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L’anatomopathologie est au centre
du diagnostic de tumeur maligne

_ Diagnostic
Al B N Sous type
Collaboration étroite avec les biologistes Pronostic

Prédiction




@ o | Questions

Patients présentant la méme maladie

7 i

Traitement de référence

iii .

« non répondeurs * /I i *

Génotype / Phénotype

« repondeurs »

i i « répondeurs »

Mais réaction toxique

2¢me [igne de traitement de référence

Gandara R, et al. J Clin Oncol, 2007



Prélevements tissulaires /cellulaires

fixation congélation
1 CRB ,
inclusions tissus 1
étalements cellules el VoY e

» extractions moléculaires

1

| e RT-PCR
e coloration standard e séguencage
* Immunohistochimie .CGqH 7

- FISH



o Analyses moléculaires immeédiates

Annotations des prelevements
tumoraux: coupes congelées
(au cryostat) pour :

1/ contrdle histologique de la
qgualité de I’échantillon congelé

2/ analyses moléculaires
ADN, ARN, ou protéines




Conservation pour utilisation
différée

Ou ?

« Tumorotheque, tissutheque

» Centre de Ressources Biologiques (CRB)
» Plateforme de Ressources Biologiques
(PRB)




* | Les cryotubes

- fragment tissulaire déposeé sur une languette plastique stérile

e insertion dans le cryotube

e iImmersion dans | 'azote |

- Conditions RNAses free
- Le plus vite possible

(@gq min)




Conservation

Congélateurs -80°C

3zote liquide




Pourquoi une tumorotheque?

Conserver des tissus humains avant tout
traitement reste indispensable:

« Complément au diagnostic

 Recherche clinique et pré-clinique (culture
cellulaire & modeles animaux)

 Avanceées scientifiqgues et technologiques



Tumorotheques et aspects
juridiques

 Considérations médico-légales
— Reglementation stricte
— Déclaration des collections

e Considérations éthiques
— Respect du patient et des prélevements.....

— Information éclairée

— Consentement ou non opposition



Des Exemples

e Cancers colorectaux
* GISTs
e Lymphomes



Cancers colo-rectaux



macroscopie

endoscopie

microscopie



Mise en évidence du role des mutations
de KRAS dans la réponse au traitement

KRAS Mutation Status Is Predictive of Response to
Cetuximab Therapy in Colorectal Cancer

Astrid Ligvre,” Jean-Baptiste Bachet,” Delphine Le Corre,’ Valérie Boize,” Bruno Landi,’
Jean-Francois Emile,” Jean-Francois Caté,” Gorana Tomasic,” Christophe Penna,’
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Overall survival according to KRAS mutation - 30 patients (MCC) traités par cetuximab
T - 43% mutations de KRAS

Z;" 754 non mutsted KRAS - Aucune réponse au cétuximab dans le
7 s groupe KRAS muteé
g 284 mutated KRAS p=0.016
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Figure 2. Ovemll sunvival curves of pafants with a KRAS-mutaled and
marrritaiad



e e ’
o Ciblage de la voie de I'EGF
Bos, Cancer Res 1989
GEF = facteurs d’échange du GTP
GTP GDP
\/ KRAS:
- 6 exons, 21kDa, chr
- petite protéine G ( GTPase), second
messager dans la voie de 'EGF
RAS inactif RAS actif
GDP GTP Cetuximab/panitumumab
GAP = protéines activatrices des GTPases %
-KRAS muté ” "
= oncogene / KRAS ACTIF

= altération fréquente (40%) et précoce

dans la carcinogenése colique | |
= marqueur de resistance au traitement / ATC 5USPH——| @APk B

(AKT) ask)

bloquant EGFR G




Amado J Clin Oncol
2008

Bénéfice
En survie
Globale

Proportion Event Free (%)

Karapetis N Eng J
Med 2008

Proportion Progression-free ()

— Panitumumab
BSC

Hazard ratio = 0.54
(95% CI, 0.44 to 0.66)
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Progression-free Survival (36)

Proportion Event Free (%)

Effet des anticorps anti EGF-R (cetuximab,
panitumumab)

Tieatmentgroug  Events M. % Median (weeks)
= Fanit. +BSC 16 124 93 123
BSC al LI - =T} 73

HR = 0.45
1963 C1: 0.34 1o 0.63)

Stratified lag-rank P< 0001
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Prescription possible en combinaison en 1¢¢ et 2 éme |igne de chimiothérapie

ou en monothérapie en 3 ¢meligne de chimiothérapie



Organisation

Coupes matériel fixé (4 2 6 coupes 10-15um)
Expertise pathologique (sélection du bloc, K8
% cell tumorales)

Extraction ADN, quantification

Amplification spécifique / Purification

Identification de |'altération génique %
(Réaction de séquencage ou discrimination : B
alléligue ou analyse de fragments.....) e %
Séquencage capillaire (détection des pics de A g
fluorescence des ddNTP) - =




KRAS, exemple : analyse SNaPShot
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[, Pl view | Data; Analkyzed i FE ] [| 42 | ui| i mode: Basepairs we | |fo [ g = |
CT'F  UP_PB_spkRAS_SO_10e_al2_002.fsa Analyzed Data ||
o 10 20 30 40 50 &0 70w Dve Legend
1000 o
B MW 1.0 | UP_PE_spKRAS_S0_10c_A...
1 . B W 1.0 | UP_PB_spKRAS_SO_10e_A...
Mutation GGT>AGT codon 12 (G12S) O 0 P FO_sRA S0 i0s A
B W 1.0 | UP_PB_spKRAS_SO_10e_A...
600 1
4000 1
200 f\
i a /\ .lllx.
H: 215 H: 11 H:ZD3
53306 5:43.07 S:52.98
a7 | %]
r =] 10 z0 30 40 so a0 o == Analyzed Data
ZFS0o0 A
: : i'g Dwe Legend
i m om0 UP_PE_spkRAS_S0_p_All...
J .
Mutation GGT>TGT codon 12 (G12C) e e
1 UP_PE_spkRAS_S0_p_All...
=500 4 UP_PB_spKRAS_SO_p_all...| — |
Z400 -
Z000 -
1500
1200 4
SO0 |I|
400 - |
i sl <
I \ .
o Wt
;188 62 1o neo
S:23.49 F:32.2S 523 515218
REEES REECE T iars B
F:1E24TE | 5 3F .24 F:5%.11

P de Cremoux, Oncologie Moléculaire



Mutations de KRAS G12V (GGT>GTT)

Codons 12 & 13

iromas - UP_AM_KRAS_MAICHO9P3715_5
dit  Options  Help
D207CAA ARL  Zequence Mame: UP AN KRAS WAICHOOP3715 5 Run ended: Sep 1, 2009

an 100 110 120
GGT GG

B

|_AM_KRAS_BATLOO9P3229_5
Help
Bl  Sequence Mame: UP_AN KRAS BATLO0OP3229 5 Run ended: Jul 21, 2009

a0 a0 70 g0
GETGG

TGALAMATGAC TGAATATALACTTGTGGTAGT TGGAGCLC T

a0 a0 70 an
CTGALAATGAC TGALATATAAAC TTGTGGTAGTT GG AGTC

20 100 110 120
GTAGGCALG AGTGC CTTGAC GATACAGC TAAT TCAG LA




Principales mutations / cancers
colo-rectaux
codon 12 13
1/ wt GGT GGC
34 35 37 38
Gly G Gly G
2/ Muté | G12S c.34G>A, p.Gly12Ser [AGT] G13C ¢.37G>T, p.Gly13Cys [TGC]
G12R c¢.34G>C, p.Gly12Arg [CGT] G13R ¢.37G>C, p.Glyl3Asg [CGC]
G12C c.34G>T, p.Gly12Cys [TGT] G13D ¢.38G>A, p.Gly13Asp [GAC]
G12A ¢.35G>C, p.Gly12Ala [GCT]
G12D c.35G>A, p.Glyl2Asp [GAT]
G12V c.35G>T, p.Glyl2val [GTT]

Mais aussi codon 61 et codon 146 (prédictives?)



Principales mutations du gene KRAS
trouvées en clinique et validées (INCa)

» Mutations conférant une résistance au
panitinumab et au cetuximab (doivent étre recherchées)

« Codon 12: p.G12D, p.G12A, p.G12V, p.G12S,
pP.G12C

« Codon 13:p.G13D

» Pas d’indication actuelle pour les recherches de
mutations des codons 61 & 146



Voies de signalisations de ’EGFR

Cither eHectors
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Cedl growth, proliferation and survival



o Voies de signalisations de ’EGFR

Inhibiteurs de :
tyrosine kinase’ ™" .,

¥
‘Fl H. TR EAK % Comman sites of
#_’, \‘. ‘i, \* rriutsEtian in cancer

Cedl growth, proliferation and survival



° BRAF

BRAF:

-serine/thréonine kinase, activée par KRAS,
activant la voie MAPK

- mutation activatrice V600E (Bamford, BrJ Cancer 2004)

- 5-10% des patients atteints de cancer
colorectal , mutuellement exclusif avec les
mutation de KRAS (Rajagopalan, Nature 2002)

=> marqueur pronostigue:

tumeurs V600E sont de plus mauvais
pronostic (Tol, 2010)

Cetuximab/panitumumab

EGFR oy




C PI3K, PTEN

Pl K3CA, classe IA

- Kinase: mutations de
la sous unité catalytique
p1l10a: 10-20%

-3 positions
préférentiellement
mutées : 542 et 545
dans domaine
d’interaction avec p85
(exon 9), 1047 dans le
domaine kinase (exon,
20)

Cetuximab/panitumumab

.—%—=_

PTEN

- Phosphatase

- 30% : altérations
multiples conduisant a
la perte ou l'inactivation

de la protéine ( mutation,
perte du géne,
hyperméthylation)

Intérét dans la prédiction de la réeponse aux anticorps anti-
EGFR ? en évaluation



Conclusions & Perspectives (2)

Statut KRAS muté dans les cancers colo-rectaux: prédictif

de non réponse a un traitement par anticorps bloquant
EGFR

Mais :
L’absence de mutations de KRAS ne prédit pas la réponse

Autres marqueurs de réponse ou de non réponse?
. Mutations de BRAF : non validé
. Amplification EGFR : non validé

. Mutations des voies d’aval , PI3K, en cours d’analyse....



GISTs

(Gastro-intestinal stromal tumors)



GISTs

Tumeurs d’origine mésenchymateuse du tractus digestif

Tumeurs rares (<1 % de I'ensemble des tumeurs digestives
50-70% estomac,20-30% intestin gréle)
Altérations somatiques : mutations de cKit et PDGFRA



@ o | Diagnostic histologique des GIST (1)

- Aspect histologique variable

Forme épithélioide (20%)

Pr J. F. Emile

Forme fusiforme (70%)

Photos du Pr JF Emile



istologique des GIST(2)

Diagnostic h

diagnostic

écessaire au
Positivité de KIT (CD117) dans 95% des GIST

7

Immuno-histochimie n

Ki67

Les GIST dérivent des cellules interstitielles de Cajal qui jouent
un réle dans le péristaltisme intestinal et exprime KIT a I’état normal

H&E

Antonescu et al, 2008



Mutation c-kit
Tumeurs stromales gastriques (GIST

® Tumeurs rares : 150 a 300 cas par an (55 ans)
® Formes malignes : 30%

® Survie moyenne 18 mois (Chimiorésistance 90%)
® Mutation du gene c Kit : 80% * (4q12) activation du récepteur

® La protéine c Kit (CD117): RTK : role crucial dans la prolifération
et survie cellulaire ( Ras/raf/MAP kinases; PL3K/Akt/mTor;
src; Janus/stat)

® Glivec® (Imatinib) est un inhibiteur sélectif de la TK récepteur

*Hirota et al, 1998



Mutations de KIT et PDGFRA dans les
GIST

» Kit et PDGFRA sont des récepteurs membranaires de la famille
des tyrosines kinases (id HER2 , EGFR...)

» Détection des mutations possible sur du tissu tumoral fixé et
inclus en paraffine



Récepteurs a activité tyrosine kinase

VEGF

PDGF
KITLG
EGF IG FLT3LG FGF ANGPT HGF GDNF EFN NGF collagéne GAS6 WNT PTN/MDK

; |
] ﬂ 1
. HHHHHH

ERBB IQFR  PDGFR VEJBFR FGFR  TIE RET EPH NTRK DDR ROR LTK/ALK
KIT
FLT3

EGFR, ERBB2, ERBB3
KN, LT3, PDGFRA et B, VEGFR1 et 2, TIEZ,
IGF1R, MET, RET, DDR, FGFR, ALK, etc.



c KIT

Son ligand naturel est le SCF (stem cell factor)

Stem-cell factor| | or | Platelet-derived growth factor

c-kit or platalat-darived
growth factor receptor ATP ADPE

Signal transduction
Gane expression

Savage, NEJM 2002



0O Voies de signalisation c Kit

KIT

RAFIRASIMEKIERKIMAPK inhibitors
- Sorafenib

- XL281
SCOESE /
.

PI3K inhibitors .\
- SF1126

- XL147

b
?
@‘é\

o [\ T

F,
1{ AKT/PKB L
+ GrarD) () (STats)
-~
,, P70/855GK
AN |
ATIONl -

\

AKT inhibitors
- Perifosine

l TRANSCRIPTION

i,

mMTOR inhibitors
- Everolimus
- Sirolimus
- Deforolimus

~w
- »

"~ [ PROLIFERATION 4 |

Abbondanza Pantaleo et al, 2010



Mutations de KIT et PDGFRA dans

O
les GIST ltaliano et al, 2008
Fréguence mutations 857%
KIT PDGFRA
(78%) (8%)
EXT

<— Exon 9 (10%) Membrane
<+ Exon 11 (65%) <«—Exon 12 (1%)
<+ Exon 13 (1%) <«—Exon 14 (1%) INT

<+ Exon 14 (1%)

<+ Exon 17 (1%) <+—Exon 18 (5%)

D’apreés Italiano et al, 2008



Classification moléculaire des GISTs

Exon Fréguence |  Exemple Conséguences
mutations

Mutations de KIT (80%)*

9 10 Dupl/ins Dimérisation / int Gréle (T agressives)

11 65 Del ou ins ou NS Dimérisation (T agressives)

13 1 V654A Domaine kinase

14 1 T670I Domaine kinase

17 1 D816V Boucle activatrice

Mutations de PDGFa (8%)*

12 1 V561D Domaine juxta mb

14 1 N659K Domaine kinase

18 5 D842V Boucle activatrice

Pas de mutations (5-10%)

*mutations exclusives

[taliano et al, 2008




Glivec® (imatinib)

2 phenylamino pyrimidine,
ATP binding site




100%

80%

60%

40%

20%

0%

Imatinib & Overall Survival in
metastatic GIST

Two-Year

At Risk Deaths Estimate
Imatinib 400mg 352 106 76%
Imatinib 800mg 353 113 72%
Chemotherapy 82 73 26%

Survival Improved
With Imatinib

Pre-Imatinib

Years After Registration

Blay et al, 2006



La réponse a I'imatinib dépend
du type de mutation

A 1.0 B 1.0,
_ = Exon 11 = —Exon 11
£ 081 = 0.8
: :
8 0.6 2 0.6
_E. -
- E
o ] E ]
z 0.4 E 0.4 .|.+|_
= = o4
g m
= 0.2- z 0.2-
=
| | | | | | | | | | | |
0 MW 20 30 40 50 &0 0 M0 20 30 4 50 &0
Time Since Reqistration {months| Time Since Registration {months|

La mutation de I’exon 9 ou I'absence de mutation de KIT
sont des facteurs prédictifs de mauvaise réponse a lI'imatinib

Heinrich JCO 2008



Bénéfice clinique de I'imatinib

» Lié au type de mutation : exon 11>sans mutation =
PDGFRA > exon 9

= Reésistance :
> Primaire :

» 10-15% des patients (mutation exon 9 kit ou mutation exon 18 PDGFRA ou
absence de mutation) diminution affinité de I'imatinib?

> Secondaire:

> apres 6 mois de réponse au traitement : mutations secondaires KIT ou
PDGFRA, amplification (rare), activation des voies de transduction (Akt),
autres?

> Autres thérapeutiques ?
» Place du sunitinib (AMM apres échec imatinib en situation métastatique)

Verweij et al, 2004; Benjamin et al, 2007)



Lymphomes



B-cell stage

CD 20 expression

Expression de CD20 dans les
_lymphomes

B-lymphopid Early Late Early B Mature B Activated 8 ©/29ma
. stemcell  pre-B pre-B | |

cell

[

B-lymphoprolife-
rative diseases:

Bcell ALL and
CML lymphoid
blastic crisis
B-NHL

B-CLL

HCL
WALDENSTROM

MYELOMA

|
|

CD20 antigen expression on human normal and neoplastic B-cells.

Sacchi et al, 2001



° CD 20 et anticorps thérapeutiques
anti-CD20

' B Mouse
T Foody cell surface

O Human

—— Disulphide bond
V'  Varable region
C Constant region

% _membrane

£ b, B o 0 070,
**%4*4& % D00 ;’a“‘ - 0.
f S 0 B0Petap oo : cytoplasm
”&“@%‘"'»w
o0
OO0
CD 20 protein : a hydrophobic

_ Représentation schématique de I'un
transmembrane protein

des anticorps antiCD20 thérapeutique
Sacchi et al, 2001

Plasker & Figgit, 2003



e o | Exemple des lymphomes B

Lymphome a grandes cellules B,
expression de CD 20, cible du traitement par rituximab
(antiCD20)...

détection du CD20




Exemple: anti-CD20; d’ autres
molécules et cibles en développement

GA101 SAR3419
Ofatumumab Blinatumomab  CMC-544 SGN-35
e ¢ N
B CD19 CcD22 CD30
CD20
BCR
Fostamatinib === H ’.___ ——PCI32765 SB1518 = e,
— 1
CAL101 ] “ __/__ = ——Enzastaurin N N\ e F——ABT-263
Perifosine = - A\ ——Bortezomib

\_t — e

Temsirolimus _
Everolimus

Proliferation, survival, apoptosis

Stathis A , Ghielmini M Ann Oncol 2012;23:x92-x98



® Conclusions

Les thérapeutiques ciblées mmp medecine personnalisee

Avancées majeures dans les traitements de certaines tumeurs rares avec
pauci-altérations géniques, fréquentes (GIST et tumeurs hématologiques)

Avancées importantes parmi les tumeurs solides les plus frequentes (sein,
poumon, colon), frequence variable

Pas de transposition directe d’'un modele tissulaire a l'autre

Mais résistance secondaires possibles




http://oncomolpath.aphp.fr/

Les équipes Les activités

B

L
Mieux nous BASE
T 9 HOPTAR connaitre  ONCOMOLPATH !

Pathologie et Génétique moléculaire des tumeurs : ONCC

Information sur le site ONCOMOLPATH

Publié le 18 octobre 2011

Ce site est dédié aux analyses moléculaires qui peuvent étre effectuges .
sur les tumeurs par la plateforme AP-HP d'oncologie et de pathologie Pﬂthﬁlogle

maoléculaire des cancers. |l est construit autour de 1a base de données :

OMCOMOLPATH qui permet d'accéder 3 des informations médicales et \

pratiques ainsi qu'a des bons de demande d'analyses téléchargeables N\ .
concemnant l'ensemble des tests effectués par la plateforme. Cette 3 ! i Expertlse
plateforme regroupe les équipes de cancérologie, d'hématologie, de -
pathaologie et de biologie des groupes hospitaliers de 'AP-HP

Tumeur

Cette base de données est coordonnée par un Comité Editorial et b \

actualisée en temps réel,

Analyse

ACCES BASE ONCOMOLPATH L i
moléculaire

Liste des tests moléculaires effectués par la plateforme selon les
recommandations de I'lNCa

Traitement cible

Liens utiles

& Institut Mational du Cancer ¢ Cancéropdle IDF



http://oncomolpath.aphp.fr/
O

€ Les analyses moléculaires La base de données OMCOMOLPATH permet une recherche rapide des analyses moléculaires réalisées 3 partir de tissus tumoraux ou

[» Recherche rapide nan tumoraux par la plateforme de I'AP-HP

I Recherche par pathologie Elle permet d'améliorer le circuit des prescriptions en précisant, pour chague test, le niveau d'indication (nécessaire, recommandé,
[» Recherche par analyse exploratoire) grace 3 des fiches médicales communes a toute 'AP-HP et téléchargeables. Sont d'ores et déja disponibles : KRAS dans le
> Recherche par site d'analyse cancer du colon, EGFR dans le cancer du poumaon, HER2 dans le cancer du sein, M3I dans le cancer du colon, clonalité IgHTCR dans |e

_ . lymphome, HERZ dans |le cancer de estomac, KIT et PDGFRAdans les GIST (Tumeurs Stromales Gastro-Intestinales), IDHVIDHZ dans
[» Les fiches medicales les gliomes, BRAF et c-KIT dans le mélanome.

L Aide Un bon de demande d'analyse moléculaire téléchargeable précise, pour chaque site d'analyse, les informations pratiques demandées
par les laboratoires.

Enfin, cette base intégre les informations scientifigues mises a jour réguligérement par le comité éditorial de 1a plateforme.

- Recherche des analyses

Pathologie

| Sélectionnez un organe |Z|| | Sélectionnez une lésion |Z||

Analyse moléculaire

Sélectionnez une molécule : Sélectionnez une anomalie |E|| |Sé|ecti0nnez une technigue |E||

Sélectionnez une molécule
KRAS

HER2
MICROSATELLITES
IMMUMNOGLOBULIMES (GEMES DES..)
TCR

_BRAF

CKIT

FPDGFRA

EGFR

IDH1-IDH2
BCR-ABL
JAKZ2VE1T7F

ectionnez aucun critére Lancer la recherche
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