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Le NGS ou séquencage nouvelle
génération

Définition
Ensemble de méthodes permettant le sequencage de milliers de
fragments d’ADN ou d’ARN simultanément en un run

ADN ARN
Whole Genome, RNAseq (étude de
Whole Exome I’expression, des

ou ciblé transcrits de fusion...)
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En pratique au département d’Anatomie et
Cytologie Pathologiques : Oncologie

Panel INCa = région ciblée

Développement du kit « INCa tumeurs solides»

}\h&']é'hli'l Listes de génes minimales a analyser dans le cadre d'un usage a visée
uCancer  diagnostique du NGS
Panel tumsurs solides
gene Exons [ hotspots Transcrit de référence Molécule associée utilité clinique
AKT1 3 NM_001014431.1 AKT inhibitors essais clinigues
ALK 234245325 NM 004304.1 crizotinib, ALK nhibitors AcSe, essais clinigues
ERAF 11+1% MM 0043334 vemurafenib, dabrafenib AMM
EGFR 18+19+20+21 NM_005228.3 amti EGFR AMM
ERBB2 (HERZ) |20 NM_004448.2 trastuzumab, neratinib essais clinigues
EREE4 E452K et R393W NM_005235.2 Afatinib essais clinigues
FGFR2 5252, M543, K&59 NHM_000141.4 FSFR inhibitors essais clinigues
F+9+14 (R248 35249 et G370 3

FGFR3 73) ( = ®  [wmM_oooi42.4 FGFR inhibitars essais cliniques
HRAS 2+3+4 NM_005343.2 inhibiteurs de MEK essais clinigues
KIT B+9+11+13+17+18 NM_000222.2 imatinib AMM
KRAS 2+3+4 HM_033360.2 panitumumab et cebuximab AMM

MAPZK1 (MEK1)

2

NM_D02755.3

inhibiteurs de MEK

escais clinigues

2+ 14 (de c.2942-63 en 5' 3

MET c.3082+20 en 34) a 20 NM_001127500.1 crizotinib AcSa
panitumumab, MEK inhibitors,
MRAS 2+3+4 NM_0D2524.3 L . L
- BRAF inhibitors pre-AMM, essais cliniques
PO¥GFRA 12+14+18 NM 0062064 imatinib AMM
PIK3CA 9+ 20 NM_006218.2 PLIK inhibitors essais clinigues

Recommandations de I’INCa




Principes généraux du NGS
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morphologique / résultats et
Extraction ADN/ Compte

Qualification rendu
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Principes généraux du NGS

Etapes du process

Examen Analyse des
morphologique / o ope . , résultats et
Extraction ADN/ Librairie Amplification Séquencage e

Qualification rendu
> € > <€ >
2 jours 2,5 iours 2,5 jours

Selon le jour d’arrivée sur la plateforme 7 a 12 jours ouvrés



Préparation des échantillons

Examen morpho /
Extraction ADN/
Qualification

FTA242
é}cn&'ﬁss

» Enregistrement du préléevement TR
» Coupe + coloration H&E »
» Examen morphologique par pathologiste (évaluation du % &
de cellules tumorales et superficie de la tumeur) ¢

177001313

o

> Extraction ADN

> Qualification de ’ADN: Evaluation de la quantité et de la qualité de
I’ADN par Q-PCR

Qté >50 ng et Qté <50 ng et/ou
Bonne qualité Mauvaise qualité
(fragment d’ADN > 150pb) (fragment d’ADN < 150pb)
NGS Techniques classiques

(HRM, pyroséquencage, sanger... )



Répartition des prélevements
Selon la quantité et la qualité de ’ADN

Qté >50 ng et
Bonne qualité
(fragment d’ADN > 150pb)
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80 -
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NGS Classique



100
80
60
40
20

Répartition des prélevements selon
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Biopsies+++ = peu
d’ADN

NGS: 1495 prélevements séquencées

’organe
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NGS ‘ Classique

100
80
60
40
20
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NGS ‘ Classique

O échec = Limites de qualification tres strictes



Analyse des résultats

Examen morpho / Analyse des
Extraction ADN/ résultats et
Qualification CR
s}ﬂ “ I/” ' Données brutes Détection des
’ ’ variants

5
seduencagedes  pugd FASTA mm) BAM  pgm)  VCF

amplicons
alignement Appel de variants

Génome de référence Read Read 2 Read 3 Read 4 Read 5

Reads= lectures= séquences Exemple: ATCGGGTTACCAACCGAAT
Alignement des reads (=mots) sur la séquence de référence (=phrase)



Analyse des résultats

Examen morpho / Analyse des
Extraction ADN/ Librairie Amplification Séquencage résultats et
CR

Qualification

Quelques définitions

Profondeur : nombre de fois que chaqgue base est lue (exprimée en X)

(exemple: 300X, la base a été lue 300 fois)
Couverture : zone couverte par au moins une lecture (exprimée en %)

A ‘ -

Profondeur I

Couverture



Logiciels d’analyse

v" Amplicon DS/ Variant Studio | IU mina

v' NextGene (Softgenetics) NextGENe

2nd Generation Sequence Analysis Software
v ADIVaR (pipeline local développé par F. Escudié) depuis juin 2017

v" Alamut Visual é CJlCImUT
visual

Interprétation graphigue interactive de
variations génomiques



Analyse des résultats

Examen morpho / Analyse des
Extraction ADN/ Librairie Amplification Séquencage résultats et
Qualification CR

En pratique

v Interprétation de I’analyse
v Vérification d’une profondeur suffisante pour chaque amplicon (>300X)
v’ Vérification du contréle (Contréle commercial Horizon)
v’ Vérification de "absence de contamination (Blanc = eau)
v" Analyse des ADN patients

v" Réalisation du Compte-Rendu



Bilan a1 an
Septembre 2016 a septembre 2017

1495 tumeurs séquencées

58 (3,9%)

35 (2,3%) Autres

GIST

158
(10,5%)
VEELEINE
591
(39,5%)
Tumeurs
Poumons

654
(43,7%)
Tumeurs
Colorectales



654 Tumeurs Colorectales

196 patients sans variants (29% des cas)
458 patients avec variants

405 patients avec mutations KRAS ou NRAS ou BRAF
(dont 12 avec double mut KRAS/KRAS; KRAS/NRAS; KRAS/BRAF; NRAS/BRAF)

53% patients avec une
mutation RAS

Exon 2: 271 (41,4% vs 39,5% en 2014)
Exon 3: 15 (2,2% vs 3,9% en 2014)
Exon 4: 36 (5,5% Vs 5,2% en 2014)

“Autres’
variants
8%

V600E: 55 Exon 2: 13 (2% vs 2,5% en 2014)

Exon 15: 8 NRAS Exon 3: 18 (2,7% Vs 4,7% en 2014)
Exon 11: 6 5% Exon 4: 0 (0% vs 0% en 2014)



654 Tumeurs Colorectales
637 variants

NRAS
5%



654 Tumeurs Colorectales
204 « autres » variants

727%

E542K
E545
H1047




594 Tumeurs Pulmonaires

215 patients sans variants (36% des cas)
379 patients avec variants

Exon 18: 4 319 (54%) patients
Exon 19: 37 avec mutations EGFR,
T790M: 11 KRAS, BRAF, ERBB2

£xon 2016 ou MET exon 14

Exon 21: 41 (dont 16 avec plusieurs mut

EGFR/EGFR; EGFR/KRAS,

Abs de BRAF/KRAS; KRAS/KRAS;
variants EGFR/KRAS/BRAF)
36%

“Autres Exon 2:189

variants” Exon 3:13
10%
MET exon 14 Exon 15: 12

1% 1% >% Exon 11: 8



594 Tumeurs Pulmonaires
442 variants

ERBB2
1%
MET exon 14
1%




594 Tumeurs Pulmonaires
99 « autres » variants

ERBB4 FGFR2 PDGFRA ER'EBZ
HRAS 2o, 29 205 1%
4%

NRAS
4%

Exon 2

KRAS
4%

KIT
5%

PIK3CA
9%

Variants non décrits dans la
littérature (A750P, V834L...)




158 Mélanomes

39 patients sans variants (25% des cas)
119 patients avec variants =» 145 variants

104 (66%) patients avec mutations BRAF, NRAS ou KIT

Nombre de cas

60
31,6%
50
40
20
10 I
g £ ¢ 3z % 8 % 3 § 2 % ¢t
~ - < c -~
g 5§ 8¢ 2 ¢ 9 T/ v g § | 5
> o AV o < <C m x X <
> o)
X
Lol
BRAF NRAS KIT

65 cas (41%) 31 cas (20%) 7 cas (4,4%)




158 Mélanomes

39 patients sans variants (25% des cas)
119 patients avec variants =» 145 variants

42 autres variants

MAP2K1 (2). EGFR (1)

Exon 2 (7)
Exon 14 (2)
Exon 17 (2)

FGFR2 (2)

PIK3CA (3)




35 GIST

6 patients sans variants (17% des cas)
29 patients avec variants = 30 variants

Nombre de cas
20

15

10

exong exon 11 exon 12 exon 18

KIT PDGFRA

607% 17%

Vs Vs
54,5% en 2014 12% en 2014

697% en 2015 167% en 2015



Bilan a1 an NGS

AVANTAGES DU PANEL INCa V1

> Sensibilité augmentée (seuil a 2%) par rapport aux techniques classiques
=>» Détection de mutations entre 2 et 5%

A KRAS : 19 mutations (6 colons, 13 poumons)

A BRAF: 3 mutations (1 mélanome, 1 colon et 1 poumon)

A KIT: 1 mutation exon 9 dans 1 mélanome

A NRAS: 1 mutations Q61L dans 1 mélanome

» Détection de mutations ayant un impact théranostique non recherchées par nos
techniques classiques précédentes

=>» 1 patient avec une tumeur pulmonaire NPC avec au niveau du géene EFGR:

A Délétion exon 19

ﬁ T79OM]~ Mutations en Cis (méme chromosome)

C7975

» Détection de mutations d’intérét a proximité d’autres variants:
=» 1 patient avec 1 tumeur pulmonaire NPC:
Géne EGFR

A Mutation L858R exon 21 non retrouvé par COBAS

A Mutation p.H850Y =» valeur prédictive inconnue



Bilan a1 an NGS

AVANTAGES DU PANEL INCa V1

> Détection de mutations d’intérét non recherché en routine:
=» « Diagnostic difficile entre Mélanome muqueux ou tumeur maligne des gaines
nerveuses périphériques. »

A Mutation pP-E542K du géne ERBB4 : Variant décrit dans 2 cas de mélanome
(COSM131768). Variant non décrit dans la base de données ClinVar. Les bases
de données Sift et Polyphen sont discordantes quant a I'effet de la
modification de I'acide aminé acide glutamique (E) en lysine (K) sur la fonction
de la protéine.



Bilan a1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1

» Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
=>» 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
=> 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

w16V =P S|
File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help
Human hg1s - dn7 ~ | \chr7:55,242,373-55,242,559 o £t « » @O ® 2 | E v
. Switch the current genemel : =
:::—:—:—-:—:—:—:‘:-' | T |-
pI2I p2l3 pI2 P13 pi5d pTa2 pidl  pi3  pi22 PITZ qlld all22 qiT33 Q2LAlqa0d2  qIL2 [P Y X BT W WY W] ail32  q3xl a33 a¥d a3s  a3ed 7363
188 bp
55 242 380 bp. 55 242 400 bp 55 242 420 bp 55 242 44D b 55 242 260 bp 55 242 480 bp 55 242 500 bp. 55 242 520 bp 55 242

55 242 540 bp
|

Sequence -

RefSeq Genes

INGa_1_A_TCOOTO336_withP
bed

EGFR

ampl18_EGFR_18_UseDefined_(36057150)

amplE_EGFR_18_Userbefined (36067150)

Délétion c.2236_2250del15
=>» détectable




Bilan a1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1

» Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
=>» 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
=> 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

w16V =P S|
File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

Human hg1s - 7 ~ | \chr7:55,242,373-55,242,559 o £t « » @O ® 2 | E v

- current genomel - =
:::_:_:-:_:_:_:‘:-_-‘:_:_:-:_:.:_:_:- 1 | T |-
pI2I p2l3 pI2 P13 pi5d pTa2 pidl  pi3  pi22 PITZ qlld all22 qiT33 Q2LAlqa0d2  qIL2 [P Y X BT W WY W] ail32  q3xl a33 a¥d a3s  a3ed 7363
188 bp
55 242 380 bp. 55 242 400 bp 55 242 420 bp 55 242 44D b 55 242 260 bp 42 d L= 42 42 540 b 42,
I I I I I I I I | I | I | I

aaaaaaaa

Délétion c.2240 2257del18
=>» non détectable




Bilan a1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1

» Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
=>» 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
=> 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

» Mutations du site d’épissage exon 14 du géne MET
=» 2 tumeurs avec mutations sur le site d’épissage détectées par NGS et tech classique
=» 1 tumeurs avec mutation sur le site d’épissage détectée par tech classique et pas NGS

wi 1GV = e
File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help
Human hg19 - dnz ~ | |dr7:115,411,482-115,412,231 o Bt « » & 0O = 3 | S
m— T I I T
pILT p213  pAi2 pIS3 . pidd pld2 plal pi3  piZ2 pIIZ qild all2z  qiid3 Qrlil  qAaa2 g2 a1 a3 aill G317 a3i3z gt a33 a3 a3 a36d FEX]
750 bp
411 500 bp 411 600 bp 111 700 bp 116 411 200 bp 116 411 900 bp 116 412 000 bp 6 412 100 bp M2 200 bp
| | | | | | | | | | | | | | |

eeeeeeee

ggggggggggg

1




Bilan a1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1

» Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
=>» 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
=> 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

» Mutations du site d’épissage exon 14 du gene MET
=» 2 tumeurs avec mutations sur le site d’épissage détectées par NGS et tech classique
=» 1 tumeurs avec mutation sur le site d’épissage détectée par tech classique et pas NGS

» Tumeurs pulmonaires NPC: Sensibilité COBAS +++ par rapport au NGS
=» 1tumeur avec insertion exon 20 < 1%
=» 1tumeur avec T790M < 1%

> Délétion/insertion de grande taille (KIT)
=>» 1cas
A NGS:WT
A Techniques classiques: KIT exon 11 :p.P577_Y578insYDHKWEFPRNRLS -

C.1730_1731ins39



Conclusions/Perspective

Détection

Amplicons
Panel INCA V1

Amplicons
Panel INCA V2
(Fin 2017)

Capture

(Courant 2018)

Nombre de génes
SNP

Pb délétion exon 19 géne
EGFR

Mutation site d’épissage
exon 14 gene MET

Petite insertion/délétion
(<30 pb)

Grande insertion/délétion
(> 30pb)

Amplification de géne
(CNV)

Réarrangement de géenes
(genes de fusion...)

16

37 + genes MSI

+++++



Compte Rendu

ANALYSE NGS

METHODES :

Technologie : SBS ILLUMINA MiSeq
Méthode Truseq Custom Amplicon (Dual Strand), kit INCa V1 Illumina.

Séquenceur utilisé : MiSeq D

Flowcell : V2

Séquencage :

Limite de détection 5%
Profondeur minimale : 300X

K ILLUMINA

Paired End 2x150pb

Contréle de la qualité de I'ADN par technique OPCR pour une analyse en NGS:

Qualité de I'ADN : | Bonne

Liste des génes analysés :

Recommandation de I'TNC3)

PANEL TUMEURS SOLIDES
Géne | Exons [ hotspots Tra'n?rcnt i Molécule associée utilité clinique
référence
[AKT1 3 NM_001014431.1 [AKT inhibitors essais ciniques
o . IAcSE, essais
ALK 23+24+25 NM_004304.1 crizotinib, ALK inhibitors diniques
BRAF 11+15 NM_004333.4 vemurafenib, dabrafenib [amMmM
EGFR 18+19+20+21 NM_005228.3 anti EGFR [AMM
(EI—IIREB'E%) 20 NM_004448.2 [trastuzumab, neratinib essais diniques
EREEB4 E452K et R303W NM_005235.2 |Afatinib essais cinigues
FGFR2 S252, N549, K659 NM_000141.4 FGFR inhibitors essais clinigues
7+9+14 (R248 35249 . . .
FGFR3 et G370 37373) NM_001163213.1 [FGFR inhibitors essais clinigues
HRAS 2+3+4 NM_005343.2 inhibiteurs de MEK essais cinigues
KIT G+9+11+13+17+18 [NM_000222.2 imatinib (AMM
KRAS 24+3+4 NM_033360.2 panitumumab et cetuximab [AMM
MAP2K1 K . . .
(MEK1) 2 NM_002755.3 inhibiteurs de MEK essais clinigues
MET 2+ 14320 NM_001127500.1 |crizotinib Jacsé
panitumumab, MEK pre-AMM, essais
NRAS 2+3+4 NM_002524.3 inhibitors, BRAF inhibitors  [cliniques
PDGFRA |12+14+18 NM_005206.4 imatinib MM
PIK3CA |9+ 20 NM_006218.2 P13K inhibitors essais clinigues

Pipelines d'analyse :

- Miseq Control software version v2.5.0.5

- Miseq Reporter version v2.
- RTA version v1.18.54.0
- Variant Studio™ (Illumina)

5.1.3

version v2.2.1

- NextGENe® (SoftGenetics LLC) version v2.4.1.2




Compte Rendu

RESULTATS :
Variants dont I'impact clinique est connu
Géne Seq uence de Variant Alter?.tlon i Prof.
référence protéique totale
Absence de varian
Commentaire :
Variants a discuter en RCP Moléculaire
Géne Sequsance de Variant Alter?.tlon ErEnl Prof.
référence protéique totale
Absence de variant
Commentaire :
Autres variants dont la valeur prédictive est inconnue
Géne Sequ9nce de Variant Alter?.tlon = Prof.
référence protéique totale

Absence de variar

Commentaire :

RESULTATS NGS :

= Variants avec un impact
diagnostique, pronostique
ou théranostique (ttt avec
AMM)

= Variants connus dont le ttt
ciblé n’a pas dAMM dans la
pathologie

= Variants dont I'impact
diagnostique, pronostique
ou théranostique est
inconnu



Exemple de compte Rendu
Tumeur pulmonaire NPC

RESUIL TATS :

Variants dont l'impact clinique est connu

(classe 5, avec AMM dans la pathelogie, & décrire selon la nomenclature HGVS) _ .

Gene Set.]ance de Variant Alter.a_tlon =i Prof.

référence protéique totale

EGFR|NM_005228.3 c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA|p.E746_A750del 44 5%(62000
Commentaire :

Variants a discuter en RCP Moléculaire

(classe 4 et 5 sans AMM dans la pathologie, a décrire selon la nomenclature HGVS)

Géne Séquence de référence |Variant| Altération protéique |Fréq.|Prof. totale

Absence de variant

Commentaire :

Autres variants dont la valeur prédictive est inconnue
(classe 3, a décrire selon la nomenclature HGVS) )

Géne | Séquence de référence Variant Altération protéique Fréq. | Prof. totale
MET |NM_001127500.1 c.504G>T |p.E168D 50,7% |18400

Commentaire : Variant p.E168D du géne MET (exon2): variant décrit dans de rares tumeurs et
serait probablement bénin d'aprés la base de données Clinvar. Ce variant a été retrouvé dans 0,53%
et 0,37% de la population dans les bases de données Variants Exome Sequencing Project (ESP) et
Exome Aggragation Consortium (ExAC) Variants. Selon les bases de données Sift et Polyphen, la
modification de |'acide amine acide glutamique (E ) en acide aspartique (D ) aurait un impact
tolérable sur la fonction de la protéine.
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