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I Introduction

A. La médecine de précision

Le développement des thérapies ciblées a ouvert une nouvelle ¢re thérapeutique en
oncologie au début des années 2000, la médecine de précision. Le mécanisme d’action
tout a fait différent de celui des chimiothérapies conventionnelles est d’inhiber de
maniére sélective I’anomalie moléculaire en cause dans la progression tumorale. De ce
fait, la notion d’addiction oncogénique est définie par la dépendance tumorale a une
anomalie moléculaire d’un oncogéne a l’origine de la prolifération et de 1’invasion
tumorale (1-3). L’oncogeéne responsable de I’initiation tumorale devient le pilote
oncogénique responsable de la progression tumorale. La description de plusieurs
anomalies moléculaires récurrentes dans différents types histologiques a permis une
nouvelle classification des cancers par pilote oncogénique, et in fine une nouvelle
stratégique thérapeutique. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) comme 1’imatinib
ciblant la translocation BCR-ABL, D’erlotinib et le gefinitib anti-EGFR de premiere
génération, le vemurafenib anti-BRAF, ou le crizotinib ciblant les réarrangements ALK
et ROS1 ont tous démontré une efficacité clinique évidente dans les cancers présentant
’altération moléculaire cible (4—8). L’analyse génomique est devenu un outil clef dans la
stratégie thérapeutique actuelle et différents programmes de séquencage sont réalisés afin
de cartographier les anomalies moléculaires au sein d’un type tumoral comme 1’essai
SAFIR 01 dans le cancer du sein (9). D’autres essais comme MOSCATO 01 (10),
SHIVA (11) et NCI MATCH (NCT02465060) évaluent I’impact clinique de 1’orientation
thérapeutique des patients en fonction de 1’anomalie moléculaire identifiée par

séquencage génomique a haut débit.



B. Résistance aux thérapies ciblées

Malgré des taux de réponses €levés et des durées de réponses prolongées, les ITK ont une
efficacité limitée par 1’apparition d’une résistance moléculaire acquise a 1’origine de la
progression de la maladie. Il s’agit d’une résistance acquise ou secondaire. Cette
résistance se distingue de la résistance primaire ou intrinséque qui est définie par
I’absence de réponse et une progression immédiate de la maladie (12). Les principaux
mécanismes de résistance acquise aux thérapies ciblées décrits sont soit dépendants
(mutations secondaires ou amplifications du geéne cible) soit indépendants de la cible.
Parmi les mécanismes de résistance indépendants de la cible, figurent 1’activation de
voies alternatives de transduction du signal et les mécanismes divers tels que la
transformation histologique, la résistance a 1’apoptose, les modifications épigénétiques,

etc. (figure 1).

Figure 1. Principaux mécanismes de résistance aux thérapies ciblées
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La recherche de mutations secondaires de résistance a permis le développement de
nouvelles thérapies ciblées dites de nouvelle génération. Dans le cancer du poumon
métastatique muté EGFR traité par anti-EGFR de premicre génération, EGFR T790M est
la mutation secondaire de résistance la plus fréquente, présente dans environ 60% des cas
(13-16). L’anomalie moléculaire identifiée est la substitution d’une thréonine par une
méthionine en position 790 de I’exon 20 du géne EGFR. L’osimertinib est un anti-EGFR
de troisiéme génération dont le développement a permis de mettre en évidence des taux
de réponse de 61% en phase I et 71% en phase III, ayant permis son autorisation de mise
sur le marché dans la prise en charge thérapeutique du cancer du poumon métastatique
muté EGFR prétraité par un anti-EGFR de premic¢re génération et présentant la mutation
T790M (17,18). Plusieurs mécanismes de résistance a I’osimertinib ont été identifiés,
dont la mutation secondaire EGFR C797S (19). D’autres mécanismes de résistance ont
aussi €té¢ rapportés comme I’amplification des genes cibles (20,21) et les voies de
contournement par 1’amplification du gene MET activant les voies de signalisation
associ¢es a ’EGFR (21-25) dans les cancers du poumons métastatiques mutés EGFR
traités par un anti-EGFR de premiére génération, ou présentant un réarrangement du géne
ALK traités par crizotinib. L’identification de ces mécanismes de résistance est majeure
pour permettre de mieux guider la stratégie thérapeutique. Dans certains cas, le recours a
une nouvelle classe de thérapie ciblée agissant sur la méme voie de signalisation a été
démontré comme une des stratégies thérapeutiques a adapter. En effet, dans les cancers
du sein métastatiques surexprimant HER2 ayant progressé sous trastuzumab, anticorps
monoclonal anti-HER2, 1’association du lapatinib, ITK anti-HER2, a la capecitabine a

démontré une amélioration significative du temps jusqu’a progression de la maladie (26).



Lorsque le mécanisme de résistance a une thérapie ciblée est déja connu, I’association de
deux thérapies ciblées agissant sur des voies de signalisation complémentaires s’est
avérée étre plus efficace que la monothérapie. Dans la prise en charge des mélanomes
métastatiques présentant une mutation BRAF V600E traités par un ITK anti-BRAF,
I’hyperactivation de la voie des MAP Kinases a été identifiée comme un des mécanismes
de résistance aux ITK anti-BRAF (27,28). Ce mécanisme de résistance a permis
d’adapter et d’anticiper la prise en charge par 1’association d’un ITK anti-BRAF et d’un
ITK anti-MEK. Cette combinaison de thérapies ciblées a démontré une amélioration
significative de la survie globale et de la survie sans progression par rapport a un ITK

anti-BRAF seul (29,30).

Les analyses génomiques a haut débit sont essentielles pour cartographier les cancers sur
le plan moléculaire et adapter la prise en charge thérapeutique des patients (10,31-33). La
technique d’hybridation génomique comparative a permis d’identifier I’amplification de
MET comme un des mécanismes de résistance au gefitinib (22,23). De plus, la mutation
de résistance, EGFR C797S, aux ITK anti-EGFR de troisiéme génération, a été pour la
premicre fois identifiée par 1’analyse du séquencage ciblé réalisé a partir d’ADN tumoral
circulant (19). Enfin, le séquencage de ’exome entier a permis de mettre en évidence

I’émergence d’une nouvelle mutation ALK L1198F aux ITK anti-ALK (34,35).

Ces nouveaux mécanismes de résistance identifiés a I’aide d’analyses génomiques ont
aussi été validés par des analyses in vitro sur des lignées cellulaires et in vivo a partir de
xénogreffes dérivées de patients (PDX) ou dérivées de lignées cellulaires. Cette approche
translationnelle complémentaire a ’analyse génomique réalisée directement a partir du

patient, apparait indispensable pour affiner les mécanismes de résistance et valider les



solutions thérapeutiques.

11. Matériels et Méthodes

A. Description de I’étude MATCH R

L’étude MATCH R était une étude prospective monocentrique avec pour but d’étudier les
mécanismes de résistance secondaires aux traitements anti-cancéreux dont les thérapies
ciblées, chez des patients atteints de tumeurs, avec la réalisation d’analyses génomiques a
haut débit réalisées a partir de tissus frais obtenus au moment de la progression de la

maladie (figure 2).

Une étude de sous-groupe regroupant les cancers de la prostate, MATCH R Prostate,

impliquait la réalisation d’une biopsie obligatoire avant de débuter la thérapie ciblée.



Figure 2. Présentation de I’étude MATCH R
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B. Objectifs

L’¢tude MATCH R avait pour objectif principal I’étude de I’évolution clonale de
I’architecture tumorale de patients traités par thérapies ciblées. Les objectifs secondaires
de cette ¢étude étaient la réalisation d’analyses génomiques haut débit a partir
d’échantillons tumoraux de patients traités par thérapies ciblées afin d’identifier de
nouveaux mécanismes de résistance secondaire, de développer de nouveaux modeles de
résistance au laboratoire par la réalisation de lignées cellulaires et de PDX, et d’étudier

I’ADN tumoral circulant.
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C. Méthodes

La biopsie tumorale devait étre réalisée dans le mois qui suivait la progression de la
maladie sous thérapie ciblée. La lésion tumorale en progression (primitive ou
métastatique) devait étre accessible a une biopsie a I’aiguille sous scanner ou sous
¢chographie. La biopsie était obligatoire au niveau de la lésion en progression et
recommandée dans le méme temps au niveau d’une Iésion stable pour permettre la
comparaison des analyses et suivre 1’évolution spatiale de I’architecture clonale. Le
prélévement tumoral ayant permis le diagnostic initial ou le prélévement le plus récent
avant le début de la thérapie ciblée était rétrospectivement rapatrié dans les services
d’anatomopathologie, de cytogénétique et de biologie moléculaire pour permettre a partir
des analyses génomiques le suivi temporel de 1’architecture clonale. Lorsque la biopsie
était réalisée, un controle de la cellularité tumorale était obligatoire pour réaliser en
fonction de celle-ci une analyse par s€quencage ciblé (a partir de 10% de cellularité), et
les analyses suivantes : I’hybridation génomique comparative, le séquencage de I’exome
entier et le séquencage de ’ARN (a partir de 30% de cellularité), a partir d’ADN et
d’ARN de bonne qualité¢ une fois extraits (figure 3). Une biopsie liquide a partir d’un
¢chantillon de sang était réalisée dans le méme temps que la biopsie de la 1ésion tumorale

pour permettre I’analyse génomique de I’ADN tumoral circulant.

[uy



Figure 3. Représentation des analyses génomiques réalisées en fonction de la

cellularité
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D. Analyses génomiques

L’hybridation génomique comparative est une analyse cytogénétique qui consiste a partir
d’ADN tumoral et normal fragmentés de les hybrider pour mettre en évidence les
anomalies de nombres de copies d’ADN. Etaient détectés les amplifications (log ratio
>x0.7), gains (log ratio x0.3 a x0.7), pertes (log ratio x0 a x0.5) délétions (log ratio
<x0.5) de genes et perte d’hétérozygotie. La technologie utilisée était initialement le

scanner de puces a ADN Agilent 180k en 2015 puis Affymetrix.

Le séquengage ciblé consiste en un séquencage de I’ADN a haut débit a partir d’une

[uy



librairie de copies d’ADN. L’analyse était réalisée initialement sur un panel de 74 génes
(figure 4) en 2015 puis ¢élargi a 82 geénes, avec la technologie IonTorrent PGM. Apres
analyse bioinformatique, une liste de variants pathogeénes, non pathogénes ou de
pathogénicité inconnue était établie. Le séquengage ciblé permettait de détecter les

délétions, amplifications, mutations et polymorphismes géniques.

Les techniques de séquengage de ’ARN et de 1’exome entier étaient réalisées par la
technologie Illumina a partir d’ARN et d’ADN extraits, sur un panel d’au moins 121
geénes (31). L’analyse bioinformatique était établie par IntegraGen Genomics. Les
transcrits de fusions étaient détectés par séquencage de I’ARN. Le séquencage de
I’exome entier permettait d’identifier les délétions, amplifications, mutations de genes et

de calculer la charge mutationnelle.

Sur la biopsie liquide (au moins 500 L de plasma), le séquengage ciblé¢ de I’ADN
tumoral circulant était réalisé avec la technologie IonTorrent PGM sur un panel de 50

genes.

E. FEtude translationnelle

L’¢tude MATCH R était aussi translationnelle puisqu’un des objectifs était d’établir de
nouveaux modeles de résistance acquise aux thérapies ciblées. Au sein de 1’unité de
recherche INSERM UMRI981, des analyses ont ¢été réalisées in vitro avec le
développement de lignées cellulaires a partir d’échantillons tumoraux de patients et in
vivo par la réalisation de PDX. Ces mod¢les étaient développés afin d’étudier la réponse

aux thérapies ciblées, identifier la résistance et adapter la stratégie thérapeutique.
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Figure 4. Panel des genes du séquencage ciblé

Gene RefSeq Excons Panel Gene RefSeq Exons Panel Gene RefSeq Exons Panel
ABL1 MM_007313. 4a7 CHFE FGFR4 MM 002011, 2to 18 SAFDE MF1 MM 0010424  1to 58 SaFD2
AKT1 NK_005163.. 3885 sargr schey WFLT1 NM_002018.  1to30 SAFE NFEZL2 MM_005164.; 2 SATD2
AKT2 MNK_001626.: 3 $AFE2 FLT3 MM_004119. 11-14-16-20 CHED NOTCH1 MM_OL7E17.  24-27R34  samz+cHer
AKT3 NM_005465. 3 saraz GNA11 NM_002067.0 5 ez NOTCHZ  NM_D24408. 34 sa02
ALK NM_004304.. 20to 26 sarozecwez IGNAG MNM_002072. S5E3 cHP2 MOTCH4 MW_004557.  1to30 5402
APC NM_000038) 16 (partiel)  ens GNAS NM_0O0S16+ 888 e NPM1 NM_0025200 12 e
ATM WAA_00005.3 ~-34236-39-50 CHPZ HNF1A MWR_000545. 384 CHED NRAS MM_D02524. 2tod SAFOZ + CHEE
BRAF NM_004333, 11815 sapar sones I HRAS MNM_005343. 2tod sarpz+cvpz PDGFRA MM _DOG206. 12-14-15818 saroz + gz
BRCA1 MKA_007294.) 21023 SAFO2 IDH1 M_CO5856, i 4 Rl PIK3CA Mh_006218. -7-8-10-14-18 saroz +cHRz
BRCAZ NM_CHDUEB.E' 21027 SAFO2 IDH2 NM_002168. 4 CHP2 PIK3R1 MM_181523.10-12-14815 SAFDZ
COH1 MNM_004360. 3-89 CHEE INFP4B Mh_003886. Sto 27 SR PPP2AR1A  NM_014225 LRE SATDE
CDENZA MWhA_D0077.4 2 CHEL JAKZ MhA_004972.: 14 CHED PTEN MM _000314.:  1to9 SAMOD + CHEZ
CSFi1R WM_005211; 7822 CHFZ JAKS NM_000215.  4-13-16 CHP2 PTPN11 MM _002834. 3813 SAFOZ + CHFE
CTNNB1 NR_NM 3 sarozschez I KDR NM_002253.. 1to30 saspz +cqpz N ABT MM_000321.-11-14-17-18- ooz
DDR2 NM_0010147 41019 SAFO2 KEAP1 MM_203500. 2to6 SAR2 RET MM_020975. 0-11-13-15-1 samoz scHpz
EGFR MNM_005228.:7-12-15-18tc. sarazscnez KT MM _000222.211-13-15-17 sarpz+cvp2 @ ROST MM_002544, 38 SR
ERBB2 MM_004448.. 5-19t021  sarozechez KRAS MhA_033360. 2tp 4 saroz +cqpz SMADG MW 005358, 336-Ball CHA2
ERBB3 NK_001982.) 1to28 SAFO2 MAPZK1 MM_D02755.: 283 SAFDZ SMARCBE1  NM_DO2073..  2-4-5-5 CHRZ
ERBB4 MNK_005235 .1'3 to9-15823 swerscne: WMAPZKS MM D03010. 1011 SAFIEE SMO NM_D:]SS&-:I..’ 3-5-6-5-11 £HE2
EZH2 MNK_004456. 16 CHPZ MAP3K1 MM 0059210 1to20 SAFOY SRC MMK_D05417. 14 £HEY
FBXW? MK_033632. 2toil2 SAFO2 MET NM_mllZ?Elt'ielJ-ll-id-lE sarpz +cqpz ISTKI M h_000455. 1t09 SAFO2 +CHFZ
FGFR1 NM_023110.4-7-12-14%15 sarozschrez i MLHI N_000249.: 12 ] TP53 MM_000546. 1toll SAFOZ +CHRZ
FGFR2 WM_000141 7-3-12814  sarozecwez @MLLI NM_170606. B-9843 SAFDE TSC1 MM_D00368. 1to 23 SAFOE
FGFR3 MNA_000142.7-9-14-16818 saparscnez [l MPL NM_005373. 1 CHED TSC2 M M_DO0548. 2tod2 SAFDZ

MTOR MWM_D04958. 1to 58 SAFDE VHL MNM_D0O0551.; 1toc3 SAFO2 + CHEZ

111, Résultats

A. Organigramme de 1I’étude MATCH R

Un total de 199 patients ont ét¢ inclus de Janvier 2015 a Mai 2017 dans I’étude MATCH
R. Les données préliminaires concernaient les patients inclus la premicre année (de
Janvier 2015 a Décembre 2015), atteints de tumeurs solides, traités par thérapies ciblées,
pour qui un profil moléculaire a été réalisé a partir de la biopsie MATCH R (figure 5).
Sur cette période, un total de 57 patients ont été inclus dont 30 patients dans la sous-étude
MATCH R Prostate. Parmi tous les patients atteints de tumeurs solides ayant eu une
biopsie sous thérapie ciblée, 83% avaient une cellularité supérieure a 30%. Un profil
moléculaire a été réalisé chez 22 patients (anti-ALK : n = 4, anti-EGFR : n = 8, autres

thérapies ciblées (TC) : n = 10).
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Figure 5. Organigramme de I’étude MATCH R sur I’année 2015
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B. Caractéristiques des patients

Les caractéristiques cliniques, histologiques et moléculaires des patients sont représentées
dans le tableau 1. Le type histologique le plus fréquent était le cancer bronchique non a
petites cellules (CBNPC) (n = 16). Les biopsies sous osimertinib (n = 5) et crizotinib (n
= 4) ¢taient celles pour lesquelles les effectifs étaient les plus élevés. Les patients étaient
traités par les thérapies ciblées suivantes : erlotinib, gefitinib, osimertinib, crizotinib (ITK
anti-ALK/ROS1 de premicre génération avec une activité anti-MET), céritinib (ITK anti-

ALK/ROS1 de seconde génération), lorlatinib (ITK anti-ALK/ROS1 de troisiéme



génération), évérolimus (dérivé de la rapamycine et inhibiteur de la serine thréonine
kinase mTOR), erdafitinib (ITK anti-FGFR), ivosidenib (inhibiteur d’IDHI),
tazemetostat (inhibiteur d’EZH2), LY3039478 (inhibiteur de NOTCH) et les
combinaisons thérapeutiques suivantes : dabrafenib (ITK anti-BRAF) / trametinib (ITK
anti-MEK), pimasertib (ITK anti-MEK) / SARS505838 (inhibiteur de MDM?2), et
LY2783101 (inhibiteur de PI3K) / gemcitabine. 55% des patients ont regu ces thérapies
ciblées dans le cadre d’un essai clinique de phase I au sein du Département d’Innovation

Thérapeutique et des Essais précoces a I’Institut Gustave Roussy.

Dix-sept patients ont eu une biopsie unique d’une lésion en progression, trois patients ont
eu une double biopsie au niveau d’une 1ésion stable et d’une 1ésion en progression ; et
deux patients ont eu une double biopsie de deux Iésions en progression. Les analyses
génomiques réalisées sur le tissu étaient : le séquencage ciblé (n = 27), I’hybridation
génomique comparative (n = 20), le séquengage de 1’exome entier (n= 25) et le
séquencage de I’ARN (n = 20). Sur I’ADN tumoral circulant, le séquencage ciblé était
réalisé chez 16 patients. Les trois patients ayant eu une double biopsie en Iésions stable
et progressive présentaient les caractéristiques suivantes : (MR 16) adénocarcinome
bronchique muté EGFR avec une délétion au niveau de 1’exon 19, traité par erlotinib;
(MR 15) carcinome urothélial de I’uretere muté FGFR3 S249C traité par erdafitinib; et
(MR 14) adénocarcinome bronchique mut¢ CTNNB1 S37F traité par évérolimus.
L’¢échantillon tumoral au diagnostic, ou a partir d’'une biopsie dans le cadre de 1’essai
MOSCATO 01 avant mise en route de la thérapie ciblée, était disponible chez 10
patients. Un total de 8 patients avaient ét¢ inclus au préalable dans 1I’essai MOSCATO 01.

Le bloc tumoral MOSCATO 01 a été récupéré (n = 6) et mis en lames (n = 3) lorsque la



quantité de matériel était suffisante, pour réalisation de séquengage de I’exome entier. Le
séquengage ciblé a partir de I’ADN tumoral circulant ne retrouvait pas de mutations dans
63% des cas (n = 10). Parmi les six autres analyses de biopsie liquide, des résultats
similaires au séquencage ciblé sur tissu ont été retrouvés pour trois patients (MR 07 :
mutation EGFR L858R connue avant au diagnostic, MR10 : mutation NOTCH connue
avant le début du LY3039478, et MR15 : mutation FGFR3 connue avant le début de
I’erdafitinib). Deux analyses de biopsie liquide ont retrouvé des résultats différents de
celles réalisées sur le tissu (MR 08 : mutation KRAS Q61R avec une fréquence allélique
a 0.9% apparue sous gefitinib non connue au diagnostic par I’analyse de séquengage
direct, et MR 57 : mutation PI3K E542K avec une fréquence allélique a 9% apparue sous
lorlatinib en deuxiéme ligne, non retrouvée a posteriori sur 1’analyse par séquencgage de
I’exome entier du bloc au diagnostic avant la mise en route du crizotinib en premicre

ligne).



Tableau 1. Caractéristiques des patients

Caractéristiques

Age

Médiane (ans) 65.5
Intervalle interquartile (ans) 33-81

Effectif (Fréquence %)

Sexe

Male 12 (55%)
Femme 10 (45%)
Types histologiques

CBNPC 16 (73%)
Carcinome urothélial 2 (9%)
Cholangiocarcinome 1 (4.5%)
Carcinome adénoide kystique 1 (4.5%)
Carcinome de I’ovaire a petites cellules 1 (4.5%)
Carcinome endométrial 1 (4.5%)

Thérapies ciblées Pilote oncogénique Effectif
Erlotinib EGFR 1
Gefinitib EGFR 2
Osimertinib EGFR 5
Crizotinib ROS1, ALK, MET 4
Céritinib ALK 1
Lorlatinib ALK 1
Evérolimus CTNNBI1 1
Erdafitinib FGFR3 1
Dabrafenib / trametinib BRAF 1
Pimasertib / KRAS 1

SAR505838




Ivosidenib IDH1 1

LY2783101 / gemcitabine PIK3CA 1
Tazemetostat SMARCA4 1
LY3039478 NOTCHI1 1

C. Analyses par thérapie ciblée

1. Résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR

Parmi les 8 patients traités par ITK anti-EGFR, trois étaient traités par erlotinib (n = 1) et
gefitinib (n = 2), et 5 par osimertinib. Sur les trois patients traités par ITK anti-EGFR de
premicre génération, deux avaient une mutation du géne EGFR : L858R au niveau de
I’exon 21 et [744M au niveau de I’exon 19. La sensibilité de la mutation 1744M a un anti-
EGFR de premiére génération a été pour la premicre fois décrite chez le patient MR 08
(36). Comme attendu, la mutation de résistance T790M a été retrouvée chez deux
patients (MR 08 et MR16) sur trois, sur les analyses de séquencage ciblé¢ et de

séquencage de I’exome entier.

Concernant les patients traités par osimertinib, différents mécanismes de résistance ont
¢té rapportés. Nous avons détecté sur le séquencage de I’exome entier (MR 54) la
mutation de résistance C797S (19). Il s’agissait d’un patient de 70 ans, non fumeur strict,
atteint d’un adénocarcinome lépidique métastatique diagnostiqué en 2009, pour qui un
profil moléculaire réalisé en 2013 a permis de mettre en évidence apres trois lignes de
traitement (sels de platine / navelbine, docetaxel, erlotinib pendant trois mois, et reprise
de docetaxel) une délétion de I’exon 19 du géne EGFR associé¢ a la mutation EGFR

T790M. Le patient a été traité par osimertinib dans le cadre d’un essai de phase I avec



une réponse partielle a -76% selon les criteres RECIST 1.1 et un controle de la maladie
pendant vingt-quatre mois. Lors de la progression, le patient a ét¢ inclus dans I’essai
MATCH R et une biopsie au niveau d’une lésion en progression a ¢été réalisée. Le
séquengage ciblé et le séquencage de 1I’exome entier ont montré la mutation de résistance
EGFR C797S (fréquence allélique a 12% et 13 % respectivement) et la persistance de la
mutation EGFR T790M (fréquence allélique a 31% et 23 % respectivement). Le
séquencage ciblé sur I’ADN tumoral circulant n’a pas retrouvé de mutations. La
mutation secondaire EGFR C797S a été décrite comme un mécanisme de résistance a
I’osimertinib (19) et son mécanisme d’action sera décrit dans le paragraphe IV.A.1.b. .
Les résultats de deux autres patients (MR 01 et MR 07) ont été publiés dans le journal
Annals of Oncology en 2015 (37) (Annexe 1). Ces analyses ont permis de mettre en
¢vidence la perte de la mutation T790M sur le séquengage ciblé lors de la progression
sous osimertinib avec 1’apparition d’une amplification des génes HER2 (MR 01) et MET
(MR 07) par hybridation génomique comparative. Le séquengage ciblé de I’ADN
tumoral circulant réalisé pour MR 07 a mis en évidence la mutation connue au diagnostic,
EGFR L858R, et I’absence de la mutation EGFR T790M. L’émergence des pilotes
oncogéniques, HER2 et MET, par amplification, tous deux indépendants de la cible
EGFR, ont été¢ décrits comme de potentiels mécanismes de résistance a 1’osimertinib.
Ces résultats complémentaires a la littérature (38,39) ont aussi permis de démontrer
I’existence d’une hétérogénéité intra tumorale par la présence de sous clones exprimant la
mutation T790M avec une évolution spatiale et temporelle différente. Une patiente (MR
48) de 57 ans, non fumeuse stricte, présentant un adénocarcinome bronchique

métastatique muté EGFR avec une délétion de I’exon 19 a eu une biopsie dans le cadre de
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I’essai MOSCATO 01 apres 5 lignes de traitement (carboplatine / paclitaxel, erlotinib,
pemetrexed (un cycle avec mauvaise tolérance cutané), reprise de 1’erlotinib, rociletinib
(ITK anti-EGFR de troisiéme génération) dans le cadre d’un essai de phase I, et afatinib
(ITK anti-EGFR de deuxiéme génération)). Cette biopsie MOSCATO 01 a permis de
mettre en évidence la mutation EGFR T790M sur le séquencage ciblé et le séquengage de
I’ARN, raison pour laquelle la patiente a été traitée par osimertinib dans le cadre de
I’ Autorisation Temporaire d’Utilisation apres deux cycles de paclitaxel / bevacizumab.
Avec une réponse partielle comme meilleure réponse et un contréle de la maladie
pendant une durée de neuf mois, une biopsie dans le cadre de 1’essai MATCH R a
identifié¢ un transcrit de fusion KIFSB/RET, la délétion de I’exon 19 du géne EGFR et
I’absence de mutation EGFR T790M sur le séquengage de I’ARN. L’analyse de la
biopsie liquide n’a pas mis en évidence de mutations. Des modeles de lignées cellulaires
et PDX ont été initiés afin de déterminer sur le plan moléculaire le mécanisme de
résistance exact par KIFSB/RET, sans succes. La patiente a ensuite €té traitée par la
combinaison necitumumab (anticorps monoclonal anti-EGFR) / pembrolizumab
(anticorps monoclonal anti-PD1) dans le cadre d’un essai de phase I. Apres un cycle, la
patiente a développé une pneumopathie immuno-allergique d’origine médicamenteuse et
I’erlotinib a été repris avec une stabilit¢ comme meilleure réponse pendant trois mois.
Devant une progression de la maladie, la présence du transcrit KIFSB/RET et la délétion
de I’exon 19 du géne EGFR, l’erlotinib a été associé¢ au ponatinib, ITK anti-RET (40—
42), avec un contrdle de la maladie pendant 12 mois et une stabilit¢ comme meilleure
réponse. Ce transcrit KIFSB/RET pourrait €tre un mécanisme de résistance potentiel a

I’osimertinib chez cette patiente.
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2. Résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-ALK

Un total de quatre patients étaient traités par un ITK anti-ALK, de premicre génération
(crizotinib, n =2), de deuxiéme génération (ceritinib, n =1) et de troisiéme génération
(lorlatinib, n=1). A partir du séquencage de I’exome entier d’un patient présentant un
adénocarcinome bronchique métastatique transloqué ALK traité par lorlatinib en
deuxiéme ligne (MR 57) et initialement pré traité par crizotinib, nous avons détecté la
mutation ALK C1156Y de résistance au crizotinib (34). Cependant cette mutation
C1156Y n’était pas a I’origine de la résistance au lorlatinib regu aprés le crizotinib. Le
séquencgage ciblé de I’ADN tumoral circulant a mis en évidence une mutation PI3K
E542K avec une fréquence allélique a 9%, non retrouvée sur 1’analyse par séquengage de
I’exome entier réalisé a posteriori sur le bloc au diagnostic crizotinib naif. Chez une
autre patiente (MR 53) traitée par crizotinib pour un adénocarcinome bronchique
métastatique transloqué ALK, nous avons retrouveé trois mutations a partir du séquencage
de I’exome entier: KMT2D Q3929H, NTRK2 H377D / H364. Il n’y a pas eu de tentative
de lignées ni de PDX pour cette patiente. L’analyse sur biopsie liquide n’a pas mis en
évidence de mutations. Enfin, a partir des résultats d’un patient (MR 20) présentant un
adénocarcinome bronchique métastatique avec une translocation EZR/ROSI traité par
crizotinib, nous avons découvert deux nouvelles mutations de résistance du géne ROSI
S1986Y/F, non retrouvées sur le séquencage ciblé sur I’ADN tumoral circulant. Ces
résultats ont été publiés dans le journal Clinical Cancer Research en 2016 (Annexe 2) et

seront décrits dans le paragraphe I1l.c.2.d. .
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3. Résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-MET

Deux patients présentant une altération du géne MET (MR11 : amplification, MR 12 :
mutation D1028H) ont été traité par crizotinib (43—46). La mutation D1028H située au
niveau de 1’exon 14 du site donneur d’épissage du géne MET est une cible thérapeutique
du crizotinib (47). Le patient MRI12 suivi pour un adénocarcinome bronchique
métastatique était inclus dans 1’essai MOSCATO 01 et a été traité par crizotinib suite a la
découverte de la mutation MET D1028H sur les résultats du séquencage ciblé et du
séquencage de I’ARN. Aprés une réponse partielle a -56% sous crizotinib, le patient a
développé une progression pulmonaire et a été biopsié¢ dans le cadre de 1’essai MATCH
R. Le séquengage ciblé et le séquengage de I’ARN ont permis de mettre en évidence la
persistance de la mutation MET D1028H avec une diminution de la fréquence allélique
(6 % post crizotinib versus 18% pré crizotinib) et I’apparition d’une nouvelle mutation
EGFR L861R.  L’hybridation génomique comparative a montré ’apparition d’une
amplification EGFR, initialement absente sur I’hybridation génomique comparative de la
biopsie MOSCATO 01. Aucune mutation n’a ét€¢ mise en évidence sur le séquencage
ciblé de I’ADN tumoral circulant. Ces résultats ont ¢t¢ publiés dans le Journal of
Thoracic Oncology en 2015 (Annexe 3) (48). D’autre part, le patient MR 11 suivi pour
un adénocarcinome bronchique métastatique, a €té biopsi¢é une premiere fois dans le
cadre de I’essai MOSCATO 01 apres deux lignes de traitement par cisplatine /
pemetrexed / bevacizumab, et erlotinib. Suite a la présence d’une amplification MET
retrouvée sur I’hybridation génomique comparative, le patient a été trait¢ pendant douze

mois par un premier inhibiteur de MET, SAR124844, dans le cadre d’un essai de phase I,
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avec une réponse partielle initiale a -46% selon les criteres RECIST 1.1. Lors de la
progression de la maladie sous SAR124844, le patient a été biopsi¢ une seconde fois dans
le cadre de I’essai MOSCATO 01. La biopsie a été réalisée au niveau d’une 1ésion en
progression. Le séquengage ciblé a permis de mettre en évidence un variant ERBB3 de
pathogénicité inconnu, et le séquengage de 1’exome entier a montré la persistance
de ’amplification MET. Il n’y a pas eu d’hybridation génomique comparative réalisée.
Le patient a ensuite été traité par un second inhibiteur de MET, le crizotinib, avec un
contréle de la maladie pendant douze mois et une réponse partielle a -25% selon les
critetres RECIST 1.1 comme meilleure réponse. Le patient a été inclus dans 1’essai
MATCH R lors de la progression sous crizotinib. Les analyses moléculaires de la biopsie
d’une Iésion en progression ont montré la persistance du variant ERBB3, sur le
séquencgage ciblé et le séquencage de I’ARN, sans signification dans la résistance au
crizotinib dans ce cas. Nous avons pu mettre en évidence la perte de 1’amplification de
MET sur I’hybridation génomique comparative lors de la progression sous crizotinib.

L’analyse de la biopsie liquide n’a pas retrouvé de mutations.

D. Résultats des cas individuels

Les cas individuels par thérapie ciblée ont été rapportés dans le tableau 2. Ces cas
représentent un total de huit patients avec une histologie variée. Une double biopsie sur la
lésion progressive et la Iésion stable a été réalisée chez deux patients. Ces résultats ont
montré une hétérogénéité des analyses réalisées pré et post thérapie ciblée. Les
fréquences alléliques (FA) ont été rapportées lorsque les analyses pré et post thérapie

ciblée étaient comparables.
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Tableau 2. Résultats moléculaires des cas individuels

Patient Histologie Mutations Analyse TC Mutations post | Analyse
pré TC pré TC TC post TC
(variants
pathogenes)
MR 03 Adénocarcinome | BRAF Séquengage | Dabrafenib/ | BRAF V600E, Séquencage
bronchique V600E direct Trametinib IDH1 R132C, ciblé
TP53
BRAF V600E, Séquengage
IDH1 R132C, de I’exome
TP53 entier
MR 05 Carcinome de KRAS G12D | Séquengage | Pimasertib/ KRAS G12D (FA Séquencage
I’endométre (FA 62%) ciblé MDM2 i 62%), ciblé
MOSCATO CTNNBI,
(M388) délétion PTEN
KRAS G12D (FA Séquengage
59%), de I’exome
CTNNBI, entier
délétion PTEN
MR 10 Carcinome NOTCH1 Présélection | Notchi NOTCH 1 Séquengage
adénoide phase | ciblé
kystique
MR14 Adénocarcinome | CTNNBI Séquengage | Evérolimus SD | CTNNBI Séquencage
bronchique direct ciblé
CTNNBI, Séquengage
BRAF de ’exome
délétion entier
exon 12
PD | CTNNBI1 Séquencage
ciblé
Pas de Séquengage
mutations de ’exome
entier
MRI15 Carcinome FGFR3 Présélection | Erdafitinib SD | FGFR3 Séquencage
urothélial de S249C, phase [ S249C, ciblé
I’uretére PI3KCA TP53
E745A
FGFR3 Séquencage
S249C, de I’exome
PI3KCA entier
E745A
KDMD6A,
STAG2
PD FGFR3 Séquencage
S249C ciblé




FGFR3 Séquengage
S249C, de ’exome
PI3BKCA entier
E745A
KDMD6A,
STAG2
MR 25 Cholangio- IDH1 R132C | Séquengage | Ivosidenib IDH1 R132C (FA Séquengage
carcinome (FA 27%) ciblé 22%) ciblé
MOSCATO
01 (M642)
MR 30 Carcinome PI3KCA Séquencage | PI3K i/ PI3KCA E542K Séquencage
urothélial de E542K ciblé et Gemcita- (FA 26%), TP53, ciblé
vessie a (FA 8%) séquencage bine NEF2L2
composante (Séquengage de ’ARN
sarcomatoide ciblé), MOSCATO PI3KCA E542K Sequengage
VPI 01 (M797) (FA 27%), TP53, de I’exome
(Séquengage NEF2L2 entier,
de ’ARN) séquengage
de ’ARN
MR 51 Carcinome de SMARCA4 Présélection | Tazemeto- Pas de mutations Séquengage
I’ovaire a petites phase I stat ciblé
cellules

E. Cas cliniques

1. MR 20: émergence de deux nouvelles mutations de résistance

ROS1 S1986 Y / F au crizotinib

Le cas clinique du patient MR 20 a été publié¢ dans le journal Clinical Cancer Research en

2016 (Annexe 2) (49).

Différentes fusions du géne ROS1 ont été identifiées dans les CBNPC (50,51). Environ
2% des CBNPC présentent un réarrangement du géne ROS1 (52). Le traitement standard
de ces CBNPC ALK réarrangés est le crizotinib avec un taux de réponse de 72% et une
survie sans progression de 19.2 mois (53). Plusieurs mutations de résistance au crizotinib
ont été identifiées sur le géne ROS1 comme G2032R et D2033N (54,55). Nous décrivons
ici le cas d’un patient non fumeur strict, de 63 ans, suivi pour un adénocarcinome

bronchique métastatique pleural avec atteinte ganglionnaire, non muté EGFR, KRAS,



PI3K, BRAF ni HER2, sans translocation ALK, traité en premicre ligne dans le cadre
d’un essai clinique de phase I évaluant un inhibiteur de PARP en association au cisplatine
/ gemcitabine. Une biopsie pleurale dans le cadre de 1’essai MOSCATO 01 a été réalisée
lors de la progression aprés une deuxieme ligne par pemetrexed. Le séquengage ciblé n’a
pas mis en évidence de mutation; une délétion du géne ROS1 a été détectée sur
I’hybridation génomique comparative ainsi qu’un transcrit de fusion EZR / ROS1 sur le
séquencage de ’ARN. La présence de ce transcrit de fusion est la raison pour laquelle le
patient a été traité par crizotinib ayant permis une réponse partielle comme meilleure
réponse, avec un controle de la maladie pendant vingt-deux mois. Une biopsie
pulmonaire a été réalisée au moment de la progression sous crizotinib dans le cadre de
I’essai MATCH R. Le séquencage de I’exome entier a mis en évidence 1’apparition de
deux nouvelles mutations du géne ROS1 S1986Y et S1986F (18% et 17% de fréquence
allélique respectivement) (figure 6), non retrouvées sur le séquencage ciblé réalisée sur
I’ADN tumoral circulant. Ces résultats ont permis in vitro le développement de nouveaux
modeles de lignées cellulaires sauvages pour EZR-ROSI, et exprimant les mutations de
résistance ROS1 G2032R (54), et S1986Y / S1986F a partir des cellules du patient. Les
tests de viabilité cellulaires sous crizotinib, céritinib et lorlatinib ainsi que les western
blots des protéines impliquées dans la voie de signalisation induite par ROS1 ont montré
la résistance des clones S1986F, S1986Y au crizotinib et leur sensibilité au lorlatinib.
Nous avons ainsi mis en évidence deux nouvelles mutations secondaires de résistance au
crizotinib dont le mécanisme est ’empéchement de la fixation du crizotinib dans le
domaine kinase de ROS1. Suite a ces résultats, le lorlatinib a été prescrit dans le cadre

d’un essai de phase II (NCT 01970865) avec une réponse complete comme meilleure



réponse, maintenue jusqu’a présent (de Décembre 2015 a Juillet 2017).

Figure 6. Cas clinique MR 20 : Structure des génes ROS1 et ALK et mutations de

résistance (49)
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2. MRI15: activation de ’EGFR et des voies de signalisation

associées dans la résistance a ’erdafitinib

Les altérations moléculaires du géne FGFR surviennent dans environ 7% des cancers
dont 66% sont des amplifications et 26% des mutations (56). Ces altérations sont le plus
fréquemment retrouvées dans les carcinomes urothéliaux (anomalie du géne FGFR3)
(56,57). Nous rapportons le cas d’une patiente (MR 15) agée de 56 ans, non fumeuse,
atteinte d’un carcinome urothélial de ['uretére métastatique. Dans le cadre d’une
présélection protocolaire d’un essai clinique de phase I, un séquengage direct réalisé sur

la piece tumorale au diagnostic a mis en évidence les mutations des génes FGFR S249C



et PI3KCA E545A (figure 7). La patiente a été traitée en premiere ligne par MVAC
(méthotrexate, vinorelbine, adriamycine et cisplatine) pendant cinq mois. Lors de la
progression, la patiente a été incluse dans un essai de phase I évaluant I’erdafitinib, ayant
permis une stabilité comme meilleure réponse. A six mois de traitement par erdafitinib, la
patiente a progressé au niveau hépatique et a été incluse dans 1’essai MATCH R avant de
débuter une nouvelle ligne de traitement. Une double biopsie a été réalisée sous
¢chographie au niveau d’une Iésion hépatique stable et d’une lésion hépatique en
progression. Le séquencage ciblé et le séquencage de 1’exome entier n’ont pas mis en
¢vidence de différences moléculaires entre la 1ésion stable et la 1ésion progressive. Le
séquengage ciblé sur I’ADN tumoral circulant a permis de retrouver la mutation FGFR
S249C avec une fréquence allélique a 69%. Afin d’explorer un mécanisme de résistance
aux ITK anti-FGFR par activation de ’EGFR décrit in vitro par ARN interférence (58),
nous avons réalis¢é des analyses sur les lignées cellulaires cultivées en présence
d’erdafitinib a partir des échantillons tumoraux de la patiente. Nous avons développé une
lignée cellulaire a partir de la Iésion en progression, résistante a I’erdafitinib et a un autre
ITK anti-FGFR en développement clinique, le BGJ398. La combinaison de 1’erdafitinib
au gefitinib a permis de restaurer la sensibilité des cellules résistantes a 1’erdafitinib seul
ou au gefitinib seul. L’activation de la voie EGFR a été confirmée sur des analyses de
western blot. Nous avons observé ’expression de la prot¢ine EGFR phosphorylée en
présence d’erdafitinib seul et des protéines AKT et ERK phosphorylées en présence
d’erdafitinib ou de gefitinib. Lorsque les cellules étaient traitées par la combinaison
erdafitinib / gefitinib, les western blots réalisés apres extraction protéique ont montré une

diminution de I’expression des protéines EGFR, AKT et ARK phosphorylées. Nous



avons, par cet exemple, validé in vitro a partir de cellules dérivées de patients et en
présence d’ITK anti-FGFR utilisés en clinique, le mécanisme des voies de

contournement par activation de la voie EGFR.

Figure 7. Cas clinique MR 15: Evaluation clinique incluant I’historique des

traitements recus et les analyses moléculaires
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3. MR 03 : apport de 1’épigénétique par la mutation IDHI R132C

dans la résistance au dabrafenib

Les mutations BRAF surviennent dans environ 3% des CBNPC dont plus de 50% sont
des mutations BRAF V600E (59-62) . Le traitement recommandé est 1’association du
dabrafenib et du trametinib dont I’étude de phase II a permis de montrer un taux de
réponse de 63% (63). Nous décrivons ici le cas d’un patient 4gé de 75 ans, non fumeur,
atteint en 2012 d’un adénocarcinome bronchique pT3N3MO traité en premiere ligne par
carboplatine / pemetrexed avec une stabilité de la maladie comme meilleure réponse ;
suivi d’un traitement par erlotinib de maintenance (figure 8). Lors de la progression de la
maladie, le patient a ensuite été traité par deux lignes de chimiothérapies (docetaxel et
gemcitabine). Une biopsie pulmonaire, pour réalisation d’un profil moléculaire, a permis
de mettre en évidence par séquengage direct une mutation BRAF V600E et I’absence de
mutations EGFR, KRAS, HER2, PI3KCA, ainsi que I’absence de translocation ALK. Le
patient a alors ét¢ inclus dans un essai de phase I et trait¢ par dabrafenib / trametinib en
combinaison, avec une réponse complete des 1€sions cibles comme meilleure réponse et
un contrdle de la maladie pendant un total de quatorze mois. Lors de la progression sous
dabrafenib / trametinib, le patient a été inclus dans 1’essai MATCH R et biopsié au niveau
d’une lésion en progression (figure 9). Le séquengage ciblé a montré la persistance de la
mutation BRAF V600E a 22% de fréquence allélique, la présence d’une mutation TP 53
H179R, avec une fréquence allélique a 26%, et d’une mutation IDH1 R132C, avec une
fréquence allélique a 22%. Le séquencage de I’ARN a confirmé ces résultats.
Rétrospectivement le séquencage direct IDHI a été réalis¢ sur 1’échantillon disponible

avant dabrafenib / trametinib et n’a pas mis en évidence de mutations.
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IDH1 est une enzyme isocitrate déshydrogénase. Mutée, IDHI modifie son activité
catalytique et entraine une accumulation de 2-hydroxyglutarate (2HG) au lieu de alpha-
ketoglutarate (dKG). Le 2HG inhibe les histones lysine déméthylases (KMD) et
maintient I’ADN hyperméthylé, impliquant son rdle dans la tumorigenese (64). Des
modifications épigénétiques pourraient €tre une des hypothéses de résistance aux
thérapies ciblées chez ce patient. Un autre cas similaire a été identifi¢ parmi les patients
inclus dans I’essai MOSCATO 01. 11 s’agissait d’une patiente (M750) de 72 ans,
fumeuse a 10 paquet-année, présentant un adénocarcinome bronchique métastatique muté
BRAF V600E au diagnostic, sans mutations EGFR ni KRAS, ni de réarrangements ALK.
La patiente a été traité en premicre ligne par carboplatine / pemetrexed avec une
progression de la maladie comme meilleure réponse et a recu une deuxieme ligne de
traitement par dabrafenib en monothérapie ayant permis un contrdle de la maladie
pendant 27 mois. Une biopsie réalisée dans le cadre de ’essat MOSCATO 01 lors de la
progression sous dabrafenib a mis en évidence la présence d’une mutation IDH1 R132C
sur le séquencage ciblé et le séquencage de 1’exome entier. En raison d’une faible
cellularité sur le bloc au diagnostic, aucune analyse n’a pu étre réalisée rétrospectivement

pour vérifier le statut IDH1 initial.
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Figure 8. Cas clinique MR 03 : Evaluation clinique incluant I’historique des

traitements recus et évaluations radiologiques
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Figure 9. Cas clinique MR 03 : Imageries radiologiques (TDM thoracique) réalisées
avant (Avril 2014), a 4 mois (Aout 2014) et a 8 mois (Décembre 2014) de traitement

par dabrafenib / trametinib

BRAF VV600E

Dabrafenib Trametinib (14 mois)
Avril 2014 Aout 2014 D écembre 2014

BRAF V600E
IDH1 R132C

V. Discussion

Ces résultats préliminaires de 1’étude MATCH R ont permis de mettre en évidence en
différents mécanismes de résistance par ’apport d’analyses moléculaires et d’études
translationnelles in vitro. Cette étude suggere que 1’utilisation d’outils génomiques haut
débit est clef pour identifier de nouvelles anomalies moléculaires et déterminer leur role
dans I’évolution de I’addiction oncogénique. De plus, 1’apport translationnel par la

réalisation de ligné€es in vitro a montré I’importance de la validation scientifique d’un
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nouveau mécanisme de résistance par la réalisation de nouveaux modeles afin d’anticiper

la réflexion a une nouvelle stratégie thérapeutique.

A. Mécanismes de résistance dépendants de la cible

Malgré des durées de réponses supérieures a celles avec les chimiothérapies, les thérapies
ciblées ont une efficacité limitée par le développement d’une résistance acquise a
I’origine de la progression de la maladie. Cette résistance peut affecter plusieurs voies
moléculaires par I’émergence de nouvelles altérations spécifiques a la résistance aux

thérapies ciblées.

1. Mutations secondaires

Les mutations de résistance interviennent au niveau du geéne cible et empéchent I’action

des thérapies ciblées sur ce dernier.

a. T790M : mutation de résistance aux inhibiteurs de

tyrosine kinase anti-EGFR de premiere génération

La mutation T790M est la mutation la plus fréquente (environ 60%) de résistance aux
ITK anti-EGFR de premiere génération dans les CBNPC métastatiques (14-16). Cette
mutation consiste en une substitution de la thréonine en méthionine au niveau de la
position 790 du gene EGFR. En raison de sa forte affinit¢ a I’ATP, la mutation T790M
empéche ’interaction des ITK anti-EGFR de premicre génération au niveau de la poche a
ATP du récepteur EGFR (13,65). Sous afatinib, un ITK anti-EGFR de deuxieme
génération, les taux de réponse post erlotinib ou gefinitib sont entre 8.2% et 13.2%

seulement (66,67). L’osimertinib est un ITK anti-EGFR irréversible et sélectif pour les
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mutations de sensibilité aux ITK anti-EGFR de premicre génération et pour la mutation
de résistance T790M (68) a été approuvé en seconde ligne aprés erlotinib ou gefinitib

dans les CBNPC métastatiques, avec un taux de réponse de 71% (17,18).

Dans cette ¢tude MATCH R, nous avons mis en évidence la présence de la mutation

T790M chez deux patients sur trois ayant progressés sous erlotinib ou gefitinib.

Développées a partir du mécanisme de résistance par la mutation secondaire a
I’osimertinib EGFR T790M, deux approches de 1’évolution de la résistance ont été
rapportées (figure 10) (69). La premicre approche est celle d’une résistance secondaire
acquise par la préexistence de clones mutés T790M a I’origine d’une rechute précoce, ou
par I’acquisition d’une mutation T790M de novo a ’origine d’une rechute tardive (70).
La seconde approche est celle de 1’acquisition de mécanismes de résistance par les voies

de contournement (71) différents de T790M.
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Figure 10. Evolution de la résistance acquise aux thérapies ciblées (69)
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b. C797S : mutation de résistance aux inhibiteurs de

tyrosine kinase anti-EGFR de troisiéme génération

De la méme maniére, la mutation secondaire EGFR C797S de résistance a 1’osimertinib a
été rapportée (19,72). Sur le plan clinique, la mutation C797S a initialement été identifiée
par séquencage ciblé a partir de I’ADN tumoral circulant de patient et confirmé par PCR
digitale sur une plus grande cohorte (19). Sur le plan génétique, il s’agit d’un
changement d’une cystéine en sérine au niveau de la position 797 du domaine kinase du
gene EGFR. L’acide aminé C797 est localisé sur le géne EGFR de maniére opposée a
T790 au niveau de la poche a ATP. C797 est indispensable au mécanisme d’action de
I’osimertinib puisqu’il permet la liaison covalente avec les ITK anti-EGFR de troisiéme

génération (73). Une mutation au niveau de C797 induit systématiquement une résistance
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aux ITK anti-EGFR de troisieme génération. Lorsque les mutations C797S et T790M ne

sont pas situées sur le méme alléle, soit en trans, la combinaison d’un ITK anti-EGFR de

premicre génération associée a un ITK anti-EGFR de troisiéme génération permet de

lever la résistance in vitro (figure 11) (73,74).

Dans 1’étude MATCH R, nous avons montré un cas de mutation C797S associé a la

mutation T790M chez un patient traité par osimertinib a partir de D’analyse du

séquencage de 1’exome entier. Les fréquences alléliques respectives étaient de 12% et

23% et la configuration en cis a malheureusement été identifiée.

Figure 11. Représentation des mutations EGFR T790M et C797S en cis et en trans,

et stratégie thérapeutique adaptée (74)

First-, Second-generation
EGFRTKI
(Erlotinib, Gefitinib, Afatinib)

Third-generation
EGFRTKI (AZD9291)

( =3 — >
6 PFS:9-12 months

PFS:~10 months

EGFR mutant (Del19/L858R)
T790M +

T790M+ [ C797S +

T790M+ [ C797S -

— CT!
7975 Lo
Cis
qste3d

7975 EGFR TKI

Trans

Potential strategies

SO



c. Mutations de résistance acquise aux inhibiteurs de

tyrosine kinase anti-ALK

L’alectinib, un ITK sélectif anti-ALK de deuxiéme génération, a ¢été désigné thérapie
innovante par la FDA suite aux résultats de 1’étude J-ALEX qui a montré en premiére
ligne dans les CBNPC métastatiques transloqués ALK, une amélioration significative de
la survie sans progression (non atteinte avec 1’alectinib versus 11.1 mois avec le
crizotinib) (75). Plusieurs mutations de résistance au crizotinib ont été rapportées sur le
géne ALK dont la plus fréquente est L1196M (figure 12). Ces mutations ponctuelles
présentes au niveau du domaine kinase du géne ALK ont lieu soit par substitution d’un
nucléotide par un autre soit par insertion (exemple de 1151Tins). De plus, le mécanisme
de résistance de la mutation ALK L1196M est comparable a celui de la mutation EGFR
T790M secondaire a I’osimertinib. La position L1196 sur le geéne ALK est similaire a la
position T790 située au niveau de la poche ATP du géne EGFR. De ce fait lorsque cet
acide aminé est muté, 1’interaction entre la poche ATP et les ITK ne peut avoir lieu
rendant cette mutation a 1’origine de la résistance (34). D’autres mutations secondaires
ont été mises en évidence par exemple C1156Y au niveau du géne ALK qui se trouve a

proximité de 1’hélice alpha interférant avec le site de liaison des ITK anti-ALK (34).

Dans I’é¢tude MATCH R, nous avons caractérisé deux nouvelles mutations de résistance
au crizotinib au niveau du géne ROS1 : S1986Y/F (49). Il existe d’autres mutations de
résistance secondaire au crizotinib, G2032R et D2033N (54,55). En raison de la forte
similitude des domaines kinase des genes ALK et ROS1, C1156Y correspond a la
mutation S1986Y ou S1986F. De cette maniere, nous avons permis la réalisation d’un

modele de prédiction de sensibilit¢é aux ITK anti-ALK de premiére, deuxiéme et
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troisiéme génération (76,77).

Figure 12. Représentation des mutations du gene ALK de résistance aux inhibiteurs

de tyrosine kinase anti-ALK (78)
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d. Mutations de résistance acquise aux inhibiteurs de

tyrosine kinase anti-FGFR

Plusieurs altérations des différents récepteurs FGFR ont été décrites dans les tumeurs
solides (56,57). En fonction des altérations retrouvées, les mécanismes de résistance aux
ITK anti-FGFR sont différents. Des mutations de résistance au niveau du domaine kinase
de FGFR2 ont été identifiées dans les cholangiocarcinomes présentant une translocation
FGFR2 et traités par BGJ398, sur le séquencage ciblé de I’ADN tumoral circulant et le
séquengage de I’exome entier et de I’ARN a partir de biopsies tissulaires. La mutation
FGFR2 V564F est une mutation de résistance aux ITK anti-FGFR dont le mécanisme est

I’activation d’un changement de conformation stérique empéchant I’interaction du
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BGJ398 au récepteur FGFR2 (79).

Dans I’étude MATCH R, nous n’avons pas identifi¢ de mutations secondaires de
résistance a 1’erdafitinib chez une patiente présentant un carcinome urothélial de 1’uretere
métastatique muté FGFR3 S249C. Cependant, nous avons retrouvé un autre mécanisme
de résistance a ’erdafitinib, qui est I’activation de ’EGFR jouant le role de voies de

contournement.

2. Amplification du geéne cible

L’amplification du géne cible est un autre mécanisme de résistance dépendant de la cible
puisque la cible elle-méme se retrouve surexprimée de fagon tellement importante que les
ITK ne parviennent plus a inhiber toutes les copies (20,21). L’amplification du geéne
ALK est retrouvée dans environ 10% des résistances au crizotinib (80) et peut coexister
avec des mutations secondaires du geéne ALK orientant vers une résistance
multifactorielle au niveau du gene cible (mutations, amplifications) sous pression

thérapeutique.

B. Mécanismes de résistance indépendants de la cible

1. Activation des voies de signalisation alternatives

L’activation de ’EGFR par son ligand active les voies de signalisation associées telles
que PI3K/AKT et RAS/RAF/MEK, qui ont un role dans la survie et la prolifération
cellulaire (figure 13) (81). Les voies de signalisation associées a I’EGFR peuvent aussi
étre activées par d’autres récepteurs, par exemple MET, ERBB3 ou IGFIR. Le

mécanisme de voies de contournement implique 1’activation des voies de signalisation
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par d’autres kinases malgré I’inhibition de la cible (25). Par exemple, lorsque MET est
amplifié, la voie de signalisation PI3K/AKT reste activée par I’intermédiaire de ERBB3
et permet la survie cellulaire (81). Ce mécanisme d’amplification du géene MET a été
identifi¢ dans environ 20% des CBNPC résistants aux ITK anti-EGFR de premiére
génération (15,16,22-24,82). Quelques cas d’amplifications de MET ont été rapportés
dans la résistance aux ITK anti-EGFR de troisiéme génération (37-39). De maniére
similaire, ce processus a ¢té identifié¢ in vitro dans la résistance aux ITK anti-FGFR
(83,84). Permettant ’activation de I’EGFR, I’amplification du géne HER2 a aussi été
décrite dans la résistance aux ITK anti-EGFR de premiére génération dans environ 13%
des CBNPC (16,85) et rapportée dans la résistance aux ITK anti-EGFR de troisiéme
génération (37-39). D’autre part, les mutations des génes en aval de la cible, par
exemple PI3K E545K, induisent aussi ’activation de la voie PI3K/AKT. Ces mutations
PI3K ont été identifiées dans la résistance aux ITK anti-EGFR de premiere génération
(15,86). In vitro, la mutation PI3K E545K induit I’expression de la forme phosphorylée
de AKT dans des lignées résistantes au gefinitib. D’autre part, ALK active également les
voies de signalisation PI3K/AKT et STAT3. L’activation de ’EGFR a été décrite dans la
résistance au crizotinib (21,87). L’activation de cette voie a été identifiée initialement in
vitro avec 1’expression des protéines phosphorylées MET, EGFR et IGF-1R. La
résistance était levée lorsque les cellules étaient traitées par un anti-EGFR associé au
crizotinib (21). De méme, la mise en évidence de 1’activation de I’EGFR par I’expression
de sa protéine phosphorylée a ¢été rapportée dans 1’échappement des cancers mutés
FGFR3 (58). La combinaison gefitinib / anti-FGFR permettait de restaurer la sensibilité

aux anti-FGFR in vivo.
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D’autres mécanismes de résistance aux ITK anti-EGFR de premiére génération ont été
rapportés activant la voie de signalisation RAS/RAF/MEK en aval de EGFR tels que les
mutations BRAF G469A et V60OE (1%) (88), la baisse d’activité des protéines NF1 (89)
et IGFBP3 (protéine de liaison de IGF1) (90,91), I’activation de FGFR1 (92) et d’AXL
(93). Cette voie RAS/RAF/MAK était aussi retrouvée activée par la présence de
I’amplification de NRAS et I’activation de la protéine AKT dans la résistance aux anti-

FGFR (84,94).

Nous avons rapporté dans 1’étude MATCH R ce mécanisme de voies de contournement
par I’activation d’EGFR chez une patiente présentant un carcinome urothélial de 1’uretére
muté FGFR S249C traitée par erdafitinib. Cette voie de contournement a ét¢ identifiée in
vitro sur des lignées établies a partir de la 1ésion progressive, alors qu’il était absent sur
les analyses des lignées établies a partir de la 1ésion stable. Il est important de noter ici
I’intérét de la double biopsie stable / progression pour suivre I’architecture clonale. Cette
évolution moléculaire tumorale confirme [’addiction oncogénique aux voies de
signalisation PI3K/AKT et RAS/RAF/MEK a l’origine de la résistance aux thérapies

ciblées.
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Figure 13. Voies de signalisation associées a ’EGFR (81)

' Wt
HGFID  meT ERBB3 EGFR ADAMs IGF-1R
! ‘ ! l GPCR E
B JR— -:'9 P ~ ] =i
/ @
| @ u8s)
4.————__"_>T”—k‘/
) {Ras)”
\/W :ﬁ a
o F
_______ v
o
P "
Survival Proliferation

2. Autres mécanismes

a. Transformation histologique

La transition ¢épitheliomato-mésenchymateuse (EMT) est définie par la perte des
propriétés épithéliales de la cellule tumorale et le gain de propriétés mésenchymateuses,
telles que la perte d’adhésion intercellulaire, la formation de pseudopodes et I’expression
de protéines spécifiques (95). La baisse d’activit¢ de la protéine E-Cadherine et
I’expression de la vimentine ont été décrites in vitro dans la résistance aux ITK anti-
EGFR de premiere génération et anti-FGFR (15,93,96-99). De plus, ’EMT a aussi ¢été
rapportée comme un mécanisme de résistance aux thérapies ciblées par 1’activation de

I’EGFR (100). La tyrosine kinase AXL décrite comme un mécanisme de résistance par
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voie de contournement intervient aussi dans ’EMT. L’expression d’AXL est régulée par

la vimentine et permet la migration de la cellule tumorale (101).

Lors de la progression de la maladie sous thérapie ciblée, 3% a 14% des CBNPC
acquicrent une transformation histologique en carcinome pulmonaire a petites cellules
(CPPC) (15,16). Dans certains cas, la mutation EGFR au diagnostic du CBNPC est
maintenue lors de la transformation histologique en CPPC (102). Ce mécanisme de
résistance n’est pas exclusif et peut étre observé associé a d’autres mécanismes tels que
les amplifications de MET et les mutations de PI3K. Parmi les cas rapportés, I’évolution
décrite de la maladie aprés transformation en CPPC est trés hétérogéne (maladie
indolente ou progression rapide de la maladie). Le rationnel biologique de cette
transformation reste encore peu ¢€lucidé. Une des hypotheses est celle d’un événement
génétique ou épigénétique a l’origine de cette transformation (15). Le meécanisme
moléculaire décrit potentiellement initiateur de cette transformation en CPPC est la perte
de RB (25). Ce changement phénotypique est confirmé par la présence de marqueurs
neuroendocrine tels que la synaptophysine, chromogranine et CD56. Ce marquage est

indispensable pour confirmer le diagnostic et adapter la stratégie thérapeutique.

Dans I’étude MATCH R, nous n’avons pas diagnostiqué de transformation histologique.

b. Résistance a I’apoptose

La protéine BIM de la famille Bcl2 «a BH3 seulement » joue un role clef dans
I’apoptose. En effet, une des actions de BIM est de se lier aux protéines anti-
apoptotiques. En les neutralisant, BIM permet 1’induction de I’apoptose. Il a été mis en

¢vidence que le niveau d’expression de la protéine BIM est corrélé a I’apoptose et a la



régression tumorale induite par les thérapies ciblées dans les cancers présentant une
anomalie moléculaire cible (103). Lorsque la protéine BIM est peu exprimée ou
modifiée, la réponse apoptotique sous thérapies ciblées est altérée a 1’origine de la
résistance (103—105). La résistance a 1’apoptose a été décrite comme un des mécanismes

de résistance aux thérapies ciblées.

Dans 1’é¢tude MATCH R nous n’avons pas mis en évidence d’altération de 1’expression

de BIM a I’origine de la résistance aux thérapies ciblées.

c. Modifications épigénétiques

Les altérations épigénétiques sont des modifications de la transcription génique induites
par la méthylation de ’ADN et les modifications post traductionnelles des histones,
comme la méthylation, via les histones méthyl-transférases (HMT), ou la déacétylation
des histones via les histones déacétylase (HDAC). Ces deux processus induisent une
répression de I’expression des geénes (106). A partir d’analyses in vitro, sur des lignées de
cancer du poumon résistantes aux thérapies ciblées, il a ét€ mis en évidence la présence
d’altérations chromatiniennes impliquant les histones lysine démethylases, par exemple,
KDMS5A (90). La méthylation de I’ADN au niveau du promoteur du gene EGFR est un

mécanisme de résistance décrit au gefitinib (107,108).

Dans cette étude MATCH R, nous avons rapporté 1’apparition d’une mutation IDH]1
R132C chez un patient ayant un adénocarcinome bronchique métastatique muté BRAF
V600E traité par dabrafenib / trametinib. Cette mutation était absente de la biopsie pré
dabrafenib / trametinib sur le séquencage direct. Lorsque IDH1 est mutée, il y a une

augmentation du taux de 2HG et les histones lysine démethylases ainsi que les TET DNA



methyltransferases sont inhibées. Les mutations d’IDHI1 sont donc associées a un
phénotype d’hyper méthylation de I’ADN induisant une répression génique (64).
Toutefois I’étude MATCH R ne permet pas de détecter les modifications épigénétiques

liés a des méthylations ou acétylations des histones.

C. Limites de 1’étude MATCH R

Compte tenu de 1’enjeu des analyses moléculaires dans la résistance aux thérapies
ciblées, il est essentiel de pouvoir analyser 1’échantillon pré thérapie ciblée afin de valider
de nouveaux mécanismes de résistance. Apres la réalisation de la biopsie au diagnostic,
les patients ont souvent été traités par plusieurs lignes de traitement avant d’étre inclus
dans I’essai MATCH R. L’hétérogénéité tumorale induite par les divisions cellulaires
successives, mais aussi les traitements recus, peuvent biaiser les analyses moléculaires
réalisées sur ’échantillon au diagnostic dit de référence avant thérapie ciblée. Ces
résultats préliminaires ont montré 1’importance du rapatriement du bloc au diagnostic
pour permettre la réalisation des analyses moléculaires et la comparaison des résultats.
Toutefois, pour certains patients, un échantillon tumoral plus récent était disponible dans
le cadre de I’essait MOSCATO 01. Deux des trois blocs MOSCATO 01 disponibles pour
nos patients ont ¢t€¢ ré analysés par séquencage de I’exome entier pour permettre la
comparaison des résultats moléculaires. Le séquencage de 1’exome entier a ¢été
implémenté a I’essai MOSCATO 01 a partir de 2015. Une biopsie dite de référence,
avant que les patients ne débutent la thérapie ciblée, est donc d’un intérét majeur pour

valider scientifiquement les mécanismes de résistance observés.

Un des objectifs de cette étude était de suivre D’architecture clonale tumorale



spatiale sur deux sites ayant eu une évolution tumorale différente sous pression
thérapeutique pour distinguer le mécanisme de résistance de la Iésion progressive par
rapport a la 1ésion stable. Il est relativement difficile de certifier sans biopsie de
référence que la biopsie de la 1ésion stable n’a pas subi de changements moléculaires
génétiques ni épigénétiques. A partir de ces données préliminaires, une double biopsie
stable / progression a pu été réalisée pour trois patients seulement (13%). Toutefois, une
double biopsie sur deux 1ésions progressives a été réalisée pour deux patients, confirmant

I’hétérogénéité spatiale tumorale (MR 20) (37).

L’expertise radiologique interventionnel a, dans cette étude MATCH R, une place
majeure pour permettre une analyse moléculaire adéquate sur un tissu de qualité avec une
cellularité relativement suffisante (>30%) ou la quantité et la qualit¢ de ’ADN et de
I’ARN sont au moins mieux préservés que sur un tissu de faible cellularité. Le taux

d’échec de cellularité a 0% était de 8% (2 patients sur 24 patients biopsiés).

Enfin, pour mieux caractériser les mécanismes moléculaires et cellulaires de
résistance aux thérapies ciblées au long cours, il aurait été utile de réaliser des biopsies
séquentielles apres chaque thérapie ciblée administrée. Des biopsies séquentielles dans le
cadre de I’essai MATCH R ont été réalisées pour une patiente seulement (MR12). Cette
patiente, non fumeuse, suivie pour un adénocarcinome bronchique métastatique était
incluse dans I’essai MOSCATO 01 apres quatre lignes de traitement. La biopsie
MOSCATO a révélé une mutation MET D1028H et la patiente a été traitée par crizotinib
en cinquieme ligne. A treize mois de crizotinib, une premicre biopsie MATCH R a été
réalisée puis la patiente a été traitée par erlotinib en sixieme ligne en raison d’une

amplification d’EGFR et d’une mutation EGFR L861 (48). La patiente a ensuite recu en



septieme ligne un traitement par nivolumab, anticorps monoclonocal anti-PD1. Une
seconde biopsie MATCH R a été réalisée aprés onze mois de nivolumab. Les
hybridations génomiques comparatives de ces trois biopsies ont permis de révéler
exclusivement une amplification MDM?2, une amplification EGFR et une amplification
MET respectivement. Cette hétérogénéité tumorale temporelle est la force de 1’addiction
oncogénique appuyant 1’adaptation moléculaire de la tumeur vers la progression. Les
biopsies séquentielles spatiotemporelles avec une analyse moléculaire a partir d’outils
génomiques haut débit fait partie intégrante de la réflexion des mécanismes de résistance

et de la stratégie thérapeutique a adapter pour chaque patient.

De plus, I’apport de la biopsie liquide dans cette étude a permis de mettre en
¢vidence une mutation dans 38% de patients avec dans un tiers des cas I’apparition dune
nouvelle mutation non connue au diagnostic (n = 2 cas sur 6). Cette technique, facile en
pratique puisqu’elle consiste en une prise de sang, et par I’apport du séquengage ciblé sur
I’ADN tumoral circulant, devrait étre réalisée de facon répétée lors de ’administration de
la thérapie ciblée afin de réaliser un suivi dynamique des analyses génomiques et

identifier au plus tot le mécanisme de résistance.

Les résultats préliminaires de I’étude MATCH-R ont démontré que le séquengage
haut débit est utile en pratique courante dans la compréhension des mécanismes de
résistance aux thérapies ciblées. En effet, nous avons mis en évidence de potentiels
mécanismes de résistance dans 30% des cas (n = 8 patients sur 24 inclus, dont 22 ayant
eu un profil moléculaire) et orienter la stratégie thérapeutique lorsqu’il était possible (état
général du patient, disponibilité de thérapies adaptées aux mécanisme de résistance) dans

63% des cas (n = 5 patients sur 8). En pratique clinique, nous n’avons pas €té confronté a



un refus de réalisation de biopsie de la part des patients, une fois consentants. Les
patients étaient généralement favorables a la réalisation de biopsies tissulaires et liquides
afin de permettre une analyse génomique compléte dans le but de comprendre le
mécanisme de résistance inévitable sous thérapie ciblée. Les principales difficultés
d’acceptabilité de biopsie de la part des patients était le risque de ne pas identifier de
mécanisme de résistance et quand bien méme un mécanisme de résistance aurai été

découvert, I’absence d’orientation thérapeutique adéquate in fine était un obstacle.

Enfin, avec I’avancée majeure de I'immunothérapie par 1’autorisation de mise sur
le marché d’anticorps monoclonaux anti-PD(L)1 et anti-CTLA4, leur efficacité prolongée
et ’apparition de résistance primaire ou acquise dans différents cas, il nous parait
important d’étudier aussi la résistance a ces immunothérapies. Cette réflexion a ainsi été

intégrée récemment dans 1’étude MATCH R.

V. Perspectives

Ces données préliminaires ont permis I’étude des mécanismes de résistance aux thérapies
ciblées dans plusieurs types histologiques présentant des profils moléculaires initiaux
différents. Ce travail a démontré I’existence de mécanismes de résistances connus
comme la mutation EGFR T790M, EGFR C797S et les voies de contournement par
I’activation de la voie EGFR mais aussi I’émergence de nouvelles mutations secondaires
ROS1  S1986Y/F de résistance au  crizotinib.  Actuellement, plusieurs
analyses moléculaires in vitro et in vivo sont en cours au laboratoire pour permettre le
développement de nouveaux modeles de résistance aux ITK anti-EGFR de troisieéme

génération, anti-ALK, anti-FGFR et anti-BRAF.
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A. Amendements pour I’ouverture de sous-études

Devant la fréquence ¢élevée des patients, inclus dans I’étude MATCH R, présentant un
CBNPC mut¢ EGFR ou transloqué ALK ou ROSI, et la difficulté¢ relative du
rapatriement du bloc au diagnostic (délai, qualité et quantit¢ de matériel, etc.) 1’étude
MATCH R a été amendée pour mettre en place une biopsie obligatoire de référence avant
le début des ITK anti-EGFR et anti-ALK. Une seconde biopsie lors de la progression
apres une réponse initiale ou une stabilité de vingt-quatre semaines sera ensuite réalisée.
Cela permettra une comparaison prospective et homogeéne des résultats pré et post
thérapie ciblée des analyses génomiques. Ces deux sous-études MATCH R-ALK,
MATCH R-EGFR se joignent a une troisieme sous étude MATCH R-immuno avec le
méme principe ; une biopsie avant de débuter une immunothérapie devra étre réalisée
ainsi qu’'une biopsie post immunothérapie apres un controle de la maladie de six mois
minimum. Cela permettra aussi d’identifier de manicre prospective les mécanismes de
résistance a D’immunothérapie dont plusieurs ont été déja récemment découverts

(109,110).

B. Analyse prospective de la résistance aux immunothérapies ciblant les

points de restriction

L’immunothérapie étant actuellement un des piliers de la prise en charge thérapeutique
des cancers (mélanome, CBNPC, carcinome urothélial, carcinome rénal a cellules claires,
carcinome ¢pidermoide ORL, etc.) il nous parait important d’analyser par séquencage de
I’exome entier et séquencage de I’ARN les mécanismes de résistance aux

immunothérapies ciblant les points de restriction. En particulier le séquencage de I’ARN
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va permettre 1’analyse de I’infiltrat immunitaire des patients traités par immunothérapie
(111). Cette analyse a été nouvellement mise en place de maniére prospective pour tous
les patients inclus dans 1’essai MATCH R. Elle consiste a [’aide d’outils
bioinformatiques, d’analyser sur les résultats du séquengage de 1I’ARN, le niveau
d’expression de geénes immunitaires a partir d’un panel de signatures d’expression
génique (112,113) et d’évaluer pour chaque expression génique significative son niveau
d’expression pour un patient donné par rapport & une cohorte de patients de méme
histologie a partir des bases de données MOSCATO 01 et MATCH R (111). Cet outil
nous parait primordial pour identifier de nouveaux biomarqueurs prédicteurs de réponses
ou d’hyper progression a I’immunothérapie. La notion d’hyper progression a récemment
été définie (114,115) et les analyses génomiques de ces patients sont fondamentales pour
¢valuer ce mécanisme sur le plan biomoléculaire et immunitaire. En effet, un infiltrat
pauvre en cellules effectrices et riches en lymphocytes T régulateurs (Treg) et cellules
my¢loides immunosuppressives (MDSC) pourrait étre une hypothése de résistance a

I’immunothérapie et aiderait a mieux guider la stratégie thérapeutique.

Cibler spécifiquement le pilote oncogénique permet une efficacité clinique majeure mais
limitée dans le temps. La résistance sous thérapie ciblée apparait systématiquement et le
mécanisme d’action des thérapies dite de nouvelle génération permet d’outrepasser les
mécanismes de résistance identifiés. Les analyses moléculaires comparatives pré et post
thérapie ciblée a 1’aide d’outils génomiques haut débit permettent d’affiner les
mécanismes de résistance. L’émergence de processus encore peu é€lucidés comme la

transformation histologique, et la résistance aux immunothérapies ciblant les points de

restriction sont essentiels pour ré-orienter la recherche et le développement de nouveaux
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traitements anticancéreux.
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Background: AZD9291 is an oral, irreversible, mutant-selective epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine
kinase inhibitors (EGFR-TKI), which specifically targets both sensitizing and resistant T790M mutations. This compound
has shown outstanding activity, in a phase I/Il (AURA) trial. However, despite impressive tumor responses in T790M-posi-
tive patients, acquired resistance to this drug limits the benefit of this compound. Mutations at the EGFR C797 codon,
located within the kinase-binding site, were very recently reported to be a potential mechanism of resistance to AZD9291
in T790M-positive patients.

Patients and methods: To identify potential mechanisms of resistance to AZD9291, we report here on two patients
with resistant biopsy specimens that had been treated with AZD9291.

Results: We identified in two distinct cases, HER2 and MET amplification by FISH and CGH as a potential mechan-
ism of acquired resistance to third-generation EGFR-TKI. Interestingly, this event occurred with complete loss of the
T790M mutation. In one case, we observed a different molecular status at two biopsy sites (the T790M mutation at
the primary site and wild-type T790M at the metastatic site with different pathways of acquired resistance to
AZD9291).

Conclusion: Our observations suggest that T790M-positive and wild-type T790M clones may coexist at baseline.
AZD9291 efficiently suppresses the growth of T790M-positive cells, but a population of wild-type T790M cells at

baseline will mediate the development of resistance, here via a by-pass pathway activating either HER2 or MET.

Key words: NSCLC, EGFR, AZD9291, T790M, MET, HER2

introduction

Activating mutations in the epidermal growth factor receptor
(EGFR) are key drivers of non-small-cell lung cancer (NSCLC)
in 10%-15% of non-Asian patients [1, 2]. Patients with one of
the most common EGFR mutations [i.e. the p.Leu858Arg (L858)
mutation in exon 21 and delE746-A750 deletions in exon 19]
achieve typically good responses to therapy with first- or second-
generation EGFR tyrosine kinase inhibitors, such as erlotinib,
gefitinib or afatinib [3-5]. Despite a striking initial response to
treatment, practically all patients experience disease progression
generally after 9-14 months of treatment. This acquired resistance
is driven in ~60% of cases by a second-site EGFR point mutation,
p.Thr790Met (T790M), whereas MET amplification, HER2
amplification, EGFR amplification, PIK3CA mutations and

*Correspondence to: Dr David Planchard, Gustave Roussy, Department of Medical
Oncology, 114 rue Eduard Valliant, 94805 Villejuif, France. Tel: +33-1-42-11-45-64;
E-mail: david.planchard@gustaveroussy.fr

transformation into small-cell components occur less frequently
[6, 7]. AZD9291 is an oral, irreversible, mutant-selective EGFR
tyrosine kinase inhibitors (EGFR TKI), that selectively targets
both drug-sensitive (like L858R or exon 19 deletion) and resistant
T790M mutations. AZD9291 has shown promising activity (with
an overall response rate of 61% in EGFR T790M-positive
patients), in a phase I (AURA trial) even at the first dose [8, 9].
However, despite impressive tumor responses in T790M-positive
patients, acquired resistance to this drug eventually occurs after a
median duration of response of ~10 months. EGFR p.Cys797Ser
(C797S) mutations, located within the kinase-binding site, were
recently reported to be a potential mechanism of resistance to ir-
reversible EGFR inhibitors such as AZD9291 in T790M-positive
patients [10, 11]. No other molecular mechanisms underlying re-
sistance to AZD9291 have been identified to date. A better under-
standing of the mechanisms of resistance to these third-generation
EGEFR inhibitors is critical for envisioning new strategies for these
patients. To identify potential mechanisms of resistance to
AZD9291, we studied resistant biopsy specimens of patients

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society for Medical Oncology.
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treated with AZD9291 in the AURA study. Here we report a
genomic analysis of acquired resistance in two patients.

methods

Tumor samples were analyzed for the presence of genetic alterations at base-
line in the MOSCATO (Molecular screening for cancer treatment optimiza-
tion; an institutional biospecimen protocol) trial and at recurrence in the
MATCH-R trial [using next-generation sequencing (NGS, Ion Torrent
PGM); whole-exome sequencing (Illumina technology), RNA seq (Illumina
technology) and CGH (Agilent technology)] [12].

results

The first patient (subject 1) was a 54 year-old man, a former
smoker (20 PY, had stopped smoking 25 years earlier) presented
with an epileptic seizure (Figure 1). A unique 3-cm-diameter
brain metastasis was detected by MRI. Additional exams corro-
borated the diagnosis of a right upper lobe adenocarcinoma
with mediastinal lymph node involvement and a brain metasta-
sis (T2N2M1b, according to the current 7th TNM classification)
in July 2009. The patient received stereotactic brain irradiation
then a four-cycle platinum-based chemotherapy doublet fol-
lowed by thoracic irradiation (42 Gy). Nine months after the
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end of treatment (October 2010), the patient presented with
tumor progression; a new 4-mm-diameter right cerebellar brain
lesion and a lesion in the right femur for which he received
femoral irradiation alone (20 Gy). The brain metastasis was con-
sidered too small for stereotaxic irradiation. At that time, a mu-
tation analysis was carried out on the initial tumor biopsy
specimen which unveiled an activating mutation of EGFR Del19
(p.Glu746_Ala750delins). Second-line treatment with gefitinib
was started in December 2010 with excellent tolerance and a
clinical benefit. In November 2012, right shoulder pain led to
detection of a new bone metastasis of the tip of the right scapula
that was treated with local irradiation (20 Gy) in December
2012. Stereotaxic brain irradiation was delivered to four new
brain metastases in January 2013. Treatment with gefitinib was
continued but lung and right scapula CT scan-guided tumor
biopsy specimens were collected in October 2013 following
tumor progression at these two sites (Moscato trial at Gustave
Roussy) [12]. The molecular analysis found an EGFR del19
(p.Glu746_Ala750delins) mutation as well as an EGFR exon 20
T790M mutation in the lung tumor samples. The EGFR Del19
(Glu746_Ala750delins) mutation was found in the scapula
samples but not the T790M mutation (Figure 1). After discus-
sion of the case during the phase I Molecular Tumor Board
meeting, the patient was enrolled in the phase I study of
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EGFR del 19 [ [ B | e [
EGFR T790M mutation - + _ - -
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Figure 1. Patient 1 clinical course including treatment history and relevant imaging studies and tumor biopsy specimens. (A) Next-generation sequencing
readings from sequential tumor biopsy specimens (pre-gefitnib, pre- and post-AZD9291). (B) Representative images of a chest CT scan with different timings.
(i) At baseline before gefitinib, showing right pulmonary lesion and mediastinal lymph node [grey (blue online) arrow]. (ii) At baseline before AZD9291 with
right and left pulmonary nodes [dark grey (red online) arrows] and right scapula metastasis [light grey (green online) arrow]. (iii) At 4 months with a partial
tumor response of pulmonary nodes and of the right scapula metastasis showing stable disease. (iv) At 14 months of treatment with AZD9291: lung and bone
tumor progression. (C) Disease course [dark grey (red online) curve for lung and light grey (green online) for bone] with AZD9291 according to RECIST

criteria 1.1. (D) Patient (subject 1) clinical course between 2009 and 2015.
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AZD9291 (AURA) started in November 2013. He received a
fixed daily dose of 80 mg. An excellent tumor response was
observed with a partial response of the different lung lesions
and the right scapula lesion showed stable disease. RECIST pro-
gression was observed at different tumor sites after more than
12 months of treatment. The patient was enrolled in the
MATCH-R trial at Gustave Roussy and underwent further
lung and right scapula CT scan-guided tumor biopsies. The
results of the molecular profile are reported in Figure 1.
Significant HER2 amplification was found by CGH in the lung
sample together with a persistent EGFR Dell9 mutation.
Intriguingly, NGS revealed complete loss of the EGFR T790M
mutation (with a limit of detection at least of 1%). No EGFR
C797S mutation was found. Neither HER2 amplification nor
the EGFR T790M mutation was observed on the scapula
biopsy specimen but the EGFR Dell9 mutation was still
observed. The HER2 amplification observed on the lung
biopsy specimen by CGH was confirmed by FISH (50 nuclei
analyzed, average number of centromeres per cell: 3.16,
HER2/chromosome-specific centromeric enumeration probe
(CEP) 17 ratio: 6.65, DNA probe kit from Dako) (Figure 2).
Given this molecular profile, the patient started a new thera-
peutic line with a combination of paclitaxel and trastuzumab
in March 2015. The patient presented a stable disease on the

lung lesions and the right scapula lesion after 6 and 12 weeks
of treatment.

The second patient (subject 2) was a 60-year-old lady, a never
smoker, diagnosed with a stage IV lung adenocarcinoma (lung
and pleural metastasis) (Figure 3). She received six cycles of cis-
platin-pemetrexed as first-line therapy and achieved a partial re-
sponse. Due to the discovery of an activating EGFR mutation
(exon 21, L858R) on the initial biopsy specimen, she received
second-line therapy with erlotinib that caused grade 3 skin tox-
icity. Erlotinib was switched to gefitinib. The treatment was con-
tinued for 12 months with a good safety profile and stable
disease. However, in January 2012 she developed a brain meta-
stasis that was treated neurosurgically, followed by a whole-brain
irradiation. NGS analysis of the brain tumor revealed a T790M
mutation (with an exon 21 L858R mutation). Due to extra-brain
tumor progression, she received six cycles of carboplatin-peme-
trexed-bevacizumab followed by bevacizumab maintenance
therapy. In September 2012, she was enrolled in a phase I trial
(cetuximab combined with an mTor inhibitor) due to tumor
progression. Disease stabilization was obtained for 17 months.
In parallel, molecular screening was carried out in a cMET in-
hibitor phase I trial but FISH analysis of the tumor was negative
for MET amplification. In March 2014, a core needle lung
biopsy was carried out on a progressive lung nodule. This

AZD9291

Post AZD9291

Nov Tumor growth evolution

2013

Feb

2015

Figure 2. Patient 1 clinical course including NGS, CGH and FISH results on tumor biopsy specimens. Pre-AZD9291 treatment sample analysis: (A) Copy
number alteration profiles of primary lung by array CGH. Frequencies of DNA gain and loss according to chromosomal positions indicated along the x-axis.
Post-AZD9291 treatment sample analysis: (B) Integrative genomic viewer screenshots of next-generation sequencing readings from sequential tumor biopsy
specimens. The analysis shows the absence of both T790M and C797S EGFR mutations. (C) Copy number alteration profiles of primary lung by array CGH.
Frequencies of DNA gain and loss according to chromosomal positions indicated along the x-axis. Chromosomal amplification (not present on previous CGH)

is demonstrated for 17q comprising the HER2 Locus. (D) Fluorescent in situ hybridization with HER2 amplification [HER2 in dark grey (red online); centro-

mere 17 in light grey (green online)].
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Figure 3. Patient 2 clinical course including treatment history and relevant imaging studies and tumor biopsy specimens. (A) Next-generation sequencing
readings from sequential tumor biopsy specimens (pre-erlotinib, pre and post-AZD9291). (B) Representative images from a CT of the chest with different
timings. (i) At baseline before AZD9291 with right pulmonary lesions [grey (red online) arrows]. (ii) At 6 months with a partial tumor response of pulmonary
lesions. (iii) At 10 months of treatment with AZD9291: lung progression. (C) Pulmonary disease course with AZD9291 according to RECIST criteria 1.1. (D)
Patient (subject 2) clinical course between 2008 and 2015.
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Figure 4. Patient 2 clinical course including NGS, CGH and FISH results on tumor biopsy specimens. Post-AZD9291 treatment sample analysis: (A)
Integrative genomic viewer screenshots of next-generation sequencing readings from sequential tumor biopsy specimens. The analysis shows the absence of
both T790M and C797S EGFR mutations. (B) Copy number alteration profiles of primary lung by array CGH. Frequencies of DNA gain and loss according to
chromosomal positions indicated along the x-axis. Chromosomal amplification is clearly demonstrated for 7q comprising the MET Locus. (C) Fluorescent
in situ hybridization with MET amplification [MET in light grey (green online); centromere 17 in dark grey (red online)].
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biopsy confirmed the presence of a T790M resistance mutation.
The patient was enrolled in the phase I of AZD9291 (AURA).
She started the treatment in April 2014 at a dose of 80 mg/day.
A confirmed partial tumor regression (45%) was achieved with a
clinical benefit until February 2015. She received AZD9291 for
10 months until progression of pulmonary disease. She was en-
rolled in the MATCH-R trial at Gustave Roussy and a core
needle lung biopsy of a progressive pulmonary nodule was
carried out. FISH results showed significant amplification of
MET (40 nuclei analyzed, average number of cMET-positive
cells: 21, ratio cMET/CEP7: 532, DNA probe kit from
Zytovision) confirmed by CGH (log ratio 0.85) and by immuno-
histochemistry (100% positivity on tumor cells) (Figure 4). NGS
analyses showed an EGFR-activating mutation (exon 21, L858R)
but no EGFR T790M or C797S resistance mutation, and no
other acquired mutations. The patient is currently being treated
with a cMET inhibitor in a phase I trial.

discussion

These two cases illustrate the potential importance of sequential
rebiopsies of growing tumors at clinical progression as the
results may lead to immediate changes in therapy. EGFR T790M
mutation is the most common mechanism of acquired resist-
ance under first-generation EGFR tyrosine kinase inhibitors
(EGFR-TKI), seen in nearly two thirds of cases. HER2 and
MET amplification may be the second most common finding
at the time of resistance, seen in ~10%-20% of patients with
acquired resistance [6, 7, 13, 14]. This is the first report on the
potential escape of tumor cells via the EGFR-independent
pathway under third-generation EGFR-TKI. We did not iden-
tify HER2 or MET amplification on the pretreatment samples
using CGH or FISH. Preclinical findings suggested that HER2
and MET play an important role in mediating sensitivity and
resistance to EGFR-TKI and in driving tumor growth and
survival [15, 16]. The EGFR T790M mutation and HER2 amp-
lification appear to be mutually exclusive while MET amplifi-
cation occurs with or without T790M mutations [14, 16]. In
our two patients, HER2 or MET amplification appeared to be
exclusive of the EGFR T790M mutation with loss of the
T790M mutation. In subject 1, due to a divergent radiological
response, we carried out whole-exome sequencing on lung
and scapula biopsy specimens. HER2 amplification was
observed only on tumor lung biopsy samples which previously
escaped first-generation EGFR-TKI through the acquired re-
sistance T790M mutation and lost it at progression with
AZD9291. The significant partial tumor response achieved by
subject 1 with AZD9291 was observed only in the T790M-
positive lung metastases whereas the bone scapula metastasis
(Del19 and T790M wild-type) was stable. These results are
comparable with what has been reported with AZD9291 in the
phase I AURA trial according to the T790M mutation status
(ORR of 61% in T790M-postive patients versus 21% in
patients with wild-type T790M) [9]. In subject 2, we also
observed a sustained partial response in T790M-positive
lung disease with loss of T790M at acquired resistance to
AZD9291. These cases reflect potential intratumor heterogen-
eity, suggesting spatial and temporal patterns of subclone evo-
lution that need to be taken into consideration in treatment
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strategies. Both observations suggest that T790M-positive and
T790M wild-type clones may coexist in some cancers with
acquired resistance to initial EGFR-TKIs. In both cases, we
observed loss of the T790M mutation at the time of acquired
resistance to AZD9291 associated with the emergence of new
oncogenic drivers that are independent of the EGFR pathway.
We hypothesize that this might be due to the selection of
T790M wild-type clones present in the tumor at AZD9291
treatment initiation and which led to resistance via an inde-
pendent mechanism such as HER- or MET-amplified sub-
clones. Similar results were recently reported by Thress et al.
They showed that some cancers may convert from T790M-
positive to T790M wild-type cancer cells upon AZD9291 ex-
posure and also identified cases harboring acquired C797S
mutations [10]. If these findings are related to tumor hetero-
geneity, this would reinforce the importance of studying ‘an
underappreciated genomic heterogeneity’ through the propor-
tion of T790M-positive or -negative tumor cells. Table 1 sum-
marizes the potential mechanisms of acquired resistance to
third-generation EGFR inhibitors already published in
NSCLC. We need to better understand this heterogeneity
which is an important issue in cancer genome studies and
may lead clinicians to combine therapies in order to stop or
prevent the emergence of resistance.

We identified HER2 and MET amplification as a potential
mechanism of acquired resistance to third-generation EGFR-TKIs
such as AZD9291 in EGFR T790M-positive NSCLC. Further
investigations are needed to confirm this report on two clinical
cases. Our findings may provide the rationale for targeting HER2
or MET pathways in this clinical setting. In both cases, our obser-
vations suggest that T790M-positive and T790 wild-type clones
may coexist at baseline in cancers with acquired resistance to
initial EGFR-TKI. AZD9291 can efficiently suppress the growth
of T790M-positive cells, but a population of T790M wild-type
cells at the baseline will mediate the development of resistance.
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Abstract

Background: The identification of molecular mechanisms con-
ferring resistance to tyrosine kinase inhibitor (TKI) is a key step to
improve therapeutic results for patients with oncogene addiction.
Several alterations leading to EGFR and anaplastic lymphoma
kinase (ALK) resistance to TKI therapy have been described in
non-small cell lung cancer (NSCLC). Only two mutations in the
ROS1 kinase domain responsible for crizotinib resistance have
been described in patients thus far.

Methods: A patient suffering from a metastatic NSCLC harbor-
ing an ezrin (EZR)-ROS1 fusion gene developed acquired resis-
tance to the ALK/ROS1 inhibitor crizotinib. Molecular analysis
(whole-exome sequencing, CGH) and functional studies were
undertaken to elucidate the mechanism of resistance. Based on
this case, we took advantage of the structural homology of ROS1
and ALK to build a predictive model for drug sensitivity regarding
future ROS1 mutations.

Introduction

Alterations in tyrosine kinases or in their downstream effectors
drive the activation of intracellular pathways culminating in
neoplastic transformation (1, 2). As cancer cells can strictly rely
on these specific alterations in order to proliferate, survive, and
invade, the ability to block their function became of crucial
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Results: Sequencing revealed a dual mutation, $1986Y and
S1986F, in the ROS1 kinase domain. Functional in vitro studies
demonstrated that ROS1 harboring either the $1986Y or the
S1986F mutation, while conferring resistance to crizotinib and
ceritinib, was inhibited by lorlatinib (PF-06463922). The
patient's clinical response confirmed the potency of lorlatinib
against S1986Y/F mutations. The ROS1 S1986Y/F and ALK
C1156Y mutations are homologous and displayed similar sen-
sitivity patterns to ALK/ROS1 TKIs. We extended this analogy to
build a model predicting TKI efficacy against potential ROS1
mutations.

Conclusions: Clinical evidence, in wvitro validation, and
homology-based prediction provide guidance for treatment
decision making for patients with ROS1-rearranged NSCLC
who progressed on crizotinib. Clin Cancer Res; 22(24); 5983-91.
©2016 AACR.

therapeutic interest. This kind of biological dependency, termed
oncogeneaddiction, has been documented in a broad spectrum of
solid and hematologic malignancies. In non-small cell lung
cancer (NSCLC), the first evidence of a targetable activating
mutation was EGFR-mutated tumors (3). Later, ALK and ROS1
gene rearrangements were documented, and fusions involving
these genes lead to abnormal expression of constitutively activat-
ed kinases, thus resulting in oncogene addiction (4). Patients with
ALK- and ROS1-rearranged diseases are treated with shared tyro-
sine kinase inhibitors (TKI). First- (crizotinib), second- (ceritinib,
brigatinib), and third- [lorlatinib (PF-0646392)] generation com-
pounds are either approved or currently under evaluation in
clinical trials. As for the other TKIs, patients ultimately develop
resistance to the therapy. Parallel therapeutic approaches against
the two receptors can be explained by their common phylogenic
origin. ALK and ROS1 are indeed evolutionary conserved and
share 77% of amino acid identity in their ATP-binding sites (5, 6),
specifically where TKIs exert their inhibitory activity.

If 11 different mutations in the ALK kinase domain explain a
relevant part of acquired resistance to TKIs in ALK-rearranged
tumors, only two mutations (G2032R, D2033N) have so far been
reported as mechanism of crizotinib resistance in ROSI-rear-
ranged NSCLC (7, 8).

Here, we describe the case of a patient suffering from an NSCLC
harboring the ezrin (EZR)-ROSI1 fusion gene with acquired

AACGR

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on July 11, 2017. © 2016 American Association for Cancer Research.

5983

~



5984

Published OnlineFirst July 11, 2016; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-16-0917

Facchinetti et al.

Translational Relevance

This study reveals two new ROS1 kinase domain mutations
S1986Y/F detected in a patient that developed acquired resis-
tance to crizotinib. Functional studies revealed cross-resistance
to ceritinib induced by $1986Y/F mutations which can how-
ever be overcome by the third-generation TKI lorlatinib, as
observed for the corresponding anaplastic lymphoma kinase
(ALK) C1156Y mutation. Clinical response confirmed this
result. On the basis of structural and functional homologies
between ALK and ROS1 proteins, we also provide oncologists
with a predictive model of sensitivity to ALK/ROS1 inhibitors
for different ROS1 mutations anticipated to appear in the
clinic. With the recent approval of crizotinib for ROS1-rear-
ranged non-small cell lung cancer patients, we can expect an
increased number of acquired resistant mutations detected in
this molecular subtype of lung cancer. Therefore, modeling
theoretical sensitivity of ROS1 patients according to their
mutational status can provide therapeutic guidance and gen-
erate significant clinical benefits by avoiding worthless treat-
ments in the presence of novel resistance mutations.

crizotinib resistance. Sequencing of the tumor revealed the pres-
ence of novel $1986Y and S1986F mutations. Given the sequence
homology, mentioned above, codon 1986 of ROS1 is the equiv-
alent of codon 1156 of ALK (6). The C1156Y ALK mutation has
already been reported in crizotinib-resistant patients (9, 10). This
ALK mutant, also conferring ceritinib resistance in preclinical
models (11), remained however sensitive to lorlatinib in both
in vitro models (12) and in the clinical setting (10). We therefore
hypothesized that the ROS1 mutations we detected would exhibit
a superposable pattern of response to the different ALK/ROS1
TKIs. Experiments on engineered Ba/F3 cells confirmed our con-
jecture, and the patient was indeed successfully addressed to
lorlatinib treatment. We therefore predicted overlapping profiles
of sensitivity of ROS1 and ALK corresponding mutations to the
different TKIs.

Materials and Methods

Molecular analyses

Comparative genomic hybridization (CGH) analysis (Agilent
technology) was performed following standard procedures (13).
ROS1T and ALK rearrangements were evaluated by FISH, as pre-
viously described (5, 14), and threshold for positivity attribution
was defined according to current recommendations. The fusion
partner of the ROS1-rearranged gene was identified by RNAseq
analysis (Illumina technology), and ROS1 resistance mutations
were identified by whole-exome sequencing (WES; Illumina
technology).

Clinical trials

The patient provided written informed consent to participate in
the molecular screening studies MOSCATO (NCT01566019) and
MATCH-R (NCT02517892) of serial biopsy specimens. Both
trials are ongoing at Gustave Roussy Cancer Center. Lorlatinib is
administered in the phase I/II dinical trial (NCT01970865),
enrolling patients suffering from ALK- or ROSI-rearranged
NSCLC.

Clin Cancer Res; 22(24) December 15, 2016

Cell lines and viability assays

Ba/F3 cells were purchased from DSMZ cell bank less than 6
months ago and confirmed as mouse origin with IEF of AST,
MDH, NP, PEP B, and with species PCR. Cells were confirmed
Mycoplasma negative using microbiological culture, RNA hybrid-
ization, and PCR assays. Ba/F3 cells were transduced with lenti-
viral constructs in order to express the EZR-ROS1 fusion protein
harboring different ROSI resistance mutations. Cell-survival
assays were performed as previously described (11).

Immunoblot analyses

Native, EZR-ROS1"", EZR-ROS1%2%%%, EZR-ROS1%'*%%", and
EZR-ROS1%1%5¢Y Ba/F3-expressing cells were treated with the
indicated concentrations of inhibitors for 3 hours. Immunoblot-
ting was performed as previously described (11). Phospho-ERK
(T202/Y204), ERK, $6, phospho-S6 (S240/244), phospho-AKT
(8473), AKT, phospho-ROS1 (Y2274), and ROS1 antibodies were
obtained from Cell Signaling Technology.

ALK and ROS1 sequence alignment

ALK and ROS1 proteins share 77% of their active site amino
acid sequence. Sequence alignment for ALK and ROS1 was
described by Ou and colleagues (6) and obtained by Log-Expres-
sion (MUSCLE) software.
Structural characterization of ROS15'**Y/F mutants

In-silico studies were performed by Life Chemicals. The initial
ROS1 structure 4UXL was downloaded from the protein data
bank. Mutated proteins and reconstructed gaps were generated
with the Swiss-model server. Gromacs package 4.5.5 and
amber99sb force field were used to perform fast simulations of
the wild-type and mutant ROS1 structures. We used TIP3P water
model to get the protein solved in the octahedron with a 10 A
radius. AmberTools 14 antechamber module was used to generate
topology of ligands in AM1-bcc approach. A total of 25,000 steps
of steepest descent energy minimization were carried before the
equilibration step at constant temperature and pressure. The long-
range electrostatic interactions were handled by particle-mesh
Ewald algorithm, whereas constrains bond lengths by LINCS
algorithm. A heat-annealing code was used for conformational
mobility of the protein with periodic temperature changes for
each 100 picoseconds (ps) from 100 to 320 Kelvin (K), as a
modification of default parameters. The simulation time was set
to 5,000 ps with integration time step of 2 femtoseconds. A free
molecular dynamics (MD) simulation without any intervention
in the system was then performed in a 10 ns time-lapse. Root
mean square deviation (RMSD), root mean square fluctuation
(RMSF), and protein-ligand interaction energies were analyzed
starting from free MD with the respective Gromacs tools. Average
structures were generated from last 5 ns of free MD with g-cluster
tool utilizing a RMSD cut-off of 0.1 nmol/L and were then
visualized with PyMol software.

Results

ROS1 S1986Y and S1986F mutations confer crizotinib
resistance overcome by lorlatinib in an EZR-ROS1 NSCLC
patient

In August 2010, a 63-year-old male never-smoker was diag-
nosed with stage IV lung adenocarcinoma with diffuse lymph
node and pleural involvement. No EGFR, KRAS, PI3K, BRAF, and
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HER2 mutations were found (Sanger sequencing) in the diagnos-
tic specimen, and a search for an ALK translocation proved
negative. First-line treatment, including cisplatin, gemcitabine,
and the PARP inhibitor, iniparib (NCT01086254), started in
September 2010. Therapy was administered up to the sixth cycle
with good clinical and radiological responses (-44% according to
RECIST 1.1 as the best response). When pulmonary disease
progression was documented in April 2012, second-line treat-
ment with pemetrexed was initiated leading to a prolonged partial
response.

A new CT scan-guided biopsy of the left pleura was per-
formed in January 2013. Histology confirmed the presence of a
TTF1-positive lung adenocarcinoma, whereas CGH analysis led
to the detection of HOXA7 gene amplification and deletion of
the 3' region of ROSI. FISH showed ROSI rearrangement in
40% of tumor cells (Fig. 1A), and EZR was identified as the
ROS1 fusion partner by RNAseq. Targeted next-generation
sequencing on a panel of 50 cancer genes did not reveal any
mutation. ROS1 rearrangement was confirmed by FISH in
circulating tumor cells (15).

After a total of 17 pemetrexed cycles from April 2012 to
September 2013, manifest bilateral lung progression was
detected, and third-line therapy with off-label crizotinib, 250 mg
twice daily, was initiated. Previous coughing symptoms disap-
peared a few days after treatment initiation, and after 40 days of
treatment, CT scans depicted a profound thoracic response, with
clear shrinkage of parenchymal lesions dimensions. Crizotinib
exerted a clinical activity maintained over time, with the best
radiological response achieved in March 2014, after 6 months of
therapy (-75% according to RECIST 1.1).

Disease control and excellent clinical tolerability persisted over
22 months of TKI therapy, and disease progression was first
detected in July 2015; crizotinib administration was maintained
beyond tumor progression with still a major clinical benefit. In
order to explore the molecular events explaining crizotinib sec-
ondary resistance, a new CT scan-guided biopsy was performed
on a left lung cancer nodule. WES analysis uncovered the presence
of molecular alterations in exon 37 of the ROS1 gene, correspond-
ing to the ROS1 tyrosine kinase domain. Mutations consisted of
serine-to-tyrosine and to-phenylalanine substitutions in codon
1986 (S1986Y/F) of ROSI (Fig. 1B). The specimen analyzed
contained 70% of cancer cells, and tyrosine and phenylalanine
substitutions were found respectively in 18% and 17% of WES
reads. No other relevant molecular alterations were identified
(Supplementary Table S1).

The patient was therefore enrolled in the phase I/II clinical trial
evaluating lorlatinib activity (NCT01970865), given the strong in
vitro evidence of the activity of this compound against the anal-
ogous C1156Y ALK mutation.(12) As depicted in Fig. 1B,
although not strictly conserved, native 1986 ROS1 and 1156 ALK
codons respectively harbor serine (S) and cysteine (C) amino acid
residues, whose structures are markedly similar. A single missense
mutation generates the substitution of serine to tyrosine (Y)/
phenylalanine (F) for ROS1 and from cysteine to tyrosine for ALK.
Tyrosine and phenylalanine have comparable structures with a
benzoic group, indicating that they act in a superposable manner
modifying ROS1 S1986Y/F and ALK C1156Y conformations.
Lorlatinib administration, 100 mg daily, started at the beginning
of December 2015 with a suboptimal tolerance profile, charac-
terized by grade I hypercholesterolemia and peripheral neurop-
athy. The first evaluation CT scan performed 40 days after treat-
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ment initiation showed an impressive disease response, con-
firmed at the second radiologic evaluation at the third month of
lorlatinib treatment (-89% according to RECIST 1.1; Fig. 1C).
Disease remains controlled without any signs of progression after
6 months of therapy (June 2016).

Functional characterization of novel ROS1 mutations

In order to investigate the effect of ROSI mutations on ROS1
sensitivity to TKIs, we generated Ba/F3 cells expressing EZR-
ROS1"", EZR-ROS1529328, EZR-ROS 15175, and EZR-ROS15'5¢Y,
The cells were treated with increasing concentrations of crizotinib,
ceritinib, and lorlatinib (Fig. 2A). The results of viability assays
confirmed the superiority of lorlatinib (=7-10-fold lower ICs,)
against ROS1V'-expressing cells compared with crizotinib and
ceritinib. The latters showed similar ICs, values in inhibiting
ROS1WT, with contrast to the pronounced biological superior-
ity of ceritinib compared with crizotinib against the native ALK
form (11). As suggested by structure analogies with ALK,
S1986F/Y substitutions in the ROS1 kinase domain led to
crizotinib and ceritinib resistance. However, lorlatinib main-
tained its strong inhibitory activity against S1986F and S1986Y
mutations (Fig. 2A). The first and most reported ROS1 G2032R
mutation (7, 16, 17) engendered resistance to the three com-
pounds (Fig. 2A).

Immunoblot analyses of ROS1 and downstream pathway
activation corroborated the cell survival assays. Lower doses of
lorlatinib, compared with crizotinib and ceritinib, were
required to decrease ROS1 phosphorylation, whereas only a
high concentration of lorlatinib appeared to have a mild effect
on ROS192%32R phosphorylation (Fig. 2B). Crizotinib and
ceritinib had only a mild effect on ROS1 phosphorylation in
cells harboring S1986F/Y mutations, which led to persistent S6
phosphorylation and cell survival. Only lorlatinib was able to
completely switch off ROS1, AKT, and ERK signaling leading to
inhibition of $6 phosphorylation in the presence of $1986Y or
S$1986F mutations (Fig. 2B).

Taken together, these in vitro results revealed crizotinib and
ceritinib resistance conferred by ROS1 S1986F/Y mutations,
against which lorlatinib maintained its inhibitory potency.

Structural basis for $1986Y/F mutations impact on ROS1
structure and TKI binding

We performed molecular studies to acquire information about
the conformational changes induced by the two uncovered muta-
tions on ROS1 structure. In the absence of ligands, we observed
that mutant structures underwent some motions with compari-
son to the wild-type ROS1 protein (Fig. 3). Importantly, we
noticed that these mutations do not directly occur within the
enzyme active site, but do actually impact on the alphaC helix of
the kinase domain, causing its movement with a following change
in the tip of the close glycine-rich region, involving the residues
from 1950 to 1960 (Fig. 3). As suggested by their similar struc-
tures, $1986Y and S1986F substitutions generated perfectly com-
parable conformations in ROS1 kinase domain.

We also performed conformational studies involving protein—
inhibitor complexes (Supplementary Fig. $1). With the intrinsic
limits of the complexity concerning the mutation site, as already
reported for the corresponding ALK C1156Y substitution (11),
S$1986Y/F mutations prevent crizotinib access to the kinase
domain, whereas lorlatinib can fix and maintain its ability to
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Figure 1.

Progression Response
(after 12 weeks of lorlatinib)

Novel ROSI crizotinib-resistant mutations clinically overcome by lorlatinib. A, FISH analysis showed ROST split signal in 40% of cells, with a copy-number gain of both
the native (red and green probes leading to yellow signal, asterisks) and the rearranged (green signal, arrowheads) ROST7 genes. B, Analogy between ROS1
and ALK amino acidic sequences. The serine (S) at codon 1986 of ROS1 kinase domain corresponds to the 1156 ALK cysteine (C). S1986Y and S1986F ROST substitutions
emerge from TCC to TTC and TAC missense mutations, respectively. Although residues of 1986 ROSTand 1156 ALK codon do not match, both serine and cysteine are
structurally close nucleophilic amino acids. The same conclusions can be drawn from the similarity between tyrosine (Y) and phenylalanine (F) aromatic
conformations. Structural proximity between amino acids involved in respective ROST and ALK substitutions suggests similar effects on protein structure

and upon steric interferences. C, Radiological evolution of lung lesions under ALK-TKIs treatment. After having undergone two systemic treatment lines, in
September 2013, patient started crizotinib treatment, which led to deep and prolonged response upon diffuse lung metastatic sites. Disease progression was
documented in July 2015 and confirmed 4 months later. Patient was successfully addressed to lorlatinib as a second ALK/ROS1 TKI.

induce a conformational shift in both wild-type and mutated
ROST1 forms. In the case of crizotinib binding, the positioning of
the glycine-rich loop tip of the alphaC helix is inside-out, whereas
it does present oppositely in the case of lorlatinib interaction,
potentially explaining the differential capacity in inhibiting ROS1
mutants (Supplementary Fig. S1).
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Prediction of ROS1 mutations identification and inhibitory
profiles

All mutations loci reported so far in crizotinib-resistant ROS1-
rearranged NSCLC [G2032R (7), D2033N (8), and the present
S1986Y/F, chronologically] have already been reported in the
clinic at the corresponding ALK kinase domain codons (G1202R,
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Figure 2.

Functional characterization of ALK/ROS1 TKIs inhibitory potential across different ROST mutations. A, Cell viability assays upon Ba/F3 cells harboring EZR-ROSTW,
EZR-ROSI®?*2%, EZR-ROSI*®Y, and EZR-ROS1™'*®F constructs, respectively. Ba/F3 cells were treated with the indicated doses of crizotinib, ceritinib, or
lorlatinib for 48 hours. After the incubation, the cell survival was assayed by Cell-Titer-Glo. As depicted by survival curves and ICs, table, lorlatinib displayed superior
inhibitory activity against EZR-ROST"", EZR-ROST®'*®®", and EZR-ROSI*'**F compared with crizotinib and ceritinib. The central table resumes median values
obtained from crizotinib, ceritinib, and lorlatinib treatment of the four mutants. Data are representative of three independent biological replicates. B,
Immunoblot analyses show differential activity of crizotinib, ceritinib, and lorlatinib upon intracellular signaling inhibition in EZR-ROST"T, EZR-ROS162032R,
EZR-ROSI®'®*®", and EZR-ROS1*'**F Ba/F3 cells. Cells were treated with the indicated concentrations of TKI for 3 hours. Lysates were probed with antibodies
directed against the indicated proteins. Inhibition of ROS1 and intracellular intermediates of MAPK and PI3K-AKT-mTOR pathways was achieved at lower
doses for lorlatinib (10 nmol/L) compared with crizotinib and ceritinib in ROSI™™ and ROSI®'®*¥/* cells. Experiments were repeated three times.
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Figure 3.

Visual representation of wild-type and S1986Y/F mutants ROS1 structures. A, Alignment of the complete structures of the wild-type (green) and mutated (red) ROST
forms. No difference was noticed between tyrosine or phenylalanine mutations at 1986 codon. The conformational changes generated by the mutations
mainly involve three structural elements of ROS1 N-lobe: the alphaC helix, the P-loop (harboring the glycine-rich region within codons 1950-1960), and the A-loop.
B, Detailed representation of the alphaC helix displacement due to the different state of the glycine-rich region of P-loop in the mutated protein. 1986 codons
are marked with spheres. The images were created by PyMol software (www.pymol.org).

D1203N, and C1156Y, respectively; Fig. 4). In addition to a
perfect match in involved amino acids, functional consequences,
in terms of structure and TKI sensitivity, overlapped between
ROS1 S1986Y/F and ALK C1156Y, as depicted above (Figs. 1B
and 2). Therefore, ROS1 and ALK kinase domains do not only
share phylogenic origin and structure homology, but also muta-
tional hotspots and TKI sensitivity. We can therefore predict that
any of the ALK-resistant mutations could be identified in ROS1-
rearranged tumors and confer specific TKI resistance. Those muta-
tions would be the 1981Tins, L1982F, S1986Y/F (reported here),
M2001T, F2004C/V, 12026M, G2032R (7), D2033N (8), and
G2101A (Fig. 4).

With regard to ALK analogy, the 1981Tins, L1982F, S1986Y/F,
F2004C/V, and D2033N ROS1 mutations (homologous to the
1151Tins, L1152R, C1156Y, F1174C/V, and D1203N ALK muta-
tions, respectively) would be ceritinib resistant and lorlatinib
sensitive (Fig. 4; refs. 11, 12).The M2001T, the gatekeeper
L2026M, and the G2101A ROS1 mutations (corresponding to
11171T, L1196M, and G1269A ALK mutations, respectively)
would still be prone to ceritinib inhibition (Fig. 4), due to smaller
dimensions allowing access to the ATP-binding pocket (11).
Remarkably, recent evidence confirmed our predictions concern-
ing ceritinib lack of activity against D2033N and L1982F muta-
tions (8, 16), as we functionally validated here for S1986Y/F
mutants and ceritinib efficacy against the L2026M gatekeeper
mutation (18).

Of note, not all described ALK secondary mutations can be
acquired in ROS1 kinase domain. An arginine (R) residue cannot
substitute the leucine (L) of L1982 ROS1 codon as a consequence
of a single nucleotide base mutation as observed for ALK L1152R
mutation. However, Katayama and colleagues have reported a
L1982F mutation conferring crizotinib and ceritinib resistance in
a mutagenesis screening (16). ROS1 cannot either acquire the
homologous of L1198F (resistant to ceritinib and lorlatinib,
crizotinib re-sensitizing; ref. 10) and S1206Y ALK mutation, as
a the result of a single-nucleotide modification. Similarly, M2001
ROS1 codon can give rise to M2001T but not to M2001S or
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M2001N as reported for ALK 11171 codon (Supplementary Table
S2; refs. 19, 20).

Discussion

Growing attention is currently being devoted to the identifica-
tion of resistance mechanisms to targeted therapies, to better
guide treatment strategies and impact favorably on patient out-
comes. We report two novel mutations in the ROS1 kinase
domain capable of conferring crizotinib resistance but allowing
lorlatinib efficacy. Using Ba/F3 cells expressing native or mutated
EZR-ROS1, we functionally demonstrated that S1986F/Y substi-
tutions confer crizotinib and ceritinib resistance. Lorlatinib, more
potent against WT ROS1 compared with crizotinib and ceritinib,
maintained strong growth inhibition of ROS15"%¢"/Y cells (Fig,
2A). Immunoblot analyses confirmed that lorlatinib was the only
ALK/ROS1 TKI tested capable of completely switching off ROS1
and downstream signaling phosphorylation in engineered Ba/F3
cells (Fig. 2B). Early clinical data supported lorlatinib strong
efficacy by reporting remarkable tumor response rates, including
partial and complete intracranial remissions (21).

We moreover confirmed that G2032R, the first documented
and most reported ROS1 secondary mutation, confers resistance
to crizotinib and ceritinib. Lorlatinib activity against this muta-
tion (ICsp = 500 nmol/L) suggested that the third-generation
compound would not be able to reverse resistance in the clinic. As
other in vitro data (18) suggested a potential lorlatinib efficacy on
this mutation, clinical activity remains to be sorted out. Recent
evidence suggests potential activity of board-spectrum TKIs such
as foretinib and cabozantinib against G2032R ROS1 mutation
(16-18, 22). Similarly, cabozantinib has recently been shown to
overcome D2033N, the other ROS1-resistant mutation, both in in
vitro models and in a patient (8). The therapeutic index of these
mutitargeted kinase inhibitors against the G2032R ROS1 muta-
tion has not yet been clinically investigated.

Crystallographic features and docking studies for ROS1 kinase
domain have already been described (7, 22). Regarding the

Clinical Cancer Research

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on July 11, 2017. © 2016 American Association for Cancer Research.

N O



Published OnlineFirst July 11, 2016; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-16-0917

( FPresent )
report

New ROS1 Mutants and a Predictive Model for TKI Sensitivity

(7 (8

* *
ROST ) (o 7

Q- 000 00 O 00
- 000 000 00
= 000 00 O 00

ALK

Figure 4.

00 e

Modeling theoretical sensitivity of ROS1 patients according to their mutational status. The present figure depicts the validated (/) and predicted activity patterns of
crizotinib, ceritinib, and lorlatinib against ROS7 mutations homologous to reported ALK-resistant mutations. Magenta boxes contain ROS1 mutations already
reported in NSCLC patients. Red and green circles indicate resistance or sensitivity of the mutated protein, respectively. ROST mutations homologous to L1198F and
S1206Y ALK ones cannot develop as a result of a single-nucleotide substitution (Supplementary Table S2).

current S1986F/Y mutations, Shaw and colleagues recently
described structural alteration of the analogous C1156Y ALK
mutation (10). Generating co-crystal structures of the native or
mutated kinase domains coupled with crizotinib or lorlatinib, the
authors observed that substitution at codon C1156 would prob-
ably not directly affect drug binding, due to its relatively remote
distance from the inhibitor binding site. The structural studies we
performed revealed a similar situation concerning $1986Y/F ROS1
mutations, supposed to trigger a conformational shift in the
alphaC helix and the glycine-rich region close to the active site of
the enzyme (Fig. 3). The latter event appears to impact on crizotinib
binding while allowing the access and the inhibitory activity of
lorlatinib into the kinase domain (Supplementary Fig. S1).

In their report, Shaw and colleagues reported two mutations
within the same ALK allele, C1156Y/L1198F (10). In our case, the
two mutations at the exact same position can either be on two
distinct translocated ROS1 alleles within the same cell or in two
individual cells. In addition to being technically challenging to
investigate, it did not seem crucial here to examine whether the
two mutations were in the same cells. Indeed, the two mutants
displayed identical sensitivity to the different TKIs tested, and cell
sensitivity would be the same with one or two mutants of the
ROS1 protein.

Along with the functional characterization of the novel
S1986F/Y ROS1 mutations, the present study focuses on the
transposability of ALK-validated therapeutic approaches to ROS1
secondary mutations. Based on ALK and ROS1 similarity in kinase
domain sequences, common pharmacologic susceptibility, and
homologous hotspots loci involved in molecular events, we
developed a model predicting sensitivity of 9 ROS1 mutants to
different generations of ALK/ROS1 TKIs (Fig. 4). Six of these
putative ROS1 secondary mutations have been studied for some
TKI in preclinical models, and the data the authors obtained

www.aacrjournals.org

matched our prediction based on ALK knowledge (Fig. 4; refs. 7, 8,
16-18). We cannot however exclude that other ROS1 mutations
could occur, and functional studies will be required to directly
assess TKI sensitivity. If 11 different mutations conferring resis-
tance to TKIs have already been reported in ALK-rearranged
NSCLC thus far (9-11, 19, 23, 24), three secondary mutations
have been documented in ROS1-rearranged tumors [G2032R (7),
D2033N (8), and the present S1986Y/F|. This discrepancy is
ostensibly due to the number of patients with ALK-rearranged
disease, about 4 to 5 times higher compared with ROSI-rear-
ranged NSCLC (21), and the fact that therapeutic targeting against
ALK began earlier.

Besides ROS1 kinase domains mutations, crizotinib resis-
tance has been reported to emerge due to EGFR (25), RAS (26),
or KIT signaling activation (27). Remarkably, the three events
have also been reported in ALK-rearranged tumors and suggest
the potential of dual target inhibition (19, 23). Pharmacoki-
netic issues can account for a significant part of resistance to
crizotinib and other inhibitors in ALK-rearranged NSCLC, and
the equivalent scenario can be depicted for tumors harboring
ROS1 fusion gene. The significant number of patients devel-
oping brain metastases during crizotinib treatment (28) reflects
the scarce penetration of the compound across the blood-brain
barrier (29). The novel ALK/ROS1 inhibitors have been
designed to obtain a better performance over brain metastases
and are indeed showing remarkable results, with a special
mention accorded to lorlatinib (12, 21). Recently, ALK-rear-
ranged cells have been proven to adapt to both crizotinib and
ceritinib treatment by the overexpression of the p-glycoprotein,
whereas lorlatinib and the second-generation ALK inhibitor
alectinib are not suitable substrates for this efflux pump (30).

Anyhow, as further exhaustion of novel generation com-
pounds does eventually lead to disease progression, treatment
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combinations with downstream signaling cascade inhibitors,
cytotoxic chemotherapies, or antiangiogenic antibodies repre-
sent potential strategies to approach the issue of acquired
resistance (31).

As previously suggested (18), our experiments indicate that
crizotinib and ceritinib display similar potency on WT' ROS1. This
is in contrast with the superior efficacy of ceritinib compared with
crizotinib on WT ALK both in preclinical and clinical studies (11,
28, 32). Therefore, the ability of ceritinib to overcome crizotinib
resistance in ROS1-rearranged tumors without secondary muta-
tions, as it is the case for ALK-positive patients, would need to be
directly addressed in the clinic.

Besides defining the pharmacologic susceptibility of ROS1
S$1986F/Y mutations, the present report highlights the unavoid-
able contribution of molecular analyses of specimens obtained
at disease progression under TKI therapy. The availability of
tumor material thus far allows us to address treatment deci-
sions and to undertake functional validations. The current
study enabled us to confirm that the ROS1 S1986Y/F mutations
confer resistance to both crizotinib and ceritinib and allowed
more efficient patient treatment by avoiding a ceritinib therapy,
which would very likely not have afforded a clinical benefit. It is
actually challenging to drive specific indications for the treat-
ment of ROSI-rearranged NSCLC patients, given the relative
small incidence (1%-2% of all NSCLC), potentially designat-
ing ROS1 tumors as a "rare molecularly subtype of common
cancers" (33). Given the absolute incidence of NSCLC, the
number of patients harboring ROS1 rearrangement worldwide
is still relevant. Validated data concerning ALK inhibition can
be advantageously transposed to guide treatment decisions in
ROS1-rearranged tumors. The current widespread access to
deep molecular analyses would ostensibly reveal, for every
patient, the specific ROSI mutation responsible for crizotinib
resistance, when it is actually due to kinase domain modifica-
tions. We therefore provide a predictive model which finds in
the clinical setting its best field of both validation and exploi-
tation. However, performing repeated biopsies in patients is
not always feasible. A noninvasive method to detect molecular
alterations conferring ALK and ROS1 resistance to TKIs, such as
that finely developed for EGFR NSCLC with cell-free circulating
tumor DNA (34), would be of inestimable interest.
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ANNEXE 3

CASE REPORT

TASLC

Acquired EGFR Mutation as the Potential Resistance ®msm
Driver to Crizotinib in a MET-Mutated Tumor
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One major advance of the past decade in anticancer
treatment is the advent of precision medicine and
personalized therapy, which has led to several thera-
peutic successes.”” The efficacy of targeted therapies is
unavoidably limited in time, however, and acquired
resistance ultimately occurs.

Here, we report the case of a 59-year-old white
woman with no smoking history who was diagnosed
with metastatic adenocarcinoma of the lung. At diag-
nosis, restricted molecular analysis of the primary tu-
mor showed epidermal growth factor receptor (EGFR),
B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase (BRAF),
and Kristen rat sarcoma viral oncogene homolog
(KRAS) wild type and the absence of anaplastic lym-
phoma kinase (ALK) translocation. After three lines of
conventional therapy, she was included in a phase 1
trial evaluating a gamma secretase inhibitor, during
which the disease remained stable for 18 months. A
second lung biopsy sample (containing 40% tumor
cells) was then obtained as part of the MOSCATO
(Molecular Screening for Cancer Treatment Optimiza-
tion) trial at Gustave Roussy Cancer Campus
(NCT01566019). Comparative genomic hybridization
analyses revealed an MDM2 proto-oncogene, E3 ubiq-
uitin protein ligase (MDM2) amplification, and targeted
next-generation sequencing showed a MET proto-
oncogene, receptor tyrosine kinase (MET) activating
mutation (NM_001127500.1:c¢.3082G>C; p.Asp1028His
or p.D1028H, allele frequency 18%).

On the basis of this molecular profile, crizotinib
(Xalkori, Pfizer) was initiated as part of the basket AcSé
Crizotinib trial (NCT02034981). Crizotinib resulted in a
56% reduction in size of the target lesions that was
followed by progression of the disease 10 months later
(Fig. 1). The patient was then enrolled in the MATCH-R
(A Prospective Trial to Study the Evolution of Clonal
Architecture of Tumors from Patients Treated with
Molecular Targeted Agents) trial at Gustave Roussy
Cancer Campus, in which next-generation sequencing,
comparative genomic hybridization, and patient-
derived xenografts from tumors that progress during
administration of targeted therapy (ID-RCB number:
2014-A01147-40) are performed. Biopsy of the pro-
gressing pulmonary lymph node (containing 70% tu-
mor cells) revealed a novel EGFR amplification (log
ratio 1.21) associated with an activating mutation of
EGFR located in a hot spot codon of p.Leu861Arg
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Figure 1. Patient 1: clinical course, including treatment history and relevant imaging studies and tumor biopsy specimens.
Representative images from computed tomography of the chest at different times: (A) at baseline (before administration of
crizotinib), showing right pulmonary lesion; (B) at 3 months, with an excellent tumor response in right pulmonary lesion; and
(C) at 10 months, with tumor progression. Abbreviations: DOC, docetaxel; EGFR, epidermal growth factor receptor; GEM,
gemcitabine; KRAS, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; M, months; MIP, mitomycin-ifosfamide-cisplatin; NOTCHi,
inhibitor of the Notch pathway; PAC-BEV, paclitaxel-bevacizumab; PEM, pemetrexed; WT, wild-type.

(p.L861R, allele frequency 53%) activating mutation on the epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitor
exon 21. The p.D1028H MET mutation was still present gefitinib was initiated.

(allele frequency 6%). Given this molecular profile and Crizotinib is registered primarily for ALK-translocated
the patient’s resistance to crizotinib, administration of non-small cell lung cancer. Therefore, most resistance

S

Figure 2. Signaling pathways activated by hepatocyte growth factor and MET. Cytoplasmic effector molecules, including
growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) and GRB2-associated binding protein (GAB1) are recruited to the docking site.
Abbreviations: AKT, protein kinase B; ERK, extracellular signal-regulated kinase; HGF, hepatocyte growth factor; MAPK,
mitogen-activated protein kinases; mTOR, mammalian target of rapamycine; NfkB, nuclear factor kappa B; PI3K, phospha-
tidyl inositol 3-OH-kinase; VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor.

(o]



February 2016

mechanisms have been described in this context and
include the following: secondary ALK mutations (28%),
ALK copy number gain (18%), EGFR mutations (36%,
mainly exon 20 p.S768] and exon 21 p.L858R mutations),
and rare KRAS mutations.” Approximately one-fifth of the
resistance mechanisms remain unknown. Interestingly,
crizotinib was initially developed as a MET inhibitor," and
some clinical trials are still evaluating it for that indication
(NCT00585195). MET exon14 alterations (4% of adeno-
carcinomas of the lung®) lead to crizotinib sensitivity.®
Whether mechanisms of resistance to crizotinib used in
a MET-mutated population are the same as those in an
ALK-translocated population is still unknown (Fig. 2).
Logic would suggest that they could be divided into two
groups: specific resistance mechanisms (consisting of
mutation of the kinase domain of the target of interest,
ALK or MET, respectively), and common resistance
mechanisms, which would include the activation of
alternative pathways to bypass inhibition of the oncogenic
driver. Interestingly, the EGFR mutation described here
had not been observed previously in the crizotinib-
resistant ALK-translocated population, which suggests
greater “target specificity” of the resistance mechanisms.

This case also illustrates the challenges of tumors’
temporal and spatial heterogeneity: the fact that
despite a deep coverage of 3086 X at the corre-
sponding position, the EGFR p.L861R mutation was not
detected at the initiation of crizotinib therapy does not
rule out the possibility that it was already present at
another tumor location or at undetectable levels in a
subclone.

In summary, here we have described a previously
unreported EGFR activating hot spot mutation as an

EGFR Mutation as Potential Resistance Driver e23

acquired mechanism of resistance to crizotinib in a
MET-mutated non-small cell lung cancer tumor. This il-
lustrates the importance of repeated molecular profiling
in precision medicine.
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