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1948: 1ere publication sur ’ADNct

Les acides nucléiques du plasma sanguin chez 1'Homme,

par P, MANDEL et P. METAIS.

» » »

i 1|26 Néphrite
241 11|37 Tuberculose
v5| I | 28| Grossesse 7¢ m,
» » »

o

v an

oS oven

P P P P '
slegle » phospho. | ribonu- | 4eSOXYTi- |(ota] acides
23 2 Alfection lproléiue cléique c';ginql:l‘e nucléiques |

mg. mg. mg. mg.
1 F |42 Normal 0 5,0 1,2 6,2
9| F |22 » 0 4.0 0.4 4k
3l H |2 » 0 5,2 1,3 6,5
i F |27 . 0 47 0.3 5.0
5/ F |20 » 0 3,7 0,8 4,5
6| H|48 , 0 4.6 1,3 5.9
7| H 45 » 0 45 0.6 5.1
E: » 0 5,0 0,2 5.2
of I |37 » 0 4.8 0.6 5.4
10{ 1|39 ) 0 5,0 0,9 5,9
11{ 11|62 | Insuffis. card. 0 3,8 0,7 4,5
12| 1] 62 » 0 3,8 0,45 4,25
13| 11|42 » 0 5.1 0,9 6,0
| 14 " | 33 |lindocard. maligne g g,gs g,gs Il:g

» » » :
15| 1 [19 Goftre 0 5.6 0.4 6.0
16| F | 5 Basedow 0 3.6 0,3 3,9
17| H |48 Diabéle 0 3,6 0.4 4,0
18] 11|61 » 0 3,5 0,4 8,9
19] 11]48 Cirrhose 0 5,3 1,2 6,5
20| I |52 Ictére 0 3.6 0.4 40

11|48 Goutte 0 3,5 1,0 4,5
1515 " 0 266 | 0.8 3,46
o H[33] . Goutte 0 5,5 0.5 6.0

0 4,7 0,7 5,5

0 3,7 0,7 4.4

0 3,5 0,4 3,9

7,6 1,3 9,0
7,2 1,0 8,2

o

BIOLOGH-:. ComrTES RENDUS, — N° 3-4, 1948. T. CXLII.
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Circulating cell-free DNA

Fetal DNA for non invasive
prenatal diagnosis

Cell-free tumor DNA Urine
*’a% ’ |- - for tumor genotyping DNA/RNA
N ol [ :
= S\ 3 Ex : Fusion

genes
detection in
prostate cancer

€0 phoe, 'ost s par ses de

Down Syndrom P | Fmees
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LADN hors de la cellule

ADN dans ultrafiltrat

.
@ INSTITUT MEDICAL D'ANALYSE GENOMIQUE

Le diagnostic pré-natal non invasif
— Trisomies et anomalies génétiques

Le cancer et la biopsie liquide

— Les cellules tumorales circulantes

— LADN tumoral circulant

La transplantation
Les infections

PJ Lamy 2017
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Une nouvelle dans le dépistage pré-natal

LE DPNI

im@enc)me

INSTITUT MEDICAL D°ANALYSE GENOMIQUE

Dr H. Rahil G. Egea
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LADN foetal libre circulant

THE LANCET

Sadyiraport | Lancet 1997; 350: 485-87 I

Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum

Y M Dennis Lo, Noemi Corbetta, Paul F Chamberlain, Vik Rai, 1an L Sargent, Christopher W G Redman,
James S Wainscoat

* Le sang maternel contient a la fois de ’'ADN maternel et foetal
— 2-20% de ADNCc est feetal
* ADNIc feetal provient des cellules trophoblastiques du placenta

* Libéré dans le sang maternel sous forme de petits fragments d’ADN (150-
200bp)

* Détectable des la 7éme semaine d’ aménorrhée

* Indétectable dans le sang maternel apres I'accouchement
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Applications de I'ADN feetal circulant

* Diagnostic
v' Détermination sexe feetal
v' Génotypage RHD
v" Achondroplasie

* ploidy
v" ADNIcT21
v Autres aneuploidies

*  Whole Genome Sequencing : le génome du foetus
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INSTITUT MEDICAL D°ANALYSE GENOMIOUE

Analyse quantitative

Challenge: mise en évidence d’une sur-représentation d’ADNcf total
lorsque le feetus est porteur d’une aneuploidie

1 90% Maternel ii i ;

10% Foetal ==
’ B8 1.00% BBR1.05%
Foetus Foetus porteur
euploide d’une trisomie 21

Différence de I’ordre de 0.05% avec une Se, Sp a 99% et VPP a4 95% — NGS [ Aposup
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- im
Principe du DPNI Senome

Baby’s DNA in Mother's Blood Hierarchical Shotgun Sequencing Method

lacent laternal Bl i = .
R ——>  Genomic DNA
7§ . - ‘
e ® b« °
€ o .m BAC Library
1> 2t o
! >3
T e DA oran Yl
D@ ° Create Contig Map
15417 <L
o PPT pog
F ° Sequence Each Contig
with Shotgun Approach
p@a Fetal cell-free DNA .,/l\_‘— Nogal
A
b Maternal cell-free DNA e /(!/_J?N
\ - WCDnUg 1s_Sequences
GCATTTCGAGTTACCTGGACARCCAGTS GCTTGATTGGCCARTARTAGTATAT
CCAGTEGTACTGAGGACGCARGAGGCTTGA
GCATTTCGAGTTACCTGGACARCCAGTGGTAC! TTGATTGGCCARTARTAGTATAT
Generate Finished Sequence
Disomy Trisomy
100% A Mother AA, Fetus AA —— : <« Mother AA, Fetus AAA

Une sur-représentation des

D Mother AA, Fetus AB
> Mother AB, Fetus AAA
Mother AS, Fetus AA marqueurs du Chr21 du
o Mother AB, Fetus AAB
S Mother AB, Fetus AB fetus par rapport au
& Mother AB, Fetus ABB N .
g S T Mother AB, Fetus BBE . .
o Mother B8, Feus A | SRR o e une trisomie 21
0% A Mother 88, Fetus 88 p SR SRR « Mother BB, Fetus BBB
& Individual SNP Positions = En théorie : Mf:Mm =3/2
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La technologie de séquencage
NGS

Apercu technique

Prise de sange sur tube “Streck” Extraction ADM libre circulamt Préparation banque d'ADN par Quantification
*Gissymphons — Qisgen « Frag—entation Jualfcation ces Tagments d A0N
«Marcage par bame code genetique
3 tioe des frargems c'aDy
s olles d= sequeags

Séquencage de I'ADN Etalemant des billes anrichies Enrichissemam et purification

“len Frota [NGS) sur puce de 363 eng2ge e |2 banque JADN
*la1 el
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Préparation de la librairie d’ADN

ADNCcf <400 pdb

. . Adaptateur
Ligation -
Fragmentation — o — |
—
Barre Code
—
[——] ,
— Clé
[———=1
[———————————————
[o———————— ]
1 | s
Adaptateur Barre Code Clé Séquence ADN d’intérét
1 | oo
Adaptateur Barre Code Clé Séquence ADN d’intérét

LABOSUD
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Le controle qualité

Count
density

Valid run
control

Sequencing
Qc

Valid
Result

Fetal
fraction
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Les résultats

LABOSUD OC BIOLOGIE Montpellier - Alco

N FINESS : 34 3 73062 8

141 Avenue Paul - 34080 - MONTPELLIER ®: 04 67 454518 £: 04992315 79
Dr RAHIL Dr LAMY Dr ¥ EHRHARD - Blologiste Médical

Madame JEUX DPNI DOCTEUR TEST

24 rue toto de titi

34160 BUZIGNARGUES
Cople & : TEST
¥ Demande n° 02:’03:'16—1]—1142 -TEST-
dossier enregistrd le 0203716 & 11415
Fatient né{e) le 10/10/1580
FSE Hors tiers payant - ACCUE-XSYMA
Priflbvements effectuds par ke laboratolre le 02/03/16 & 11H29

Edité le, mercredi 23 mars 2016

Attention compte rendu partiel
Copie 3 : DOCTEUR TEST

|Diagnostic prénatal

{Test IONA - Premaitha Health)

EC Cartsicate : CE on In Vitro Disgnostic (CE-[VD n*732.150203) Cartificate of registration : 150 13485:2003 (n*10220793, P0WS)

26/02/16
28/02/16
Age matemel

14,2 SA
20/01/16
1

Résultat du test pour les chromosomes 13, 18 et 21 : NEGATIF

Condusion

Le résultat ne meontre pas de sur-représentation du nombre de séquences ADN dérivées des chromesomes 13, 18
et 21, Ce résultat n'est pas en faveur d'une trisomie foetale 13, 18 ou 21,

Ce test ne remplace pas le caryotype foetal et ne permet pas de rechercher d'autres anomalies chromosomigues
déséquilibrées, ni les anomalies en masaique. La surveillance échographique de la grossesse doit rester inchangée,
MNous vous remerciens de bien vouleir nous tenir informé de [issue de cette grossesse.

Technigue wilisée : mns-ms-nuunq (NGS) (Ife technologies) d'apris les donndes fournies par Fremaitha Health

Mithodologle - La pmportion 13,18 et 21 massif en paralible apriss purffication et conversion de
Imnlknauhnplxmuqumlmlruwmﬂuhmuqu:ﬁ-md-n-m

Ferformance du test : Selon les données fournies par Premaktha Mealth, la sensibili ot b spécificté du test est supérieure & 99 % pour les tros.
chromosomes Studiés (13, 18 et 21).

umunum::nmqu- spécificité de ce test sokt devde, un risultat négatif Mexdut pas formellement la possibilitd pour be fogtus d'dtre atteint de
I'affection recherchée. De méme, un risultat pasitif ne signifie pas obligatoirement que be foetus soit atteint de faffection et doit &re Impérativement
confirmé par un caryatype foetal.

EXAMENS EN COURS :
Nan Invasif Prenatal Test HN

ST BT
-
=
[
SYLVIE MARTINEZ

Page 1/1
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M enome

INSTITUT MEDICAL D'ANALYSE GENOMIQUE

LABOSUD OC BIOLOGIE Montpellier - Alco
N FINESS : 34 3 73062 8
141 Avenue Paul Bringuier - 34080 - MONTPELLIER. ®: 04 67 4545 18 &: 04 95231579
Dr RAHIL Dr LAMY Dr ¥ EHRHARD - Blologiste Médical

Madame JEUX DPNI DOCTEUR TEST

24 rue toto de titi

34160 BUZIGNARGUES

Cople & : TEST
X Demande n° 02;"03;"16—1]—1142 -TEST- Edité le, mercredi 23 mars 2016
dossier enregistrs le 02/04/16 & 11H19

Attention compte rendu partiel
Copie & : DOCTEUR TEST

Fatient né{e) ke mrlmm
FEEHnls tiers payant - ACCUE-XSYMA

effectuds par e le 02/03/16 & 11HI9

|Diagnostic prénatal

i (Test 10MA - Premattha Health)
EC Certsficate : CE on In Vitro Diagnostic (CE-IVD n*732.150203) Certificate of registration : IS0 13485:2003 (n*10220799. POWS)
des aneu

Age de la grossesse ...
Date de |"échographie .
Nombre de foetus ...

14,2 SA
20/01/16
1

Résultat du test : POSITIF pour la trisomie 21

Condusion

Le résultat montre une sur-représentation du nombre de séquences ADN dérivées du chromosome 21. Ce résultat

évoque une trisomie 21 foatale.

La patiente doit &tre vue en c ion de conseil et un contrile par caryotype foetal doit &re réalisé

afin de confirmer ce résultat. Un résultat positif ne signifie pas obligatoirement que le foetus soit atteint de

IdTEl:unn CE test ne permet pas_ de rechercher d'autres chr ni les
en

P o i ot ks i ool vty e criiont b o o e i il ok Pt
de cette grossesse.

Technique utilisée : Next (NGS) (Itfe d"apris les donndes fournies par Fremaitha Health
: La propostion rek 13, 18 et 21 side par massif en paralidle aprés purification et conversion de
FaDN lbrairie o ADN Heaith)

Performance du test
mmmnwm&nnhuz. mq ).

Limites du test - Bien que ta spécificité de ce test soft devée, un risultat nédgatif n'exdut pas formedement |a pessibiitd pour ke foetus d'ltre atbeint de
T'affection De méme, u r&umﬂmqﬁmammqmummammrﬂ:ﬂm-mnhmpdm.mm-m:
foetal

danndes fournies par Premattha Mealth, la sensibiiné et & spicificté du test est supérieure 3 99 % pour les rois

‘confirné par un arﬂl\'nl

SYLVIE MARTINEZ

Page 1/2
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Les limites

Population a risque 99%, 98% 99.8% 99% 99.6%

de trisomie 21

Population générale 100% 99.7% 100%

Faux positifs: Faux négatifs:
v'2eme Jumeau évanescent v'Discordance Foeto-Placentaire
v'"Mosaique Confinée au v'Taux faible d’ADN feetal
Placenta (MCP) v'Triploidies
v'CNV maternel (ex chr 18)
v'Mosaique maternelle et Echec de la technique ou
neoplasie résultat douteux
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INSTITUT MEDICAL D'ANALYSE GENOMIOUE

Depuis le 2 Mai 2016 :
- 3179 tests
- 52 cas de trisomie 21 (1,74%) :
dont 51 confirmés par caryotype sur geste invasif

un faux positif

positif
51 1

3179 52

99%

- Taux de reconvocation: 0,9%
- Taux d’échec: 0,06%
- Délai moyen : 5 jours
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RECOMMANDATION EN SANTE PUBLIQUE

Place des tests ADN libre circulant
dans le sang maternel dans le
dépistage de la trisomie 21 foetale

Vu le Décret no 2017-808 du 5 mai 2017 relatif a I'introduction

dans la liste des examens de diagnostic prénatal des examens de
génétique portant sur I’ADN feetal libre circulant dans le sang
maternel

Le décret permet 'introduction dans la liste des examens de
diagnostic prénatal d’'un examen de génétique portant sur ’ADN
foetal libre circulant dans le sang maternel, dont les conditions de
prescription et de réalisation seront fixées par un arrété du
ministre de la santé pris sur proposition du directeur général de
I’Agence de la biomédecine, apres avis de ’Agence nationale de
sécurité du médicament et des produits de santé.
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Le DPNI

« Dépistage de la trisomie 21
foetale par I'analyse de I'ADN libre
circulant dans le sang maternel »

Seconde intention apres les
marqueurs Sériques pour un risque
compris entre 1/51 a 1/1000 inclus

Confirmation des positifs par
amniocentese

Un autre acte porte sur la
réalisation d’'un nouveau test apres
un résultat ininterprétable sur le
premier :

« Second dépistage de la trisomie
21 feetale par analyse de I’ADN libre
circulant dans le sang maternel »

Place des tests ADN libre birculant
dans le sang maternel dans le
dépistage de la trisomie 21 foetale

Date de validation par le collége : avril 2017

FETAL DNA MATERNAL DNA

Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S’}



A Tumour biopsy Personalised

=] &

Une nouvelle ere pour les marqueurs tumoraux

LE CANCER ET LA BIOPSIE
LIQUIDE

-CELLULES TUMORALES CIRCULANTES
-ADN CIRCULANT

L2 -~ TR s T W
o - \ . Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 5.3
—— . 0
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@ INSTITUT MEDICAL ANALYSE GENDMIOUE

Médecine personnalisée
Le bon traitement pour le bon patient

Molecular Analysis
A

Breast biopsy

Prostate biopsy

PJ Lamy 2017 Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S?
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im@eno_mg
Qu’est ce que la biopsie liquide?

_________________

\\\\\\

G000
NG00 t}

___________

From Schwartzenbach Nat ;Rev Cancer2011 . Circulating tumor Ce”S
6. Proteins (tumor markers)

Obtenir une information tissulaire
sans acte invasif
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Le cancer et La biopsie liquide

LES CELLULES TUMORALES
CIRCULANTES

im@emome

INSTITUT MEDICAL D'ANALYSE GENOMIQUE
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Circulating Tumor Cells

e Early detection
* Diagnosis
* Prognosis

 Prediction of
response to
treatment

Alix-Panabiéres Clin Chem 2013

--CTC’s are cells coming from the * DeteCthn Of

tumor or metastatis. re | a pse
-They are related to the

metastatic process
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Comment attraper les CTC’s?

* Pas de cellules epitheliales circulantes dans le

Lowes et al 2014

sang

Physical properties

Biological properties

Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S? PJ Lamy 2017

Enrichment
1. Size 2. Density
G\ 0N //A-\ I
k\ ,./) @ y ° \\j@ ,) Plasm:
— — D e .
o ° @

Blood Flow

Diluted Blood Mononuclear Cells
including CTCs)
Ficoll

3. Immunomagnetic Separation

Positive Negative

Selection Selection

4. Microfluidic

©) > I

Iron Labelled

Target Ab

Tumor Cell WBCs Target Ab Magnet Coated Micropost
Detection
1. Protein 2. Nucleic Acid

Immunofluorescence Flow Cytometry

- "\

RT-PCR

qPCR
Pl
**Single or Multiplex




The FDA-cleared Cell search system

chellsave”

Preservative Tube

7.5 mL of blood

Jeelltracks

awloprep system

Cell Search-

Epithelial Cell Kit

DAPI/CK-PE CK-PE DAPI CD45-APD  HER2/neu

Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S? PJ La my 2016

MagNest™

Cells spotting and
image analysing

C. Alix-Panabieres 2013
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@ INSTITUT MEDICAL 'ANALYSE GENOMIOUE

Applications des CTCs

* Enumeration of cells * Molecular
— Prognostic characterization
— Detect reccurent disease — Prognostic and
in breast, prostate, NSCLC predictive features
R — Ex : ARNv7 AR Prostate
- T Non functionnal mRNA of
iz .l androgen receptor =
gé il | Correlated with relapse of
5 mpl anti-hormonal therapy in
B S T prostate cancer

Time From Baseline Blood Draw (months)

Prognosis value of CTC in NSCLC Krebs JCO 2011
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Future developments

Sample : size does * Molecular CTC’s
matter! characterisation

Staining &
Enumeration

N |

jIlUN

FISH

Ebrahimi 2014

« Lab of a chip for detecting lung cancer cells »
Credit : university of Kansas/KU News Services

PJ La my 2017 Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S’g



Les CTC en routine?

* ISET ? : NON — pas de marquage CE ni de
validation FDA (le site précise « pour la recherce)

e « Ce test ne constitue pas un diagnostic meédical.
| est effectué a des fins exclusifs de recherche
clinique » (CR de la société ISET)

* CELL Search validé FDA pour les cancers du sein
de la prostate et du poumon

— Y a —til un intérét clinique? pas encore
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Tumour biopsy Personalised
A , assays

Le cancer et La biopsie liquide

LADN TUMORAL CIRCULANT

Im enNnome

INSTITUT MEDICAL D'ANALYSE GENOMIQUE
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INSTITUT MEDICAL ANALYSE GENDMIOUE

ADNCct et cancer Mg

cfDNA discovery by Mandel and Metais [4]

cfDNA concentration is significantly
increased in cancer patients [5]

1977.

Mechanisms of ¢fDNA releasing are revealed

1900; and the concept of “liquid biopsy” is developed [6]

Amplification of tumor associated oncogene and RAS gene
mutations are detected in cfDNA isolated from patient
with leukemia and pancreatic cancer (7, 8]

1994

Microsatellite alterations in cell-free DNA are shown

1996: in cancer patients [9, 10]

cfDNA tumor-associated alterations are detected
in patients affected by many different cancer
types [11, 12, 18]

1997-1999:

APC mutations are followed to monitor tumor
dynamics in colorectal cancer patients [40]

EGFR T790M mutation is detected in cfDNA of lung
cancer patient and associated with acquired resistance
to targeted therapy [51)

2009:

First mechanisms of acquired resistance to therapy
discovered directly in blood of colorectal cancer patients
[52]

2012:

2013: cfDNA whole exome sequencing analysis of ¢cfDNA in patients

with acquired resistance to cancer therapy [14]

From Siravegna Genome Biology 2014

PJ La my 2017 Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S?



ADNCct et cancer im@enome

INSTITUT MEDICAL 'ANALYSE GENOMIOUE

ctDNA
contains
tumor-specific:
% e * Mutations
Cancers AN P
release ' 7 Circulating ADN normal
their DNA tumor D:_“//,-_-— * Chromosomal Sécrétion physiologique
. rearrangements | Inflammation
Traumatisme...
Normai ADN tumoral
i Nécrose
Apoptose
Blood Sécretion
circulation
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ctDNA In various cancers Genome

A 100 =

80 =

60 =

40 =

Frequency of cases with detectable ctDNA (%)

20 =

de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 73 C Bettegowda et al ScienceTranslationalMedicine 19 February 2014 Vol 6 Issue 224 224ra24



Taille de ’ADN tumoral circulant

Frequency (%)

Pic f ctDNA
\

T T 1 T T
140 160 180 200 220 o
Size (bp)

plasma DNA in HCC patients (From Jiang
pnas 2015)

T
120

T
100

PJ Lamy 2016

.
@ INSTITUT MEDICAL 'ANALYSE GENOMIOUE

Apoptose lead to
oligonucleosomal
fragment (150-166 bp)

Core of eight
histone molecules

= 160bp

Histone H1

Necrosis leads to longer
fragment (300bp)
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Pré-analytique

-Plasma better than serum (no heparin) - high
volume (> 3 ml)

-Quick release of normal DNA by WBC : stabilization
by formaldehyde (StrecK or ROCHE DNA collection

>
= X tube
2 = )
X R&
S = -Double centrifugation : high speed (2000 g - 2000
= to 16000 g )
=

-Extraction : QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit /
Cobas® cfDNA Sample Preparation Kit

-Quantification : small fragments (160 pb peak)
gPCR is better than spectrophotometry
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détection : un ADN dilué dans 'ADN normal

ctDNA fraction

Clinical relevance Molecular techniques

[ Sanger Sequencing ]

Advanced and -
metastatIC_Stage ................................................................................ Detectlon ||m|t

disease Real-time PCR
NGS

Tumor burden llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

Detection limit

~10 cm3
/—Allele specific PCR (ARMS,\
PNA-LNA)
Diagnosis, -MASS-ARRAY Ultraseek
early-stage and -BEAMing
residual disease -dPCR
\ -E-NGS

Detection limit
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Quels sont les acides
ucléiqgues que |'on peut
analyser?

Gonzales-Mazia Oncotarget 2013
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ctDNA et charge tumorale

1 (W
Mouse WT (mWT) ctDNA 2  Human KRAS mutated (hKRASm) ctDNA
14 1400 . 5488
-
8 124 -~ 1200 o5 | Sazi
k] - B
o 10 | — 1000 N & °
E - g E’ 10 1000 E
=] 8 — - 800 %‘ - 8 800 E
E - g 5 =)
§ 6 — - 600 = O 6- - 600 %
g 4 - — 400 E E 4 - 400 E
= [
3 2
2 — 200 2 - - 200
= 3
0 T T i T — 0 x 0 T T 1 T i - 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11
Control SW620 xenografted Control SW620 xenografted

Human colorectal cancer cells KRAS mutated xenografted in mice
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Application de |la
biopsie liquide en
cancerologie

a Clonal fractions at initial diagnosis

Day 170
B |

First relapse

* DNMT3A, NPM1, FLT3, PTPRT, SMC3 : B K EDB IMIIAC (2 D é p i Sta ge

AML1/UPN933124

= - . .
Cell type: Mutations: i - : ° D I a g n o St I C
O QL o ichstr) o Relpas entahed er & 0 Ranom tatonenHSc e
b
Model 1 (UPNs 400220, 573988, 804168)
"1 avLsouensodtes . Yo
: * Maladie résiduelle
fe
g
g 40 a *,‘
g‘ * . . D 4 . d I 4 . d .
e o mowow ww etection de la recidive
Model 2 (UPNs 426980, 452198, 758168, 869586, 933124)
» o AMLA3/UPN8B9SEE
€ a0
g 7 . 7 .
i * Détection des résistances
g 0 . 3
:3' 20| “4 *
- : 0 20 40 60 80100
Chemotherapy Tumour variant frequency (%) °

Prédiction de la réponse

Ding, Nature 2012, 481, 506-510

im@enome

INSTITUT MEICAL D ANALYSE GENDMIOUE
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Comparaison avec les marqueurs sérigues

Marqueurs sériques ADN circulant
'* ’" ] DEPISTAGE Aucune application En cours
' *' | f' Défaut de spécificité d"évaluation

Utilisation validée
| DIAGNOSTIC Apport limité En 'absence de
biopsie solide

BILAN INITIAL Pronostic Utilisation validée
SUIVI || MALADIE RESIDUELLE Utilisation Apport potentiel
' RESISTANCES Utilisation Utilisation validée

E Rouleau

Pl La my 2017 Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S‘g



im@enome

INSTITUT MEDICAL ANALYSE GENDMIOUE

Génotypage du cancer colo-rectal

medicine
A. Thierry ... P) Lamy 2014

Clinical validation of the detection of KRAS and BRAF Double-blinded clinical study
mutations from circulating tumor DNA

Table 2 Concordance between tumor-tissue analysis and cfDNA
analysis (n = 95)

N\
Tumor-tissue analysis / \
KRAS Mutant WT Sensitivity Specificity /Accuracy
cfDNA analysis Mutant 36 1 92% 98% 96%
WT 3 55
Total 39 56
BRAF Mutant WT Sensitivity Specificity Accuracy
cfDNA analysis Mutant 5 0 100% 100% 100%
WT 0 90
Total 5 90
All mutations Mutant WT Sensitivity Specificity Accuracy
cfDNA analysis Mutant 41 1 93% 98% 96%
WT 3 50
Total 44 51
N
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Suivi du cancer colorectal

Rheinert et al. Gut 2015 Plasma DNA from 2 to 4 mL plasma
CEA on Cobas (Roche)

= = CEA threshold
| CEA lead ime
0 i W Chemotherapy

PreOP Day8 Day30 3mth 6Bmth 9mth  12mth 15mth 18mth 2imth 24 mth

CT scan CT scan
A Pt. 4 Resection Molecular Local Clinical
* stage Il residual clinical Relapse relapse
colon  disease Colonoscopy relapse surgery liver and lung
~ 4500 % + ) 4 | Molecular lead time
&g 500 g = Chemotherapy
og 20} ~# C1D1
1 3 c201
E 4 b b - C7D1
e 0 == C10D1
300 - CEA
100
20

CEA / uglL

B Pt 2 Resection

stage Il Colonoscopy CT scan CT scan
rectum ) ) }
o 80}
BE o0 - C13ITX2
5 .§. 40 - =« Plasma negative (n=4)
S w
o 15 :
S 10t} i CEA
"R i ittt == GEA treshol
o 02

PreOP Day8 Day30 3mth 6mth 9mth 12mth 15mth 18 mth 21 mth 24 mth 27 mth 30 mth 33 mth 38 mth

PJ Lamy 2017
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Prédiction de la récidive

Core blopsy at
diagnosis

I’ Neoadjuvant

P chemotheraphy

T _ Blood
sample
at diagnosls

MPS tumor sequencing to
Kdentify mutation

im@enome

INSTITUT MEDICAL DANALYSE GENDMIOUE

Mutation confirmation
{dPCR)

Post- Standard follow-up
surgery | |Biood samples every 6 months

1111

f<~na-~cw*

Mutation tracking In post-surgery and Clrcutating tumor
follow-up blood samples — DNA detected

Garcia-Murillas et al, 2015
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Prédiction de la récidive

< 10001 - AS10033 o AST0051 B
10009 :
o A310048 - A310005 -l AST00SS
A & A0S . A4S Chemotherapy Letrozole
t 1004 \ - 007 - ATIO0N3 10,0001 T b
] @ o T 10001
§ ™ \ A A0 2
o
a ..- A310031 ' A3100e ‘g 10 TP53¢.824G>T
: 19 - 10023 - A0 2 i
13.5M lead over
- o gy N ™ s
Not detected A
B 31040 i AS10025 T T T T T
o b e anie Baseline Surgery 6M 12M 18M 24M
Bas;l'm Su';uy (:“ I;M |;M 1;" biaioe i A Months post-surgery
Months postsurgery o A0S i AJI004
Primary tumor . Tumor ctDNA sequencing Distant metastatsis
residual post-chemo pre-relapse

'. — § —
Chemotherapy

Clonal - APOBEC-1 ¢.107C>T (A36V)
Subclone - APOBECT c.107C>T (A36V) + STAT-3 ¢.530A>G(K177R)
Subclone - APOPECT c.107C>T (A36V) + SYNE-1 ¢.3731C>A(S1244Y) + GATA-3 ¢.1203_1223 del(S402fs)

Garcia-Murillas et al, 2015

‘;1-.;; e R Y 5
.. LT - — »




IMGenome

Prédiction de la réponse aux traitements

Circulating PIK3CA mutations in
mBC treated by hormonotherapy

Presence of a cfDNA PIK3CA
mutation in the TO sample
was not associated with 1-
year PFS

Persistence of a detectable
circulating mutation at T1
was highly significant of a
worse 1-year PFS (40% vs.
76.7%; p=0.0053)

PJ Lamy 2017

1.00

0.754

0.50

0.254

—

T T T T T T
0 6 12 18 24 30
Mois

0.004

[ Absence (3 V1) Présence (4 V1) |

PJ Lamy et al. Unpublished data
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En routine aujourd’hui
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NSCLC mutation profile and targeted therapies

g e AN
Tyrosine kinase domain e.9. V765A Exon 20

Activating
mutations:
Ligand binding domain W)
< L
Substitutions: >< O
e.q. G719X
(5%) A< -+ ®
> 0 L
nd binding domain =< . — =
Hon - Deletions: Py _C m
: e.g. delE746- x Exon 19 I_
Transmembrane region A750 (45%) < -
N —— O
m —
LL O
Ll

IRESSA® —TARCEVA®

Substitutions:
e.g. LB58R =< Exon 21

(40-45%) ek

* T790M <5% at initial EGFR mutations, however it is the major resistance mutation (50%) after treatment with reversidie TKls
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Les biopsies pulmonaires

Lung Biopsy carry risks : blood clots, bleeding,
pneumothorax, Infections, fever, pain, pneumoria

Difficult for patient with lung diseases (stop
breathing, no coughing)

Not always informative : low number of cells.
Insufficient for molecular analyses

Cost : 8000S - 38000 S with AE
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EGFR ct and prognosis

A Hazard Ratio Hazard Ratio 1
ight IV, Fisad, 95% CI IV, Fi g% Cl
Bai 2000 0.3425 026TY 19.3% 071 (D42, 1.200 —
He 2008 D462 05854  4.0% 0.83 [0.20, 1.98] —_— T
Hugng 2012 0462 01831 41.3% 0.63 [0:44, 0.90] -
Kimura 2007 04155 02306 26.1% 0.66 [0.42, 1.04] —=
Mack 2009 34965 46043  0.1% 33.00 [0.00, 274269.16] * * ° H
Punnocse 2012 -1.6607 0.795 2.2% 0.19 [D.04, 0.50] Patlents treated
in 2041 04005 05682 L3% 0BT [0.22, 2.04] —_—T
w2012 03147 07143 27% 0.73 (018, 2.96] I E— or not by RTKI
Total (85% CI| 100.0% 0.64 [0.51,0.81] +
Heterogeneity: Chi* = 3,28, df =7 [P = 0L.86); I = 0% ¥ t ’ !
_ om 0.1 1 10 100 .
Tesl for gveral efiecl: 2 = .77 (F = 0.0002) EGFR mutatons in ctOMA  EGFR wid in ctONA o Kras ct mutation
: worst prognosis
C Hazard Ratio Hazard Ratio
_Study or Subgreup log[Hazard Ratie]  SE Weight V. Fixed, 05% C| IV, Fixed, 35% C|
Bai 2009 0.2425 02679 20.1% 0.71 [0.42 1.20) —= .
Huang 2012 0462 01831 43.1% 0,63 [0.44, 0.50] - i EGFR ct mutation
Kimura 2007 D465 0.2006  27.2% 0.66 [0.42 1.04] —m— . b
Mack 2003 340R5 4B040 0% 3300 [0.00, 274230 16) * * . ette r
Punnaose 2012 -1LBB0T DEs 2.3% 0.18 [0.04, 0.50] 1
Qin 2011 04005 0.5682  4.5% 0,67 [0.22 2.04] —_— p rOg NOSIS
xu 2012 03147 0.7143  2.8% 0.73 [0.18. 2.98] i R >pa tients
— |
Total (35% CI) 100.0% 0.84 [0.54, 0.81] *»
Hotsraganaity: Chi? = 398 df = & (P = 0.77); 1 = 0% =001 CI=‘I 3 1:n lw‘ treated by RTKI
Test for overall effect, Z = 363 (F = 0.0002) EGFR mulalions in ciDNA  EGFR wild i ciDNA

Fan G. Oncotarget 2017
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ctDNA vs cytology/biopsy

Percentage of EGFR mutation positive tumours identified from

matched ctDNA samples (sensitivity)

43.1%

65.7%

IPASS! (i) Tumour mutation status IFUM17 (ii) Tumour mutation status

M+ M- Total M+ M- Total
ctDNA mutation status ctDNA mutation status
M+ 22 i 0 22 M+ 69 i 1 70
M- 29 35 64 M- 36 546 582
Total 51 35 86 Total 105 547 652

» Positive predictive value of ctDNA = 100%
» Specificity = 100%
+_Concordance = 66.3 %

» Positive predictive value of ctDNA = 98.6 %
» Specificity = 99.8%
» Concordance = 94.3%

IPASS: Goto JTO 2012 IFUM: Douillard BJC 2014

PJ Lamy 2017
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Clinical efficacy

Objective response rate in patients with EGFR mutation positive
ctDNA treated with gefitinib in IFUM17: 18

100

Obijective response rate (%)

Tumour ctDNA
M+ M+

IFUM: Douillard BJC 2014
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Monitoring patients with exon 19 del mutation
treated by Tarceva®

Mutations in ctDNA
EGFR exon 19

Patients with resistance mutations (T790M) detected 4 to 24 weeks before progression

Oxnard GR Clin Cancer Res 2015
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NSCLC mutation profile and targeted therapies

Activating
mutations: @
Ligand binding domain W <
Substituti = o8 — >
ubstutons:
e.g.lcjsﬁgx >< O l-l-l
(5% 2o w
Ligand binding domain

Transmembrane region : i

Tyrosine kinase domain

‘o

* T790M <5% at initial EGFR mutations, however it is the major resistance mutation {50%) after treatment with reversidie TKIs

PJ Lamy 2017
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OSIMERTINIB
Tagrisso ©® Approved by FDA in FEB 2016

B EGFRT790M-Positive

507 Nmg  40mg M80mg W160mg M 240mg
MET HER2 + T790M 40
amplification /4% 2 30
3% ] L
Small cell+MET ﬂ > 1048 |,
1% § a 0 D o
Small cell 9 & -10- i
1)
1% £ 201
Small cell + glgqm ..................
T790M R n

2%

MET+ T790M
3%

in Targ

Best Percentage
1
3
1

Sequist — NEJM 2015 * MItsudomi — WCLC 2015
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AURA clinical trial

Waterfall plots for best percentage change in target lesion diameter in
patients with T790M mutation in tumor or plasma

>
(@)

Tumor T790M Positive (n = 173) Plasma T790M Positive (n = 164)
100 4 ORR (95% Cl): 62% (54 to 70) 100 + ORR (95% Cl): 63% (55 to 70)
80 B Plasma T790M Positive 80 - B Tumor T790M Positive
60 Plasma T790M Negative 60 - Tumor T790M Negative
E‘E 40 A . B Plasma T790M unknown gé 40 - B Tumor unknown
‘; 20 - @
o 0 =
st , o=
© 20 3]
- . s
< .40 )
_60 i
-80
-100
Acquired resistance Response rate is equivalent
to EGFR TKI for selection based on tumor or ct DNA

—>- T790M+ —» Skip biopsy, start third gen. EGFR TKI

Biopsy, B i —E: T790M+ —>» Third gen. EGFR TKI
FFPE assay for T790M T790M- —» Chemotherapy

Test for T790M

+ controls (1st EGFR mut)

—>» T790M- —>»
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Immunothérapies

Rétablir 'immunité anti-cancéreuse : 20% des patients répondent en
moyenne

UC San Diego

UC San Diego News Center

October 01,2017 | By Yadira Galindo

DNA Mutations Shed in Blood Predicts Response
to Immunotherapy in Patients with Cancer

» >3 mutations : 45% de réponse
» <3 mutations : 15% de réponse

Les néo-antigens tumoraux issus des mutations induisent une réaction immunitaire

Khagi & Kuzrock Clinical Cancer Research 2 Octobre 2017
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IMgenome

Meéthylation du gene SEPTINE 9

Un TEST DE DEPISTAGE NON INVASIF du Cancer Colo-rRctal

e0 A1
Septin9 : Simple blood-based tests widely seen as =9
best way to close the “screening gap” stagevé_‘n'
Sagellg |
9
Epi proColon® - Septin 9 is based on a single ,
epigenetic biomarker: methylated Septin9 E ag;\@%‘\

26 ! ﬁ".\
b A i

High analytical sensitivity (6pg/ml), &asew'j
specific for colorectal cancer

Equal capability to detect left and right
sided cancerous lesions

Park et al. 2010. Am. J. Gastro.
Tetzner et al. UEGW 2011
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ADN libre circulant sanguin

)
O o)< b =

a5
Ar:Joptofis (}, @" i) m .
o — g 5

Methylated Septin9 DNA Enlarged
Other DNA Blood Vessel
CRC Tumor Cells with Methylated Septin9 DNA Cell-Free Methylated Septin9 DNA
Methylated Septin9 DNA Released into Blood Vessels and Other DNA in Plasma
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Septin9 Methylé — un biomarqueur du CRC

Par 'utilisation de techniques

d’analyses du génome et du 17p132 | SEPT9 Gene
methylome (puces a ADN) il a 17p12 —— :
éte myontré L(Jrr)1€ correlatio)n entre p mhki 15 isoforms of
Sept9 methylé et CRC i S X the SEPTI protein
La protein sept9 a un réle e © INteract with other
critique dans : w2 Septins to perform
* La proliferation et division s specific functions

cellulaire 1722 —— il

, . . 17232 ——

* Larégulation cellulaire P =

The SEPTY gene is located from bp

g 75,277,491 to bp 75,496,677 on

chromosome 17. Chromosome 17 spans
L L ~79 million base pairs and likely contains
179253 ‘ between 1,200 and 1,500 genes.'®?*
Septin9
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Le traitement au Bisulfite

lllllllllllllllllllllllllll
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Y
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Le traitement au Bisulfite

W

(%)

%)

wi
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Résultats et Interprétation
Blood Draw
N "y
+ + + Test Positif

\/ \J \J Doit étre suivi d’'une
o coloscopie pour
30 ml blood sample _. confirmer le test
e 9% %
o Septine 9 © 2.0 CE '
E Test Result \ ‘ (] ;ﬂ' Test Négatif :
|

(triplicate testing v ¥

\ of 15 l each) Suivi au cours du temps

Ex : tous les 2 ans

Min. 45 pul DNA TERY
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Comparison avec les autres tests

Method Specificity Sensitivity
Colonoscopy!
95% 95%
2
gFOBT 99.7% 37.1%

(occult blood test)

iFOBT or FIT3
(immunological test)

epliz..E

2.0C¢€

93.7% 69.2%

1Zauber AG et. al. Technology assessment report, project ID CRCC0608, 2009 2Allison et al. 1996 NEJM, 3Park et al. 2010. Am. J. Gastro.
4Tetzner et al. UEGW 2011
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Performance clinique

e p | Ecr)?on oy Screening Cohort Cas:;(r:‘zrr\:rol CRC Cases
Valid Results 149 99 98
Positive 1 3 79
Negative 148 96 19
Specificity 99,0% 97,0%

(95,0%Cl, 96-100) (95,0% Cl, 91-99)

0

Sensitivity (95,0‘%801&?,/;2-87)
NPV 99,0% 99,0%
PPV 11,9% 28,9%

Epi proColon 2.0CE Instructions for Use (IFU 0009) and Epigenomics data on file

Présentation faite dans le cadre de la Premiére Journée scientifique du SDB 10/10/2017 S?



Adler et a. (BMC Gastroenterology): Improving compliance to colorectal
cancer screening using blood and stool based tests in patients refusing
screening colonoscopy in Germany

Phase 1:
Initial Screening

Treiee

Treeee

T

Preeeeed
Teeeeed

172 screening
age-eligible
individuals enrolled

Phase 2:
Preferences for Those
Refusing Colonoscopy

Chose Colonoscopy

-

I

\

37% (63)

Refused Colonscopy

Refused Screening

7

'n‘
(i

\ r )

oy

\

63% (109)

3% (3)

> - S

97% (106) chose
the non-invasive test option

v

\

Chose a Fecal Test Chose a Blood Test
~ \ g
I \
N\
| S
15% (16) 83% (90)
- J (- >

66
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Nasopharyngeal cancer and EBV ctDNA

-Epstein Barr Virus : an oncogene of NPC
-20 174 subjects screened o2y |
-1,5 % (n=309) with 2 positive consecutive ctDNA tests
-0,17 % (n=34) with cancer (a majority of low stage)

Stage distribution of the NPC patients

50%
NPC patients identified
45% R— by screening in our study
o All NPC patients
40% S hhKin2013

35%

30%

25%
20%

15%

10%

5%

0%

Dennis LO ESMO 2016
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ADN circulant : autres usages

TRANSPLANTATION
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Le suivi de |la transplantation hépatique

Liver transplantation

Irreversible aetiologies

Increasing numbers globally

+ Multidisciplinary breakthroughs
- Surgical techniques
Immunosuppression

Acceptable mortality

Suivi par les marqueurs sériques et biopsies

Levitsky Clin Gastrol and Hepatol 2016



Recherche d’'un ADN hétérogene

Recipient Before

Organ Donor Transplantation

N
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Suivi par ’ADNct de patients greffés

2-10 ans
1 mois apres la apres la Pas de rejet Rejet aigu
transplantation transplant

ation —

} 4 3 ;:)lss’l"‘l'

Su Kah Goh, Austin Health , Victorian Liver transplantation unit, Australia
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Autres utilisation de ’ADNct

DETECTION PRECOCE DU SEPTIS

Pl La my 2017 Présentation faite dans le cadre de la Premiere Journée scientifique du SDB
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ADN bactérien circulant

Sample

plasma cellfree DNA / culture Independent

5 l
S bl Technique NGS large spectre

Analysis
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ADN bactérien circulant

Classification

Mapping

sequence non-human
reads reads
S. aureus
Assignment
mecA
| human |
' reads resistance
5 database
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M. S10, 68 ans- Gastrectomie sur carcinose gastrique — choc septique a S Aureus
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VAN >
I 2
FLX 5
L ___fC ] °
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. "
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S00
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I Noomrereraeeme 100
-4 Q
i12;4;6{89101112?*41;61718?20212‘223242&?&272’6 oays
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conclusions

* Une nouve.lle classe * Contréles de qualité
d’analyte circulant : les c ,
acides nucléiques — Extraction

* Un mot clé : la spécificité — Analyse

« ADN mais aussi ADN — Bio-informatique
mltochonglrlal, ADN | e Standardisation
plaquettaire, ARNm, Micro-

ARNs * Couts
 Geéneétique et épigénétique
e Comme avec la SM,

possibilité d’analyse haut
débit
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