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® Epidémiologie
» Probléeme de santé publique : 2,6 % des cancers incidents (13éme rang homme, 7éme rang femme)

» Affecte tous les ages, mais exceptionnel chez I'’enfant avant la puberté

» Plus de 7 000 nouveaux cas/an O
98%
101% - 150%
151% - 200%
201% - 360%

> Incidence double tous les 10 ans depuis 1945 (Forte incidence en reglonPACA)
» ler cancer chez la femme entre 15 et 29 ans (25 % des cancers) S

> ler cancer chez ’homme entre 30 et 44 ans - .» |

® Formes metastatiques

La forme la plus agressive et la plus mortelle de cancer de la peau
Espérance de vie: courte
Survie a 1 an <1% (si plus de 2 sites métastatique)

Aucun progres significatif n’a été réalisé - jusqu’a récemment

VvV V V V V

Tres peu d’options thérapeutiques depuis les 30 derniéres années



@® Facteurs de risques

» Expositions solaires de loisirs au cours de I’enfance

» UV artificiels

»Personnes a phototype clair = risque plus élevé

» Existence d’'un mélanome augmente le risque de survenue d ‘un 2éme (risque X 10 par rapport a
population générale)

» Mélanomes familiaux 5 a 10 % des cas :

»Mutations des génes CDKN2A, CDK4



® @ @ Diagnostic Clinique

La suspicion de mélanome est clinique
mais
le diagnostic de mélanome est histologique!

La regle ABCDE:

A:

Asymétrique,

Bords irréguliers,

: Coloration non homogene
: Diametre important (> 6 mm)

: Evolutif, dont I'aspect se modifie avec le temps




® ® @ Mélanome = cancer de la peau

La peau est constituée de trois couches: I’épiderme, le derme et I’lhypoderme
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® ® @ Mélanome = cancer de la peau développé a partir des mélanocytes

couche cornée

couche
germinative

épiderme [ =

glande sudoripare

follicule pileux

graisse

(adipocytes) . )
vaisseaux sanguins

Epiderme

»Kératinocytes

»Mélanocytes

kératinocytes

R

couche basale [

mélanocyte

Migration progressive des
kératinocytes vers la surface
de la peau en 3 3 4 semaines.



® O Les mélanocytes normaux
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Progression du mélanome
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Miller AJ. et Mihm MC. Melanoma, 2006




® L’analyse histologique des mélanomes

»Permet de :
» Confirmer le diagnostic =» critéres cytologiques et architecturaux
» Déterminer I'épaisseur (Breslow) (Facteur de pronostic ++)
» Caractere ulcéré ou non (Facteur de pronostic)
»Présence de mitoses
»Déterminer le degré d’invasion de la peau (Classification de Clark)

» =» définir le traitement complémentaire



® Mélanomes — criteres pour le diagnostic (ne pas retenir)

A. Critéres architecturaux (a faible grossissement)

Asymétrie de la |ésion

Mauvaise délimitation latérale

Des theques mélanocytaires épidermiques confluentes, variables en taille et forme,
et disposées de facon désordonnée (« pontage » )

Prédominance de mélanocytes isolés intraépidermiques, d’extension pagétoide,
disposés de facon désorganisée,

Composante dermique invasive sans gradient de maturation

B. Critéres cytologiques (a fort grossissement)

Pléomorphisme nucléaire (variabilité dans la taille du noyau)
Nucléole proéminent
Mitoses atypiques

Pigment mélanique poussiéreux (verdatre)



® @ L’épaisseur —I'indice de Breslow ++

Se mesure avec un micrometre oculaire
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® O® Le degré d’invasion —Niveau de Clark

C’est-a-dire quelle structure est envahie en profondeur, indépendamment de I'épaisseur de la lésion.
Dépend des zones anatomique

Niveau

Epiderme

Derme papillaire

Interface entre L
Derme papillaire et =
Derme réticulaire |-~

Derme reticulaire




® ® Mélanomes — Formes anatomo-cliniques

Mélanome a extension superficielle (SSM)

Mélanocytes atypiques, isolés ou groupés en theques
Toute la hauteur de I'épiderme
Migration intra-épidermique “pagétoide”

AV oy e



® ® Mélanomes — Formes anatomo-cliniques

Mélanome acral lentigineux (ALM)

Aspect lentigineux

Peau glabre

Aspect lentigineux : multiplication des
mélanocytes dans |'épiderme, sous forme de
cellules isolées le long de |a basale




® ® @ Mélanomes — Formes anatomo-cliniques

Mélanome de Dubreuilh

Lésion d’élastose solaire marquée




® ® @ Mélanomes — Formes anatomo-cliniques

Mélanome nodulaire

Pas de composante intra-épidermique latérale
Composante dermique




® O Classification TNM du mélanome

Tumor  Nodes (Ganglion) Metastase

1. Classification selon la taille T du mélanome (épaisseur)

Ti = 1,0 mm a : sans ulcération et niveau I1 ou 111
b : avec ulcération ou niveau IV ou ¥V
3 ) [,I-2,0 mmnl a : sans ulcération
b : avec uleération
Ts 2.1-4,0 111 a : sans uledration
b : avec ulcération
T4 > 4,0 Mm a : sans ulcération
b : avec uledration
2. Classification selon le statut ganglionnaire N
[l 1 ganglion a : micromeétastase
b : macrométastase
M2 2-3 ganglions a : micrométastase, b: macrométastase,
c : en transit/satellite(s) sans ganglion
N3 = 4 ganglions ou en transit, ou mélanome ulcéré et 1 ganglion

« Micrométastases : diagnostic aprés dissection du ganglion sentinelle »
« Macrométastases : ganglion palpable puis exérése etfou si effraction capsulaire »

3. Classification selon 'existence de métastases a distances

Mi1a métastases cutanées ou ganglionnaires a distance LDH normales

Ml meétastases pulmonaires LDH normales

hi1c autres sites visceraux LDH normales
autre métastase 3 distance ou métastases avec LDH Elevees LDH E&levées

Les micrométastases sont diagnostiguées lors de l'analyse du ganglion sentinelle ou lors de lymphadénectomie élective,
Les macromeétastases sont définies comme cliniquement détectables et confirmées par curage ganglionnaire ou en cas d'envahissement gan-
glionnaire extracapsulaire.



® @ O Puis Classification du mélanome en 4 stades

Classification clinique Classification histﬂﬂgﬁique
s Tis (in situ) Mo Mo o Tis {in situ) Nao Mo
1a Tia Mo Mo IA Tra N Mo
IE Tih Mo Mo IB Tib Nao Mo
Tza Mo Mo Tza Mo Mo
1A Tzl Mo Mo 1A Tzb Mo Mo
Tia No Mo Tia No Mo
1B Tib No Mo B Tib No Mo
T4a No Mo T4a No Mo
e T4b No Mo [c T4b No Mo
I tout T Ni, N2, N3 Mo

1A 1A Ti-q4a Nra Ma
Ti-4a MNza Mo
1B 1B Ti-4b Nia Mo
Ti-4b Nza Mo
Ti-4a Mib Mo
Tr-4a Nab Mo
Ti-4a/b Mac Mo
mc < lIC Ti-4b Mib Mo
Ti-4b Mzb Mo
tout | N3 Mo

v tout T tout N tout M1 v tout T tout M tout M1

La classification clinique inclut la micro-classification du mélanome primaire et I'évaluation clinique/radiologique pour les métastases. Par
convention, cette classification devrait &tre utilisée aprés excision compléte du mélanome primaire avec évaluation clinique des métastases
régionales et a distance.

La classification histologique inclut la micro-classification du mélanome primaire et I'information histologique sur les ganglions régionaux
aprés lymphadénectomie partielle ou totale. Les patients de stade histologique o ou 1A sont une exception : ils ne nécessitent pas d'évaluation
histologique de leurs ganglions.

Il n'y a pas de sous-groupe de stade 111 pour la classification clinique.



® ® Schéma de prise en charge d’un patient présentant un mélanome

Dépistage, exérese du primitif

l Dg histologique

Bilan d’extension
Clinique et Radiologique

h J

Stades L. II localisés Stade III régional Stade IV disséminé

Reprise chirurgicale avec Curage ganglionnaire, Chimiothérapie, Thérapie Ciblée et
marges alternatives (chimio, alternatives : Radiothérapie Biologie
radiothérapie) / Chirurgie / Abstention Moléculaire

Suivi

— Surveillance Clinique/Radiologique
Education: Auto-depistage

RCP: Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
Dermatologue, Chirurgien, Radiothérapeute, Oncologue, Anatomo-pathologiste
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Rappel: Diagnostic moléculaire
(Cours Dr llie)

Cancer = tumeur maligne formée a partir d'une cellule initialement normale qui
se transforme grace a une accumulation d’événements moléculaires déléteres
(instabilité génétigue — ex. mutations des génes)

Evénement 1 Evénement 2 Evénement 3 Evénement 4

O
St . . ° 9
G OSELELTHONI O eSELEDTIONZ e SELECTION 3 OSELECI'IONI ..
& == & e o—* P  — I 5 —> o0
D 5 S o9
Cellule normale Cellule pré-cancéreuse Cellule cancéreuse

_<

La transformation cellulaire tumorale se traduit par:
* Perte de contréle du cycle cellulaire (prolifération tumorale)
* Insensibilité a I'apoptose
« Anomalies de la réparation de I'ADN
* Migration, invasion et métastase




Principales voies oncogéniques — mélanome

Growth factors
Cell membrane Nutrients

‘E'@" AKT%
PI3K .Nd“\’ D
o @ 1
K_ — [BRAF)
Loronc: Beoronc

/o \
iﬂ

RTK

1) Voie Braf

4\
L
;

Proliferation
Protel n

translation =3 Angiogenesis

. - Cytoplasm Ce‘l)l crzclelon

2) Voie Ckit (CD117) progress
E {
R e +— < e
. (CDKN2a) CDK4/6 (CDKN1a)

Ces deux voies sont 1 o — '|' > ﬂ p———

. (CDKN2a)
exclusives ? ER— m "
Soit tumeur Non mutée; (] —> proferation [Mowz
Soit mutée Braf;
Soit mutée Ckit BCL-2

ErweAlon lMITF) |M|T@mm YR

p,6.fNK4n

MC1R .
M/M/ ml‘“” Davies et al., Nature, 2002;

Larue and Delmas, Front Biosci. 2006;
Ibrahim and Haluska, Annu Rev Pathol Mech Dis, 2009



1)Voie RTK — Ras — BRAF

RTK (c-KIT)

|

40-50%
patients .
BRAF muté
l’ Apoptose
90% BRAF V600E -
\/
Activité 480x Prolifération
VS BRAF T599]
BRAF V600K
BRAF,,.

1.
2.

Smalley K and Sondak V, Melanoma — An Unlikely Poster Child for Personalized Cancer Therapy, N Engl ] Med, 2010
Davies MA and Samuels Y, Analysis of the genome to personalize therapy for melanoma, Oncogene, 2010



2) Voie de C-kit

2 2 6% mutation Mélanome Malin
Mais 10-20% dans site acral et muqueux

RTK (c-KIT)

| |

\ 1
MEK | Apoptose
v

Prolifération

1. Smalley K and Sondak V, Melanoma — An Unlikely Poster Child for Personalized Cancer Therapy, N Engl ] Med, 2010
2. Davies MA and Samuels Y, Analysis of the genome to personalize therapy for melanoma, Oncogene, 2010



100 -

Percent Aberrant
(%)
o

Incidence des mutations dans les mélanomes

1.

KIT

Curtin et al, Somatic Activation of KIT in Distinct [ KIT and NRAS
Subtypes of Melanoma, ] Clin Oncol, 2006 I KIT and BRAF

B NRAS CSD: Chronic Sun Disease
B BRAF

36%

28% 39%

Arising from Skin

21% .
) — Without Chronic [
Sun Damage
Non- CSD Acral Mucosa
cSD |
Peau sans dommage solaire chronique mais A'ﬁ:&ﬂﬂmﬂr;“ni”" —
exposée = SSM - plutéot mutation de BRAF Sun Damage
Peau avec dommage solaire chronique= Arising from
Mélanome de Dubreuilh - plutét mutation cKIT; ;'u”::::; -
mais tout peut se voir! (cf. publications)
. . Arising from
Peau sans exposition solaire- acral et muqueux= Acral ‘
Surfaces

Mélanome acro-lentigineux — plutét mutation

cKIT

~30% BRAF
~20% NRAS

~10% BRAF
~10% NRAS
~2% KIT

~5% BRAF
=15% NRAS
~20% KIT

~13% BRAF
~13% NRAS
~15% KIT

mycancergenome.org/



Thérapies ciblées dans les mélanomes

Essais Clinique
Pas de consensus établi

RTK (c-KIT) —

" Ras

| PI3K ) — PTEN
|

{
= ® @
{

poptose

1. Smalley K and Sondak V, Melanoma — An Unlikely Poster Child for Personalized Cancer Therapy, N Engl ] Med, 2010
2. Davies MA and Samuels Y, Analysis of the genome to personalize therapy for melanoma, Oncogene, 2010



Rappel Mutations
(Cours Dr llie)

Une mutation est une variation du matériel génétique (ADN) par rapport a la séquence de
référence

AminoaddNe. 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 |12 [13 14 15 Codon Wheel
sequence ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GIT GGA GCT GGT GGC GTA GGC Decoding DNA
' ; 1 Gly |
10 20 30 ol

Use the codon wheel to translate DNA codons into amino acids.

To decode a codon find the first letter of your sequence in the inner circle and work outwards
to see the corresponding amino acid. For example: CAT codes for H (Hisitidine)

Amino add No. 1 2 3 4 S 6 i 8 9 10 11 12 | 13 14 15

sequence ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GIT GGA GCT| G[T|GGC GTA GGC

| I I Val I
10 20 30 40

c.34G>T
p.G12V

*  Deuxtypes de mutations:

— Germinales (affectent les gametes , transmissibles)

o . s \ Ami id cod
— Somatiques (ne touchent pas les cellules destinées a la prirign e o
. . . ’ 7 . . C - Cysteine H - Hisitidine N - Asparagine T- Threonine
reproduction, elles ne seront donc jamais héréditaires, = P Vo
une cause importante de cancers) el o O el 1 e Yo

Image: C. Brooksbank. European Bicinformatics Institute

yourgenome.org



2.

Exemple C-KIT: Séquencage direct

Diagnostic Histologique
Evaluer le % de cellules tumorales
Extraction de ’ADN tumoral
Macrodissection sur bloc
Coupes entieres

Amplification de ’ADN tumoral extrait par une technique
de PCR (Polymerase chain reaction)

Détection de la mutation (techniques de biologie
moléculaire):

Séguencage direct

Pyroséquencage

Autres: Digestion enzymatique (polymorphisme de longuer des
fragments de restriction-RFLP); SnapShot, etc...



1- Diagnostic Histologique
Evaluer le % de cellules tumorales




2- Extraction de ’ADN tumoral
Macrodissection sur bloc/ Coupes entiéres

Biopsie fixée au formol +++ (seul fixateur permettant I’'analyse en biologie moléculaire)
Ou tissu congelé si disponible (Tumorotheque)

Bloc de paraffine

90% Cellules tumorales

= \acrodissection du bloc de paraffine

| aprés repérage sur lame de la zone
d'intérét.

But: Enrichir le prélevement en cellules
tumorales (augmentation du % de CT)




3- Amplification par PCR

) Quantité infime d'ADN
d'un &chantillon de zang

1— digestion enzymatigque par )
endonucléase de restriction

-— Sequence cible (3 amplifier) —
S e
3|
Z2— dénaturation de 'ADMN 3 94°C

1

IIIIIIIIMEI 1

@ 2 3 4 5 6 7 8 9

L=
3— préparation de deux sondes

T T T T 1
nucléotidigues complémertaires @
L1 1|

des extrémités de la séquence cible +

4 gjout des sondes en excés
& 50-60°C : hybridation

+ dHTP
Taq polymérase C\,

WAIIII

5— synthéze des bring & partir des =
sondes hybridées servant d'amorces
(=primers) & B0-70°C : extension N N N N N Y &

F— dénaturation des duplex + + dHMTP
néoformés & 95°C puis retour 4 60°C Taq polymérase O
“ gy B
o o o
Reprize de la polymérization du fat de l'excés d'amances CYCIE n
|
Y  NN
o o O

- e 415pdb

f -

Migration sur gel d’acrylamide
Présence d’une bande
d’amplification a la taille attendue

-
Repétition de cycles de synthése/denaturaion réaliEe une augmentaion
exponertielle de [a quantké infiale d'A0N & chagque oycle, le nombre
d'examplaires de |3 séquence encodée par les deux amomes double Iy




4- Détection de la mutation
Séquencage direct

1. Réaction de Séquence:

— Meéme principe que le PCR
e Utilise les ADN polymérases pour synthétiser un brin
complémentaire d'ADN a partir d'un brin matrice

— Mais incorporation de nucléotide marqué, les
didésoxyribonucléotides (ddNTP) en plus de dNTP
o different des dNTP par I'absence d'un groupement OH
e |ncorporés dans la séquence
e 1 ddNTP pour chaque base (ddATP; ddGTP; ddCTP; ddTTP)

e Sont des terminateurs de chaine

— I’ADNpol n'est plus capable de rajouter le moindre nucléotide a sa
suite : la synthese du brin d'ADN s'arréte



4- Détection de la mutation
Séquencage direct

2. Séquenceur Abiprism

e Emission d’une fluorescence (pic)
e Couleur spécifique a chaque base (ATGC)

e La taille des fragments obtenus est déterminée par
chromatographie.

ADM & séguencer (brin ranscrit)
u * *

AT GGTACGTOCA A ATCTA
CCATEGCABGTT G= [ % = nucléotides a Cytosine
CCATEGCAGs

e

C C AT G- T

_— T3 arét de la synthése

A
A
A
= par utilisation d'un ddGTP
T synthése du brin

H H H

d'ADN (G) utilisation d'un dGTP :
complementaire la synthése continue

Conclusion :
dATP dCTP de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP gacTP de fragments (de difféerentes tailles), arrétés au
fun peu) dTTP niveau des Cytosines (complémentaires de G)
du brin transcrit de I'ADN (donc des Guanines
du brin codant).




4- Détection de la mutation
Séquencage direct

2. Séquenceur Abiprism

e Le séquenceur détecte la
fluorescence sortant des ACAGT GAAAIACAGNGAAA
colonnes de chromatographie, 1,2 3
repérant ainsi les fragments
d'ADN et leur taille précise

e Lerésultat est présenté par la “,) [\ |r\ V f\ A [V YA
machine sous forme de courbes i/% /\"1 A / U J f A f\/\f %

présentant la fluorescence
détectée, et l'interprétation qui

' e de nucléotides . , )
est faite en term Double Pic = Présence de mutation

(ou polymorphisme)

220
o

NB: les séquences ici présentes servent d’illustration et ne corespondent pas au gene C-kit



Interprétation des Résultats

Chr4qll-q12 cmmm-amE

________
________

M541L E861E
1862L
V825| o
1653T A829P
V654A A829P
N655K
V569A
L576F

P551_E554del
V559_V569del
V559del

V569_D572del

Recherche globale des mutations par séquencage direct

1. Sanger Cosmic Database (http://www.sanger.ac.uk/)
2. Beadling et al, KIT Mutations and Copy Number in Melanoma Subtypes, Clin Cancer Res, 2008



Interprétation des résultats

e Avantages
— Séquence d’une grande zone d’intérét
— Permet de détecter de nouvelles mutations

e|nconvénients:
-Long, fastidieux
-Non ou partiellement automatisé



2.

3.

4.

Exemple Braf:Pyroséquencage

Diagnostic Histologique
Evaluer le % de cellules tumorales
Extraction de I’ADN tumoral
Macrodissection sur bloc
Coupes entieres

Amplification de ’ADN tumoral extrait par une technique
de PCR (Polymerase chain reaction)

Détection de la mutation (techniques de biologie
moléculaire):

Séquencage direct

Pyroséquencage

Autres: Digestion enzymatique (polymorphisme de longuer des
fragments de restriction-RFLP); SnapShot, etc...



4- Détection de la mutation: Pyroséquencage

Sequencing by Synthesis: Ronaghi M., Uhlén M., Nyren P. (1998)
Real-Time Pyrophosphate Detection for DNA Sequencing. Science
281:363-365

Séqguence en temps réel :

Simple, robuste, rapide et sensible

Une solution (CE-IVD) pour la
recherche de mutation :
- BRAF




4- Détection de la mutation: Pyroséquencage

1- Principe

~ 30 min

PCR

Region of interest
amplified with a
biotinylated primer
(~100-300 bp)

Amorces Biotynilées

Sample prep

Separation to single
stranded DNA using
streptavidin-coated
beads.

Annealing of sequencing
primer

Pyrosequencing

Sequencing-by-synthesis.
Sequence data generated
from the first base next to
the sequencing primer.

Sequence context as built in
control



Elegant chemistry and sensitive technology enable

quantification of sequence variation

Step 1

A DMA segment is amplified and the srand fo serve as the Pyrosaquencing
template is bictinylated. After denaturation, the biotinylated single-stranded
PCR amplicon is isclated and cllowed to hybridize with a sequencing

primer.

Step 2

The hybridizad primer and sing|a—s+randad hamp|uha are incubated with
the enzymes DMNA polymerase, ATP sulfurylase, luciferase, and apyrase,
as well as the subsirates adenosine 5' phosphasulfate [APS) and luciferin.

Step 3

The first decxyribonuclectide triphosphate [dMTP] is added to the reaction.
DMA polymerase cofalyzes oddifion of the dNTP to the sequencing
primer, if it is n:n:|m|:||er'rr&-nl::|rj,.r fo the base in the lamp|c|l9 strand. Each
incorporation event is accompanied by the release of pyrophosphate
[PPi] in @ quantity equimalar to the amount of incorporated nuclectide.

Step 4

ATP subfurylase converts PPi to ATP in the presence of APS. This ATP
drives the luciferosemediated conversion of luciferin to ml::.r|utifarin that
generates visible light in amounts that are proporfional to the amount of
ATP. The light produced in the luciferase-catalyzed reaction is detected
by CCD sensors and seen as a peak in the raw data cuput (Pyrogram®).
The height of each peak [light signal} is proportional to the number of
nuclectides incorporated.

Step 5
Apyrase continucusly degrades unincorporated nuclectides and ATP.
When dagradulion is comp|e¢e. ancther nuclectide is odded.

Step &

Addifion of dMTPs is performed sequenfially. It should be noted that
decxyadencsine alfathio friphasphate [dATPaS) is used as a substituie
for natural decxyadenasine triphosphate [dATP) since it is efficiently used
by DMA polymerase, but not recognized by luciferase. As the process
continues, the complementary DIMA strand is elongated and the nuclectide
sequence is determined from the signal peaks in the Pyrogram frace.

— % Forword PCR primer

Biofimylated reverse PCR primer d—O

Biatinylated single-stronded
templote
— 0
Polymerase

¥ cercceAccCEmicTTCCA ¥
TTTTT Ralabaiaiainniaiay T T T 1T 11

' EEN R . q
& ocacclging

S #w y:.

P{:Jpnm
(DMA + dITP [DMa],, + PP
—
r
APPSR AT Light
hciferin - conducilerin
L
Luciferaze
‘ |
ATP light e —— Time

Muclectide incorporofion generates light
ss=n 0z o peok in e Pyrogrom froce

dMTP —r}—-v dMDP + dMMAP + phosphate
Apyraze
A NP . ADP+ AMP+ phasphate

Figure 2. The Pyrossquencing reachion coscade.

.xﬁj}w

AFS+PR ATF Light
huciferin = confleciferin
Luciferase
r f
ATP Light I'”' —— Tirm

Mudleciide incorporofion generates light
s==n oz o peok in e Pyrogrom froce

dHTP —rLF' dMHOF + dMNEAP + phosphate
Apyrase
ATP —"L"' S0P + AMP + phosphos

Emission d’un pic lumineux



2- Interprétation: Pyrogramme Braf
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Echantillon non muté

Séq. de Référence CACTGTAG
Séq lue CACTGTAG

NB: la séquence que I'on cherche est prédéterminée par le logiciel.
Ici elle est la suivante: TCGTATCTGTAG
En gras: séquence de référence

En rouge: zone potentielle de survenue de mutation
Si un pic supplémentaire apparait en regard d’une des zones suspectes de mutation: I’échantillon est muté



2- Interprétation: Pyrogramme Braf

Echantillon muté: Apparition d’'un pic au niveau de la position T

Séq. de référence CACTGTAG
Séq. Lue CTCTGTAG

Avantages Inconvénients
Séquence en temps réel- Rapide Détection ciblée
Simple, robuste, rapide et sensible Ne permet pas de trouver de nouvelles

Automatisé mutations



Intérét de la recherche de mutation

Thérapie moléculaire ciblée +++

— Réponse aux Inhibiteurs de Braf (PLX4032) si Braf muté
— Réponse aux Ac monoclonaux (Imatinib) si Ckit muté
— Les mutations de Braf et Ckit sont activatrices

Meilleure réponse thérapeutique si génotype
identifié: cibler les patients

Détection des mutations de résistance secondaire

Pas de consensus établi pour les indications:
Essai Clinique



Conclusion: Circuit de Biologie Moléculaire au LPCE
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Conclusion:
Compte-rendu type de biologie moléculaire

Renseignements cliniques

— Dates de prélevement, de prescription, de la demande d’analyse moléculaire, d’analyse
des séquences

— Médecin prescripteur et le laboratoire de pathologie responsable du prélevement

— Nature du prélevement et son conditionnement (diagnostic histologique, site
anatomique, % de cellules tumorales)

Les techniques utilisées
— Pour I’ADN : extraction ADN, quantité et qualité
— Seuils de détection de la technique utilisée et les différentes mutations recherchées

Les résultats

— En nomenclature internationale (base de données «COSMIC database Sanger»
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=bygene)

— Absence de mutation +/- réserve en cas de faible % de cellules tumorales

— Résultat non interprétable : impossibilité d’amplification de I’exon ou de séqguences
illisibles (arrét technique en phase analytique)

— Etude moléculaire impossible : matériel insuffisant

Prédictions thérapeutiques de réponse au traitement associé a chague mutation
Signataires + date de signature



Conclusion: Marqueurs tissulaires des thérapies ciblées

e |mportance de la technique de détection
— Sensible
— Reproductible et Robuste

e |Importance de la qualité de I’échantillon
— Fixation
— Quantité de cellules tumorales

e Facteur liés a la tumeur
— Hétérogénéité intra-tumorale
— Site primitif, secondaire

e Facteurs cliniques

— Influence des thérapies antérieures
— Résistances Secondaires



Ce gu’il faut retenir

e Mélanome Malin:
— Formes anatomo-clinique
— Exposition solaire et mutation
e Techniques de détection des mutations
— Etapes communes
— Séquencage direct
— Pyroséquencage

e Eléments indispensable du compte-rendu



