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Introduction

Meédecine personnalisee = Meédecine de précision adaptée aux
caracteristiques du malade et de sa pathologie

Objectif : permettre le choix du meilleur traitement en termes de
réponse/toxicité et de beéneéfices/risques, eviter des traitements
Inutiles et améliorer la qualité de vie des patients.

= prescrire les « bons medicaments aux bons malades »

«Médecine personnalisée» signifie:
le bon traitement,

pour le bon groupe de patients,

au bon moment.
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Aspects genetique de la medecine de precision
Il convient de distinguer 2 aspects:

»Etude de la facon dont les caractéristiques génétiques de la cellule ou
du tissu ou s’exprime la maladie (cible du traitement) influencent la
réponse au traitement, les effets indésirables.

Test: realisé sur le tissu ou s’exprime la maladie  (variants
somatigues)

-> Application oncologie+++
—> Notion de pharmacogénomique

»>Etude de la facon dont le patrimoine génétique d’un individu va
pouvoir influencer [I’efficacit¢é d’un médicament ou ses effets
Indésirables (action sur métabolisme du médicament, biodisponibilite)

Test: réalise sur un prelevement sanguin (variations génétiques
constitutionnelles)

—> Notion de pharmacogénétique



Indications en oncologie +++

« 1) Sélection de patients pour une thérapie ciblee
moléecules qui ciblent spécifiguement une protéine ou un
mecanisme en cause dans la tumeur, comme un récepteur
ou un facteur de croissance. Traitement adapté aux
caracteristiques de la tumeur, pour une plus grande
efficacité de la prise en charge.

« 2) Sélection de patients pour un choix de traitement en
fonction de leur patrimoine génétique qui influence le
meétabolisme de medicaments, et donc la réponse au
traitement ou 1’apparition d’effets indésirables.



Etudes moléculaires réalisées sur des tissus différents

Localisation des mutations

Tissu Somatique

.

Pas de transmission
a la descendance

Cancer spontané non héréditaire Cancer héréditaire

Un polymorphisme ou une mutation germinale
se retrouve toujours au niveau du tissu tumoral,
I’inverse n’est pas vrai !
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Que va-t-on rechercher au niveau de I’ ADN
dans le cadre de thérapie ciblée ou de pharmacogenetique?

1) Polymorphismes

Variations subtiles de la séqguence ADN résultant en de légeres différences entre
les individus qui ne sont pas responsables de maladies graves a elles seules.
Frequent : 3 millions de variations par individu!

Effets peu important dans un état physiologique normal

Intérét en pharmacogénétique ++

2) Mutations

Changements au sein de genes qui ne rentrent pas dans la catégorie des
variations normales

Rare (constitutionnel)

Induisent une maladie ou un risque accru de maladie

Recherche sur tissu (tumeur) car mutation acquise au niveau d’oncogénes ou de
genes suppresseurs de tumeurs.



Séquence originale

TGTAC ATG TATIACG|TCTIcAAlTGA TCCA
Met Tyr Ser Thr GIn Stop

Mutations ponctuelles

|

TGTAC ATG TAT ACG TCT CAG TGATCCA
Met Tyr Ser Thr GIn Stop

|

TGTAC ATG TAT ACG CCT CAATGATCCA  Faux-sens
Met Tyr Ser Pro GIn Stop

|

TGTAC ATG TAAACG TCT CAATGATCCA Non-sens
Met Stop

Silencieuse A

Rappel : une mutation peut €tre a 1’¢tat hétérozygote,
homozygote, ou hémizygote



Séquence originale

TGTAC ATG TATACG TCT CAATGATCCA
Met Tyr Ser Thr GIn Stop

L1 2 Décalage du
Deletion K cadre de lecture
TGTAC ATG TAT CGT CTC AAT GAT CCA (frameshift)

Met Tyr Arg Leu Asn Asp Pro v .
Stop prématuré
AE/G souvent
TGTAC ATG TAT'ZF CT CAATGATCCA Délétion en phase

Met Tyr Thr GIn Stop

Insertion

A
TGTAC ATG TAT ACG ZTC TCAATG ATC ca Decalage du
cadre de lecture

Met Tyr Ser Ille Ser Met lle (frameshift)



Les mutations ou polymorphismes ne se situent pas seulement dans les
regions codantes !!!
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Les mutations et polymorphisms ne se limitent pas a des
changements de bases : CNV, délétions, duplications,
Modifications épigénétigues (méthylation).



Mutations frequentes dans les sites d’epissage
(accepteurs du donneurs d’exon)

5' Splice Site 3' Splice Site

Gei A ({1 bagé . s Cce

Branch Site

SQCG CC L5RES 993900 GCC 98« GSSCQC G°°G
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5' Exon ¢ = "‘3' Exon

U12-Dependent Intron

- Etude des jonctions introns-exons indispensables

Des sites de branchement

- Interprétation parfois difficile (étude ARNmM)



Nomenclature pour les variations nucléotidigues

P.R117H ou p.Argll7His arginine remplacée par histidine en 117
P.G542X ou p.Gly542Stop glycine remplacée par codon stop en 542
c.1162G>A guanine remplacée par adénine en position 1162

€.621+1G>T (ou IVS4+1G>T) G remplacé par T a la premiere base de
I’intron 4 : 1’exon 4 finit a nt 621

P.508del déléetion de la phenylalanine 508

C.6232-6236del ou ¢.6232-6236delATAAG déléetion de 5 nucléotides
démarrant au nucléotide 6232

c.409-410insC insertion de C entre les nucléotides 409 et 410



e génome humain est tres polymorphique

On savait depuis longtemps que le génome d’une espece, constant

dans son ensemble, présentait un certain degre de variabilité inter-
individuelle.

Le sequencage entier du genome humain a completement
confirme ce fait, a un point tel qu’environ chaque individu de
notre espece differe d’un autre sur environ 0.1% de son génome
(note : différence entre humain et chimpanze = 1%!!).

Cette variabilité, compatible avec un fonctionnement normal de
I’organisme n’est cependant pas sans conséquences

physiologiques.

Les polymorphismes les plus fréquents : SNPs



POLYMORPHISMES NUCLEOTIDIQUES SIMPLES (SNPs)

- On appelle SNP toute variation sur une simple paire de base apparaissant chez
plus de 1% de la population générale et compatible avec une physiologie
normale.

- On estime en moyenne qu’il y a au minimum un SNP tous les 1000 paires de
bases, donnant ainsi un potentiel de plus de 3 millions de SNPs sur le génome
humain.

- La répartition des SNPs est inégale sur le génome:
- elle est plus fréguente dans les régions non codantes.

- dans les régions non codantes, les zones régulatrices seront moins
polymorphiques.

- dans les genes, les exons seront moins variables que les introns.

- dans les exons, le polymorphisme se voit moins fréguemment sur des
séquences codant des domaines fonctionnels protéiques.

- Les SNPs sont souvent en cause pour la différence individuelle dans la
métabolisation des médicaments.



Mise en évidence d’un SNP ou d’une mutation nucléotidique :
Technique de réeférence : séquencage Sanger

» Applicable aux mutations connues comme inconnues
» Deétection fluorescente grace a une PCR utilisant des ddNTPs marqués par
des fluorochromes (1 fluorochrome par base)
» Avantages :
v' théoriquement 100% des mutations détectées
v utilisation de séquenceurs automatiques

Adapte pour la recherche de variations constitutionnelles mais pas
toujours pour des variations uniquement tumorales
car manque de sensibilite




Mutation exclusivement tumorale : seule les cellules tumorales sont mutées
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Computer-generated result after
bands migrate past detector
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sensibilité du séquencage Sanger insuffisante parfois pour les analyses

tumorales
[ 1 de 1 i1 11r1111r.21111 1111
anaseeatumeur T T G G G C T G BE T G G C G T G G
4 D T, IFER
T T G & z C T G|R|T G G C G T G G

Impligue une notion de
sensibilite

Mutation !7(\/\ {@{M\ g

c.35G>A p.Glyl2Asp 1l 1o . TLH. |0l

z

Gene KRAS a

Sensibilité du sequencage
20 % d’alléles mutés /N m

Autres techniques plus sensibles développeées :
. PCR allele-spécifigue, PCR digitale
. NGS (Next Generation Sequencing)
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Le séquencage nouvelle géenération (NGS) :
Notions rapides

Approche « shotgun », on séquence la cible en une seule étape, par petits fragments,
puis on assemble par bioinformatique (alignement) puis on compare par rapport a la
séquence de reférence, encore par bioinformatique

ADN génomique

v
Fragmentation p J il wd IR NN S
puis enrichissement J/ \L/’J\-’,l\\] \"\“‘J s

Séquencage de I'ensemble des
fragments en un seul temps \
(séguencage massif parallele)

v

An a|yse bioinformatique - - -ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
. IFGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. ..
Assemblage par alignement sur la
séquence de reférence, puis analyse

. .ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .
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Les notions indispensables pour comprendre le NGS

Couverture
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La sensibilité dépendra de la profondeur de couverture en NGS
Le NGS permet aussi de tester des genes complets a la difféerence

Igitale.
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Pour respecter les parametres de validation en accord avec
un seuil de détection de VAF (Variant Allele Frequency) a 10%

- Profondeur de couverture minimale a 500 reads pour que le variant puisse
étre vu au minimum sur 50 reads.

- il faut un pourcentage de cellules tumorales au minimum de 30% pour
étre sdr de voir un variant allelique.

- si pas d’autres choix:

on le passe quand méme en séquence.
. Si il y a un variant retrouve, il est rendu au prescripteur.

. Par contre si pas de variant retrouvé: test non contributif, demande de
nouveau prélevement



Ilustration d’utilisation du NGS pour
Une application en thérapie ciblée

Recherche de mutations dans les genes BRCAL et BRCA2
chez les femmes avec cancer de I’ovaire séreux de haut grade



Patientes avec cancer de |'ovaire séreux de haut-grade muté
BRCA1 ou BRCAZ éligibles pour traitement par anti-PARP (AMM).

Theérapeutique spécifique: Les inhibiteurs de PARP1
(OLAPARIB)

La PolyADP ribose polymerase (PARP): enzyme majeure de la voie de réparation des cassures de I’ ADN simple brin

Olaparib bloque g olaparib

I’enzyme PARP
qui doit réparer les | 4 o -
cassures de "PADN | <\ cassure de I’ADN,
dont la réparation a éte

1 / bloquée par olaparib

Cellules normales Cellules malignes avec

protéine BRCA déficiente

Réparation ADN Pas de réparation en

par la voie BRCA sauvetage par la

voie BRCA
5\, Mort de Ia
i cellule maligne

Recherche d’'une mutation constitutionnelle ou somatique de BRCA

Survie
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StUdy 19. APhase Il, randomised double-blind, multicentre study to assess the efficacy of olaparib in the
treatment of patients with platinum-sensitive serous ovarian cancer following treatment with two or more

platinum-containing regimens

PFS by BRCAmM status

0314 — Olaparib BRCAm
Placebo BRCAmM

Proportion of patients
progression-free

0 T T T

BRCAM (n=136)

Olaparib Placebo

Events: total pts (%) 26:74(35.1) 46:62 (74.2)
Median PFS, months 11.2 4.3

HR=0.18
95% Cl (0.11, 0.31);
P<0.00001

0 3 6 9

Number at risk
Olaparib BRCAm 74 59 33 14
Placebo BREAM 35 13 2

12 15

Time from randomization (months)

4 0
0 0

« 82% reduction in risk of disease progression or death with olaparib

25



Exemple de résultat : mutation exclusivement somatique

6N

6T

Gene

BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCAT
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ

Ta Ta Ta e s T e

Gene

BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCA
BRCAT
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ
BRCAZ

juniCN P AP i i eniO P i

Marre
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E11-BRCA
BRCAI-E1Z-BRCA
BRCAI-E16-BRCA
BRCAZ-BEDZ-BRCA
BRCAZ-E10-BRCA
BRCAZ-E11-M
BRCAZ-E11-M
BRCAZ-E11-M

Mame
BRCA1-E10b-BRCA
BRCAT-E10b-BRCA
BRCAT-E10b-BRCA
BRCAT-E10b-BRCA
BRCAT-E10b-BRCA
BRCAT-E10b-BRCA
BRCAT-E11-BRCA
BRCAT-E12-BRCA
BRCAT-E16-BRCA
BRCAZ-EQZ-BRCA
BRCAZ-E10-BRCA
BRCAZ-E11-M
BRCAZ-E1T-M
BRCAZ-E11-M

Coverage

B0% (148) [0% (0 / 50% (148))
47% (319) [48% (1571 / 47 % (162)]
£2% (396) [51% (228) /54% (168)]
48% (397) [52% (233) / 44% (164)]
48% (15 j[D%(DJME%( )|

1% (52) [0% (0)/ 1% (52)]
FR% (343) [53% (154) 1 57% (169)]
53% (446) [54% (202) 151% (244)]
100% (B56) [100% (452) / 100% (406)]
31% (168) [0% (0} / 31% (168)]

100% (63) [100% (276) / 100% (367)]
52% (366) [51% (196) 1 53% (170)]
91% (791) [0% (0} / 91% (791)]

Coverage
b7 % (2159) [0% (0) / B7% (2159)]
85% (2643) (0% (0) /85% (2643)]
84% (5831) [84% (2831) / B4% (3000))
B85% (5584) [85% (3220) / B5% (2364)]
B85% (B564) [85% (2951) / B5% (3583)]
83% (2059) (0% (0) / 83% (2059)]
11% (483) [0% 00/ 1% (463)]
84% (5807) [83% (2624) / B4°% (3179)]
B2% (7221) [82% (3238) / 82% (3983)]

AA Change
5-» 3 (B94)
L-» L 771
P-=LE71)
E-» G (1038
K -= R (1183)

S -> 5 (1436)
5> G (1513)
5 UTR

K- K (1132)
L > L (1356)

Af Change

[STOP] AA 373 (E10b/447)

S > 5 (594
L-> L {771)
P L(E71)
E - G (1038)
K-> R (1183)

S -> 5 (1436)
S > G (1613)

a9% (7113) [100% (3771) / 99% (3342 5'UTR

%% (1391) [0% (0) / 36% (1391)]
09% (5612) [39% (2239) / 9% (3373)]
B0% (393 ) [79% (2126) 1 81% (1805)]
52% (5190) [0% () / 92% (5190)]

K-> K (1132)
L > L (1356)

HGYS nomenclature

0. 20820=T

023N T=0

0. 26120=T

0311346

35484

¢ 4185+21 4185+22delT
o A30B8T=C

A7 A= G

0-2BG=A

o 1909+22delT

. 33964

cA0RBG A

£ 5341480 B341483delTTAA

HGYS nomenclature

¢ 1105delG

0. 2082C=T

C231T=C

0261201

£ I1134=G

£. 354845

c 4185421 4185+22delT
£ 4308T=C

C 4837 ARG

2054

1909422 delT

. 339645

c 406G A

£ 6841430 GB41+33delTTAL

mut Effect

polymorphisme
polymorphisme
polymorphisme
polymorphisme
palymorphisme
homopalymere
palymarphisrme
polymorphisme
palymarphisrme
homopalymére
polymorphisre
polymorphisme
polymorphisme

mut Effect

MUTATION

polymorphisme
nolymorphisre
polymorphisme
polymorphisme
polymorphisme
homopalymere
palymorphisme
polymorphisme
palymarphisrme
homopalymere
palymarphisrme
polymorphisme
polymorphisre



+ &l Genes

| | Hirt | HEVS nomenclatur
C2082C=T
C2311THC
C.2012C5T
C.3113A%G
35488 G

| A Change
S-75(694)
L-»L{771)
P-=Lig71)
E-»5(10...
K-xR(11

84% (5a31) [B4% (2831) { 54% (30007]
85% (55540 [B5% (32200 | §5% (23641]
85% (B564) [B5% (2951} | 85% (35531]

3% (2059} [0% (0) ] &3% (2059)]

85% (2643) [0% (D) [ 85% (2643]]
11% (463) [0%%: (0) [ 11%: (463)]

| Coverage

C - T het)
T -5 C (het)
C - T (het)
B -x G (het)
B -x G (het)

Taa (het)

C
C

|| Tlaao | Muc Change
C

| Location
Elb
Ellb
Elob

BRCA1-E10b-BRCA
BRCA1-E10b-BRCA
BRCA1-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E10b-BRCA
BRCAI-E11-BRCA

| Mame

Gene

BRCZAL
BRCAL
BRCAL
BRZAL
BRZAL
BRCZAL
BRCZAL

all 19 distinct 17 lnther ] ] homopalymer 2 ] filker O ]

C4308T =i
Previols

4185421 41554

G
o
=
G
G
]
G
G

445

Functions

S-75(1436)

BRCA1 f Exon 10b
N R I

Shaw
U R

LELELT T

R

txon1Db
b
G
b
s
i
a0 67.2% |

Wk Wk ] (UL GGG

B4% (5807) [83% (2628) | 84% (3179)]

- -0 - oo BESEEEsmmmmaEs L B Z

Ll S 4 < LT T T

BRCA1 f Exon 10b

T-=C(het)

C
C
D
C

B
b A A A A R M R B A B A A B A s A
L e e e e e e e e el ol ol ol S o e e e e o e e S e e e e e
L0000 D L 0 0 D L D L0 i D L D L0 i i
L AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L L AL AL AL AL AL AL AL A ST A L S AL L AL
09003 0000 0 60 L0 Y 00 0 0N D 0N 0 0 00 ) O 0 Y 0 Y
b A A A A o R s R R A A A s A
Cl A A i A A A A R A A B A R
L e el e e e e e e e e el e e el e e e e e ey o e e S e e e e e e
L AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L L AL AL AL AL AL AL AL A ST A L S AL L AL
0050 (0 0 £ £ 00 0 00 0 C0 0 0 £ 0 C L D 0 0 O O O 0 £ O O
0050 (0 0 £ £ 00 0 00 0 C0 0 0 £ 0 C L D 0 0 O O O 0 £ O O
[l el e e e e e e el el el el el e e e e e e e e e e e e e e el el o
FFFFFFFRFFFRFFRFRFRFRFRRFRRRFRRRRRRORRFRRF
L300 0 D L 0 0 D 0 L D L0 ) i D L D 0 i
00 00 0 L 0 0 D 0 0 L D Y 0 i
[ e e e e e e e e e el el il el el el ot S S S S S S S S e e
[ e e e e e e e e e el el il el el el ot S S S S S S S S e e
[ e L e L L e L L e L L R L e L e e e L R B R L N R L L LY L Y
L e el e e e e e e e e el e e el e e e e e ey o e e S e e e e e e
L AL AL AL AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L AL AL L AL

455

El0b
El0b
Ell
ElZ
450

445

! a1

BRCAI-E1Z-BRCA
440
BRCA1 f Exon 10b

o A s A A A A A A A A A s A A A i
L A R A R A
L L Y L L L Ly Y L L Y Ly L L R L L L LY YL
[l e e e e e e e e e e e ot o o e e e e e e e e S S S S S S e

435

ARnA

30 D 0 0 0 N 0
B A B R B . 4 s 4

430

siteB-6-T_545

P-siteB-6-T_3545
04/30/2015 04:20:59

151200022

Order lPru:utu:u:oI ] Farnily l

DA Mo,

Order Mot
Date:

Patient:

L e el e e e e e e e e el e e el e e e e e ey o e e S e e e e e e
L AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L L AL AL AL AL AL AL AL A ST A L S AL L AL
[ e L e L L N e L e L L L N L L e e e L R B R L e R L LY L Y
L oL <L A oL <L < <L <L <L <L <L <& <L <L I <L <L <L <L <L <& <L <L =T =L <L <L <L <L <L I
0070 (0 0 £ £ 00 0 00 0T 000 0 OO 0 C 0 D 0 0 O O O £ O O
b A A A A R M R B A B A A B A s A
L e e e e e e e e el ol ol ol S o e e e e o e e S e e e e e
L300 0 D L L0 0 D L 0 L0 ) i D LD D 0 i
00 00 0 L 0 0 D 0 0 L D Y 0 i
L e e e e e e e e e e o S e e e e e e e o e el e e e e S S S =
b A A A A I R M T S A A A A
L AL AL 4L AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L L AL AL AL AL L AL AL A ST AL L S AL L AL
[ e L e L L N e L e L L L N L L e e e L R B R L e R L LY L Y
L AL AL AL AL AL L AL AL AL AL AL AL AL L L AL AL AL AL AL AL AL A ST A L S AL L AL
0070 (0 0 £ £ 00 0 00 0T 000 0 OO 0 C 0 D 0 0 O O O £ O O
b A A A A R M R B A B A A B A s A
L0 00 D L L0 D D L0 ) L D 0 L
L e e e e e e e e el ol ol ol S o e e e e o e e S e e e e e
L300 0 D L L0 0 D L 0 L0 ) i D LD D 0 i
0050 (0 0 £ £ 00 0 00 0 C0 0 0 £ 0 C L D 0 0 O O O 0 £ O O
L e e e e e e e e e e o e e e e e e e o e e e e S o S S S =
Gl A A i A A A A A A A S A

Qrganism
425

hgl9

420
BRCA1 f Exon 10b

A'H
415

Single | double direction analysis |
410

Both dir, min abs, cov.: 10
Both dir. min %% cov. s aff

Barcode:
1 Settings |

Sethings:
Skate: compl.
Files
File
2 files

TV,
ROI Groups

LIS
SegMext
ii

System  Seqhlext  Help
Administation

L L L0 L L D D D D D D D 0 L L L L D
L L L0 L L D D D D D D D 0 L L L L D
P R L L L e R e W L e L W e L e R L L R L B Rl L R L YL Y L
e e e e e e e e e e e e el ol e e e e et o S Sl S el S S S e
00 L0 D D D ) 0 ) L ) 0 L
L A A A o A R A A A A A
L A A A A A R A R

405

ﬁﬁCTGCCATGCTCAGﬁGﬁATCETAGAG&TACTGAA.ﬁTGTTCETTGGATAACAETA

AACTGLCATGLTLCAGAGAATCCTAGAGATACTGCAAGATGTTCCTTGGATAACACTA

Combined ]Fwd ] Rew ]
*Exon 10b

oo




La difficulté n’est pas forcément dans la
technique mais dans 1’interprétation !

» Absence de mutations récurrentes au niveau constitutionnel et
somatique dans les genes

 Difficultés d’interprétation des variants “faux sens”
— Effet sur 1’épissage — délétion totale ou partiel d’un exon
— Effet sur la fonction de la proteine

Possibilité d’avoir des variants de signification inconnue

o

Y 1




Exemple : proportion de VSI non négligeable dans les genes BRCA

UMD-BRCA1  Familles Different variants UMD-BRCA2  Familles Different variants
1 - Neutral 1740 100 1 - Neutral 2633 107
2 - Likely Neutral 337 61 2 - Likely Neutral| 973 92
3-UV 1529 932 3-UV 2770 1485
4 - Likely causal 6 1 4 - Likely causal 0 0
5 - Causal 3895 718 5 - Causal 2575 724
Familles BRCA1 Familles BRCA2

Likely
neutral 337

Neutral
2633

Likely causal
6

wwwy.umnd.be/BRCAZ/

www.umd.be/BRCA1/

(Caputo S. et al., NAR, 2012)

Données base UMD BRCA CLINICIENS
UV =) \ALHEUREUX !

Données INCa 2013 : BRCAL et BRCA2
9,9 % de mutations délétéres (avec réarrangements)
7% d’UV !




Evolution : Notion de « BRCAness » ou HRness

« Ensemble des modifications géenétiques et épigénétiques conséquences
d’'un déficit de la réparation des cassures double brin de 'ADN par
recombinaison homologue

* Phénotype semblable a celui observé en cas d’inactivation de BRCA1 ou
BRCAZ ; sensibilité cellulaire aux alkylants et aux inhibiteurs de PARP

Inactivation de genes impliqués dans la réparation des
cassures double brin de ’ADN par recombinaison
homologue

390 carcinomes ovariens

* Recherche des mutations sur 30 genes dont 13 genes de la voie de
recombinaison homologue

« 32% mutes : 24% constitutionnelles, 9% somatique
« Mutations predictives de la sensibilité au platine et de la survie globale

Pennington et al. Clin Cancer Res, 2014



Evolution : test d’instabilité génomique

L . @
'.-,o. Most Causes of Homologous Recombination Deficiency

» (HRD) Are Unknown

Geneuc
Mutation

BRCA 1/2
Mutanon

Inability

Promoter
Melhyla(xon

Undetermlned
Causes

) repair DNA

+ When the HR pathway is disrupted by gene mutations, promoter methylation or unidentified
causes, the HR pathway stops working leading Homologous Recombination Deficiency or HRD

« Tumors with HRD are unable to repair themselves effectively after sustaining damage, leading
to genomic instability

@
'.-,o. myChoice HRD Score Results From the Combined
». Analysis of Three Different Biomarkers

myChoice HRD
Score

Loss of Telomeric Large-Scale
Heterozygosity Allelic State

(LOH) Imbalance Transitions
(TAI) (LST)

- .#“myChoice HRD Identifies the Most Patients with

15% of patients are -
positive for
BRACAnalysis CDx'

=53

=25% of patients are
positive for a broad

tumor HR panel®

5 =B
- B
=3
=53

=55
=53
=5
=5,
=5
=3
=55

=7
=53,
s
=
=
=53,
=3
=5
=53
=5

"~ Ovarian Cancer Potentially Eligible for a Drug

=5

(XL

Detects twice
as many

patients as
any other
test

=50% of patients are L
positive for
myChoice HRD*

=3
=55

=5
=53
=53
=53
=53
=55

&2 - Yates et al. Annals of Oncology (2014) 384 - Norquist et al. SGO 2016 ’

MYRIAD GENETICS, INC. Brevet



Nombreux tests plus ciblés que pour les anti-PARP

Biomarqueur Pourcentage | Thérapies

de patients Détection de 10 263 16,7 % Imatinib
présentant BCR-ABL Dasatinib
T Nilotinib
altération Bosutinib
moléculaire FPonatinib
Amplification Trastuzumab ; a .
l.‘.a.ncer du dHERD Pertuzumab Mutations 1014 224 % Imatlnllb.
sein Lapatinib d'ABL Dasatinib
Nilotinib
(o (o i - Amplification 770 23.5 % Trastuzumab Bosutinib
s TR Ponatinib
MMutations de 21923 43,7 % Panitumumab
Cancer KRAS Cetuximab Leucéemie [RANIENDE 2309 1% Idelalisib
SRR itatons de 17814 52% Panitumuman lymphoide JRUEH
NRAS Cetuximab Chm“iql.le
MMutations de 1218 65.5 % Imatinib
KT Mutation 1608 126 % Olaparib
Mutations de 1083 15,4 % Imatinib Somatiq ue de
PDGFRA BRCA
Mutations 28 563 13,4 % Gefitinib
d'EGFR Erlotinib
Afatinib
Osimeritinib -
Cancer du 2 O 1 7 .
poumon Translocation 12 434 31 % Crizotinib
d'ALK Ceritinib Z - - Z
42 thérapies ciblées dans
Translocation 17 680 1.0 % Crizotinib
de ROS1
18 types de cancers
Mutation de 5583 37.2 % Vemurafenib
BRAF V600 Dabrafenib
Méanome Cobimetinib

En 2016, les plateformes de géenétigue moléculaire des cancers ont réalise 140 000

tests déterminants I’acces a une thérapie ciblée pour 83 000 patients. En particulier,
plus de 28000 patients avec un cancer du poumon ont béneficié d’une recherche de
mutation d’EGFR, 22 000 patients avec un cancer colorectal ont eu acces au test RAS

et une recherche de mutation de BRAF a été effectuée pour 5 000 patients atteints

d’un melanome. Q L




Exemple : Mutations des proto-oncogenes KRAS et NRAS et traitement
anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique

KRAS, NRAS: proto-oncogenes, codent proteines K-Ras et N-
Ras
Protéines Ras : intervient dans la voie Ras/Raf/MAPKiIinases

Facteur
de croissance

soluble f;HF;ﬂfﬂfrﬂﬂ"”"gﬂ_r'_r‘__

Recepteur
Cascade des MAPK

(RTK, gp130)

:; serr'nejlfzhreunr'ne
@ MAPKKK kinases

dual specificity
RAS @ RAS "--..._ MAPKK kinases
: ': m MAPK

[P

*
-
________
-----------

Meurofibromine
(NF 1)

Noyau: activation des
genes de prolifération

Myc, ..
-




Mutations de KRAS et NRAS au niveau somatique: sur des hot-spot
mutationnels
(codons 12, 13, 59, 61, 117, 146)

I1 s’agit de mutations faux-sens sur des hot-spot mutationnels,
générant une augmentation de la forme activée de Ras, via
I’altération de I’activité GTPasique intrinseque de la protéine

Stimulations mitogénes

GDP l GTP

s Facteurs ‘
; d'échange
/,— ——e

\ Activité GTPase/ J

/'*“- il Effets biologiques

-

Protéines stimulant I'activité GTPase (GAP)

Rn-Gl'P —— Protéines effectrices




Les anticorps monoclonaux anti-EGFR utilises dans le traitement du cancer
colorectal métastatigue:

cetuximab (AC monoclonal chimérique)
panitumumab (AC monoclonal humain)

. monoclonal
b Cell membrane



Réponse objective au traitement et durée de vie sans progression corrélées a
I’absence de mutation de KRAS ou NRAS

-A 100

a0 4 |::|:ITC':I' ?!'\Q;r-'l ':'-'fé:l"ﬁ % ,g_él Mg :\';:'\.Wr:l

5 mmemE e E Amado et al, J Clin Oncol 2008:

E 70 4 PE%RCE0.T3w 135]

£ A: groupe KRAS muté

5w \ B: groupe KRAS sauvage

E. 30

= 2 = Efficacité du Panitumumab en
1 ———— monothérapie dans le CCR

a0 2 4 & 8 1012 141618 20 22 24 26 28 30 32 3 36 38 40 42 4 46 48 50 52

métastatique est confiné aux

Time (weeks)
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90 N
_ w = Et depuis
% 70
L-'E 60 -
& 50 Douillard et al. NEJM, 2013: patients avec
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a 30
E‘E— 20 .
0- Mutations de KRAS (exon 2, 3, 4) ou NRAS
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Etude du statut KRAS et NRAS pré-requis obligatoire
avant traitement: traitement anti-EGFR

administré si KRAS et NRAS sauvages (non

mutés)

—> sur tissu congelé ou paraffine, sur tumeur primitive

ou meétastase

PCR+ séquencage Sanger
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Quelques exemples de pharmacogenetique

Table 1| Examples of germline genetic variants associated with cancer-drug-induced phenotypes

Mechanism of
action

Drug

Antimetabolite

that inhibits purine
nucleotide synthesis
(involved in DNA
replication)

Inhibits
topoisomerase |
(involved in DNA
replication and
transcription)

Inhibits the
oestrogen receptor

Mercaptopurine

Irinotecan

Tamoxifen

Antimetabolite
that inhibits folic
acid metabolism
(involved in DNA
replication)

Methotrexate

Cancer type Genes

(or types)

Paediatric
acute
lymphoblastic
leukaemia

TPMT

Colorectal, LGT1A1

lung

Hormone- CYP2D6
receptor-
positive

breast

Paediatric SLCO1B1
acute
lymphoblastic

leukaemia

Variants

rs1142345
rs1800460
rs1800462
rs1800584

rs5175347

rs16947
rs1065852
rs28371706
rs28371725
rs3574 2686
rs3892097
rs5030655
rs5030656
rs5942 1388
rsb1736512

rs110455879

Phenotype

Myelosuppression

Meutropoenia,
diarrhoea

Tamoxifen
metabolism,

progression-free
and overall survival

Methotrexate
clearance,
gastrointestinal
toxicity

Wheeler et al, Cancer Pharmacogenomics: strategies and challenges Nature Reviews 2013

Type of
study

Candidate
gene

Candidate
gene

Candidate
gene

GWAS

Evidence

FDA label
recommends

genotyping

FDA label
recommends

genotyping

Conflicting
results may be
due to study
design and
quality control;
studies are
ongoing

Association was
genome-wide-
significant;
replicated in
multiple cohorts;
in vitro functional
evidence



TPMT et traitement par Thiopurines

mmunosuppressives

[I'hiopurines: antimétabolites, propriétés cytotoxigues et ]
i

“ Azathioprine (Imurel®) - utilisé dans le traitement de
maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin MICI
(Maladie de Crohn, polyarthrite rhumatoide...) et la prévention
du rejet de greffe

6-mercaptopurine (Purinethol®): traitement de certaines
\leucémies (LAL de I’enfant notamment) /

Risque de toxicité hematologique (myélosupression) :

1 due a ’accumulation des métabolites actifs cytotoxiques de ces
molecules: les thioguanine nucléotides (TGN)

 risque de toxicité dose-dependante particulierement éleve pour
les patients ayant un déficit d’activité enzymatique pour la TPMT
(thiopurine S-méthyltransféerase)




Métabolisme des thiopurines

[ Meétabolites actifs ]
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10 % de la population a un phenotype TPMT
(méthylateur) intermeédiaire

0,3 % de la population a un phénotype TPMT
(meéthylateur) lent

J Gene TPMT [:] [:] [:l . ‘ ‘ Génotype

sauvage
|:| Giéne TPMT

mutant ) ! X
Deficit TPMT cytosolique
en TPMT active
Expression
ACTIVITE ELEVEE
% desujets ACTIVITE (89 %)
par 05U 10 INTERMEDIAIRE
d*activité )
(11 %)
ACTIVITE
51 INDETECTABLE Phénotype
(0.3 %)
- Activité
0 =+ TPMT (U/mL)

0 5 10 15 20




Dépistage des methylateurs (TPMT) lents et intermediaires avant le
debut du traitement:

» Par phénotypage : dosage de ’activité TPMT des globules rouges
» Et/ou par génotypage: recherche des polymorphismes les plus
frequents

/Adaptation du traitement: recommandations en fonction des pathologies \
exemple de recommandations d’apres Relling et al, Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 2011: 6-MP et Azathioprine

= Hétérozygotes ou activité intermédiaire: administration de 30 a 70% de la
dose complete de traitement , surveillance/adaptation

= Homozygotes variants ou activité faible ou nulle: alternative thérapeutique
ou administration de 10% de la dose compleéte, surveillance/adaptation

(¥ )




ADN TUMORAL CIRCULANT

Healthy
tissue

1

! D . o > 3

© O Apoptosis | - = . s IR e b
or necrosis : ki i B |

o © i
e Q... Joopnsis,

Healthy cell
Phagocyte
(& Tumour cell
JU Mutation
@ Red blood cell
(7S endothelial cell

S&3 Chromosome
Crowley et al, Nat Rev Clin Oncol 2013

Blood plasma or [ (|
serum sample [/ 0%
containing ctDNA

Al e



Ne pas penser qu’au genotypage
« Importance du phénotypage seul ou en combinaison avec
génotypage
« Exemple:
— Fluoropyrimidines (5FU, capecitabine)
— 80 000 patients traités par an (400 a 800 deces par El)
— Deéficit en DPD (gene DPYD) -> Toxicité precoce

20 3-10 % de sujets

@ avec déficit partiel
g o
2
s
£ .
€ 10 0,1-0,5 % de sujets

| avec déficit complet

i .

Activité DPD (pmol/min/mii’prot) Etienne MC et al. J Clin Oncol 1994

— Mesure de I’uracilémie plus sensible que génotypage DPYD
qui ne teste pas tous les variants pour mesurer activité DPD




MERC] POUR VOTRE ATTENTLON

Avant
j’étais dans
interprétation
du génome...

...Mais C’était
un peu trop
hasardeux... /

Extrait de « comprendre la génétique et ses enjeux » par G. Matthijs et J. Vermeesch, avec 'aimable autorisation des auteurs



