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Choix du panel des genes

« Choix des genes : Recommandations OMS 2017, ELN et données de la littérature

« Choix d’une solution commercialeC€ . un panel de 30 génes Sophia Genetics (Myeloid Solution™ by SG )

ABL1 (4-5), ASXL1 (gni214), BRAF (15), CALR (), CBL (8g), CEBPA (all),
CSF3R(all), DNMT3A (all), ETVé6 (all) EZH2 (all), FLT3(135,20), HRAS (2,3),
NPM1 (ion1), NRAS (2,3), PTPNmn (3713), RUNX1 (all), SETBP1 (4),
SF3B1 (oas), SRSF2 (), TET2 (&ll), TPs3 (z2m), Uz2AF1 (24), W (610),
ZRSR2 (all)

Création de sous panels par hémopathie

MYSD1 JAK2, CALR, MPL
Diagnostic de Néoplasie Myéloproliferative (NMP) MYSD2 JAK2, CALR, MPL, CSF3R, SETBP1, SRSF2
Pronostic de Néoplasie Myéloproliferative (NMP) MYSPRO 23 geénes analysés
Leucémie Myélomonocytaire Chronique (LMMC) MYSMO 19 génes analysés
Syndromes Myélodysplasiques (SMD): MYSMD 29 génes analysés
Leucémie Aigué Myéloide (LAM) MYSLAM 29 geénes analysés
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Processus technique

id Appel des Stockage
Prélévement Amplification W sz o Appe ® Aignement variants et Interprétation et
sanguin dt FADN :l: Ia II:rll'n clonale 4 / anrmmy /" Sauvegarde
ey -

« Wet Lab »

|
|

Capture avec librairie Kapa et : SG-DDM™; analyse secondaire/annotation des variants
|

séquencage lllumina sur miSeq Analyse et interprétation des variants: Scientifique/Biologiste
4
[ Dossier de validation en portée A

Validation Wet Lab

-2 run : 2x12 échantillons (ADN extrait de sg et moelle, ADN de référence Horizon,

EEQ (GBMHM et CAP), ADN de patients

-Maitrise de risque

-Critéres de performance analytique (sensibilité, spécificité, répétabilité, fidélité intermédiaire, uniformité de couverture)
\ Validation du Dry Lab - cf poster 20359

« Détection SNP, indel et dup avec une sensibilité 2%, >98% uniformité de couverture a >1000X (CEBPA exonl .»

« CNV: en cours de validation - résultats satisfaisants 0
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La prise en charge biologique des hémopathies malignes, selon 'OMS 2017, nécessite une &troite collaboration
entre les disciplines d’hématologie cellulaire, de cytogénétique et de biologie meléculaire.

Lanalyse de regions d'interét au sein d'ADMN geénomiques par Sequencage Parallele Massif (ou Sequencage de
Mouvelle Généeration - NG S) offre la possibilité d'une exhaustivite d'analyse de génes impliqués dans la prise en
charge diagnostique, pronostigue et théranostigue des hemopathies malignes.

Assises de Géneétique (01/2020) - Poster n°20359

Mise en place d’un panel de génes ciblés pour les hémopathies
malignes (NMP-LMMC-SMD-LAM) par NGS :

GENETIQUE HUMAINE ET MEDICALE
PALAIS DES CONGRES TOURS, 200

W 2S5iSES-enetique.on

1- Choix des génes du panel selon les recommandations OMS 2017, ELN et Littérature -
= NMP / Diag1 — NMP / Diag2- MMP { Pro - LMMC — SMD — LA

Fiches disponibles sur : www eurofins-biomnis_com

2- Choix du process technique (Wet lab / Dry lab) :

Enjeux Médical / Scientifique et d’Assurance Qualité.

V. Geromel, E. Fayolle, F. Mouty, R. Moulin, M. Batail, M_H. Felix, B. Adde, S. Mouty, L; Raymond,
Service de Génétique, Eurofins-Biomnis, Lyon

- Enjeu médical et scientifique

2- Analyse et maitrise des risques

.
- - = :
SO~ — =—

~

:- I A gy Trcunge !

i
| At ae -

@%e@‘u : - — L

H i

H |

. |

: 1

: v 1

:. lJ

-, £

CAPTURE S O seraisate
%
HOMOQEnent des Ieacs
Humagshytraes.
AMFLICON MO oeprade

Ermeur: 0,1% Codit

llumina
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3- Compte-Rendu de 'analyse selon les recommandations
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Beudl o seraivite

Codt Ermaur: 1%

InDed

|

1 Critérez de performance analytique :

= Ref NM / Exon / Variation nucléotidique / Altération protéique / VAF ¢ Profondeur

= Méthode d'analyse / Seuil de détection / Profondeur minimale acceptée / Version des logiciels et génome

4- Facturation RIHN

Des panels de génes spécifiques pour chagque hémopathie ont ainsi pu étre proposés par technique PERSPECTIVES
de capture Kit Kapa Roche® sur une plateforme lllumina® Miseq avec une solution bicinformatiaue

SOPHiA DDME.
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un intérét en routine ?
D’autres critéres de

qualité plus pertinents

peuvent étre exploités

Mise en place de 6 panels ciblés de genes pour les hemopat
avec une solution commerciale CE-IVD (MYELOID SOLUTION™ by SOPHIA GEMETICS).

- Enjeu d'Assurance Qualité (pour une accréditation COFRAC NF 1SO 15189)
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hies myéloides (NMP, SMD, LMMC et LA}

Validation du process « Dry lab »:
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cal: Profondeur d’analyse :

un critére a réévaluer pour
garder un seuil de sensibilité
au moins egal a 1%
et optimiser le temps de

séquengage

1- Choix des critéres de performance analytique pour le dossier de validation de mé&thode

IR |
1 = ]
| ;“'::“ |
Automatisation

de la préparation

des librairies pour
optimiser la tragabilite
et diminuer le risque

d’erreur




La vraie vie.....

» Démarrage en Avril 2019
» Depuis plus de 600 échantillons analysés
» Délai de réponse environ 10 a 15 jours
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40
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Cas cliniques — Impact des résu

I “ GENETIQUE HUMANE £T MEDIDALE
PALMS DES CONGAES TOURS. e

W assises-genetique.ry

Le diagnostic, le pronostic et le suivi des hémopathies malignes reposent sur a confrontation de données
€t de biologie

La prise en charge des hemopamla malignes myéloides, telle que définie dans la classification OMS 2017,

requiert des analyses moléculaires pour conforter le diagnostic. Cette approche moléculaire permet

Impact diagnostique, pronostique et théranostique d’un panel de génes
| « Hémopathies Myélo'l'des » réalisé par NGS :

Itats obtenus par NGS

I'expérience du laboratoire Eurofins

< eurofins
Biomnis

ourdin!, A, Pest), M. Rouriguisres,

VannaGeromel(@evrofins-biomnis com
BenoitQuilichini@aurofins-Biomnis.com

Nous présentons I'expérience du laboratoire Eurofins Blomnis sur I'année 2019. Nous avons
sélectionné des cas cliniques pour lesquels les résultats de Fanalyse NGS ont contribué soit a
une amélioration de la prise en charge du patient soit & poser la question de la valeur
diagnostique ou pronostique des anomalies moléculaires observées. Les panels NGS proposés

également d'établir un pronostic et guider dans certains cas le schéma thérapeutique des patients permettent d'analyser jusqu'a 30 génes (MYELOID SOLUTION™ by SOPHIA GENETICS).

AIDE DIAGNOSTIQUE AIDE PRONOSTIQUE AIDE THERANOSTIQUE
Cas 4 LMMC > mutations SRSF2 / ASXL1 [JAK2
[ 79 ans— LMMC connue — Evolution ? Moalle - LMMC Il — Caryotype nommal]

/ALEUR PEJORATIVE - ASXL1/NRAS/RUNX1/SETBP1

Cas 1 LMC atypigue > mutations SETBP1 et SRSF2

[ 61ans — GB * & PNN +myélémie — Moelle riche: avec dysaranulopoiése.
Absence de fusion BCR-ABL et bilan moléculaire JAK2ICALS

FGFR1

négatif
/ALEUR DIAGNOSTIQUE SETBP1

Cas 10 LAM > mutations JAKZ / DNMT3A / IDH2

[ 54.ans — LAM post Vaquez]
IBLE THERAPEUTIQUE: FLT3 - IDH1/2]

MFI > mutations MPL et SRSF2 (cas 5)/ ASXL1 - CALR type Il

Cas 2¢t3 LMMC > mutations TET2 / SRSF2 (cas 6)/ JAK2IDH2-SRSF2 (cas7) SIGNIFICATION DES « CHIP » ?
[&" 70 ans/d" 73 ans — monocylose — myélogramme évoguant une LMMC [ ¢ 67 ans— MF ? BOM diagnosfique —Myélogramme non coniribulif — pas de caryolype] (Hé poiése clonale de sig )
caryolype nomal] [ & 55 ans — MF connue — Evolution 7]

[ 75 ans—MF post NMP traitée — Evolufion 7]
IALEUR PEJORATIVE ASXL1/EZH2/SRSF21IDH1-2 et absence de mutation
'ALR type 1 {> Score MIPSS+ et GISS)

+ Définition d'un versant « my&loprolifératif » (si mutation JAK2 associée
[Cas 4]) ou « myélodysplasigue = de la LMMC

JALEUR DIAGNOSTIQUE TET2/SRSF2}

Cytopénie - mutation DNMT3A isolée : valeur ?
[Cas 13 2 80 ans — Cytopénie — Bilan médullaire négatif
(eytologie et cytogénstique)]

/ALEUR IMPRECISE dans la littérature
‘Téquence trés élevée (50%)]
La demarche diagnostique hématologigue doit éfre
ompléte (@liminer MGUS, MBL, HPN ...
Evolution vers une hémopathie maligne 0,5 a 1%/an :
intéret clinique ?

Cas 8 et 9 SMD > mutations ASXL1 | U2AF1
[ 74 ans— SMD — caryotype normal]

[ 2 72 ans— SMD — myélogramme non contributf — caryotype del(200)]
JALEUR PEJORATIVE ASXL1/TP53/EZH2[ETV6/RUNX1]

Cas 11 SMD ? > mutations JAK2 | SF3B1 /| SRSF2/ TET2

[2 85ans — Cylopénie — Myélogramme non coniribulif et caryotype normal - absence

JFargument pour une hémopathie maligne]

JALEUR DIAGNOSTIQUE MUTATIONS SOMATIQUES pour un diagnostic
D

Ve / SYNERGIE [CARYOTYPE HEMATOLOGIQUE] et [NGS] ?

VALEUR D'UNE DOUBLE MUTATION JAK2 / CALR ET JAK2 / MPL ? / Année 2019 : 7 cas
Analyse des CNV (Copy Number Variation)
pemml de conforter le résultat cytogénétique et
préciser des remaniements chromosomique:
l(délétion, translocation déséquilibrée ...

Cas 12 DOUBLE HEMOPATHIE ? : BCR-ABL + et
mutations JAK2 IASKL1 1 KRAS
[ 68 ans — LMC et TE — Myélogramme non contriouif ef 1(9,22)(g34.q11)] & 5 .
DE DIAGNOSTIQUE POUR LLS AS COMPLEXES " >
Probablement sous-estimée compte tenu de I'approche séquentielle
mutations JAK2/CALR/MP)

Réf : Swerfdiow et al, WHO 2017 / Bacher et al, 2018 / Danlos et al, 2019 / Ddhner et al, 2017 / Gorbenkoo et al, 2019/ Grinfieled et al, 2018 / Guglielmelli et al, 2018 / Hzykson et al, 2018 / Klampf et al, 2013 / Papaemmanuil et al, 2013/ Pietra et al, 2016/ Tefferi et al, 2015

Au sein des hémopathies myéloides chroniques (NMP, LMMC et SMD), la demiére classification OMS 2017 n'inclut dans les critéres diagnostiques stricto sensu que les mutations des génes JAK2, CALR, MPL, CSF3R et SF3B1.
Ces données vont trés certainement s'affiner grace aux travaux rapportés dans la littérature et conduiront & une classification moléculaire exhaustive de ces hémopathies malignes.
Il en sera de méme pour 'approche moléculaire des LAM. L'approche NGS des hémopathies myéloides va donc participer 4 une nouvelle ére diagnostique, pronostique et théranostiaue.

Assises de Génétique (01/2020) - Poster n° 20362
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Impact of NGS in management of h

ESHG Natiiali g ial {% e u rOfi n S

Experience after one year of routine in Eurofins-Bi is laboratory

EUROPEAN HUMAN GENETICS VIRTUAL
CONFERENCE Results ! EINES
ESHG 2020.2 - LIVE IN YOUR LIVING ROOM -

--------- VannaGeromel@eurofins-biomnis.com
JUNE 6-9, 2020

BenoitQuilichinif@eurofins-biomnis_com

Case 2 and 3 CMML >
SRSF2 mutations [ S 70y /S 73y —
Monocytosis — Bone marrow evoking
CMML — normal K]

Case 4 CMML = SRSF2 / ASXL1
[JAKZ mutations
[ £ 79y - Known CMML — Evolution 7

L . . EBone mamow : CMML Il — Mormal K]

2t - orrreoibes | el b codenseceede Case 20 CMML > ASXL1/NRAS | ZRSR2 | TET2 | KRA
endency (if JAKZ mutation asscciated) ti
[Case 4]} or & myelodys I ic = mutations

JT'\Ill

NFAVORABLE PROGNOSIS of ASXL1/NRAS/RUNX1/SETBP1

Case 1 Atypical CML-> SETBP1/ SR5F2 mutations

[ 61y — WEC t Meutrophils + neutrophil precursors. .
Bone marrow with dysgranulopoiesis.No BGR-ABL fusion Case 8 and 9 MDS > ASXL1 f U2AF1 mutations
and JAKZICALR/MPL and PDGFRA/E | FGFR1 negative]

Case 14 MDS > ASXL1/ TET2 /| RUNX1 mutations
BP1 DIAGNO VALUE Case 18 MDS = U2AF1 mutation
Case 19 MDS > ASXL1/ SRSF2 mutations
[ £ 74y - MDS — Mormal K]

Case 17 MPN unclassifiable >
CSFIRTASXL1 / U2AF
mutations _ DIAGNOSTIC VALUE
[£ 78y — WBC 1 with neutrophils.
MNormal K — No BCR-ABL fusion)

SF3R DIAGNOSTIC VALU

Kodelgoqy T RS A RS
[ 264 y— MDS — Mormal K]

[ 78y — MDS - K = del(20q)]]

[ £ 62y — MDS — Mormal K]

UNFAVORABLE PROGNOSIS of

ASXL1TP3IEZHAETVE/RUNX1/UZAF

PROGNOSTIC VALUE

Case 5 PMF > MPL - SRSF2 mutations
Case 6 PMF > ASXL1 - CALR type Il
Case 7 SMF—=> JAKZ - IDH2 - SRSF2
Case 21 SMF > JAK2 — ASXL1 - EZH2
[ 2 67 y — PMF - Diagnostic by EME — Non conclusive bone

Case 15 MPN/MDS unclassifiable > SF3B1 / TET2
mutations

[2 80y — WBC with neutrophil precurzors / Anemia /
Thrombocytesis. Bone marrow with dysplastic features and
ring sideroblasts — K- del(13q)]

Case 16 MPN/MDS unclassifiable > SF3B1 [ JAK2 |
DNMT3A | TET2 / CBL mutations

[2 71y — Anemia / Thrombocytosis. Bone marrow with
dysplastic features and ring sideroblazsts — Normal K]

Case11 MDS ? > JAK2 | SF3B1 | SRSF2
TET2 mutations
[ £ &5 y — Cytopenia — Nen conclusive bone

mamow analvsis and normal K © Haematological
malignancy 7 |

\\\\\\\\\\\

[ £ 55y — Known PMF — Evolution 7]
[ £ 75y — Treated MF post MPHN — Evolution 7]
[ £ 73y — SMF post ET — Evolution 7 — Mormal K]

ASXLYEZH2/SRSF2IDH1 -2 with absence of CALR
MUTATIONS for a MD type | mutation (> MIPS55+ et GISS score)




Impact of NGS in management of h oo .
ESHG «& eurofins

EUROPEAN HUMAN GENETICS VIRTUAL
CONFERENCE
ESHG 2020.2 - LIVE IN YOUR LIVING ROOM

JUNE 6-9, 2020

Biomnis

VannaGeromel{@eurofins-biomnis_com
BenoitQuilichinii@eurofins-biomnis_com

JAK2/CALR and JAK2/MPL

concomitant mutations
YEAR 2019: 38 CASES OF “DOUBLE HIT” PATIENTS

THERANOSTIC
VALUE

NCLEAR DATA AND NO PRECISE LITERATURE FOR

DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC VALUE

PROBABLY UNDERESTIMATED DUE TO THE SEQUENTIAL

ENOTYPING APPROACH OF JAK2 /| CALR / MPL
MUTATIONS IN PATIENTS WITH SUSPECTED MPN

Case 10 [ 5 54vy]
AML post PV > JAK2 | DNMT3A | mutations

Case 22 [ £ 81y]
AML post ET > JAK2 [ / DNMT3A [ RUNX1/

ETV6 mutations

Case23[J 81y]
AML post MDS = NPM1 / ! INRAS/
DNMT3A [ WT1 mutations

THERAPEUTIC TARGET: FLT3 - IDH1/2

CHIP

CLINICAL SIGNIFICANCE OF « CHIP » ? (Clonal

YEAR 2019: 6§ CASES

wag not diagnostic

0.5 TO 1% / YEAR: CLINICAL PURPOSE 7



Perspectives en Assurance Qualité et en Clinique

CQl Codt ?
= un intérét dans chaque run ? Autres criteres qualité plus pertinents ?
> Norme NF ISO 15189 / SH-GTA 16 #EW

5.6 Gade\e%ualité des résultats
La struc doit etablir une stratégie de passage des contrbles de qualité interne et externe permettant

d’assurer le suivi et le maintien des performances de la méthode en considérant I'ensemble du
processus analytique.

La stratégie des CIQ doit étre déterminée par la structure avec la définition de métriques suivis pour un
run et/ou l'utilisation d’'un CIQ fournisseur.

L S
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Perspectives en Assurance Qualité et en Clinique

CQl Codt ?

=> un intérét dans chaque run ? Autres criteres qualité plus pertinents ?/
> Norme NF ISO 15189 / SH-GTA 16 eV

Profondeur d’analyse Conserver un seuil de détection ~ 1 a 2%

—> un critere a réévaluer ? Optimisation du temps de séquencage
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Perspectives en Assurance Qualité et en Clinique

CQl Codt ?

=> un intérét dans chaque run ? Autres criteres qualité plus pertinents ?/
> Norme NF ISO 15189 / SH-GTA 16 eV

Profondeur d’analyse Conserver un seuil de détection ~ 1 a 2%

—> un critere a réévaluer ? Optimisation du temps de séquencage

Automatisation Tracabilite

! risque d’erreur = sécurisation du process
Reproductibilité > Homogénéisation des pools de librairies
Gain de temps technique - analyse bioinformatique

Colt ?
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Perspectives en Assurance Qualité et en Clinique

CQl Codt ?
=> un intérét dans chaque run ? Autres criteres qualité plus pertinents ?

- Norme NF ISO 15189 / SH-GTA 16 oL
Profondeur d’analyse Conserver un seuil de détection ~1 a 2%
—> un critere a réévaluer ? Optimisation du temps de séquencage
Automatisation Tracabilité

! risque d’erreur > sécurisation du process
Reproductibilité > Homogénéisation des pools de librairies
Gain de temps technique - analyse bioinformatique

Colt ?
Patients double mutés / VUS / CHIP ...  Valeur ajoutée pour la prise en charge des patients ?
Tout ce que le NGS nous revele .... Nouvelles classifications moléculaires OMS
= quelles significations ? JAK2 /| CALR/MPL /CSF3R/SF3B1 > ?
Corrélation Cytogénétique / NGS (CNV)
<+ eurofins I
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