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Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

AKT : protein kinase B

ALK : anaplastic lymphoma kinase

ALM : acral lentiginous melanoma

ARN : acide ribonucléique

BAD : BCL2 associated agonist Of cell death

BAP 1 : BRCA1-associated protein-1

BCR-ABL : breakpoint cluster region-abelson

cAMP : cyclic adenosine monophosphate

CBNPC : cancers bronchiques non a petites cellules
CD28 : cluster of differentiation 28

CDK4 : cyclin dependent kinase 4

CDKN2A : cyclin dependent kinase inhibitor 2A
CMH : complexe majeur d'histocompatibilité

CPK : créatine phosphokinase

CREB : cAMP responsive element binding protein
CTLAA4 : cytotoxique-T-lymphocyte- antigen 4 proteine
C-Kit/CD117 : SCF receptor
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ERK : extracellular signal-regulated kinase

FEVG : fraction d’éjection ventriculaire gauche
FGFR : fibroblast growth factor

FISH : fluorescence in situ hybridization

GDP : guanosine diphosphate

Grb2 : growth factor receptor-bound protein 2

GTP : guanosine triphosphate

HR : hazard ratio

IC : intervalle de confiance

LAG-3 : lymphocyte-activation gene 3

LM : lentigo melanoma

LMC : leucémie myéloide chronique

MAP2K : mitogen-activated protein kinase kinase
MAPK : mitogen-activated protein kinase

MC1R : melanocortin 1 Receptor

MEK : mitogen-activated ERK kinase

MET : met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)
MITF : microphtalmia-associated transcription factor
MLM : mucosal lentiginous melanoma

MSH : melanocyte-stimulating hormone
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mTOR : mammalian target of rapamycin

NF1 : neurofibromin 1

NGS : next generation sequencing

NM : nodular melanoma

NTRK : neurotrophic tyrosine receptor kinase
OCA: oncomine comprehensive assay

OVCR : occlusion veineuse centrale de la rétine
PCR : polymerase chain reaction

PD1 : programmed cell death protein 1

PD-L1 : programmed death-ligand 1

PH : pleckstrin homology

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
PIP3 : phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphate
PKA : protein kinase A

PTEN : phosphatase and TENsin homolog

PUVAthérapie : traitement consistant en [lirradiation du corps par des rayons

ultraviolets A (UVA) apreés la prise d’'un médicament photosensibilisant
RAF : rapidly accelerated fibrosarcoma

RAS : rat sarcoma virus protein
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RET : rearranged during transfection
ROS1 : c-ros oncogene 1

RTK : receptor tyrosine kinase

SCF : stem cell factor

Shc : src homology/collagen

SOS : son of sevenless protein

SSM : superficial spreading melanoma
TCR : T cell receptor

UV : rayonnement ultraviolet

a-MSH : alpha-melanocyte stimulating Hormone
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Contextualisation du sujet

1 Introduction générale sur le mélanome

1.1 Définition

Le mélanome est un cancer de la peau ou des muqueuses, développé aux dépens

des mélanocytes.
1.2 Epidémiologie

En Europe, le taux d'incidence est de 10 a 25 nouveaux cas de mélanome pour 100
000 habitants ; aux Etats-Unis, de 20 a 30 pour 100 000 ; et en Australie, ou l'incidence
est trés élevée, de 50 a 60 pour 100 000. Ces derniéres années, est observée une
augmentation spectaculaire de l'incidence chez les personnes agées de plus de 60
ans, en particulier chez les hommes dans certaines régions d'Europe. Cependant,
I'incidence continue d'augmenter dans tous les groupes d'age et cela devrait perdurer

pendant des décennies [1].

C’est surtout I'incidence des mélanomes de faible épaisseur qui augmente, tandis que
celle des mélanomes de forte épaisseur, qui influent le plus sur la mortalité, reste
stable. Une partie de cette augmentation est donc artificielle liée a des exéréses
systématiques aboutissant fréquemment a un diagnostic de mélanomes intra
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éepidermiques, et il n'est pas exclu que certains de ces mélanomes n’auraient pas

évolué vers un mélanome invasif [2—4]

Le mélanome affecte principalement les personnes jeunes et d'dge moyen. L'age
médian au moment du diagnostic de mélanome est de 57 ans et il a été observé que
l'incidence de ce cancer augmente de fagon linéaire aprés I'age de 25 ans jusqu'a I'age

de 50 ans puis ralentit, surtout chez les femmes.

Les hommes sont environ 1,5 fois plus susceptibles de développer un mélanome que
les femmes. Cependant, la prévalence différente dans les deux sexes doit étre
analysée en fonction de I'dge. Le taux d'incidence du mélanome est plus important
chez les femmes que les hommes jusqu'a I'dge de 40 ans, alors que, a 75 ans,

l'incidence est presque 3 fois plus élevée chez les hommes que chez les femmes [5,6].

Paralleélement a cette augmentation du taux d'incidence, il faut noter également une

augmentation de la mortalité liée au mélanome, bien qu'a un degré moindre.

Le stade du mélanome au moment du diagnostic, faisant référence a I'étendue de la
maladie, détermine les options de traitement et exerce une forte influence sur la durée
de survie. Ainsi, plus le mélanome est détecté précocement, plus une personne a de

chances de survivre cing ans apres avoir été diagnostiquée.
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Pour ce qui est des mélanomes primitivement cutanés, 81,6 % d’entre-eux sont
diagnostiqués au stade local. La survie relative a 5 ans dans ce contexte est de 99,5
%. En cas d’atteinte ganglionnaire, la survie relative a 5 ans est de 70,6%. En cas

d’atteinte métastatique a distance, elle n’est que de 31,9% a cinq ans [7].

5-Year Relative Survival

99.5%

100,
90|
80|
70/
60|
50/
40|
30|

90.2%

70.6%

Percent

31.9%

10/
Localized Regional Distant Unknown

Slage

Figure 1: Survie relative a 5 ans en cas de mélanome en fonction du stade.

SEER 17 2012-2018, All Races, Both Sexes by SEER Combined Summary Stage

Les taux de mortalité sont également plus élevés chez les personnes d'age moyen et

les personnes agées [7]

Le nombre de décés en 2018 en France est estimé a 1 975 dont 57 % chez 'homme.

Les taux de mortalité sont respectivement de 1,7 chez 'lhomme et 1,0 chez la femme

[8].
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1.3 Facteurs de risque

Aujourd'hui, le mélanome est considéré comme une maladie multifactorielle résultante

d'une interaction entre la susceptibilité génétique et I'exposition environnementale.

Le facteur de risque environnemental le plus important pour le développement du
mélanome est I'exposition a la lumiére ultraviolette en raison de ses effets
génotoxiques. L’exposition intermittente au soleil semble étre un déterminant

important du risque de survenue d’'un mélanome [9].

Des antécédents d’érythémes actiniques (coups de soleil) peuvent indiquer une
exposition a la lumiére solaire intense et intermittente. De plus, I'exposition au soleil

pendant I'enfance est associée au risque le plus élevé [10].

Cependant, ces données qui attribuent le réle majeur aux expositions solaires
intermittentes et a celles recues dans I'enfance et qui écartent le réle des expositions

cumulatives sont sans doute trop simplistes.

Il'y a en réalité plusieurs types épidémiologiques de mélanomes, dans lesquels on
peut schématiquement isoler des ‘mélanomes a forte composante génétique’ plus
souvent associés a des naevi multiples et survenant plus fréquemment chez le sujet

jeune, parfois avec peu d’expositions solaires, et des ‘mélanomes a faible composante
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genétique’ qui surviennent plus tard dans la vie sur les zones exposees au soleil en

permanence.

Enfin, les mélanomes des paumes, des plantes et des muqueuses, qui ne sont a
'évidence pas directement liés aux expositions solaires, achévent de confirmer que
tous les mélanomes ne répondent pas aux mémes regles épidémiologiques. Cette
conception est également cohérente avec ce qui est observé dans le mélanome de

Dubreuilh qui survient en fin de vie sur les zones exposées au soleil en permanence.

L'exposition a la lumiére UV artificielle peut étre impliquée dans le développement du
mélanome. En fait, la quantité d'UVA produite lors d'une séance de bronzage typique
est nettement plus élevée que lors d'une activité extérieure normale [11].
L’augmentation du risque est plus importante en cas de premiére utilisation avant 35
ans et d’'usage intensif. En raison de ce phénomeéne, certains pays ont commence a
adopter des lois visant a réguler I'accés aux cabines de bronzage et a en interdire

l'usage aux mineurs.

De plus, la PUVAthérapie avec irradiation UV-A au psoraléne pour le traitement du

psoriasis est également associée a un risque accru de mélanomes [12].
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Concernant les facteurs génétiques, environ 10% des mélanomes surviennent dans
un contexte familial [13], défini comme la survenue d’au moins deux mélanomes sur

trois générations.

Tsao et collaborateurs ont étudié des familles atteintes de mélanomes héréditaires
démontrant la présence d'un schéma clair d'hérédité autosomique dominante avec
plusieurs membres de la famille touchés au-dela de la premiére génération. Les
mutations de l'inhibiteur de la kinase cycline-dépendante 2A (CDKNZ2A ou p16)
représentaient les anomalies génétiques les plus courantes trouvées dans ces
familles, tandis que la mutation de la kinase cycline-dépendante 4 (CDK4) constituait

un événement plus rare [14].

Parmi les autres genes importants, se trouvent :

- MC1R qui code le récepteur de la MSH dont les mutations sont associées au
phénotype roux, et qui module la pénétrance de CDKN2A [15],

- MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) qui régule la
différenciation mélanocytaire dont les mutations sont également observées
chez des patients présentant une association de mélanome et de carcinome
rénale [15],

- BAP 1, géne suppresseur de tumeur dont les mutations prédisposent a des
cancers héréditaires : mélanomes cutanés ou uvéaux, mésothéliome,

carcinome a cellules rénales [15].
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Les patients ayant une prédisposition génétique sous-jacente a deévelopper un
mélanome sont en général plus jeunes (<40 ans), présentent plusieurs mélanomes
primitifs ou des antécédents de |ésions précurseurs de mélanomes tels que des neaevi

dysplasiques. lls ont en outre un meilleur pronostic [16,17].

De plus, les patients atteints de syndromes cancéreux familiaux (a titre d’exemple : le
rétinoblastome familial, le syndrome de Li-Fraumeni et le syndrome de Lynch de type

II) présentent un risque plus élevé de développer un mélanome [18].

Parmi les autres facteurs de risque, il faut citer le syndrome des naevi atypiques. En
effet, environ 25% des cas de mélanome surviennent en conjonction avec un naevus
préexistant [19]. De plus, le nombre total de naevi est positivement corrélé au risque
de mélanome et il varie en fonction du nombre, de la taille et du type de naevus [20—

22].

Les résultats d'une méta-analyse récente ont souligné que les patients avec plus de

100 naevi ont un risque 7 fois plus élevé de mélanomes [23].

En ce qui concerne la taille, les naevi plus grands (> 5 mm) et géants (> 20 cm) sont

associés a un risque significativement plus élevé de mélanomes [24].
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Enfin, certaines caractéristiques phénotypiques tels que les cheveux roux, la peau
claire, de nombreuses taches de rousseur, les yeux clairs, la sensibilité au soleil et
l'incapacité a bronzer, augmentent le risque de développer un mélanome d'environ 50

% [25].

1.4 Diagnostic

Le diagnostic précoce du mélanome représente le facteur clé de la baisse de la
mortalité. Le pronostic est directement proportionnel a la profondeur du néoplasme

(indice de Breslow), qui augmente avec le temps.

Le mélanome, par rapport aux autres cancers, présente |'avantage de la localisation
cutanée qui permet sa détection précoce par des approches non invasives.
Néanmoins, I'examen anatomopathologique reste le gold standard pour le diagnostic

[26].

Avant les années 1980, les mélanomes étaient souvent reconnus en identifiant des
caractéristiques cliniquement macroscopiques. lls étaient fréequemment détectés a un
stade avancé lorsqu'ils apparaissaient volumineux et ulcérés [27]. Leurs pronostics

étaient en conséquence moins bons et le risque de métastases plus important.
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Il en résulte que la reconnaissance précoce du mélanome devient une importante
priorité de santé publique [28]. Or, plus t6t on souhaite faire le diagnostic, moins celui-
ci est évident et il faut alors écarter les autres tumeurs noires : avant tout les neevi
atypiques, mais également les kératoses séborrhéiques, plus rarement les carcinomes

basocellulaires tatoués, les fibromes pigmentés et les angiomes thrombosés.

Les critéres de malignité sont fréequemment formulés en A (asymétrie), B (bords
irréguliers), C (couleur inhomogéne) auxquels on ajoute souvent « D » pour diamétre
supérieur a 6 mm et « E » pour évolutivité. [29,30]. En adoptant les critéres ABCDE,

la sensibilité de I'auto-examen de la peau varie de 57 % a 90 % [31].

Cependant, le nombre de nzevi et de kératoses séborrhéiques qui répondent aussi a
ces criteres ABCDE est considérablement plus élevé que celui des mélanomes et
certains mélanomes n’y répondent méme pas (notamment certains mélanomes
nodulaires ou achromiques). Le dermatologue expérimenté utilise plutdt un processus
de reconnaissance globale de type cognitif qui prend en compte une multitude
d’éléments notamment une série dimages mémorisées par les lectures et

I'expérience.
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ABCDE
rule for the early
detection of melanoma

Asymmetry

Borders
(the outer edges
are uneven)

Color
(dark black or have
multiple colors)

Diameter
(greater than 6 mm)

P>
7
<
-

) (6 mm) '

Evolving
(change in size,
shape and color)

Figure 2: Criteres ABCDE (schéma issu du site du SNDV)
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En ce sens, la prise en compte de tous les neevi d’un sujet est utile. Chaque sujet a un
profil général de ses naevi qui lui est propre. Une lésion atypique est d’autant plus
suspecte qu’elle est différente des autres naevi d’'un sujet étudié et d’autant moins
qu’elle partage leur allure générale. |l s’agit d’'une régle communément appelée « régle

du vilain petit canard » [32]. Ce concept peut également s’appliquer a la dermoscopie.

La dermoscopie (connue aussi sous le nom de microscopie par épiluminescence, ou
microscopie de surface) est une méthode simple, facile a 'emploi pour le diagnostic
précoce du mélanome et le diagnostic différentiel des lésions pigmentées [33]. Cette
approche rend les premiers signes de la maladie visibles dans les |ésions pigmentées

bien avant les changements cliniques macroscopiques.

Les caractéristiques dermoscopiques devant faire évoquer le diagnostic de mélanome

et réaliser une exérése de la Iésion sont les suivantes :

- Réseau pigmentaire atypique : l'une des caractéristiques des lésions
mélanocytaires est le patron réticulaire, qui se caractérise par un réseau
pigmenté brun clair a brun foncé avec de petits trous symétriques et de fines
lignes de réseau couvrant la majeure partie de la lIésion. De petits changements
dans ce réseau pigmenté peuvent étre appréciés dans les mélanomes précoces
et lorsqu’un réseau atypique est présent. Alors, la probabilité de mélanome est
augmentée. Le patron réticulaire pigmenté atypique est caractérisé par un

réseau noir, brun ou gris avec des trous irréguliers et des lignes épaisses
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irrégulierement réparties dans toute la lésion, se terminant généralement
brusquement a la périphérie [34].

Points/globules irréguliers : dans les Iésions pigmentées, il existe une
présence possible de points agrégés et de globules. Dans les lésions
mélanocytaires bénignes, les points et les globules sont de taille et de forme
régulieres et sont uniformément répartis, tandis que dans les Iésions malignes,
des points et des globules irréguliers (pour la forme, la taille et la distribution au
sein de la lésion) sont observés [34].

Les pseudopodes et stries radiaires périphériques : ils correspondent
cliniquement a I'extension du pigment de fagon centrifuge, en périphérie d’'une
lésion mélanocytaire en phase de croissance. Histologiquement, ils
représentent la confluence des théques de mélanocytes pigmentés jonctionnels

a la périphérie de la lésion.

Les pseudopodes ont une extrémité renflée d’aspect digitiforme ou en forme de
raquette de tennis. lls sont en connexion avec le réseau pigmente,

Les stries radiaires périphériques sont des extensions linéaires et paralléles.

La répartition asymétrique et irréguliere des pseudopodes et des stries radiaires
périphériques est fortement évocatrice d’'un mélanome en phase de croissance
horizontale [34].

Pigmentation irréguliere : il est possible d'observer des zones pigmentées
noires, brunes et grises de forme et/ou de répartition irréguliéres dans les cas
de mélanomes [34].
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- Les zones de régression : elles se manifestent sur le plan histologique par la
présence d'une fibrose dermique, d’'une perte de la pigmentation, d'un
amincissement de I'épiderme, souvent associés a la présence de meélanine
dans le derme libre ou dans les mélanophages du derme. Les zones de
régression apparaissent dermoscopiquement, soit sous la forme d'une zone
cicatricielle dépigmentée (régression blanche), soit par un aspect « poivré »
avec présence de granules bleus-gris au sein d'une zone hypopigmentée
(régression bleue) [34].

- Le voile blanc — bleu : il correspond a une pigmentation bleue irréguliére,
confluente avec un aspect opaque en superficie en rapport avec I'agrégation de
meélanocytes atypiques, de mélanophages ou de mélanine dans le derme [34].

- L’architecture vasculaire atypique : les Iésions pigmentées peuvent avoir une
architecture vasculaire visible a I'examen dermoscopique. Les architectures
vasculaires atypiques correspondent a des vaisseaux linéaires, en pointillés ou
globulaires, répartis de fagon irréguliere, dans la lésion. Une partie de

I'architecture vasculaire peut étre due a une néovascularisation [34].

Voile Structure
bleu-blanc | de
. ! régression
_ . Stries
Pigmentation irréguliers i
s Points/globules
irréguliers
Motif
vasculaire Réseau
atypique pigmentaire
atypique

Figure 3: lllustration dermoscopique d'un mélanome [35]
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Parmi les autres éléments pouvant apporter une aide au diagnostic du mélanome, on
retiendra I'apport potentiel de la microscopie confocale. La microscopie confocale par
réflectance utilise un laser de 830 nm comme source, ce qui offre une bonne
pénétration et une bonne résolution. Elle permet une vision horizontale des structures

cutanées jusqu’a la jonction dermo-épidermique [34,36].

1.5 Histogéneése et classification anatomoclinique

L’examen anatomopathologique permet d’infirmer ou de confirmer le diagnostic

clinique. Il apporte les deux critéres prédictifs de la durée de survie des patients :

- L’indice de Breslow (correspondant a I'épaisseur de la lésion, c'est-a-dire
I'épaisseur entre la partie supérieure de la granuleuse épidermique et la cellule

tumorale la plus profonde),

- L’ulcération.

- - e '.)'._'l“_‘ oyse

- “ e 1 [picherme

2 Derme papdape

b3 Derme doodore

b = = = Colule T phas profonde

g 4 Hypoderme

Figure 4: Indice de Breslow (schémaissu du CEDEF)
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Toutes les Iésions suspectes de mélanomes doivent étre excisées en vue d’'un examen
histopathologique. L'exérese doit étre chirurgicale et compléte, emportant la tumeur
dans son entier. Une biopsie partielle (biopsie-exérése) d’'une lésion pigmentée
suspecte n’est pas indiquée sauf en cas de Iésion de grande taille dont I'exérese totale

sans justification carcinologique serait délabrante.

L’histogenése des mélanomes se déroule sur un mode biphasique. Dans une premiére
phase, I'extension est « horizontale » intraépidermique puis dans une seconde phase,
'extension est « verticale » avec envahissement du derme superficiel (phase

microinvasive), puis du derme profond et de 'hypoderme (phase invasive).

La classification anatomoclinique trés utilisée tente de résumer linfinité des profils

évolutifs des mélanomes a cinq grandes variétés [37] :

- Le mélanome nodulaire ou NM (Nodular Melanoma)

- Le mélanome superficiel extensif ou SSM (Superficial Spreading Melanoma)
- Le mélanome acral lentigineux ou ALM (Acral lentiginous Melanoma)

- Le lentingo malin de Dubreuilh ou LM (Lentigo Melanoma)

- Le mélanome des muqueuses ou MLM (Mucosal Lentiginous Melanoma)
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Lentigineux
Mélanome . : — - Superficiel extensif Nodulaire
Lentigo malinde  Acral lentigineux Mélanome des muqueuses (s5M) (NM)
Dubreuilh (LM) (ALM) (MLM)

Fréquence (%) 5310 2a10 1 60a70 10 & 20 (voire beaucoup
moins si I'on
applique des critéres
histologiques stricts :
absence de théques
jonctionnelles)

Contingent Lentigineux Lentigineux Lentigineux Pagétoide, visible Absent (ce qui le rend

épidermigue latéralement parfois difficile 4
témoin de la par rapport au distinguer d'une
phase contingent métastase)
horizontale invasif

Contingent invasif | Rarement présent | Inconstamment | Fréquent car diagnostic Le plus souvent Toujours présent car trés

témoin de la car trés tardif présent car souvent tardif présent car précoce
phase verticale assez tardif assez précoce
Terrain et siége Sujet dgé, visage, Paumes, plantes, | Bouche, gland, vulve
décollete doigts, orteils

Aspect Macule puis nappe | Macule, tumeur | Macule pigmentée puis Macule pigmentée | Tumeur d'emblée et
pigmentée tardive tumeur puis tumeur souvent de
puis trés ulcérobourgeonnante croissance rapide
tardivement souvent partiellement
tumeur achromique

Tableau 1: Classification anatomoclinique des mélanomes [37]

2 Biologie moléculaire des mélanomes

Au cours des derniéres années, de nombreuses altérations génétiques ont été décrites
dans le mélanome, conduisant a l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles. Au moins trois voies de signalisation sont impliquées dans la
tumorigenése : les voies MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K

(phosphatidylinositol-3-kinase) et cAMP (cyclic AMP).
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Figure 5: les trois voies de signalisation majeures impliquées dans le développement des mélanomes. La
voie PI3K (gauche), la voie MAPK (centre) et la voie de '’AMPc (droite). Les protéines indiquées en orange sont

codées par des genes fréquemment mutés ou amplifiés dans les mélanomes cutanés. [38]

2.1 Lavoie MAPK

La voie des MAP kinases correspond a une cascade essentielle de signaux de
transduction contrélant la survie, la croissance, la différenciation cellulaire, mais aussi

la transformation tumorale [39].
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L’activation de la voie des MAP kinases est médiée par des récepteurs a activité
tyrosine kinase (RTK). Il s’agit de protéines transmembranaires formées d’'un domaine
amino-terminal qui lie le ligand extracellulaire et d'un domaine carboxy-terminal qui

présente quant a lui une activité tyrosine kinase [40].

En conditions physiologiques, la liaison du ligand a son récepteur induit I'activation de
celui-ci, se traduisant ainsi par I'autophosphorylation de résidus tyrosines dans le
domaine intracellulaire. Ces tyrosines phosphorylées vont ensuite servir de sites de

liaison pour d’autres protéines entrainant ainsi une réaction en cascade [40].

En situation pathologique comme dans le mélanome, la voie des MAP kinases est
fréequemment activée de fagcon constitutive en raison de I'acquisition d’'une mutation

dans l'une des protéines de la voie MAPK [40].

2.1.1 Mutations BRAF

Les protéines RAF sont des sérine/thréonine kinases qui jouent un réle central dans
la voie MAPK. La famille des kinases RAF est composée de 3 membres : ARAF, BRAF
et CRAF (également appelé Raf-1), qui présentent une architecture commune et qui

sont soumis a une régulation complexe.

Les protéines RAF sont recrutées a la membrane plasmique par liaison directe aux

protéines RAS actives. Les protéines RAF phosphorylent et activent une autre protéine
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kinase appelée MEK, qui a son tour active une troisieme protéine kinase appelée ERK.
Cette derniére, quant a elle, phosphoryle de nombreuses cibles, notamment des

facteurs de transcription, régulant ainsi 'expression de plusieurs génes.

Les mutations BRAF représentent un événement fréquent dans l'oncogenése du
mélanome. Elles sont retrouvées dans environ 50% des cas [41]. La mutation la plus
courante (75 % des cas) est V600E, lorsque la valine est remplacée par l'acide
glutamique en position 600 [42]. Cette mutation entrainant une activation de la voie
MAPK de fagon constitutive concerne le plus souvent des sujets jeunes et porteurs de
meélanomes de type SSM développés en zones non chroniquement photo-exposeées

comme le tronc.

2.1.2 Mutations NRAS

Les protéines RAS sont des petites GTPase qui forment le lien essentiel entre le
récepteur a activité tyrosine kinase et 'activation de la voie MAP kinase. La protéine
RAS agit comme un interrupteur moléculaire : elle est “on” lorsqu’elle est liée au GTP
(guanine triphosphate) et “off” quand elle est liée au GDP (guanine diphosphate).
Aprés activation d’un RTK, le complexe protéique Shc/Grb2/SOS s’y fixe et stimule le

remplacement du GDP par le GTP sur RAS, I'activant de cette fagon.

Les mutations NRAS apparaissent dans environ 20 % des mélanomes et sont

également réparties entre les mélanomes cutanés, acraux et muqueux [43,44].
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80% de ces mutations sont des mutations ponctuelles en position 61 qui entrainent
une substitution glutamine-leucine. Les mutations aux positions 12 et 13 sont
également répandues mais moins que la mutation a la position 61. Cela conduit a une
activité GTPase défectueuse, a une accumulation de RAS-GTP et a une insensibilité
a la régulation physiologique par les facteurs d'échange nucléotidiques et les protéines

activatrices de la GTPase [41].

Les mélanomes qui présentent des mutations NRAS sont généralement plus agressifs
et présentent un plus mauvais pronostic. Cela pourrait étre lié au fait que les
meélanomes avec des mutations NRAS sont davantage susceptibles d'avoir une

initiation précoce de la phase de croissance verticale [41].

Les patients atteints de cette variété de mélanomes sont généralement plus agés (>
55 ans) et ont des antécédents d'exposition chronique aux UV. Histologiquement, les
Iésions ont tendance a étre plus épaisses et ont une activité mitotique élevée. De plus,
il existe des taux plus importants de métastases ganglionnaires qui peuvent étre liés
a une motilité cellulaire accrue et a des taux plus élevés de transition épithélio-

mésenchymateuse dans les cellules tumorales mutées NRAS.
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2.1.3 Mutations NF1

NF1 est un géne suppresseur de tumeur et il s'est avéré potentiellement non
fonctionnel dans de multiples tumeurs malignes humaines, notamment les cancers du

poumon, les neuroblastomes et les glioblastomes [45-47].

NF1 code pour la protéine neurofibromine, qui régule négativement RAS par hydrolyse
du GTP lié a RAS en GDP. L'inactivation fonctionnelle de NF1 contribue a I'activation
de RAS et de ses voies de signalisation en aval, y compris les voies MAPK, PISK/AKT

et mTOR [48,49].

Les mélanomes survenant sur une peau fortement endommagée par le soleil ou les
mélanomes desmoplastiques présentent un taux significativement plus élevé de
mutations de NF1 [50,51]. De plus les mutations NF1 sont plus fréquentes dans les

meélanomes acraux et muqueux [52,53].

Des études récentes ont souligné que les mutations NF1 pourraient étre associées a
une résistance aux inhibiteurs de BRAF et de MEK [54,55]. De plus, les mélanomes
mutés NF1 sont classiquement des tumeurs a forte charge mutationnelle qui
répondent plutét bien a lI'immunothérapie [56,57]. Ces découvertes suggérent que le
statut mutationnel de NF1 pourrait étre important pour la prise de décision

thérapeutique.
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2.1.4 Mutations MAP2K1/MAP2K2

MAP2K1 et MAP2K2 codent pour les protéines kinases MEK1 et MEK2. Ces protéines
déterminent l'activation de ERK1 et ERK2 et la transduction ultérieure du signal dans
la cascade MAPK/ERK. Les mutations MAP2K1/MAP2K2 ont été associées a une

résistance aux inhibiteurs de RAF et de la MEK [50,58].

2.1.5 Mutations Kit

Le gene Kit code pour le récepteur c-Kit qui correspond au récepteur du SCF (Stem
Cell Factor). Ce récepteur joue un réle majeur dans le développement de multiples

lignées cellulaires, dont les mélanocytes.

Effectivement, la liaison du SCF au c-KIT induit l'activation du récepteur et
I'autophosphorylation de résidus tyrosines spécifiques dans la partie intracellulaire du
récepteur. Ces acides aminés phosphorylés sont des sites d'ancrage pour diverses
protéines, qui secondairement dirigent plusieurs voies de signalisation intracellulaires,

notamment les voies MAPK et PI3K.

Les modifications du géne KIT (mutations, variations du nombre de copies) sont
mutuellement exclusives aux mutations BRAF, NRAS et NF1. Les exons les plus
impliqués sont I'exon 11 et 'exon 13. Les mutations L576P et K642E ont une réponse

positive aux inhibiteurs de KIT, mais il s'agit d'une réponse temporaire [59-62].
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Ces mutations activatrices de c-Kit sont tres rares (<3% des mélanomes [63]) en

dehors des populations asiatiques, et sont plutdt associées aux mélanomes muqueux.

2.2 Lavoie PI3K

PI3K est a la fois un effecteur de RAS et un effecteur direct des RTK. Une fois activee,
la PI3K convertit le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 phosphate) en PIP3
(phosphatidylinositol 3,4,5 phosphate), qui fixe les protéines ayant un domaine PH

(Pleckstrin Homology), régulant ainsi leur localisation et leur activité [64].

Les protéines AKT (AKT1, AKT2 et AKT3), contiennent un domaine PH et sont les
effecteurs les plus connus de la voie PI3K. Les protéines AKT ont de nombreuses
cibles, et notamment plusieurs protéines associées a I'apoptose, comme la caspase 9
et BAD [65]. Lorsqu’elle est active, la voie PI3K/AKT protége les cellules de I'apoptose.
Par conséquent, il n'est pas surprenant que de nombreux types de cancers, y compris

le mélanome, présentent une activation constitutive de cette voie de signalisation.

PTEN est un géne suppresseur de tumeur ayant une action inhibitrice de cette voie
PI3K/AKT. Des délétions partielles ou totales de PTEN ont été décrites dans 30 a 50

% des mélanomes, et des mutations ponctuelles dans 10 % d’entre eux [66,67].
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De plus, l'activation constitutive de la protéine AKT3, serait présente dans plus de 60%
des mélanomes [68], soulignant I'importance de I'activation de la voie PI3K dans le

développement de ces tumeurs.

La perte de PTEN est plus souvent retrouvée dans le mélanome muté BRAF que dans
le mélanome muté NRAS [69], une découverte compatible avec l'activation de la voie

PI3K/AKT par NRAS mais pas par les mutations BRAF.

L'inactivation de PTEN est également liée a une plus grande résistance aux inhibiteurs

de BRAF et a I'immunothérapie [70,71].

2.3 Lavoie de ’AMPc et MITF

La voie de 'AMPc est stimulée par des hormones mélanotropes produites par les
kératinocytes comme 'a-MSH (alpha-Melanocyte Stimulating Hormone), qui vient se
lier au récepteur MC1R (Melanocortin 1 Receptor) stimulant ainsi la production

d’AMPc.

L’AMPc active la protéine kinase A (PKA), qui phosphoryle et active a son tour le
facteur de transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding Protein), lequel

accroit I'expression de la protéine MITF [72]. La protéine MITF est un facteur de
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transcription situé au cceur de nombreuses voies de signalisation contrélant la

différenciation, la morphologie, la prolifération et la survie des mélanocytes [73].

L’expression ectopique de MITF par interaction avec la protéine mutante BRAFVG600E
pourrait transformer les mélanocytes humains, démontrant que MITF est susceptible
d’agir comme un oncogéne dans le mélanome [74]. Ce géne MITF serait amplifié dans

20% des mélanomes environ [74].

2.4 Lavoie P16/CDK4

La protéine p16 (CDKNZ2A) joue un rdle dans la régulation du cycle cellulaire grace a
son interaction avec la kinase CDK4. En effet, alors que la protéine kinase CDK4
s’associe a la cycline D1 pour stimuler la progression du cycle cellulaire, la protéine
p16, en se liant a CDK4, vient inhiber le cycle cellulaire. Les mutations germinales du
géne p16 prédisposent au développement du mélanome. Des mutations ou délétions

somatiques de p16 sont également rapportées [69].

Pour terminer, 'amplification des génes codant pour la cycline D1 ou CDK4 a été

observée dans un sous-ensemble de mélanomes [75].
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3 Prise en charge thérapeutique du mélanome

métastatique

La prise en charge du mélanome métastatique a profondément évolué depuis
'apparition des thérapies ciblant la voie des MAP-kinases et des immunothérapies
inhibitrices de checkpoints ciblant CTLA4 et PD1. Cependant, le « traitement de
référence » du mélanome métastatique en premiére ligne reste l'inclusion dans un

essai contrélé multicentrique a chaque fois que cela est possible.

3.1 Immunothérapies

Les stratégies actuelles dans le mélanome font appel aux inhibiteurs de checkpoints.
Il s’agit d’anticorps monoclonaux qui viennent lever des systémes de rétrocontréle
négatifs au niveau de la synapse immune dans le but d’activer 'immunité cellulaire
antitumorale. C’est actuellement le seul traitement permettant I'obtention d’une

rémission clinique prolongée dans le mélanome au stade métastatique [41].
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Figure 6: Modes d'action des immunothérapies inhibitrices de checkpoints dans le mélanome [41].

Le risque commun aux différentes immunothérapies est de déclencher des effets
secondaires auto-immuns. Ces effets indésirables auto-immuns sont extrémement

variés, et peuvent parfois contre-indiquer la poursuite du traitement, comme en cas de

pneumopathie interstitielle ou de colite sévere par exemple [76-80].

L’efficacité de ces molécules, a la différence des thérapies ciblées, n’est pas

conditionnée par la présence d’'une mutation. Ainsi, 'ensemble des patients au stade

métastatique est potentiellement éligible a recevoir une immunothérapie [76—80].
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3.1.1 L’ipilimumab (anti-CTLA4)

L’ipilimumab correspond a un anticorps dirigé contre le récepteur CTLA-4.

Pour que la réponse immunitaire cellulaire soit efficiente, il est indispensable d’avoir
deux signaux d’activation entre la cellule lymphocytaire T (récepteur TCR et CD28) et
la cellule présentatrice d’antigene (CMH et complexe B7, respectivement). Pour
réguler la réponse immunitaire, il existe un mécanisme d’inhibition dans lequel le

récepteur CTLA-4 se lie au complexe B7 a la place du récepteur CD28.

Le principe de ce type d'immunothérapie est de bloquer la liaison de CTLA-4 au
récepteur B7, supprimant ainsi ce phénomeéne de tolérance immunitaire des cellules

tumorales. De ce fait, I'effet antitumoral des lymphocytes T est maintenu.

Bien que l'ipilimumab fut le premier inhibiteur de checkpoint a avoir été évalué en
monothérapie dans les mélanomes métastatiques, son utilisation est désormais

systématiquement associée a un anti-PD1 (cf. 3.1.3) [81,82].

3.1.2 Les anti-PD1 (nivolumab et pembrolizumab)

PD1 est une protéine de surface a expression lymphocytaire T. Son ligand principal
PD-L1, est quant a lui exprimé a la surface des cellules tumorales ainsi que sur

certaines cellules immunitaires.
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La liaison de PD-L1 avec PD-1 entraine l'inactivation des lymphocytes T au sein des
tissus périphériques, y compris sur les métastases de mélanome. Les inhibiteurs de
PD-1 sont des molécules qui bloquent la liaison entre le récepteur PD1 et son ligand.
Ce blocage permet de réactiver les lymphocytes T « endormis » avec pour objectif la

restauration d’'une réponse immune antitumorale.

Les posologies et les rythmes d’administration par voie intraveineuse sont propres a
chaque molécule. Contrairement aux anti-CTLA4, les réponses sont plus rapides et a

un taux plus éleve.

Robert et collaborateurs ont évalué dans les mélanomes métastatiques en 1ére ligne
un taux de réponse objective du pembrolizumab toutes les 3 semaines a 32,9% versus
11,9% pour lipilimumab. Les estimations de survie a un an étaient 68,4 % pour les
patients recevant du pembrolizumab toutes les 3 semaines (HR: 0,69 ; IC a 95 %, 0,52

a 0,90 ; p = 0,0036), et 58,2 % pour ceux recevant l'ipilimumab.[83].

3.1.3 Les associations anti-PD1 + anti-CTLA4

Il s’agit a I'neure actuelle d’'une des meilleures options de traitement dans le mélanome

meétastatique.
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L’étude publiée par Postow et collaborateurs en 2015 retrouvait un taux de réponse
objective du bras ipilimumab plus nivolumab a 61% versus 11% pour le groupe

ipilimumab seul [84].

Dans la population atteinte de tumeurs BRAF sauvage, la médiane de survie sans
progression n'a pas été atteinte avec l'association et était de 4,4 mois (IC a 95 %, 2,8
a 5,7) avec l'ipilimumab en monothérapie. Parmi les patients atteints de tumeurs
porteuses de la mutation BRAF, la médiane de survie sans progression était de
8,5 mois (IC a 95 %, 2,8 a non estimable) dans le groupe d'association et de 2,7 mois

(IC a 95 %, 1,0 a 5,4) dans le groupe ipilimumab en monothérapie. [84].

Il est toutefois important de noter que les effets indésirables de la combinaison
ipilimumab plus nivolumab étaient bien supérieurs (54% de grade llI-IV versus 24%)
en comparaison au bras ipilimumab seul [84]. L'utilisation de cette combinaison reste

en conséquence réservée aux patients ne présentant pas de comorbidités séveres.

Enfin, concernant les résultats a 6,5 ans de I'étude CheckMate 067, les taux de survie
globale étaient de 57 % dans le groupe nivolumab + ipilimumab, 43 % dans le groupe
nivolumab seul et 25 % dans le groupe ipilimumab seul chez les patients atteints de
tumeurs mutantes BRAF et de 46 %, 42 % et 22 % respectivement, chez ceux atteints

de tumeurs BRAF de type sauvage [82].
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3.1.4 Les anti-LAG-3

Le LBLOO7 est un nouvel inhibiteur de checkpoint visant le géne d'activation des

lymphocytes 3 (LAG-3).

L’association des anti-LAG3 aux anti-PD1 semble agir de fagon synergique et a déja
bénéficié d’'une évaluation dans le mélanome. Ainsi, I'association du LBLO07 au
toripalimab (anti PD-I, autorisé en Chine dans le mélanome) a été évaluée chez 37

patients atteints d'un mélanome non résécable ou métastatique [85].

La tolérance est bonne. Aucune toxicité limitant la posologie n'est apparue et la dose
maximale tolérée n'a pas été atteinte dans cette étude. Les événements indésirables
les plus fréquents étaient I'anémie, I'élévation des CPK et des enzymes hépatiques,
ainsi que I'hypothyroidie. Le taux de réponse objective était de 12,5%, celui de contrdle

de la maladie de 53 %.

Chez les patients naifs de traitement anti-PD1, le taux de contréle de la maladie était
de 82 % pour les mélanomes acraux et 50% dans les mélanomes muqueux. |l était de

18 % chez les patients résistants a I'anti-PD1.

En résumé, l'association LBLOO7 et toripalimab est bien tolérée et semble prometteuse
dans les mélanomes non résécables ou métastatiques, en particulier dans ceux de
type acral n’ayant pas regu de traitement préalable par anti-PD1.
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Un autre inhibiteur de LAG3, le relatlimab, avait fait ses preuves dans le mélanome
avancé en association au nivolumab. En effet, il permettait de doubler la survie sans

progression par rapport au nivolumab seul, avec un profil de sécurité acceptable [86].

La survie médiane sans progression était de 10,1 mois (IC a 95 %, 6,4 a 15,7) avec le
relatlimab-nivolumab contre 4,6 mois (IC a 95 %, 3,4 a 5,6) avec le nivolumab (HR:

0,75 [IC a 95 %, 0,62 a 0,92] ; p = 0,006 selon le test du log-rank)

Les nouvelles données de l'essai RELATIVITY-047 montrent un taux de réponse
globale de 43 % avec cette association versus 33% pour le nivolumab seul [87]. En
faveur de l'association, la médiane de survie globale n’a cependant pas encore été

atteinte.

3.2 Thérapies ciblées

Ces molécules sont spécifiques des anomalies moléculaires affectant la voie des
MAP-kinases. Les thérapies ciblées sont administrées par voie orale a la différence de
limmunothérapie. Elles ont d’abord été utilisées séparément puis en combinaison
dans I'objectif de limiter les phénomeénes d’échappement et d’en améliorer le profil de

tolérance [41].
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3.2.1 BRAF inhibiteurs (encorafenib, dabrafenib, vemurafenib)

Ces traitements ne s’adressent classiquement qu’aux patients porteurs d’'une mutation
BRAF, soit environ 50% des patients. De plus, les résultats sont meilleurs en cas de

mutation V600E qui est la plus fréquente [88—-93].

Les effets indésirables comprennent entre autres : arthralgies, asthénie, nausées,
vomissements, éruptions cutanées et sont globalement identiques en dehors de la
photosensibilité qui est plus fréquente sous vémurafenib et de la fievre plus fréquente

sous dabrafénib.

Une autre problématique est celle de la possible émergence de carcinomes
épidermoides sous traitement, faisant suite a I'activation paradoxale de la voie des
MAP-kinases dans les kératinocytes. Cela peut concerner jusqu'a 10 a 20% des
patients, raison pour laquelle les BRAF inhibiteurs sont systématiquement associés a
un inhibiteur de MEK permettant de supprimer ce potentiel risque. De plus, les études

les plus récentes combinent systématiquement les deux traitements (cf. 3.2.3).

Les mécanismes de résistance aux thérapies ciblées et plus spécifiquement aux
inhibiteurs de BRAF sont complexes et incluent 'émergence de nouvelles anomalies

moléculaires et notamment I'acquisition sous traitement de mutations NRAS.
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3.2.2 MEK inhibiteurs (binimetinib, trametinib, cobimetinib)

A la différence des BRAF inhibiteurs, ils sont parfois utilisés seuls en cas de mélanome
non muté BRAF mais présentant une mutation NRAS avec une efficacité relative

cependant [88—93].

Les effets secondaires comprennent :

- La survenue d’éruptions acnéiformes, imposant le plus souvent la prescription
d’'une prophylaxie par doxycycline,

- Des cedémes périphériques,

- Lasurvenue d’occlusion veineuse centrale de la rétine (OVCR). Il s’agit ici d’'un
effet indésirable particulierement sévére et imposant une surveillance étroite en
cours de traitement dans la mesure, ou en I'absence de prise en charge
précoce, celle-ci peut entrainer une cécité définitive. Une consultation auprés
d’'un ophtalmologue est souvent proposée avant d’'introduire un traitement par
MEK inhibiteur.

- Une toxicité cardiaque (par baisse de la FEVG), imposant une surveillance
échocardiographique a minima trimestrielle pour les patients bénéficiant d’'un
traitement par anti MEK. Ce traitement est contre-indiqué chez les patients

présentant une insuffisance cardiaque non contrélée au préalable.
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3.2.3 Associations BRAF inhibiteurs + MEK inhibiteurs

On utilise désormais avant tout les associations BRAF-inhibiteurs + MEK-inhibiteurs,
car elles permettent de limiter les phénoménes d’échappement liés a I'apparition de
nouvelles mutations sur la voie des MAP-kinases, et de réduire également I'apparition

de certains effets secondaires comme l'induction de carcinomes.

Le taux de réponse pour I'association vémurafenib et cobimétinib équivaut a 68% pour
une survie sans progression médiane de 9,9 mois [94]. Celui de I'association
dabrafénib et tramétinib est de 64% pour une survie sans progression médiane de

11,4 mois [95].

Par ailleurs, dans une étude évaluant le bénéfice a quatre et cing ans de I'association
dabréfénib et tramétinib, I'équipe du Professeur Robert a montré que sur 563 patients,
les taux de survie sans progression étaient de 21 % (IC a 95 %, 17 a 24) a 4 ans et de
19 % (IC a 95 %, 15 a 22) a 5 ans. Les taux de survie globale étaient de 37 % (IC a

95 %, 33a42)a4 ans et de 34 % (IC a 95 %, 30 a 38) a 5 ans [96].

Pour conclure, les bithérapies ciblées permettent un contrdle de la maladie chez une
majorité de patients en présence d’'une mutation BRAF V600E. Cependant, une
grande partie d’entre eux présentera une récidive précoce de la maladie, inhérente a

I'apparition de nouvelles mutations sur la voie des MAPK notamment. Il est intéressant
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de noter que, dans les études les plus récentes, un faible pourcentage de patients

semble présenter un bénéfice prolongé de la thérapie ciblée.

3.2.4 Inhibiteurs de tyrosine kinase (imatinib)

Les mélanomes muqueux sont des tumeurs rares. lls représentent moins de 2% de

'ensemble des mélanomes et sont généralement de mauvais pronostic [97].

Ces mélanomes muqueux fréquemment métastatiques ont la particularité de présenter

une mutation sur le géne KIT dans 20 a 40% des cas [98,99].

Le géne KIT comme énonceé précédemment est un proto-oncogéne. Il joue un réle
dans la survie, la migration et le développement mélanocytaire en codant le récepteur

c-Kit qui correspond au récepteur du stem cell factor (SCF).

Ce récepteur est composé de cinq domaines dont un domaine juxtamembranaire dont
le rble reste a déterminer mais ou les mutations de Kit sont les plus fréquentes

notamment au niveau de I'exon 11 L576P.

L’imatinib a la posologie de 400 mg/jour représente une alternative thérapeutique en
cas de progression sous immunothérapie pour les mélanomes métastatiques mutés

KIT. Cependant, I'analyse des mutations KIT est une condition préalable avant
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I'utilisation des inhibiteurs de tyrosines kinases car certaines d’entre elles (exon 11

L576P) semblent assurer une meilleure réponse [60,61].

3.3 Chimiothérapies

Les chimiothérapies représentaient autrefois le traitement de référence du mélanome
au stade métastatique. Elles sont aujourd’hui uniquement réservées aux patients ne
pouvant bénéficier des thérapies ciblées ou des immunothérapies. Le mélanome est
par définition un cancer chimiorésistant. Avec une monochimiothérapie, le taux de
réponse est de I'ordre de 10 a 20 % et il N’y a pas de bénéfice démontré en survie

[100-108].

La molécule de référence était la dacarbazine. Le cisplatine, les nitroso-urées, les
alcaloides de la pervenche, la vindésine et la vinblastine ont cependant une efficacité

proche de celle de la dacarbazine.

A ce jour, et devant les progres récents entourant la prise en charge thérapeutique du
mélanome, il est possible de conclure que les polychimiothérapies n’ont plus d’intérét

au stade métastatique.
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4 Les transcrits de fusion en cancérologie

4.1 Définition et épidémiologie

Les génes de fusion correspondent a des altérations moléculaires consécutives a des

phénomeénes de cassures et réarrangements chromosomiques.

Le premier gene de fusion découvert dans le cancer humain est le géne BCR-ABL,
décrit en 1960. Le gene de fusion BCR-ABL est le résultat d'une translocation entre
les bras q des chromosomes 9 et 22. Cette fusion est présente chez plus de 96 % des

patients atteints de leucémie myéloide chronique (LMC) [107].

A ce jour, les bases de données décrivent au moins 21000 fusions [108]. La résultante
de ces fusions est la création de protéines chimériques qui représentent des drivers

oncogéniques potentiels.

En 2022, Lee et collaborateurs publiaient la plus large étude, pan tumeur, de recherche
de transcrits de fusion sur biopsies liquides. Sur 32492 échantillons analysés, une
fusion d’oncogénes était détectée dans 1.8% des cas. Parmi les cancers arborant la
plus haute fréquence de détection, on retrouvait les cholangiocarcinomes (4.2%), les
carcinomes urothéliaux de vessie (3.6%) et les cancers bronchiques non a petites
cellules (3.1%). Les génes les plus fréquemment détectés étaient ALK, BRAF, FGFR

MET, NTRK, RAF1, RET et ROS1. Il est intéressant de noter qu'il existe une forte
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concordance entre les analyses effectuées sur tissus et celles faites sur biopsies

liquides (pourcentage de concordance positif a 70%) [109].

L'une des grandes particularités des fusions d’oncogénes est leur hétérogénéité.
Chaque gene de fusion pourra présenter différents partenaires, des points de rupture
variables, voir des co-mutations associées (Figure 3). Chacune de ces spécificités est
susceptible de modifier les conséquences fonctionnelles et thérapeutiques des génes

de fusion [110].
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Figure 7: Hétérogénéité des fusions de MET
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411 Techniques de détection des fusions d’oncogénes

Les analyses FISH (fluorescence in situ hybridization), développées au début des
années 1980, permettent la mise en évidence de fusions de génes a I'aide de sondes
ADN utilisées in situ sur le tissu tumoral. Cette technique consiste a analyser des
coupes en microscopie et en imagerie moléculaire en recourant a des sondes
disposant d'un marqueur fluorescent. C’est le type de sonde qui conditionne

l'identification du partenaire de fusion.

La détection des transcrits de fusion peut également se faire a un niveau moléculaire,
a partir de ’ADN ou de I’'ARN tumoral. L’identification des points de cassures sur ’ADN
tumoral repose alors sur la réalisation d’'un séquencage. C’est également en utilisant
cette méthode que l'identification des transcrits de fusion sur ADN libre circulant est
possible. Cependant, cela suppose de disposer de capacités de séquengage
conséquentes, dans la mesure ou il devient nécessaire de séquencer de grandes

régions introniques.

Pour pallier cela, des panels de séquencage ciblé sont disponibles pour la détection

des transcrits de fusion.

Dans certains cas, il est également possible d’utiliser 'immunohistochimie pour mettre
en évidence la protéine chimérique ou simplement I'expression de la protéine cible

lorsque celle-ci n'est exprimée qu’en présence d’une fusion. C’est par exemple le cas
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de 'immunohistochimie d’ALK dans le cancer du poumon. En effet, 'expression d’ALK

est corrélée positivement a la présence d’une fusion impliquant le géne ALK [111].

Cependant, dans les tumeurs solides, a I'exception de quelques rares translocations
comme celle d’ALK dans le cancer du poumon, les fusions restent des événements
rares. Ainsi, des méthodes de recherche simultanée des différentes cibles sont
nécessaires, en particulier dans un contexte de soin et de faible disponibilité du

matériel tumoral [112].

L’un des principaux avantages des tests basés sur le séquengage est de permettre le
multiplexage du typage. Le choix de la matrice ADN ou ARN dépend majoritairement

des capacités de séquencgage disponibles.

Si 'ARN était historiquement analysé a partir d’'une extraction sur matériel congelé,
limitant ainsi son positionnement, il est aujourd’hui possible de travailler sur du matériel
fixé au formol et inclus en paraffine. Malgré un taux d’échecs non négligeable (10-20
%) imputable soit a la qualité soit a la quantité d’ARN extrait a partir des prélévements,

diverses méthodes de typage ont été développées [113].

4.1.2 Impact thérapeutique des fusions d’oncogénes

Ces fusions d'oncogénes ont suscité un intérét croissant ces derniéres années. Le

développement d'inhibiteurs de la tyrosine kinase spécifiques de ces altérations a
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conduit a leur détection systématique dans de nombreux cancers (comme les cancers
du poumon non a petites cellules [111] ou les cholangiocarcinomes [114] par

exemple).

Concernant les tumeurs solides, les inhibiteurs ALK de 2" (brigatinib
[115]/alectinib[116]) et de 3°™ génération (lorlatinib [117,118]) sont devenu le
traitements de référence en 1ére et 2éme ligne des cancers du poumon non a petites

cellules métastatiques avec un réarrangement de ALK ou ROS 1.

Le larotrectinib est quant a lui disponible pour la prise en charge des fibrosarcomes
infantiles et des sarcomes des tissus mous, avec une fusion du gene NTRK
(neurotrophic tyrosine receptor kinase), au stade localement avancé ou métastatique,

et réfractaire ou en rechute [119].

Le pemigatinib a obtenu en 2021 un avis favorable dans la prise en charge du
cholangiocarcinome intrahépatique localement avancé ou métastatique avec fusion

FGFR2 [120].

Le selpercatinib est disponible dans la prise en charge des cancers bronchiques non
a petites cellules (CBNPC) [121] et les cancers médullaires de la thyroide [122] avec

fusion de RET.

58



Le capmatinib a démontré dans des cas rapportés une efficacité dans les tumeurs
arborant une fusion de MET (Cholangiocarcinomes, Gliomes ...)[123]. Des études de
phase Il sont en cours avec différents inhibiteurs de MET pour évaluer leur efficacité
dans les tumeurs arborant des altérations de MET comprenant notamment des

fusions.

Finalement, la recherche de transcrits de fusion apparait primordiale dans de
nombreuses localisations tumorales. |l reste nécessaire de développer des
algorithmes de typage et des recommandations par type tumoral en lien avec les

résultats des différents essais en cours.

5 Objectif de I’étude

En cas de mélanome métastatique, la caractérisation moléculaire par séquencgage de
nouvelle génération (NGS) de la tumeur est essentielle pour définir la prise en charge
des patients. En I'absence d’altération moléculaire actionnable (environ 30% des cas
[124,125]) et en cas de progression sous inhibiteurs de points de contrble

immunitaires, les options thérapeutiques sont extrémement limitées.

Une analyse moléculaire plus approfondie par NGS ciblé et recherche de transcrits de
fusion est proposée a titre systématique chez les patients ne présentant pas

d’altération de BRAF, NRAS et CKIT (communément appelé triple négatif).
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L’objectif de I'étude était de réaliser une analyse rétrospective des patients présentant
un mélanome triple négatif et pour lesquels une analyse moléculaire approfondie a pu
étre effectuée. Nous voulions ainsi déterminer la fréquence des altérations rares
potentiellement actionnables et étudier le devenir des patients présentant ce type

d’altérations.
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1 Introduction

Fusion oncogenes have gained increasing research interest in recent years. These
molecular alterations are rare, in the largest correlative study of the genomic
sequencing of tissue and liquid biopsy published in 2022 by Lee et al. the rate of fusion
detection in solid tumors was 1.8% [1]. The development of tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) specific for these alterations has led to the systematic detection of fusion
oncogenes in cancers such as non-small cell lung cancer and [2], cholangiocarcinoma
[3]. However, although many techniques are available to detect fusion oncogenes, their

frequency and heterogeneity limit their detection in most solid cancers.

In case of metastatic melanoma, molecular characterization by next-generation
sequencing (NGS) of the tumor is essential to determine the management of patients.
Approximately 40% of patients have BRAF protein mutations at valine V600 (also
known as BRAF class | mutation). The use of inhibitors specifically developed to target
BRAFVG600 alterations is a standard of care in first- or second-line treatment when
treatment with immune checkpoint inhibitors (ICls) fails. Class Il and Ill BRAF
mutations (not involving valine 600) are described in <5% of cases, and the use of

BRAF inhibitors is poorly codified owing to their rarity [4].

Other most frequently reported alterations include NRAS and CKIT mutations in 25%
and 3% of cases, respectively, for which the efficacy of targeted therapies also remains

modest.
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In the absence of molecular alteration (pan-negative melanoma) and in case of
progression under ICI treatment, therapeutic options remain limited [5]. Therefore, we
aimed to determine the frequency of fusion oncogenes in patients with pan-negative

melanoma using an RNA sequencing technique [6].

2 Materials and Methods

21 Study Design and Patients

In this observational, monocentric, retrospective study, we identified 59 patients with

pan-negative melanoma.

Clinical and molecular data were collected retrospectively. The investigators used
Response Evaluation Criteria In Solid Tumors 1.1 to assess responses to
immunotherapy and TKIs. The objective response rate was defined as the rate of

complete or partial response.

All of the data reported in this study were extracted from a database approved by the
French National Data Protection Authority. This noninterventional study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and Good Clinical Practice
guidelines. It was approved by a national ethics committee and by the French Advisory
Committee on Information Processing Related to Research in the Field of Health. All

included patients received information from their referring physician.
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2.2 Molecular analysis

Genomic DNA and RNA were extracted from samples with QIAmp DNA FFPE Tissue

Qiagen kit according to the manufacturer’s instructions.

Subsequently, DNA sequencing was performed using AmpliSeq multiplex PCR (the
Oncomine Comprehensive Assay v3 panel) on an lon S5 system (Life technologies);
the data were analyzed with lon reporter V5.10 (Life technologies). This method
facilitates the detection of somatic mutations, if present, in 210% of tumor cells.
Variants were classified according to the American College of Medical Genetics and

Genomics guidelines.

RNA analysis was conducted using anchored multiplex PCR using the ArcherDX

FusionPlex Sarcoma v2 panel.

3 Results

A total of 59 patients with advanced pan-negative melanoma (wild-type BRAF, NRAS,
and cKIT) were included in the study. There were 30 males and 29 females with an

average age of 61.8 years.
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In total, 71.1% and 15.2% of the included patients had cutaneous melanoma and
mucosal melanoma, respectively. Moreover, 76.2% and 23.7% of the patients had a

stage IV and stage Il disease, respectively, at the time of molecular analysis.

Owing to a lack of available tumor material, a fusion transcript search was performed
for 51 patients. An RAF fusion transcript was identified in nine patients, that is, 17.6 %
of the patients analyzed. Seven patients had BRAF fusion transcripts and two had
RAF1 fusion transcripts. We identified nine different fusion partners (Figure 1).
Simultaneously, a large molecular study was performed. Six patients carrying a fusion
gene were able to benefit from an extended molecular analysis (OCA analysis). Among
patients without an RAF fusion, 45 patients benefited from an OCA analysis. The most

frequent molecular alterations were NF1 mutations in 22% of cases.

All patients with an RAF fusion received first-line therapy with ICls. The objective
response rate was 88.8% (8/9). The median duration of response was 8 months. Five
patients showed progression after an initial response. For one patient, the
immunotherapy was interrupted due to the occurrence of a grade | sarcoid-like

granulomatosis. Two patients were still under treatment.

For the five patients who progressed under immunotherapy, a targeted therapy could
be started after a decision by a molecular tumor board. Three of these patients
received an MEK inhibitor alone, and two patients received a combination RAF/MEK

inhibitor.
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The response rate was 20% (Figure 1). No response was observed under biotherapy

for patients with BRAF fusion. The mean duration of treatment was 4.6 months.

4 Discussion

In this monocentric study that assessed a cohort of 59 patients with advanced or
metastatic pan negative melanoma, we identified nine tumors harboring a fusion

oncogene.

Considering the high frequency of fusion oncogenes in a selected population, this

search seems relevant in patients with pan-negative melanoma.

Notably, only RAF fusion oncogenes (7 BRAF and 2 RAF) were identified. Further
molecular analysis using targeted NGS did not identify any co-alterations. It would
appear that RAF fusions are exclusive; however, owing to the small number of patients,
the possibility of gene co-alterations cannot be excluded. Furthermore, the inclusion
criterion of patients without BRAF, NRAS, and C-kit mutations resulted in the exclusion

of most patients with metastatic melanoma.

RAF fusion transcripts were identified exclusively in patients with cutaneous
melanoma. However, only nine patients with mucosal melanoma were included in the

study.
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The fusions of RAF proteins have been the subject of numerous publications. In a pan
tumor study published in 2015 by ROSS et al, on 20573 samples analyzed the
frequency of BRAF fusions was 0.3% [7]. The frequency of BRAF fusions was however
variable according to tumor location (3% of melanomas; 2% of gliomas; 1.0% of thyroid
cancers; 0.3% of pancreatic carcinomas; 0.2% of non-small cell lung cancers and 0.2%
of colorectal cancers). There is no specific treatment available in the presence of RAF
fusion. In our study the efficacy of BRAFV600 inhibitors and/or MEK inhibitors remains
modest (with a response rate of 20% and a duration of treatment of 4.6 months). These

results does not allow them to be considered as potential therapeutic alternatives.

Preclinical studies have demonstrated that RAF fusion oncogenes are associated with
the activation of the MAP kinase and PI3 kinase pathways, thus characterizing them
as potential oncogenic drivers. The use of BRAFV600 inhibitors fails to block the
activation of signaling pathways in the majority of the models studied, which is
consistent with the clinical data. The use of a pan-RAF inhibitor such as DAY101 [8]
or LY3009120 [9] appears to be more effective in inhibiting the proliferation of
melanoma cells carrying an RAF fusion oncogene. Studies evaluating the usefulness
of pan-RAF inhibitors in the presence of a BRAF fusion oncogene are currently

underway (NCT04589845; NCT04775485).

Remarkably, the response rate to ICls in patients with an RAF fusion oncogene was

high (88%). However, the majority of them showed progression (median duration of
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response of 8 months) indicating the occurrence of secondary resistance mechanisms.

ICls remain the standard of care for these patients in the first-line setting.

5 Conclusion

Our results showed that in a selected population of patients with pan-negative
melanoma, BRAF fusion transcripts were detectable in clinical practice. Identification

of BRAF fusions may help orient patients towards specific therapeutic trials.
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6 Table 1: Characteristics of the study population

Study population

n=59
Gender
Male 30 (50,8%)
Female 29 (49,1%)
Average age at diagnosis (years) 61,8
Type of melanoma
Cutaneous 42 (71,1%)
Mucous 9 (15,2%)
No primitive found 8(13,5%)
Stage
i 14 (23,7%)
IV 45 (76,2%)
Molecular abnormalities highlighted
NF1 mutation 13 (22%)
NF2 mutation 1(1,6%)
GNAQ mutation 2(3,3%)
ATM mutation 2(3,3%)
TP53 mutation 4 (6,7%)
PTEN mutation 2(3,3%)
PIK3 mutation 3 (5%)
SF3B1 mutation 2 (3,3%)
RAD51C mutation 1(1,6%)
PTCH1 mutation 1(1,6%)
CDKN2A mutation 1(1,6%)
CBL mutation 1(1,6%)
MAP2K1 mutation 2(3,3%)
RAC1 mutation 1(1,6%)
SLX4 mutation 1(1,6%)
BAP1 mutation 1(1,6%)
ATRX mutation 1(1,6%)
NOTCH3 mutation 1(1,6%)
Fusion transcripts 9(15,2%)
RAF fusion 2(3,3%)
MAP4-RAF1 1(1,6%)
EFCC1-RAF1 1(1,6%)
BRAF fusion 7 (11,8%)
MKLN1-BRAF 1(1,6%)
PTPRJ-BRAF 1(1,6%)
AGK-BRAF 1(1,6%)
SNX29-BRAF 1(1,6%)
BRAF-ADCK2 1(1,6%)
ERC1-BRAF 1(1,6%)
SNX29-BRAF 1(1,6%)
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7 Fiqure 1: Treatments received and best response for patients with fusion oncogenes

Figure 1: Treatments received and best response for patients with fusions
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Conclusion

Nos résultats ont montré que, dans une population sélectionnée de patients atteints
d’'un mélanome pan-négatif, les transcrits de fusion BRAF et RAF1 étaient détectables
en pratique clinique. Par ailleurs, il n'y avait pas d’autres co-altérations moléculaires
chez ces patients. Cela souligne le réle central de la voie MAPK dans la tumorigenése

du mélanome.

L’autre intérét majeur de ce travail est qu’il s’agissait d'une étude portant
exclusivement sur le mélanome et non une étude pan-tumeur comme c’est

généralement le cas dans la littérature.

Selon les données de la littérature, les fusions de RAF dans les mélanomes sont
retrouvées a hauteurs de 3% des cas. Dans le cadre de notre travail, la fréquence était

de 17.6% des patients analysés.

Il s’agit d’'une donnée essentielle, compte tenu des enjeux techniques et économiques
que pose la recherche de transcrits de fusion. En outre, il est intéressant de noter
gu’aucun autre géne n’était impliqué dans des mécanismes de réarrangements. Cela
suggeére la possibilité de développer des outils plus spécifiques dans la détection de

fusions de RAF au sein des mélanomes.



Malheureusement, les thérapies conventionnelles ciblant 'anomalie BRAFV600E ne
semblent pas efficaces en présence d’'un transcrit de fusion et semblent dans
l'incapacité de bloquer 'activité d’'une protéine chimérique. Le traitement de référence

reste pour l'instant la double immunothérapie par nivolumab et ipilimumab.

Il conviendra dans le futur d’inclure autant que possible ces patients dans un essai
clinique, évaluant notamment l'efficacité des pan-RAF inhibiteurs en particulier en cas

d’échec de I'immunothérapie.
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ggiltj:::e.: Les mélanomes pan-négatifs (c’est-a-dire sans altération de la voie MAPK et C-kit sauvage) représentent
30 % des mélanomes. En cas d’échec de 'immunothérapie, les options thérapeutiques sont limitées. Les fusions
d’'oncogénes représentent une cible d’intérét dans de nombreux cancers solides. Dans le mélanome, la fréquence des
fusions d’oncogénes n’est pas bien documentée et n’est pas systématiquement étudiée. Se pose également la
question d’une sanction thérapeutique potentielle en présence d’une fusion dans le mélanome.

Matériel et Méthodes : Nous avons mené une étude rétrospective monocentrique. L’'objectif était de déterminer la
fréquence des fusions d’oncogénes détectées par séquencage d’ARN (Archer Fusion pLex) réalisé en pratique
courante, chez des patients atteints d’'un mélanome pan négatif avancé ou métastatique. Les données sur les
caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires et les résultats des patients ont été recueillies. En paralléle,
une recherche d’altération moléculaire étendue a été réalisée a I'aide d’'un NGS (panel OncoMine Comprehensive
Assay v3).

Résultats : Au total, 59 patients ont été inclus dans I'étude. Il y avait 30 hommes et 29 femmes avec un 4ge moyen
de 61,8 ans. 71,1 % des patients inclus présentaient un mélanome cutané et 15,2 % un mélanome muqueux. En
raison d'un manque de matériel tumoral disponible, une recherche de transcrits de fusion a été effectuée pour 51
patients. Un transcrit de fusion RAF a été identifié chez 9 patients, soit 17,6 % des patients analysés. 7 patients
avaient des transcrits de fusion BRAF et 2 des transcrits de fusion RAF1. Simultanément, une vaste étude moléculaire
a été réalisée. 6 patients porteurs d'un géne de fusion ont pu bénéficier d'une analyse moléculaire étendue (analyse
OCA). Il n’y avait pas chez ces patients de co-altérations moléculaires. Parmi les patients sans fusion RAF, 45 patients
ont bénéficié d'une analyse OCA. Les altérations moléculaires les plus fréquentes étaient les mutations NF1 dans 22
% des cas. Tous les patients avec une fusion RAF ont regu un traitement de premiére ligne avec des ICI. Le taux de
réponse objective était de 88,8 % (8/9). La durée médiane de réponse était de 8 mois. Pour les 5 patients ayant
progressé sous ICI, une thérapie ciblée a été introduite. 3 de ces patients ont recu un inhibiteur de MEK seul et 2
patients ont recu une combinaison d’inhibiteurs de RAF/MEK. Le taux de réponse était de 20%. Aucune réponse n’a
été observée sous thérapie ciblée pour les patients avec une fusion BRAF.

Conclusion : Nos résultats ont montré que, dans une population sélectionnée de patients atteints de mélanome pan-
négatif, des transcrits de fusion BRAF et RAF1 étaient détectables en pratique clinique. L'identification de ces fusions

pourrait aider a orienter les patients vers des essais thérapeutiques spécifiques.
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