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Un biomarqueur :

a. peut étre prédictif

. peut étre pronostique
peut étre tissulaire

. peut étre sanguin
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n’est pas utile en pathologie



Définition

Biomarqueur: caracteéristique mesurable
objectivement représentant un indicateur des
processus biologiqgues normaux ou pathologiques



Définition
En cancérologie

Aide diagnostique: dépistage (maladie précoce)

Détermination dose optimale médicament
(toxicité chimiothérapie)

Prévision de 'agressivité de la maladie

Prédiction de la réponse



Définition

Biomarqueur pronostique: prédit |’évolution
(agressivité) de la maladie

Biomarqueur prédictif: prédit la sensibilité
ou la résistance au traitement



Pronostique vs Prédictif

Cancer colorectal ganglion +
Pronostic défavorable

!

Chimiothérapie

il Guéris par la chirurgie

Stades Il|
il Guéris par la CT adjuvante

.I Rechute malgré la CT
adjuvante

0% 20% 40% 60% 80% 100%

N+ pronostique, non prédictif



Origine des biomarqueurs

Tissus
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Morphologique

IHC, HIS: HER2, ALK, ROS,PD-L1...

Anne CAYRE (Clermont-Ferrand)

Non morphologique

Mutations: RAS, BRAF, EGFR...

Véronique HADDAD (Lyon)

Fluides (biopsie liquide)

Non morphologique
ADNtc: Mutations...

Benjamin BONHOMMIE (Bordeaux)
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Morphologique
Cellules tum. circulantes



But

Adapter la prise en charge (le traitement)
Surveillance: maladie indolente
Traitement, parfois intensifs: maladie agressive
Traitement ciblé: si biomarqueur prédictif

Monitoring: adaptation continue du traitement
en fonction du biomarqueur



Biomarqueur prédictif



HER2 et cancer du sein

Fonctionnement normal

Phénomene d’addiction
oncogénique

Lucie TIXIER (Clermont-Ferrand) T n
/ Blocage par anticorps




HER2 et cancer du sein

Biomarqueurs prédictifs de réponse a I’"herceptine

Amplification

centromere

géne HER2

glande normale

Hybridation in situ fluorescente Immunohistochimie




Résistance ciblage EGFR dans CCRm

Anticorps  Panitumumab
Anti-EGFR  Cetuximab
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Radiothérapie,
chimiothérapie |

activation génes, progression
cycle cellulaire

Croissance
Prelifération,
différenciation,

Angiogenese
Recrutement vaisseaux sanguins,
métastases, invasion

B




Biomarqueur pronostique



Mutations BRAF: médiateur prolifération cellulaire

Pronostic péjoratif dans cancers colorectal métastatique

Facteurs de croissance Signal

normal

Signal
oncogeénigue

RAF

{ MEK
P

Translocation nucléaire
Expression génique

RAFV600

MEK

ERK
P

N
Prolifération cellulaire
anormale




Biomarqueur pronostique et prédictif



Systeme MMR (MisMatch Repair) déficient

4 protéines pour la
réparation de ADN

Fizayrilhasis
A, polymarasas Ligaticn
e R
— A —

Carcinogenese MSI



Techniques disponibles

Biologie Moléculaire

PCR
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Immunohistochimie
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Correspondance dans 96% des cases




Immunohistochimie
Tumeur instable (MSI): extinction de protéines MMR*

~ Perte conjointe PMS2

B W R T - 5

']
s
=




Test MSI: tres fréguent en pathologie digestive

Criblage pour tout cancer colorectal ? Cot?



Impact pronostique du statut MSI
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Pas de chimiothérapie dans les stade Il

Sargent et al. J Clin Oncol 2010



Statut MSI: facteur prédictif de réponse a
'immunothérapie dans de nombreuses tumeurs
solides |

100+

=2 Ampulla of Vater
== Cholangiocarcinoma
== Colorectal

== Endometrial cancer
i Gastroesophageal
mm Neuroendocrine
== Ostecsarcoma

mm Pancreas

B Prostate

= Small Intestine
mm Thyroid

mm Unknown Primary

501

=50 -

% Change from Baseline SLD
=)

ORR =53% across all MMRd cancers -100=

Dung T. Le et al. Science 2017;357:409-413



Challenge: faire plus avec moins



Inhibiteurs des check-points

James P Allison Tasuku Honjo

MD Anderson Cancer Center Kyoto University

Prix Nobel Medecine et physiologie 2018



Axe PD-1PD-L1

Cellule
tumorale

TPI}L]
T lymphocyte receptor Antigen

: . Inhibiteur
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J I PO-LI

L inhibiteur de PD-L1



Algorithme décisionnel cancer du poumon

Gestion du matériel biopsique +++
MORPHOLOGIE

|

CBNPC
TTF1? l,
Bleu Alcian Bt

P40 TTF1

ADENOCARCINOME / \ EPIDERMOIDE

Non opérable? — ==
l 1 PD-L1

Génotypage ALK ROS MET?
+ Garder rubans
FISH

1% ligne : <ou 250 %

Charge muationnelle 2éme Jigne : <ou21%
Opéré : état initial

Entre 2 et 9 rubans
En une ou plusieurs étapes

Sylvie LANTUEJOUL (Lyon)



Intégration de la pathologie moléculaire



Résistance ciblage EGFR dans CCRm

Anticorps  Panitumumab
Anti-EGFR  Cetuximab

O]

lI I|l||l
-

COSE A

[l

Radiothérapie,
chimiothérapie |

activation génes, progression
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Angiogenese
Recrutement vaisseaux sanguins,
métastases, invasion

B




Maitrise de la phase pré-analytique

Sélection

Macrodissection

Mutation ?

Bibeau F et al. Bull Cancer 2009




Maitrise de la phase pré-analytique

Bibeau et al. JFHOD, ASCO 2010



Maitrise de la phase pré-analytique

KRAS genotyping in rectal adenocarcinoma
specimens with low tumor cellularity after
neoadjuvant treatment

Florence Boissiere-Michot'*, Evelyne Lopez-Crapez®*, Hélene Frugier', _

Marie-Laurence Berthe®, Alexandre Ho-Pun-Cheung?, Eric Assenat®, Thierrv Maudelonde”,
: = JF warddrie Rilkaaial :

Pierre-Jean Lamy and Fréderic Bibeau MODERN PATHOLOGY (2012), 1-9




Maitrise de la phase pré-analytique

KRAS genotyping in rectal adenocarcinoma
specimens with low tumor cellularity after
neoadjuvant treatment

Florence Boissiere-Michot'*, Evelyne Lopez-Crapez®*, Hélene Frugier', _
Marie-Laurence Berthe', Alexandre Ho-Pun-Cheung®, Eric Assenat®, Thierry Maudelonde”,
9 T avinud and Brddders Rihaaial

Pierre-Jean Lamy® and Frédéric Bibeau MODERN PATHOLOGY (2012), 1-9

Taux mutation KRAS

Biopsie pré-thérapeutiques pour la pathologie moléculaire +++



Circuit dédié pour la pathologie moléculaire

— Microtome dédié
— Décontamination entre deux patients
— Changement du rasoir pour chaque patient

— Si bain-marie, eau stérile changée a chaque
patient (pas d’ albumine)

— Circuit spécifique
— 1 HES qui précede les prélevements dédiés a la
pathologie moléculaire



Maitrise de la phase pré-analytique
(expérience plateforme ICM)

- 2% de prélevements non interprétables

- Taux plus élevé dans une structure

* % de tests KRAS non évaluables : 5%

* % de tests MSI non évaluables : 26%



Maitrise de la phase pré-analytique
(expérience plateforme ICM)

- 2% de prélevements non interprétables

- Taux plus élevé dans une structure

* % de tests KRAS non évaluables : 5% 0%

* % de tests MSI non évaluables : zﬁ/% 0%

Modification des procédures de fixation :
- Fixateur tamponné prét a I'emploi
- Modification du cycle d’inclusion
- Création d’un cycle WE

Interaction avec structures extérieures +++



Mise en place circuit fonctionnel
Base de données

2 e = = 1 | X somr utomatique = v,
& Arial =10 A a = "é} Benvayer & ks ligne sutomatiguement|  Standard > " SIERIE éjf L}}
in - ja: e !
=3 | Rempliszage
G 7 8 ) Oy A - 3 Fusibnner &t centrar = s._lg - g0 £ Mettre sous fo Inszrer Supprimer Format Trier et Rechercher et
54 H - — = = onnelle=  detableau-  cellules - - - - 2 Effacer= fiftrer * sélectionner =
Presse-papler Folice Algnemeznt MNambre - Syle Cellules n
1| Avertissement de sécurité  La mise 3 jaur sutomatique das liene 3 £té désactivie Activer le contenu x
W77 b Fc | DrJANSSEN Eric ek
T =] # #|
B c D E F G M N B R a R s T W v pT EL
1 MSE
o : Msi
. Patient Prélévement analyse M3 imminohistochimie
date de
. fogalisation - réception
) - o 5 = e =
Medeeh | weanepathicht | Ficateur | PO “3:':‘:“ localisation | du primitif <) histologie cellularita e “I-;‘é‘ I dela | StstutMs | Conclusion He
S i mets, pieie demania
% = - Il - = = = = = v v = e = =
= e
; F | ozosnas DrOURANDLuc | 14E00020 mconnu P |ososmoos|  colon = DK * de différenciation inconny | 203 |BTEMFROUR 1am12014
10 Jacqueiine Lt
i Dr MARAT- A
f W 211011551 GONZALEZ 14GO00E6 Formal PO 0a/01/2014 calen - ADK bien différencié 0% O QUEMET Frangois | 204012014 [ Stable # 'Kﬂl:gziﬁﬂ
36 Aurgtis il
7 w | ousanest Reageal 14C0003 Formol PO |0301201%|  colon = ADK bien differenicic 70%  |DrBIBEAU Frédénc | 22012014 | Stable |PASCEperie
L Frédernic 4 EXOre2sion
Dr MARAN- st
i £ | taransts GONZALEZ 14600083 Formal PO | 0802014 [ rectum - ADK bien différencié 0%  |DrMARAN Aurdfe | ZmO1201¢| Stable [PAS9EPE
a2 Lu[é’ln‘: a EXpression
sl M| zuowees RepEEAd 13601024 Formal PO |oamameta|  aute - ADK * de différenciation mconnu | 7o%  |OrDUFFOUR 23012014 | Stable  |P3S UEperte
a1 Erédéric Jacouslne
=1l W | oemsnes gr'é?jf:cqu 14600183 Formal PO |140uz014|  colon - ADK bien différsncié 70%  |oremEsuFrsaée | 2omiacia|  stable
=l F | damaines gr’:?jf:-c"*” 14G00154 Formal PO 14012014 | calen - ADK moyennement différencié 70%  |orBiEEAU Frédgric | 2amimate| insable
5 =
{ F| otamissz = 1400218 Farmol PO |150U2004| calon ADK mucineux 0%  |DrBBEAU Frégéne | 28012014
TEA ; F—— R
i F | owoaness SRETEN 08602678 Formol PO | omomizoes| SHromosE ovaire  |autre gy |OF CHATEAUMENE: | oginyiania| stapie [P35 95 P5ME
5 Idarie-Chriztine periigneale Christine dexpression
i F | zuean ot GARKIER 14E00038 AFA po | zuouzois|  coion = ADK mucinsix s0%  |orcamNER Agnss | 3oimo1a| swmble |PISOEEME
& Agnas d'exprassion
] O MARAN- X -
| Fo| 1smanes? GOMZALEZ 13G00388 Farmal ] oy | SEnese colon ADK moyennsment ifférencié dpm  [DrSAMALN psinzizole| Stable P gs perls
o Anile peritonsdie Emmanusile dexpression
2| Fo| t1anzner REBOLAGLES 14E00059 Incannu Pe |20mi014| TES . ADIC* de differenciation inconnu | 70%  [|Or JANSSEN Eric L2204 Stable |PESUEpRETs
il dean-louis ide dexpression
s W | 1emsness e 14G00520 Formal po | osozzots|  secum AT mucineux 50%  |orBBEAUFrédénc | 1amzmors pasdegene
B Frideric d'expressinn
i, D BEEAY ) _— o . I ., — ton N
£ [} 181 1/H55T Gt 01003935 Formol biopsie W1 12001 rectum - ADK ® de ditferenciation inconnu 80% Dr INGSTER Olivier 1022014 = non interpretabie =
F =, Frederic N . i _ 3 Exploitable|
L4

Temps dédié...



Techniques moléculaires

- Délai (Poumon, Mélanome)
- Complémentarité IHC: BRAF mélanome,
NTRK

Techniques dédiées plus rapides...
Maxime Battistela (Paris)
Véronique HADDAD (Lyon)



Techniques moléculaires

Délai
Validation: EGFR poumon, RAS colon ?
Monitoring

Benjamin BONHOMMIE (Bordeaux)




Monitoring: ADNtc

Dynamique biologique

Réponse partielle Progression
de la maladie

| ligne e———  <{— Il ligne
(Anti-EGFR) (Anti-VEGF)
@ Clonessauvages @ Clones mutés



Controle qualité



Controle qualité
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Espace Pro:

La perte d'expression de MLH1 et de MSH2 dans les cancers colo-rectaux conduit 3 une

Archives des résultats des tests d'assurance qualité
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Alide 3 la recherche
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Controle qualité

Répartition des notes MLH1

27
24

o |
0 0 0 / 0
0az2 2a4 436 6aB 8al0 10a12 12314 14316 16318 18320



%

35
30
25

20
15

10

Controle qualité

Répartition des notes MISH2
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Impact de la fixation

Biopsie, formol 4 %, 24 h
Automate DAKO, anticorps predilué




Impact de la fixation

Piece chirurgicale, fixateur inconnu formol

Méme protocole que précédemment




Interpretation rules

Interpretation of Immunohistochemistry for Mismatch
Repair Proteins is Only Rellable in a Speaallzed Setting

o . - L ni,_ -
1'-1.-4'- .L
P - _Jﬁ, " Lack of controls

-
'.“'--.'I--'

Overbeek et al Am J Surg Pathol 2008



Testing MSI seulement en centres experts ?

Faux positifs: 9% des cas! Essentiellement erreurs d’interprétation de la PCR !

Sample number

Local assessment

Central review

Best response under ICKi

IHC PCR IHC PCR

Prospective cohort (N = 36)

#47 pPMMR  MSI pPMMR  MSS progression disease

#115 NE MSI PMMR  MSS progression disease

#181 dMMR  NE pPMMR  MSS progression disease
Retrospective cohort (N = 92)

#29 pMMR M| PMMR  MSS

#41 NE MSI pMMR  MSS

#42 NE MSI pPMMR ~ MSS

#43 NE MSI PMMR  MSS

#46 NE MSI pMMR  MSS

#56 NE MSI pMMR  MSS

#64 pMMR ~ MS| pPMMR ~ MSS

#94 pMMR M| PMMR  MSS

#106 NE MSI PMMR  MSS

—p Faire les 2 méthodes : IHC et PCR ...

Cohen R et al. Abstr 573P ESMO 2018,Annals of Oncology (2018)
29 (suppl_8): viii150-viii204.



Controle qualité, suivi

(HERFrance Sein

Suivi des facteurs pronostiques et prédictifs du
cancer du sein

Expression /taille tumeur....

O

Suivi des données des examens
IHC de PDL1 dans le cancer du poumon

Delphine RAOUX (Toulon) et Stéphane ROSSAT (Fréjus)



Controle qualité, suivi

gen

Accréditation pour laboratoire d’/Anatomie Pathologique...

Delphine RAOUX (Toulon) et Stéphane ROSSAT (Fréjus)



Conclusion



Travail de connexion, travail en

PRy

B ! ¥
, Ml

Equipe médico-technique
Interface cliniciens
Structures extérieures
Contréle qualité




Back up



Cas inexploitables (2014-2015)

Expérience Institut Cancer de Montpellier

e |HC: 2 cas inexploitables /279 (0,71%)
v'1 cas provenant d’un laboratoire extérieur
v'1 prélévement trés ancien >15 ans

* Biologie moléculaire : 15 cas inexploitables /279
(5,37%)
v'12 cas provenant de laboratoires extérieurs
(problemes de fixation)
v'3 prélévements trés anciens >15 ans



Discordance biologie-IHC (2014-2015)

e 2 casdiscordants /279 (0,71%) :
v' 1 colon MSS / perte d'expression MSH6

v' 1 endomeétre MSS / perte d'expression MLH1
et PMS2



Lynch syndrome screening
Other cancers

Estomac

5‘ e
Colorectal -J YAL Ovalrer( Fancreas hépatobiliaire

"nr-i SmaII bowel Endometrium

Urinary tract

-

Lynch syndrome spectrum HNRCCHereditary-Non-Relypeosis-Colerectal-Cancer
Cancer risk : 75% CCR, 50% endometrium, 15% others



Immunohistochimie
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Coupes tissulaires

—

4 Protéines de
réparation

DNA polymerasas
J/- —b-
— . \ 4 —
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Protéines a détecter



