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El melanoma es un tumor maligho cuya incidencia
aumenta constantemente, en el que la existencia de
metdstasis conlleva un mal pronéstico, por su
agresividad y resistencia a la quimioterapia.

En las dltimas décadas no ha habido un avance
relevante, que suponga una nueva opcion de
tratamiento. Hasta el momento, ningdn tratamiento
habia demostrado prolongar significativamente su
supervivencia



Es un tumor de gran agresividad biologica con
una mediana de supervivencia menor al ano
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Desarrollo de anticuerpos monoclonales con
actividad antitumoral en pacientes BRAF mutados
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Lamentablemente no todos los melanomas presentan la

mencionada mutacion ya que se encuentra en el 40%-60% de
estos tumores, lo que hace imprescindible su determinacion



Biomarker Point BRAF

Registro www.biomarkerpoint.es
Enero 2014 (Operativa desde Julio 2012)

v’ Usuarios:

Registrados: 563 procedentes
de 202 hospitales nacionales
— 233 usuarios de Oncologia Médica

— 330 usuarios de Anatomia
Patoldgica
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1037 muestras testadas
- — 42% mutacion BRAF
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http://biomarkerpoint.es/

BRAF MUTADOS: 44 9%, la
mayoria de ellos V60O0OE y tan
sdlo 2 V600K
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Informe Estudio Molecular
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Muestra: & B Biopsia porimision de piel

Dais clinicos y motivo del es

Hospital "Rafael Méndez" (I.orca) (18B~l 118).

BRAF.

-Porcentap de células twronales:60%
- Contenado turonal: alto (= 50%)
-Necmss tum:ml bap (= 30%)

RESULTADO: MUTACION NO DETECTADA

La detenainacion del estado rautacional del codon 600 del gen BRAF se ha walizado reediante pirosecuerciac.
el equipo Pynolvlark Q24 de Qiagen siguiendoel protocolo descrito en Lin et al. Oral Oncobgy 62 (2016) 72 77.
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Técnicas de biologia molecular (mediante la
determinacion del estado mutacional del codén 600
del gen BRAF mediante pirosecuenciacion en el
equipo PyroMark Q24 de Quiagen)
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Técnicas inmunohistoquimicas (utilizando en
anticuerpo monoclonal primario de ratéon anti-BRAF
VG600E VE1 VENTANA de iso
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LA CORRELACION DE AMBAS TECNICAS ES
MUY ELEVADA Y LA FALTA DE LA MISMA
SIEMPRE HA TENIDO UNA EXPLICACION EN:

- PREANALITICA / CALIDAD DE LA MUESTRA
(ESCASO COMPONENTE TUMORAL O
ELEVADO PIGMENTO MELANICO).

- INMUNOHISTOQUIMICA AL NO DISPONER DE
ANTICUERPOS PARA LA FRACCION V600K .
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f INMUNOHISTOQUIMICA MOLECULAR

Preanalitica sencilla Preanalitica compleja

Solo detecta V60OE Detecta V600OE y otras fracciones
como la K

Valoracién objetiva
STl Bl g e Bl A= s ile El 0 Similar sensibilidad y especificidad
No atil con poca masa tumoral

Util con abundante pigmento No atil en melanomas muy
pigmentados

LY 4 y 4 -

Valoracion morfologica No puede valorarse en el
microscopio



CUANDO REALIZAMOS
INMUNOHISTOQUIMICA

MOLECULAR NEGATIVA

CONTROL DE
CALIDAD

POCA MUESTRA
PIGMENTADA



PRESENTAMOS UN CASO EN EL
QUE LA IHQ FUE NECESARIA
PARA EL DIAGNOSTICO
MUTACIONAL.



Varon de 32 afios.

Melanoma de extensidon superficial en
fase de crecimiento vertical.
Localizado en brazo izquierdo.
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HETEROGENEIDAD TUMORAL

- PERDIDA DE EXPRESION.
- ADQUISICION DE NUEVAS
MUTACIONES
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TUMORAL HETEROGENEITY:

-Described in distint type of tumors
-Policlonal tumors with BRAFY" and BRAFV600E cells,

both with metastatic capacity

BRAFV600E 24 BRAF V6008

BRAFVWT BRAFV600E

Dr. Santos Briz et al
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ESTUDIO DE LA MUTACION EN LAS
METASTASIS.



102" USCAP annual meeting
& Annual meeting AACR 2013

Dermatopatologia

Dr. JOSE LUIS RODRIGUEZ PERALTO
Hospital universitario 12 de octubre. Madrid

Dr. JUAN JOSE RIOS MARTIN
Hospital universitario Virgen Macarena. Sevilla

Dr. ANGEL SANTOS BRIZ
Hospital universitario de Salamanca




BRAF y Melanomas

*‘?T SHOULD B?AP:"“ :‘ :l'mtb 'IN ?!JIA?Y 0..ll IﬂAﬂATIC :AI:‘I.G!!M!T'IFWOIM? O ‘
\ et i ek S ey o Ve & v ®
= S o
== = - @ 9 .
== = s | | D A. Santos Briz y cols.
m e A H. U. Salamanca , Espafia
T oo e I imagen fondo. jpg

Estudian 222 melanomas de 152 pacientes
Determinan BRAF mediante PCR a tiempo real (Cobas) en 60 pacientes
con melanomas pareados: primario y metastasis:

« 46 (76%) concordancia en el BRAF entre primario y metastasis

De 22 BRAF nativo en primario, 1 BRAF mutado en su metastasis
De 38 mutados en primario, 13 fueron nativos en metastasis




Dr. M. Saorufim y cols.

B RAF y M e I anomas E?zlart;:ta EELIE Weill Cornell NY, Pakistan y
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+ Estudian mutaciones de BRAF en 34 pacientes con melanomas pareados primarios y
metastasis:
« Concordancia 68% (23/34) en el BRAF entre primario y metastasis
« Discordancia 22% (11/34) en el BRAF entre primario y metastasis
+ De 22 BRAF nativos en primario, 3 (14%) estaban mutados en sus metastasis
« De 12 BRAF mutados en primario, 8 (67%) fueron nativos en metastasis







European Journal of Cancer 114 (2009) 1=7

Available online at www sciencedirect.com - FJ C
ScienceDirect .
journal homepege: www.ejcEncer.com g e
Current Perspective
An updated European Organisation for Research and L]

ik for

Treatment of Cancer (EORTC) protocol for pathological
evaluation of sentinel lymph nodes for melanoma
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Rev Esp Patol. 2014;47(1):9-21
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REVISION

Recomendaciones para la determinacion de @Cms&\m
biomarcadores en el melanoma metastasico. Consenso
Nacional de la Sociedad Espafola de Anatomia
Patolégica y de la Sociedad Espafnola de Oncologia
Médica

José Luis Rodriguez-Peralto®*, Enrique Espinosa®, Juan José Rios-Martin®,
Alfonso Berrocal“, Maria Dolores Lozano®, Ana Arance’, Angel Santos-Briz ¢,

José Antonio Lépez-Martin " Maria Teresa Fernandez-Figueras'y
Salvador Martin-Algarra’




National Comprehensive
NCCN | Cancer Network®

NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology (NCCN Guidelines®)

Cutaneous Melanoma

Version 1.2020 — December 19, 2019

NCCN.org

NCCN Guidelines for Patients®

» IHC is a technique to selectively visualize antigens (proteins) in tissue section by using antibodies that bind to those specific antigens. IHC
may be used to screen for both BRAF V600E and C-KIT. This is an indirect test that detects the mutated protein.
0 BRAF VE1 (V600E) IHC test may be used as a rapid screening test for assessment of BRAF status in melanoma and for potential
start of BRAF inhibitor treatment regimen. The sensitivity and the specificity of the VE1 antibody is reported at 89.2% and 96.2%,
respectlvely,a\gistg the positive and negative predictive values at 97.1% and 86.2%, respectively. Confirmatory BRAF molecular testing is

0 KIT IHC testing may be used as a screening tool for assessment of KIT status in acral lentiginous or mucosal melanoma. Due to the wide
range of different KIT mutations and lack of widespread use of this test, confirmatory C-KIT molecular testing is encouraged to avoid
false positives or negatives.’’

» NGS, also known as high-throughput sequencing, describes a number of different sequencing technologies that allow sequencing of DNA
and RNA much more quickly and cheaply than the previously used Sanger sequencing. Single-gene or small multigene panels are also
used in some cases to test either one gene (BRAF) or a limited number of genes.
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