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Pr | ve ents

fixation
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inclusions tissus
étalements cellules

ssulaires cellulaires

congélation

» extractions moléculaires

 coloration standard
e iImmunohistochimie
e FISH

|

e RT-PCR
* sSéguencage
 CGH



O Anal ses ol culairesi diates

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

1/ contrble histologique de la
qualité de I'’échantillon congelé

2/ analyses moléculaires
ADN, ARN, ou protéines




Conserva on pour u lisa on
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Ou ?

« Tumorotheque, tissutheque

» Centre de Ressources Biologiqgues (CRB)
» Plateforme de Ressources Biologigques
(PRB)
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- fragment tissulaire deposé sur une languette plasti

* insertion dans le cryotube

e immersion dans | 'azote |

- Conditions RNAses free
- Le plus vite possible

(qg min)

gue stérile




Conserva on

e pour le {.’ransport -des"gchanﬁllons
* pour la conservation a court terme
* pour la conservation & long terme

|

Congélateurs -80 C




Pourquoi une tu orot que

Conserver des tissus humains avant tout
traitement reste indispensable:

 Complément au diagnostic

* Recherche clinique et pre-clinique (culture
cellulaire & modeles animaux)

* Avancées scientifigues et technologiques
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Cancers colo-rectau



macroscopie

endoscopie

microscopie



ise en vidence du role des uta ons
de RAS danslar ponse au traite ent

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

Astrid Lievre,"” Jean-Baptiste Bachet,” Delphine Le Corre,' Valérie Boige.' Bruno Landi,’
Jean-Frangois Emile,” Jean-Francois Coté," Gorana Tomasic," Christophe Penna,’

. 4 e s 3oy 42 . s . . 12
Michel Ducreux, Philippe Rougier, Frédérique Penault-Llorca.” and Pierre Laurent-Puig
Univers s Paris Deascartes, Institat National de la Sante ot de la Recherche Modicale UMRT75 "Assistance Publique Hopitaux de Parig
Hapital Ewopéen Gearges Fompidou, Park, France: "Assistance Publique- Hap taux de Pari, Hapital Ambrasse Paré, Boulogne Billancowrt,

France, Uniwersité de Versailes Saint QuentinenYvalines, Vesalles, France: “Inetitat Guatave Rousey, Villepa{ France; and
‘Centre Jean Perrin, (lermant-Ferrand, France, Uniwersité Auvergne, Clermont Ferrand, Prance

Cancer Res 2006; 66: (8). April 15, 2006

Overall survival according to KRAS mutation - 30 patients (MCC) traités par cetuximab
" H - 43% mutations de KRAS (exon 2, codons 12/13)
:ﬁ 754 non mutated KRAS - Aucune reponse au céetuximab dans le
8 o groupe KRAS muté
g 254 mutated KRAS p=0.016
00 25 50 75 100 125 130 175 200
Months

Figure 2. Oveall suwniva curves of patents with a KRAS-mutated and
nonmutated fumor.
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o Ci lage de lavoie del
Bos, Cancer Res 1989
GEF = facteurs d’échange du GTP
GTP GDP
\_/' KRAS:
- 6 exons, 21 kDa, 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 I% ¥'I
I nI [@ ||I il
HERAS mue I ]
= oncogéne / KRAS ACTIF I i
= altération fréquente (40%) et précoce jesd
dans la carcinogenése colique [T e e ]
= marqueur de résistance au traitement / ATC DUSEH——| Gaark . Bﬂtﬁﬁ}

bloguant EGFR




Panitumumab+BSC n= 599
&
T —

Amado J Clin Oncol
2008

Bénéfice
En survie
Globale

Cetuximab+BSC n= 287
R’

Ly

Karapetis N Eng J
Med 2008

Prescription possible en combinaison en 1

et des an corps an

panitu u a

— Panitumumab
BSC

Hazard ratio = 0.54
(95% ClI, 0.44 to 0.66)

Proportion Event Free (%)

T Y T r‘-_‘.
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

0 4 8
Time (weeks)

Pop globale

100

804

60

4 Cetuximab plus best
"U: supportive care
204
4 Best supportive
EIA . (J'E'J!'D?E'

0 2 4 6 8

Proportion Progression-free (%)

10

Months since Randomization

ou en monothérapie en 3

Proportion Event Free (%)

Progression-free Survival (%)

oup Evenis N %

Median {weeks)
74
BSC 95 100 95 71

HR = 0.99
195% C1: 0.73 to 1.38)

e, T E—

100 ¢+

804

60

2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

Time (weeks)

KRAS muté

......

40
. Best

20 supportive
1 care alone
1 pa09s Cetuximab plus best AT
4 supportive care

0 T v
0 2 4 6
hs after Rand

Progression.free Survival (%)

Proportion Event Free (%)

100

80

60

40

20-

-R cetu i

d

2 46 8

Best \
supportive ey
care alone

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52

KRAS

(weeks)

sauvage

Cetuximab plus best
Supportive care

Months after Randomization

ére et 2 €me |igne de chimiothérapie
eme |igne de chimiothérapie



rganisa on

Coupes matériel fixé (4 a 6 coupes 10-15um) 2
Expertise pathologique (sélection du bloc, 9P
% cell tumorales)

Extraction ADN, quantification
Amplification spécifique / Purification

|dentification de l'altération genique

(Réaction de séquencage ou discrimination
allelique ou analyse de fragments.....)

Séquencage capillaire (détection des pics de
fluorescence des ddNTP)
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> 11111

1]
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RAS e e ple anal seS aPS ot
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uta ons de RAS

Codons 12 & 13

romas - UP_AM_KRAS_MAICHO9P3715_S
dit Options Help
D207CAA AB1  Sequence Name UP_AN_KRAS MAICHO9P3715_5  Run ended: Sep 1, 2009

50 60 70 80 90 100 110 120
CTGAAAATGAC TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGC TIGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGC TAATTCAGA

_AM_KRAS_BATLO09P3229_S
Help
Bl Sequence Name UP_AM KRAS PATLO09P3229 S Run ended: Jul 21, 2000

50 60 70 80 a0 100 110 120

TGAAAATGAC TGAATATAAACTTGTGGTAGT TGGAGC TIGKTGGC GTAGGCAAGAGTGC CTTGACGATACAGC TAATTCAG AA




codon
1/ wt

2/ Muté

ais aussi codon

Principales
colo-rectau

uta ons cancers

12
GGT

34 35

Gly G

G12S ¢.34G>A, p.Glyl2Ser [AGT]
G12R c.34G>C, p.Glyl2Arg [CGT]
G12C c.34G>T, p.Glyl2Cys [TGT]
G12A ¢.35G>C, p.Gly12Ala [GCT]
G12D c.35G>A, p.Glyl2Asp [GAT]
G12V ¢.35G>T, p.Glyl2val [GTT]

13
GGC

37 38

Gly G

G13C ¢.37G>T, p.Gly13Cys [TGC]
G13R ¢.37G>C, p.Glyl3Asg CGC]
G13D ¢.38G>A, p.Glyl3Asp GAC]

et codon

dic ves




rincipaes uta onsdu ne
trou esenciniqueet aid es 2

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

« Codon 12: p.G12D, p.G12A, p.G12V, p.G12S,
p.G12C, G12R

e« Codon 13:p.G13D, G13C, G13R

Indications actuelle pour les recherches de

mutations des codons 61 (exon 3) & 117, 146
(exon 4)



A Progression-free Survival
Subgroup No. Hazard Ratio for Progression or Death (95% Cl)

Primary analysis

)
Nonmutated KRAS exon 2 656 I—.—IE 0.80 (0.66—-0.97)
Mutated KRAS exon 2 440 -oe 1.29 (1.04-1.62)
Prospective—retrospective analysis !
Nonmutated RAS 512 b—o—i 0.72 (0.58-0.90)
Mutated RAS 548 ' —— 1.31 (1.07-1.60)
Nonmutated KRAS exon 2, mutated other RAS 108 I :—‘ i 1.28 (0.79-2.07)

040 063 1

Panitumumab— FOLFOX4
FOLFOX4 Better Alone Better

8-
[
w
o
~N
w
I

B Overall Survival

Subgroup No. Hazard Ratio for Death from Any Cause (95% Cl)
Primary analysis !
Nonmutated KRAS exon 2 656 —e— 0.83 (0.67-1.02)
Mutated KRAS exon 2 440 e 1.24 (0.98-1.57)
Prospective—retrospective analysis H
Nonmutated RAS 512 —— 0.78 (0.62-0.99)
Mutated RAS 548 —e—i 1.25 (1.02-1.55)
Nonmutated KRAS exon 2, mutated other RAS 108 I d i 1.29 (0.79-2.10)

]
T 1 LI | T : LI | L
0.40 0.63 1.00 1.58 2.51
Panitumumab— FOLFOX4
FOLFOX4 Better Alone Better

Figure 1. Hazard Ratio for Disease Progression or Death and Hazard Ratio for Death from Any Cause, According to
KRAS and RAS Mutation Status.

Douillard et al, 2013



100 {1~

ur ie
cancer co ique sans

Panitumumab-FOLFOX4
FOLFOX4 alone

O aepa entsa antun
uta on de

Events Median months
n/N (%) (95% ClI)

123r253 (49) 26.0 (21.9 - NE)
148252 (59) 20.2(17.7-23.1)

Hazard ratio = 0.77 (95% CI, 0.60 - 0.28)

P value = 0,032

80 1
)
2 601
<
S
= 40 -
g
=
o
20 1
0 -
1
0
Patients at risk:

Panitumumab- 253
FOLFOX4
FOLFOX4 alone 252

12

185

174

Months

86

65

Douillard et al, 2013



ur ie o aepa entsa ant un cancer
coiguea ec uta onde

100 A
o Events Median months
: N (%) (95% Cl)
=~ 80 Panitumumab-FOLFOX4 2391272 (88) 155 (13.4- 17.9)
& | | FOLFOX4 alone 241/276 (87) 18.7 (16.5-21.5)
2 ‘ Hazard ratio = 1.21 (95% Cl, 1.01 - 1.45)
e 60 - . P value = 0.040
: :
g
o 40
a
20 -
0 o
I I T T T 1 1 T L 1 1
0 12 24 36 48 60
Months
Patients at risk:
Panitumumab- 272 155 73 38 17 4
FOLFOX4
FOLFOX4 alone 276 180 100 47 21 7

Douillard et al, 2013
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Anticorps bloquants

° Growth factors

Inhibiteurs de

MEK <«
tyrosine kinase ™" AKT v
/ _\,‘ MmTOR ERK * Common sites of
/ \ / \ mutation In cancer

Cell growth, proliferation and survival



Cetuximab/panitumumab

BRAF: % ¥

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

m
I 1]

= mutation aCtivatrice VGOOE (Bamford, BrJ Cancer 2004)

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

margueur pronostique:

tumeurs V600E sont de plus mauvais
pronostic (Tol, 2010, Douillard 2013)



. PI3K, PTEN

PIK3CA , classe IA

- Kinase: mutations de
la sous unité catalytique
pl110a: 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

MEK

e

- , ' s G
<busPs»—— (MAPK .
{ AI(I;‘- GSK
NaSek '

PTEN

- Phosphatase

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

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

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

(Gastro-intestinal stromal tumors)



S

e S ne senc d e se dC S es

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

Forme épithélioide (20%)

Pr J. F. Emile

Forme fusiforme (70%)

Photos du Pr JF Emile
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Immuno-histochimie n

diagnostic

Ve

ecessaire au

Positivité de KIT (CD117) dans 95%

des GIST

ajal qui jouent

Les GIST dérivent des cellules interstitielles de C

Antonescu et al, 2008

KIT a I'état normal

un réle dans le péristaltisme intestinal et exprime



*Hirota et al, 1998

a nc
e SS aes gas es

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 : réle crucial dans la prolifération
et survie cellulaire ( Ras/raf/MAP kinases; PI3K/Akt/mTor;
src; Janus/stat)

Glivec® (Imatinib) est un inhibiteur sélectif de la TK récepteur
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c tu dC t t Oon Na

FLT3LG FGF  ANGPT HGF GDNF EFN NGF collagéne GAS6 WNT PTN/MDK

TR

EEEEARRERRRRE

IGFR PDGFR VEPBFR FGFR 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

Son ligand naturel est le SCF (stem cell factor)

Stam-<cell factoru or‘ ) Platelet-derived growth factor

LLLILL dd
"”’/f ’M«z "!’Wz ”»P. U

c-kit or platelet-derived
growth factor receptor ATP ADP

Signal transduction
Gene expression

Savage, NEJM 2002
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KIT
RAF/RASIMEKIERKIMAPK inhibitors
- Sorafenib
- XL281
SCFX SCF
i
"4
PI3K inhibitors -
-SFI1128
- XL147

= \ Y@
AKT/PKB v

Jpeg] et (oo
|, (P70/855GK
TRANSCRIPTION

Hillle

AKT inhibitors
- Perifosine

;

/ L '
TRAN?LATION ‘ MAPKp44/42

mTOR inhibitors ; i

- Everolimus ' ey ;

- Sirolimus : Ta »

-
-
* -~
-

- Deforolimus

o PROLIFERATION 4

............. » | APOPTOSIS ¥

Abbondanza Pantaleo et al, 2010



uta ons de et RA dans

es ltaliano et al, 2008

Fréguence mutations 857%

RA
(8%)
EXT
)OO® “— _on 0 0 0000(e0eee 828820202 e _ane
<  on on
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<+ on
<+ 0on on

a S aadn e a




B assiica on 0O cu aire des S

Exon Fréquence |  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%)

a nsec s es ltaliano et al, 2008
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Cibles
abl, bcr-abl

c-Arg/Abl
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a ni verall Survival in
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Blay et al, 2006
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Lar ponse |li a ni d pend
dut pede wuta on

Progression (proba bility)

1.0 B 1.0
w—= Exon 11 ?
0.84 = (8-
3
0.6- E 0.6-
s
0.4 € 04-
?
°
0.24 g 02-
+ O
s
0 10 20 30 40 50 60 0 10 2 30 4 5 60
Time Since Registration (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 I'imatinib

Heinrich JCO 2008
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Lié au type de mutation : exon 11>sans mutation =
PDGFRA > exon 9

Résistance :
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 aprés échec imatinib en situation métastatique)

Verweij et al, 2004; Benjamin et al, 2007, Gounder et al, 2011)
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pression de CD dans les
p o &

B-cell stage

CD 20 expression

;B-/ymphopid: Early . Lae e B A PlASTE
Tstemcell - preB  preB Early B :MatureB .AcnvatedB‘ cell

B-lymphoprolife-
rative diseases:

B cell 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 etan corpst rapeu ues
an CD

OO B Mouse
f* e ,.?;w& cell surface O Human
Q. oY nd D : :
o % 04 notF el —_— DlSpIphlde bpnd
Gy ©¥QOOT V Variable region

C Constant region

o] cytoplasm
:;: m*nf‘%gg%
7 bog
0000 ¥
CD 20 protein : a hydrophobic Représentation schématique de I'un
transmembrane protein des anticorps antiCD20 thérapeutique

Sacchi et al, 2001 Plasker & Figgit, 2003
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Lymphome a grandes cellules B,
expression de CD 20, cible du traitement par rituximab
(antiCD20)...

détection du CD20




Median TTP (months)

0N
(@)

N
Qo

8

N
o

-k
Q

®)

icacit desan CD

1 B R+ CVP
O CvP

2 >3 B C D Yes No Yes No
FLIPI score IWF class B-symptoms Bulky FL
Cvetkovié, Risto S; Perry, Caroline M, 2006

R = rituximab
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GA101 SAR3419
Ofatumumab Blinatumomab  CMC-544 SGN-35

Fostamatinib *

CAL101

Temsirolimus,
Everolimus

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



@ Bon u ion

Les thérapeutiques ciblees  mpedecine personn  alisee

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/
[ Yr )

W3 Favoris/Partage LA

-
Mieux nous BASE
B riatE @) HoMALX connaitre  ONCOMOLPATH I

Pathologie et Génétique moléculaire des tumeurs : ON(

Information sur le site ONCOMOLPATH ﬂ Di ag nostic
Publié le 18 octobre 2011
[
Ce site est dédié aux analyses moléculaires qui peuvent étre effectuées .
sur les tumeurs par la plateforme AP-HP d'oncologie et de pathologie PathOIOgle
moléculaire des cancers. Il est construit autour de la base de données "
ONCOMOLPATH qui permet d'accéder a des informations médicales et
pratiques ainsi qu'a des bons de demande d'analyses téléchargeables \
concernant I'ensemble des tests effectués par la plateforme. Cette
plateforme regroupe les équipes de cancérologie, d’hématologie, de
pathologie et de biologie des groupes hospitaliers de I'AP-HP.

Expertise

Tumeur
/ )

Cette base de données est coordonnée par un Comité Editorial et /

actualisée en temps réel. Ana Iyse

ACCES BASE ONCOMOLPATH 2 =
moléculaire :

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

Traitement ciblé

Liens utiles

¢ Institut National du Cancer ¢ Cancéropdle IDF



http://oncomolpath.aphp.fr/
O

¢ Les analyses moléculaires La base de données ONCOMOLPATH permet une recherche rapide des analyses moléculaires réalisées a partir de tissus tumoraux ou

> Recherche rapide non tumoraux par |13 plateforme de I'AP-HP.

" Recherche par pathologie Elle permet d’améliorer le circuit des prescriptions en précisant, pour chague test, le niveau d'indication (nécessaire, recommandsé,

[» Recherche par analyse exploratoire) grace a des fiches médicales communes a toute I'AP-HP et téléchargeables. Sont d'ores et déja disponibles : KRAS dans le

b Recherche par site d'analyse cancer du colon, EGFR dans le cancer du poumon, HER2 dans le cancer du sein, MSI dans le cancer du colon, clonalité IgH/TCR dans le
lymphome, HER2 dans le cancer de estomac, KIT et PDGFRAdans les GIST (Tumeurs Stromales Gastro-Intestinales), IDH1/1DH2 dans

D Les fiches médicales les gliomes, BRAF et c-KIT dans le mélanome.

& 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 scientifiques mises 3 jour régulierement par le comité éditorial de |a plateforme.

- Recherche des analyses

Pathologie

[ Sélectionnez un organe |»] |Sélectionnez une lésion v

Analyse moléculaire

Sélectionnez une molécule v| |Sélectionnez une anomalie Eﬂ [Sélectionnez une technique Eﬂ
ISélectionnez une molécule

KRAS

HER2

MICROSATELLITES
IMMUNOGLOBULINES (GENES DES..)
TCR ectionnez aucun critére Lancer la recherche
|IBRAF

CKIT
PDGFRA
EGFR
IDH1-IDH2
BCR-ABL
JAK2 V617F

Copyright | Mentions l1égales | Plan du site




