM)

l

Analyse globale Analyse individuelle des compartiments
7 ADM diechantiion de patient

T z
, 7~
® 0

Séquences muteées détectées :

Signal non détectable
pour les séquences mutées test quantitatif et houtement sensible

dl-

b. .
=2 Read

e Generate = 7 Thermally

droplets

TaciWan reaction ocoLrs '.c L
Inside micrndroplets 4

DR {F plasma) .
and Tagan reagents .



I N o

Sensibilité

Multiplexage

Analyse des
résultats

Applications

1 a 5% ciblé classique

0,1% capture
optimisée

Oui >100
Panel a exome

Complexe,
bioinformatique
Délai réponse>

Analyse globale sans
a priori, suivi
hétérogéneité
tumorale

Tissu ou sang selon
techno et bioinfo

0,13 1% selon
mutation

Oui (49 mutations
détectées)

Simple rapport
automatisé

Détection rapide sur

tissu et sang circulant

<0,001%

5a 10 cibles

simple

Analyse et suivi d’un
ou plusieurs marqueurs
Adaptation rapide
nouvelles cibles (C797S)
Validation résultat
séquencage



Circulaire DGOS Fevrier 2018, puis Avril 2018:

Acte évalué par ’HAS mais non encore

Acte innovant en cours d’évaluation
passé a la nomenclature CCAM

MNA52 Forfait séquencage haut débit (NGS) < 20 kb 882 90€
NS035 Sequengage EGFR : 2 exons 120,90 £
M43 Forfait séquencage haut débit (NGS) = 20 kb et < 100 kb 150390€
N504 Séquencage EGFR -4 exons 315,90¢€ NAS4 Forfait séquencage haut débit (NGS) = 100 kb et < 500 kb 2 20590 £
Technical sheet

Idylia™ EGFR Mutation Assay

“ Primodétection EGFR:

e =)\ B Place pour des

—— technologies faciles a

o mettre en ceuvre hors
plateforme

Specimen requirements

Sample Type 1 x Sum FAPE tissue section

Neaplastic calls

210%. if less macrodisser tion is reguired




Conclusion

Dans un monde idéal: toutes les anomalies sur circulant?

Mais sensibilité moindre, déploiement des techniques
hypersensibles optimisées difficile

'analyse sur tissu reste le gold standard au diagnostic et a la
rechute si '’ADNtc est négatif

Le pathologiste reste au centre du processus avec nécessité:
D’un préanalytique irréprochable,

D’une épargne tissulaire maximale au diagnostic

D’une évaluation correcte de la cellularité

Guidelines recommandations formations

Plateformes: contraintes d’adaptation a I'évolution des cibles,
contraintes financieres, RIHN : passage routine EGFR au privé



Question 2: Quelle(s) est (sont) la(es) proposition(s)
exacte(s) concernant les mutations de résistance

A. la mutation T790M est le principal mécanisme de
résistance aux ITK de premiere génération

B. Les insertions de |I'exon 20 n'apparaissent que
sous traitement par ITK de I'EGFR

C. La mutation C797S est sensible aux ITK de
troisieme génération

D. La détection de la T790M dans le sang circulant
nécessite des techniques tres sensibles

E. La recherche de la T790M d’EGFR peut se faire en
premiere intention sur '’ADNtc
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