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I. Introduction  

A. La médecine de précision  

Le développement des thérapies ciblées a ouvert une nouvelle ère thérapeutique en 

oncologie au début des années 2000, la médecine de précision.  Le mécanisme d’action 

tout à fait différent de celui des chimiothérapies conventionnelles est d’inhiber de 

manière sélective l’anomalie moléculaire en cause dans la progression tumorale.  De ce 

fait, la notion d’addiction oncogénique est définie par la dépendance tumorale à une 

anomalie moléculaire d’un oncogène à l’origine de la prolifération et de l’invasion 

tumorale (1–3). L’oncogène responsable de l’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 l’imatinib 

ciblant la translocation BCR-ABL, l’erlotinib et le gefinitib anti-EGFR de première 

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 

l’altération moléculaire cible (4–8).  L’analyse génomique est devenu un outil clef dans la 

stratégie thérapeutique actuelle et différents programmes de séquençage sont réalisés afin 

de cartographier les anomalies moléculaires au sein d’un type tumoral comme l’essai 

SAFIR 01 dans le cancer du sein (9). D’autres essais comme MOSCATO 01 (10), 

SHIVA (11) et NCI MATCH (NCT02465060) évaluent l’impact clinique de l’orientation 

thérapeutique des patients en fonction de l’anomalie moléculaire identifiée par 

séquençage génomique à haut débit.  
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B. Résistance aux thérapies ciblées 

Malgré des taux de réponses élevés et des durées de réponses prolongées, les ITK ont une 

efficacité limitée par l’apparition d’une résistance moléculaire acquise à l’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 intrinsèque qui est définie par 

l’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 gène cible) soit indépendants de la cible.  

Parmi les mécanismes de résistance indépendants de la cible, figurent l’activation de 

voies alternatives de transduction du signal et les mécanismes divers tels que la 

transformation histologique, la résistance à l’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 première 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 l’exon 20 du gène EGFR.  L’osimertinib est un anti-EGFR 

de troisième 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 première génération et présentant la mutation 

T790M (17,18).  Plusieurs mécanismes de résistance à l’osimertinib ont été identifiés, 

dont la mutation secondaire EGFR C797S (19).  D’autres mécanismes de résistance ont 

aussi été rapportés comme l’amplification des gènes cibles (20,21) et les voies de 

contournement par l’amplification du gène MET activant les voies de signalisation 

associées à l’EGFR (21–25) dans les cancers du poumons métastatiques mutés EGFR 

traités par un anti-EGFR de première génération, ou présentant un réarrangement du gène 

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 à 

une nouvelle classe de thérapie ciblée agissant sur la même voie de signalisation a été 

démontré comme une des stratégies thérapeutiques à adapter.  En effet, dans les cancers 

du sein métastatiques surexprimant HER2 ayant progressé sous trastuzumab, anticorps 

monoclonal anti-HER2, l’association du lapatinib, ITK anti-HER2, à la capecitabine a 

démontré une amélioration significative du temps jusqu’à progression de la maladie (26). 
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Lorsque le mécanisme de résistance à une thérapie ciblée est déjà connu, l’association de 

deux thérapies ciblées agissant sur des voies de signalisation complémentaires s’est 

avérée être plus efficace que la monothérapie.  Dans la prise en charge des mélanomes 

métastatiques présentant une mutation BRAF V600E traités par un ITK anti-BRAF, 

l’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 l’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 à un ITK 

anti-BRAF seul (29,30).  

Les analyses génomiques à 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 l’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 troisième génération, a été pour la 

première fois identifiée par l’analyse du séquençage ciblé réalisé à partir d’ADN tumoral 

circulant (19).  Enfin, le séquençage de l’exome entier a permis de mettre en évidence 

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

Ces nouveaux mécanismes de résistance identifiés à l’aide d’analyses génomiques ont 

aussi été validés par des analyses in vitro sur des lignées cellulaires et in vivo à partir de 

xénogreffes dérivées de patients (PDX) ou dérivées de lignées cellulaires. Cette approche 

translationnelle complémentaire à l’analyse génomique réalisée directement à partir du 

patient,  apparaît indispensable pour affiner les mécanismes de résistance et valider les 
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solutions thérapeutiques.    

II. Matériels et Méthodes 

A. Description de l’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 à 

haut débit réalisées à 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.  
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Figure 2.  Présentation de l’étude MATCH R 

 

B. Objectifs 

L’étude MATCH R avait pour objectif principal l’étude de l’évolution clonale de 

l’architecture tumorale de patients traités par thérapies ciblées.  Les objectifs secondaires 

de cette étude étaient la réalisation d’analyses génomiques haut débit à partir 

d’échantillons tumoraux de patients traités par thérapies ciblées afin d’identifier de 

nouveaux mécanismes de résistance secondaire, de développer de nouveaux modèles de 

résistance au laboratoire par la réalisation de lignées cellulaires et de PDX, et d’étudier 

l’ADN tumoral circulant.  
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C. Méthodes 

La biopsie tumorale devait être réalisée dans le mois qui suivait la progression de la 

maladie sous thérapie ciblée. La lésion tumorale en progression (primitive ou 

métastatique) devait être accessible à une biopsie à l’aiguille sous scanner ou sous 

échographie. La biopsie était obligatoire au niveau de la lésion en progression et  

recommandée dans le même temps au niveau d’une lésion stable pour permettre la 

comparaison des analyses et suivre l’évolution spatiale de l’architecture clonale.  Le 

prélèvement tumoral ayant permis le diagnostic initial ou le prélèvement 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 à partir 

des analyses génomiques le suivi temporel de l’architecture clonale.   Lorsque la biopsie 

était réalisée, un contrôle de la cellularité tumorale était obligatoire pour réaliser en 

fonction de celle-ci une analyse par séquençage ciblé (à partir de 10% de cellularité), et 

les analyses suivantes : l’hybridation génomique comparative, le séquençage de l’exome 

entier et le séquençage de l’ARN (à partir de 30% de cellularité), à partir d’ADN et 

d’ARN de bonne qualité une fois extraits (figure 3).  Une biopsie liquide à partir d’un 

échantillon de sang était réalisée dans le même temps que la biopsie de la lésion tumorale 

pour permettre l’analyse génomique de l’ADN tumoral circulant. 
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Figure 3. Représentation des analyses génomiques réalisées en fonction de la 

cellularité 

 

D. Analyses génomiques  

L’hybridation génomique comparative est une analyse cytogénétique qui consiste à 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 à x0.7), pertes (log ratio x0 à x0.5) délétions (log ratio 

x0.5) de gènes et perte d’hétérozygotie. La technologie utilisée était initialement le 

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

Le séquençage ciblé consiste en un séquençage de l’ADN à haut débit à partir d’une 
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librairie de copies d’ADN.  L’analyse était réalisée initialement sur un panel de 74 gènes 

(figure 4) en 2015 puis élargi à 82 gènes, avec la technologie IonTorrent PGM.  Après 

analyse bioinformatique, une liste de variants pathogènes, non pathogènes ou de 

pathogénicité inconnue était établie. Le séquençage ciblé permettait de détecter les 

délétions, amplifications, mutations et polymorphismes géniques.  

Les techniques de séquençage de l’ARN et de l’exome entier étaient réalisées par la 

technologie Illumina à partir d’ARN et d’ADN extraits, sur un panel d’au moins 121 

gènes (31). L’analyse bioinformatique était établie par IntegraGen Genomics.  Les 

transcrits de fusions étaient détectés par séquençage de l’ARN.  Le séquençage de 

l’exome entier permettait d’identifier les délétions, amplifications, mutations de gènes et 

de calculer la charge mutationnelle.  

Sur la biopsie liquide (au moins 500 μL de plasma), le séquençage ciblé de l’ADN 

tumoral circulant était réalisé avec la technologie IonTorrent PGM sur un panel de 50 

gènes. 

E. Etude translationnelle  

L’étude MATCH R était aussi translationnelle puisqu’un des objectifs était d’établir de 

nouveaux modèles de résistance acquise aux thérapies ciblées.  Au sein de l’unité de 

recherche INSERM UMR981, des analyses ont été réalisées in vitro avec le 

développement de lignées cellulaires à partir d’échantillons tumoraux de patients et in 

vivo par la réalisation de PDX.  Ces modèles 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 gènes du séquençage ciblé 

 

III. Résultats  

A. Organigramme de l’étude MATCH R 

Un total de 199 patients ont été inclus de Janvier 2015 à Mai 2017 dans l’étude MATCH 

R. Les données préliminaires concernaient les patients inclus la première année (de 

Janvier 2015 à Décembre 2015), atteints de tumeurs solides, traités par thérapies ciblées, 

pour qui un profil moléculaire a été réalisé à 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 à 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 l’étude MATCH R sur l’année 2015 

 

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 à 

petites cellules (CBNPC) (n = 16).  Les biopsies sous osimertinib (n = 5) et crizotinib (n 

= 4) étaient 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 première génération avec une activité anti-MET), céritinib (ITK anti-

ALK/ROS1 de seconde génération), lorlatinib (ITK anti-ALK/ROS1 de troisième 
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génération), évérolimus (dérivé de la rapamycine et inhibiteur de la serine thréonine 

kinase mTOR), erdafitinib (ITK anti-FGFR), ivosidenib (inhibiteur d’IDH1), 

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) / SAR505838 (inhibiteur de MDM2), et 

LY2783101 (inhibiteur de PI3K) / gemcitabine.  55% des patients ont reçu ces thérapies 

ciblées dans le cadre d’un essai clinique de phase I au sein du Département d’Innovation 

Thérapeutique et des Essais précoces à l’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 lésion stable et d’une lésion en progression ; et 

deux patients ont eu une double biopsie de deux lésions en progression. Les analyses 

génomiques réalisées sur le tissu étaient : le séquençage ciblé (n = 27), l’hybridation 

génomique comparative (n = 20), le séquençage de l’exome entier (n= 25) et le 

séquençage de l’ARN (n = 20). Sur l’ADN tumoral circulant, le séquençage ciblé était 

réalisé chez 16 patients.  Les trois patients ayant eu une double biopsie en lésions stable 

et progressive présentaient les caractéristiques suivantes : (MR 16) adénocarcinome 

bronchique muté EGFR avec une délétion au niveau de l’exon 19, traité par erlotinib; 

(MR 15) carcinome urothélial de l’uretère muté FGFR3 S249C traité par erdafitinib; et 

(MR 14) adénocarcinome bronchique muté CTNNB1 S37F traité par évérolimus.  

L’échantillon tumoral au diagnostic, ou à partir d’une biopsie dans le cadre de l’essai 

MOSCATO 01 avant mise en route de la thérapie ciblée, était disponible chez 10 

patients. Un total de 8 patients avaient été inclus au préalable dans l’essai MOSCATO 01.  

Le bloc tumoral MOSCATO 01 a été récupéré (n = 6) et mis en lames (n = 3) lorsque la 
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quantité de matériel était suffisante, pour réalisation de séquençage de l’exome entier.  Le 

séquençage ciblé à partir de l’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 séquençage 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 

l’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 

à 0.9% apparue sous gefitinib non connue au diagnostic par l’analyse de séquençage 

direct, et MR 57 : mutation PI3K E542K avec une fréquence allélique à 9% apparue sous 

lorlatinib en deuxième ligne, non retrouvée à posteriori sur l’analyse par séquençage de 

l’exome entier du bloc au diagnostic avant la mise en route du crizotinib en première 

ligne).  
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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 adénoïde kystique 1 (4.5%) 

 Carcinome de l’ovaire à 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  CTNNB1 1 

Erdafitinib  FGFR3 1 

Dabrafenib / trametinib  BRAF 1 

Pimasertib /  

SAR505838  

KRAS 1 
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Ivosidenib   IDH1 1 

LY2783101 / gemcitabine  PIK3CA 1 

Tazemetostat  SMARCA4 1 

LY3039478  NOTCH1 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 

première génération, deux avaient une mutation du gène EGFR : L858R au niveau de 

l’exon 21 et I744M au niveau de l’exon 19. La sensibilité de la mutation I744M à un anti-

EGFR de première génération a été pour la première 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 séquençage ciblé et de 

séquençage de l’exome entier.   

Concernant les patients traités par osimertinib, différents mécanismes de résistance ont 

été  rapportés.  Nous avons détecté sur le séquençage de l’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 après trois lignes de 

traitement (sels de platine / navelbine, docetaxel, erlotinib pendant trois mois, et reprise 

de docetaxel) une délétion de l’exon 19 du gène EGFR associé à la mutation EGFR 

T790M.  Le patient a été traité par osimertinib dans le cadre d’un essai de phase I avec 
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une réponse partielle à -76% selon les critères RECIST 1.1 et un contrôle de la maladie 

pendant vingt-quatre mois.  Lors de la progression, le patient a été inclus dans l’essai 

MATCH R et une biopsie au niveau d’une lésion en progression a été réalisée. Le 

séquençage ciblé et le séquençage de l’exome entier ont montré la mutation de résistance 

EGFR C797S (fréquence allélique à 12% et 13 % respectivement) et la persistance de la 

mutation EGFR T790M (fréquence allélique à 31% et 23 % respectivement). Le 

séquençage ciblé sur l’ADN tumoral circulant n’a pas retrouvé de mutations.  La 

mutation secondaire EGFR C797S a été décrite comme un mécanisme de résistance à 

l’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 

évidence la perte de la mutation T790M sur le séquençage ciblé lors de la progression 

sous osimertinib avec l’apparition d’une amplification des gènes HER2 (MR 01) et MET 

(MR 07) par hybridation génomique comparative.  Le séquençage ciblé de l’ADN 

tumoral circulant réalisé pour MR 07 a mis en évidence la mutation connue au diagnostic, 

EGFR L858R, et l’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 à l’osimertinib.  

Ces résultats complémentaires à la littérature (38,39) ont aussi permis de démontrer 

l’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 l’exon 19 a eu une biopsie dans le cadre de 
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l’essai MOSCATO 01 après 5 lignes de traitement (carboplatine / paclitaxel, erlotinib, 

pemetrexed (un cycle avec mauvaise tolérance cutané), reprise de l’erlotinib, rociletinib 

(ITK anti-EGFR de troisième génération) dans le cadre d’un essai de phase I, et afatinib 

(ITK anti-EGFR de deuxième génération)).  Cette biopsie MOSCATO 01 a permis de 

mettre en évidence la mutation EGFR T790M sur le séquençage ciblé et le séquençage de 

l’ARN, raison pour laquelle la patiente a été traitée par osimertinib dans le cadre de 

l’Autorisation Temporaire d’Utilisation après deux cycles de paclitaxel / bevacizumab. 

Avec une réponse partielle comme meilleure réponse et un contrôle de la maladie 

pendant une durée de neuf mois, une biopsie dans le cadre de l’essai MATCH R a 

identifié un transcrit de fusion KIF5B/RET, la délétion de l’exon 19 du gène EGFR et 

l’absence de mutation EGFR T790M sur le séquençage de l’ARN. L’analyse de la 

biopsie liquide n’a pas mis en évidence de mutations. Des modèles de lignées cellulaires 

et PDX ont été initiés afin de déterminer sur le plan moléculaire le mécanisme de 

résistance exact par KIF5B/RET, sans succès.  La patiente a ensuite été 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 

l’erlotinib a été repris avec une stabilité comme meilleure réponse pendant trois mois.  

Devant une progression de la maladie, la présence du transcrit KIF5B/RET et la délétion 

de l’exon 19 du gène EGFR, l’erlotinib  a été associé au ponatinib, ITK anti-RET (40–

42), avec un contrôle de la maladie pendant 12 mois et une stabilité comme meilleure 

réponse.  Ce transcrit KIF5B/RET pourrait être un mécanisme de résistance potentiel à 

l’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 première génération 

(crizotinib, n =2), de deuxième génération (ceritinib, n =1) et de troisième génération 

(lorlatinib, n=1). A partir du séquençage de l’exome entier d’un patient présentant un 

adénocarcinome bronchique métastatique transloqué ALK traité par lorlatinib en 

deuxième 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 à l’origine de la résistance au lorlatinib reçu après le crizotinib. Le 

séquençage ciblé de l’ADN tumoral circulant a mis en évidence une mutation PI3K 

E542K avec une fréquence allélique à 9%, non retrouvée sur l’analyse par séquençage de 

l’exome entier réalisé a posteriori sur le bloc au diagnostic crizotinib naïf.  Chez une 

autre patiente (MR 53) traitée par crizotinib pour un adénocarcinome bronchique 

métastatique transloqué ALK, nous avons retrouvé trois mutations à partir du séquençage 

de l’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, à partir des résultats d’un patient (MR 20) présentant un 

adénocarcinome bronchique métastatique avec une translocation EZR/ROS1 traité par 

crizotinib, nous avons découvert deux nouvelles mutations de résistance du gène ROS1 

S1986Y/F, non retrouvées sur le séquençage ciblé sur l’ADN tumoral circulant.  Ces 

résultats ont été publiés dans le journal Clinical Cancer Research en 2016 (Annexe 2) et 

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

Deux patients présentant une altération du gène MET (MR11 : amplification, MR 12 : 

mutation D1028H) ont été traité par crizotinib (43–46).  La mutation D1028H située au 

niveau de l’exon 14 du site donneur d’épissage du gène MET est une cible thérapeutique 

du crizotinib (47).  Le patient MR12 suivi pour un adénocarcinome bronchique 

métastatique était inclus dans l’essai MOSCATO 01 et a été traité par crizotinib suite à la 

découverte de la mutation MET D1028H sur les résultats du séquençage ciblé et du 

séquençage de l’ARN.  Après une réponse partielle à -56% sous crizotinib, le patient a 

développé une progression pulmonaire et a été biopsié dans le cadre de l’essai MATCH 

R.  Le séquençage ciblé et le séquençage de l’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 l’apparition d’une nouvelle mutation 

EGFR L861R.   L’hybridation génomique comparative a montré l’apparition d’une 

amplification EGFR, initialement absente sur l’hybridation génomique comparative de la 

biopsie MOSCATO 01.  Aucune mutation n’a été mise en évidence sur le séquençage 

ciblé de l’ADN tumoral circulant. Ces résultats ont été 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 été biopsié une première fois dans le 

cadre de l’essai MOSCATO 01 après deux lignes de traitement par cisplatine / 

pemetrexed / bevacizumab, et erlotinib. Suite à la présence d’une amplification MET 

retrouvée sur l’hybridation génomique comparative, le patient a été traité 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 à -46% selon les critères RECIST 1.1. Lors de la 

progression de la maladie sous SAR124844, le patient a été biopsié une seconde fois dans 

le cadre de l’essai MOSCATO 01. La biopsie a été réalisée au niveau d’une lésion en 

progression. Le séquençage ciblé a permis de mettre en évidence un variant ERBB3 de 

pathogénicité inconnu, et le séquençage de l’exome entier a montré la persistance 

de l’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 

contrôle de la maladie pendant douze mois et une réponse partielle à -25% selon les 

critères RECIST 1.1 comme meilleure réponse. Le patient a été inclus dans l’essai 

MATCH R lors de la progression sous crizotinib. Les analyses moléculaires de la biopsie 

d’une lésion en progression ont montré la persistance du variant ERBB3, sur le 

séquençage ciblé et le séquençage de l’ARN, sans signification dans la résistance au 

crizotinib dans ce cas. Nous avons pu mettre en évidence la perte de l’amplification de 

MET sur l’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 lésion 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 

pré TC 

Analyse  

pré TC 

TC Mutations post 

TC  

(variants 

pathogènes) 

Analyse 

post TC 

MR 03 Adénocarcinome  

bronchique 

BRAF 

V600E 

Séquençage 

direct 

Dabrafenib/ 

Trametinib 

BRAF V600E,  

IDH1 R132C,  

TP53 

Séquençage 

ciblé 

BRAF V600E,  

IDH1 R132C,  

TP53 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

MR 05 Carcinome de 

l’endomètre 

KRAS G12D 

(FA 62%) 

Séquençage 

ciblé 

MOSCATO  

(M388) 

Pimasertib/ 

MDM2 i 

KRAS G12D (FA 

62%),  

CTNNB1,  

délétion PTEN 

Séquençage 

ciblé 

KRAS G12D (FA 

59%),  

CTNNB1,  

délétion PTEN 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

MR 10 Carcinome 

adénoïde 

kystique 

NOTCH1 Présélection 

phase I 

Notch i NOTCH 1 Séquençage 

ciblé 

MR14 Adénocarcinome  

bronchique 

CTNNB1 Séquençage 

direct 

Evérolimus SD CTNNB1 Séquençage 

ciblé 

CTNNB1,  

BRAF 

délétion 

exon 12 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

PD CTNNB1 Séquençage 

ciblé 

Pas de 

mutations 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

MR15 Carcinome 

urothélial de 

l’uretère 

FGFR3 

S249C, 

PI3KCA 

E745A  

Présélection 

phase I 

Erdafitinib SD FGFR3 

S249C,  

TP53 

Séquençage 

ciblé 

FGFR3 

S249C,  

PI3KCA 

E745A 

KDMD6A, 

STAG2 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

PD FGFR3 

S249C  

Séquençage 

ciblé 
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FGFR3 

S249C,  

PI3KCA 

E745A 

KDMD6A, 

STAG2 

Séquençage 

de l’exome 

entier 

MR 25 Cholangio-

carcinome 

IDH1 R132C 

(FA 27%) 

Séquençage 

ciblé 

MOSCATO 

01 (M642) 

Ivosidenib IDH1 R132C (FA 

22%) 

Séquençage 

ciblé  

MR 30 Carcinome 

urothélial de 

vessie à 

composante 

sarcomatoïde 

PI3KCA 

E542K  

(FA 8%) 

(Séquençage 

ciblé),  

VPI 

(Séquençage 

de l’ARN) 

Séquençage 

ciblé et 

séquençage 

de l’ARN 

MOSCATO 

01 (M797) 

PI3K i/ 

Gemcita-

bine 

PI3KCA E542K 

(FA 26%), TP53, 

NEF2L2 

Séquençage 

ciblé 

PI3KCA E542K 

(FA 27%),  TP53, 

NEF2L2 

Séquençage 

de l’exome 

entier, 

séquençage 

de l’ARN 

MR 51 Carcinome de 

l’ovaire à petites 

cellules 

SMARCA4 Présélection 

phase I 

Tazemeto-

stat 

Pas de mutations Séquençage 

ciblé 

 

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 gène ROS1 ont été identifiées dans les CBNPC (50,51). Environ 

2% des CBNPC présentent un réarrangement du gène 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 gène 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, 



 3
3 

PI3K, BRAF ni HER2, sans translocation ALK, traité en première 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 l’essai MOSCATO 01 a été réalisée 

lors de la progression après une deuxième ligne par pemetrexed. Le séquençage ciblé n’a 

pas mis en évidence de mutation ; une délétion du gène ROS1 a été détectée sur 

l’hybridation génomique comparative ainsi qu’un transcrit de fusion EZR / ROS1 sur le 

séquençage de l’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 contrôle de la maladie pendant vingt-deux mois. Une biopsie 

pulmonaire a été réalisée au moment de la progression sous crizotinib dans le cadre de 

l’essai MATCH R.  Le séquençage de l’exome entier a mis en évidence l’apparition de 

deux nouvelles mutations du gène ROS1 S1986Y et S1986F (18% et 17% de fréquence 

allélique respectivement) (figure 6), non retrouvées sur le séquençage ciblé réalisée sur 

l’ADN tumoral circulant. Ces résultats ont permis in vitro le développement de nouveaux 

modèles de lignées cellulaires sauvages pour EZR-ROS1, et exprimant les mutations de 

résistance ROS1 G2032R (54), et S1986Y / S1986F à 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 l’empêchement de la fixation du crizotinib dans le 

domaine kinase de ROS1.  Suite à ces résultats, le lorlatinib a été prescrit dans le cadre 

d’un essai de phase II (NCT 01970865) avec une réponse complète comme meilleure 
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réponse, maintenue jusqu’à présent (de Décembre 2015 à Juillet 2017).  

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

résistance (49) 

 

2. MR15 : activation de l’EGFR et des voies de signalisation 

associées dans la résistance à l’erdafitinib  

Les altérations moléculaires du gène 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 gène FGFR3) 

(56,57).  Nous rapportons le cas d’une patiente (MR 15) âgée de 56 ans, non fumeuse, 

atteinte d’un carcinome urothélial de l’uretère métastatique.  Dans le cadre d’une 

présélection protocolaire d’un essai clinique de phase I, un séquençage direct réalisé sur 

la pièce tumorale au diagnostic a mis en évidence les mutations des gènes FGFR S249C 
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et PI3KCA E545A (figure 7).  La patiente a été traitée en première 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 l’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 l’essai MATCH R avant de 

débuter une nouvelle ligne de traitement.  Une double biopsie a été réalisée sous 

échographie au niveau d’une lésion hépatique stable et d’une lésion hépatique en 

progression.  Le séquençage ciblé et le séquençage de l’exome entier n’ont pas mis en 

évidence de différences moléculaires entre la lésion stable et la lésion progressive. Le 

séquençage ciblé sur l’ADN tumoral circulant a permis de retrouver la mutation FGFR 

S249C avec une fréquence allélique à 69%. Afin d’explorer un mécanisme de résistance 

aux ITK anti-FGFR par activation de l’EGFR décrit in vitro par ARN interférence (58), 

nous avons réalisé des analyses sur les lignées cellulaires cultivées en présence 

d’erdafitinib à partir des échantillons tumoraux de la patiente. Nous avons développé une 

lignée cellulaire à partir de la lésion en progression, résistante à l’erdafitinib et à un autre 

ITK anti-FGFR en développement clinique, le BGJ398. La combinaison de l’erdafitinib 

au gefitinib a permis de restaurer la sensibilité des cellules résistantes à l’erdafitinib seul 

ou au gefitinib seul. L’activation de la voie EGFR a été confirmée sur des analyses de 

western blot. Nous avons observé l’expression de la protéine 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 après extraction protéique ont montré une 

diminution de l’expression des protéines EGFR, AKT et ARK phosphorylées. Nous 
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avons, par cet exemple, validé in vitro à 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 l’historique des 

traitements reçus et les analyses moléculaires  
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3. MR 03 : apport de l’épigénétique par la mutation IDH1 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 l’association du 

dabrafenib et du trametinib dont l’étude de phase II a permis de montrer un taux de 

réponse de 63% (63). Nous décrivons ici le cas d’un patient âgé de 75 ans, non fumeur, 

atteint en 2012 d’un adénocarcinome bronchique pT3N3M0 traité en première 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 séquençage direct une mutation BRAF V600E et l’absence de 

mutations EGFR, KRAS, HER2, PI3KCA, ainsi que l’absence de translocation ALK.  Le 

patient a alors été inclus dans un essai de phase I et traité par dabrafenib / trametinib en 

combinaison, avec une réponse complète des lésions cibles comme meilleure réponse et 

un contrôle de la maladie pendant un total de quatorze mois. Lors de la progression sous 

dabrafenib / trametinib, le patient a été inclus dans l’essai MATCH R et biopsié au niveau 

d’une lésion en progression (figure 9). Le séquençage ciblé a montré la persistance de la 

mutation BRAF V600E à 22% de fréquence allélique, la présence d’une mutation TP 53 

H179R, avec une fréquence allélique à 26%, et d’une mutation IDH1 R132C, avec une 

fréquence allélique à 22%. Le séquençage de l’ARN a confirmé ces résultats.  

Rétrospectivement le séquençage direct IDH1 a été réalisé sur l’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, IDH1 modifie son activité 

catalytique et entraine une accumulation de 2-hydroxyglutarate (2HG) au lieu de alpha-

ketoglutarate (αKG).  Le 2HG inhibe les histones lysine déméthylases (KMD) et 

maintient l’ADN hyperméthylé, impliquant son rôle dans la tumorigenèse (64). Des 

modifications épigénétiques pourraient être une des hypothèses de résistance aux 

thérapies ciblées chez ce patient.  Un autre cas similaire a été identifié parmi les patients 

inclus dans l’essai MOSCATO 01.  Il s’agissait d’une patiente (M750) de 72 ans, 

fumeuse à 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 première ligne par carboplatine / pemetrexed avec une 

progression de la maladie comme meilleure réponse et a reçu une deuxième ligne de 

traitement par dabrafenib en monothérapie ayant permis un contrôle de la maladie 

pendant 27 mois.  Une biopsie réalisée dans le cadre de l’essai MOSCATO 01 lors de la 

progression sous dabrafenib a mis en évidence la présence d’une mutation IDH1 R132C 

sur le séquençage ciblé et le séquençage de l’exome entier.  En raison d’une faible 

cellularité sur le bloc au diagnostic, aucune analyse n’a pu être réalisée rétrospectivement 

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

traitements reçus et évaluations radiologiques  
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Figure 9. Cas clinique MR 03 : Imageries radiologiques (TDM thoracique) réalisées 

avant (Avril 2014), à 4 mois (Aout 2014) et à 8 mois (Décembre 2014) de traitement 

par dabrafenib / trametinib  

 

IV. Discussion  
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nouveau mécanisme de résistance par la réalisation de nouveaux modèles afin d’anticiper 

la réflexion à une nouvelle stratégie thérapeutique.    

A. Mécanismes de résistance dépendants de la cible  

Malgré des durées de réponses supérieures à celles avec les chimiothérapies, les thérapies 

ciblées ont une efficacité limitée par le développement d’une résistance acquise à 

l’origine de la progression de la maladie.  Cette résistance peut affecter plusieurs voies 

moléculaires par l’émergence de nouvelles altérations spécifiques à la résistance aux 

thérapies ciblées.  

1. Mutations secondaires 

Les mutations de résistance interviennent au niveau du gène cible et empêchent l’action 

des thérapies ciblées sur ce dernier.  

a. T790M : mutation de résistance aux inhibiteurs de 

tyrosine kinase anti-EGFR de première génération  

La mutation T790M est la mutation la plus fréquente (environ 60%) de résistance aux 

ITK anti-EGFR de première 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 gène EGFR.  En raison de sa forte affinité à l’ATP, la mutation T790M 

empêche l’interaction des ITK anti-EGFR de première génération au niveau de la poche à 

ATP du récepteur EGFR (13,65).  Sous afatinib, un ITK anti-EGFR de deuxième 

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 première génération et pour la mutation 

de résistance T790M (68) a été approuvé en seconde ligne après erlotinib ou gefinitib 

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

Dans cette étude 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 à partir du mécanisme de résistance par la mutation secondaire a 

l’osimertinib EGFR T790M, deux approches de l’évolution de la résistance ont été 

rapportées (figure 10) (69). La première approche est celle d’une résistance secondaire 

acquise par la préexistence de clones mutés T790M à l’origine d’une rechute précoce, ou 

par l’acquisition d’une mutation T790M de novo à l’origine d’une rechute tardive (70).  

La seconde approche est celle de l’acquisition de mécanismes de résistance par  les voies 

de contournement (71) différents de T790M.  

 

 

 

 

 

 

 



 4
3 

Figure 10.  Evolution de la résistance acquise aux thérapies ciblées   (69) 

 

b. C797S : mutation de résistance aux inhibiteurs de 

tyrosine kinase anti-EGFR de troisième génération  

De la même manière, la mutation secondaire EGFR C797S de résistance à l’osimertinib a 

été rapportée (19,72). Sur le plan clinique, la mutation C797S a initialement été identifiée 

par séquençage ciblé à partir de l’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 

gène EGFR.  L’acide aminé C797 est localisé sur le gène EGFR de manière opposée à 

T790 au niveau de la poche à ATP. C797 est indispensable au mécanisme d’action de 

l’osimertinib puisqu’il permet la liaison covalente avec les ITK anti-EGFR de troisième 

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

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

première génération associée à un ITK anti-EGFR de troisième génération permet de 

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

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

mutation T790M chez un patient traité par osimertinib à partir de l’analyse du 

séquençage de l’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) 
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c. Mutations de résistance acquise aux inhibiteurs de 

tyrosine kinase anti-ALK 

L’alectinib, un ITK sélectif anti-ALK de deuxième génération, a été désigné thérapie 

innovante par la FDA suite aux résultats de l’étude J-ALEX qui a montré en première 

ligne dans les CBNPC métastatiques transloqués ALK, une amélioration significative de 

la survie sans progression (non atteinte avec l’alectinib versus 11.1 mois avec le 

crizotinib) (75).  Plusieurs mutations de résistance au crizotinib ont été rapportées sur le 

gène ALK dont la plus fréquente est L1196M  (figure 12). Ces mutations ponctuelles 

présentes au niveau du domaine kinase du gène 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 à celui de la mutation EGFR 

T790M secondaire à l’osimertinib.  La position L1196 sur le gène ALK est similaire à la 

position T790 située au niveau de la poche ATP du gène EGFR. De ce fait lorsque cet 

acide aminé est muté, l’interaction entre la poche ATP et les ITK ne peut avoir lieu 

rendant cette mutation à l’origine de la résistance (34).   D’autres mutations secondaires 

ont été mises en évidence par exemple C1156Y au niveau du gène ALK qui se trouve à 

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

Dans l’étude MATCH R, nous avons caractérisé deux nouvelles mutations de résistance 

au crizotinib au niveau du gène 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 gènes ALK et ROS1, C1156Y correspond à la 

mutation S1986Y ou S1986F.  De cette manière, nous avons permis la réalisation d’un 

modèle de prédiction de sensibilité aux ITK anti-ALK  de première, deuxième et 
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troisième génération (76,77).  

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

de tyrosine kinase anti-ALK (78) 

 

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 séquençage ciblé de l’ADN tumoral circulant et le 

séquençage de l’exome entier et de l’ARN à partir de biopsies tissulaires. La mutation 

FGFR2 V564F est une mutation de résistance aux ITK anti-FGFR dont le mécanisme est 

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

Dans l’étude MATCH R, nous n’avons pas identifié de mutations secondaires de 

résistance à l’erdafitinib chez une patiente présentant un carcinome urothélial de l’uretère 

métastatique muté FGFR3 S249C.  Cependant, nous avons retrouvé un autre mécanisme 

de résistance à l’erdafitinib, qui est l’activation de l’EGFR jouant le rôle de voies de 

contournement.  

2. Amplification du gène cible  

L’amplification du gène cible est un autre mécanisme de résistance dépendant de la cible 

puisque la cible elle-même se retrouve surexprimée de façon tellement importante que les 

ITK ne parviennent plus à inhiber toutes les copies (20,21).  L’amplification du gène 

ALK est retrouvée dans environ 10% des résistances au crizotinib (80) et peut coexister 

avec des mutations secondaires du gène ALK orientant vers une résistance 

multifactorielle au niveau du gène cible (mutations, amplifications) sous pression 

thérapeutique.      

B. Mécanismes de résistance indépendants de la cible  

1. Activation des voies de signalisation alternatives  

L’activation de l’EGFR par son ligand active les voies de signalisation associées telles 

que PI3K/AKT et RAS/RAF/MEK, qui ont un rôle dans la survie et la prolifération 

cellulaire (figure 13) (81). Les voies de signalisation associées à l’EGFR peuvent aussi 

être activées par d’autres récepteurs, par exemple MET, ERBB3 ou IGF1R.  Le 

mécanisme de voies de contournement  implique l’activation des voies de signalisation 
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par d’autres kinases malgré l’inhibition de la cible (25).  Par exemple, lorsque MET est 

amplifié, la voie de signalisation PI3K/AKT reste activée par l’intermédiaire de ERBB3 

et permet la survie cellulaire (81).  Ce mécanisme d’amplification du gène MET a été 

identifié dans environ 20% des CBNPC résistants aux ITK anti-EGFR de première 

génération (15,16,22–24,82).  Quelques cas d’amplifications de MET ont été rapportés 

dans la résistance aux ITK anti-EGFR de troisième génération (37–39).  De manière 

similaire, ce processus a été identifié in vitro dans la résistance aux ITK anti-FGFR 

(83,84).  Permettant l’activation de l’EGFR, l’amplification du gène HER2 a aussi été 

décrite dans la résistance aux ITK anti-EGFR de première génération dans environ 13% 

des CBNPC (16,85) et rapportée dans la résistance aux ITK anti-EGFR de troisième 

génération (37–39).  D’autre part, les mutations des gènes en aval de la cible, par 

exemple PI3K E545K, induisent aussi l’activation de la voie PI3K/AKT.  Ces mutations 

PI3K ont été identifiées dans la résistance aux ITK anti-EGFR de première génération 

(15,86).  In vitro, la mutation PI3K E545K induit l’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 l’EGFR a été décrite dans la 

résistance au crizotinib (21,87). L’activation de cette voie a été identifiée initialement in 

vitro avec l’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 même, la mise en évidence de l’activation de l’EGFR par l’expression 

de sa protéine phosphorylée a été rapportée dans l’échappement des cancers mutés 

FGFR3 (58). La combinaison gefitinib / anti-FGFR permettait de restaurer la sensibilité 

aux anti-FGFR in vivo. 



 4
9 

D’autres mécanismes de résistance aux ITK anti-EGFR de première génération ont été 

rapportés activant la voie de signalisation RAS/RAF/MEK en aval de EGFR tels que les 

mutations BRAF G469A et V600E (1%) (88), la baisse d’activité des protéines NF1 (89) 

et IGFBP3 (protéine de liaison de IGF1) (90,91), l’activation de FGFR1 (92) et d’AXL 

(93). Cette voie RAS/RAF/MAK était aussi retrouvée activée par la présence de 

l’amplification de NRAS et l’activation de la protéine AKT dans la résistance aux anti-

FGFR (84,94). 

Nous avons rapporté dans l’étude MATCH R ce mécanisme de voies de contournement 

par l’activation d’EGFR chez une patiente présentant un carcinome urothélial de l’uretère 

muté FGFR S249C traitée par erdafitinib.  Cette voie de contournement a été identifiée in 

vitro sur des lignées établies à partir de la lésion progressive, alors qu’il était absent sur 

les analyses des lignées établies à partir de la lésion stable.  Il est important de noter ici 

l’intérêt de la double biopsie stable / progression pour suivre l’architecture clonale. Cette 

évolution moléculaire tumorale confirme l’addiction oncogénique aux voies de 

signalisation PI3K/AKT et RAS/RAF/MEK à l’origine de la résistance aux thérapies 

ciblées.   

 

 

 

 

 



 5
0 

Figure 13. Voies de signalisation associées à l’EGFR (81) 

 

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 l’expression 

de protéines spécifiques (95). La baisse d’activité de la protéine E-Cadherine et 

l’expression de la vimentine ont été décrites in vitro dans la résistance aux ITK anti-

EGFR de première génération et anti-FGFR (15,93,96–99).  De plus, l’EMT a aussi été 

rapportée comme un mécanisme de résistance aux thérapies ciblées par l’activation de 

l’EGFR (100). La tyrosine kinase AXL décrite comme un mécanisme de résistance par 
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voie de contournement intervient aussi dans l’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% à 14% des CBNPC 

acquièrent une transformation histologique en carcinome pulmonaire à 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 être observé associé à d’autres mécanismes tels que 

les amplifications de MET et les mutations de PI3K. Parmi les cas rapportés, l’évolution 

décrite de la maladie après transformation en CPPC est très hétérogène (maladie 

indolente ou progression rapide de la maladie).  Le rationnel biologique de cette 

transformation reste encore peu élucidé. Une des hypothèses est celle d’un évènement 

génétique ou épigénétique à l’origine de cette transformation (15).  Le  mécanisme 

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

b. Résistance à l’apoptose 

La protéine BIM de la famille Bcl2 « à BH3 seulement » joue un rôle clef dans 

l’apoptose.  En effet, une des actions de BIM est de se lier aux protéines anti-

apoptotiques. En les neutralisant, BIM permet l’induction de l’apoptose.  Il a été mis en 

évidence que le niveau d’expression de la protéine BIM est corrélé à l’apoptose et à la 
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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 à l’origine de la 

résistance (103–105). La résistance à l’apoptose a été décrite comme un des mécanismes 

de résistance aux thérapies ciblées.   

Dans l’étude MATCH R nous n’avons pas mis en évidence d’altération de l’expression 

de BIM à l’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 l’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 l’expression des gènes (106). A partir d’analyses in vitro, sur des lignées de 

cancer du poumon résistantes aux thérapies ciblées, il a été mis en évidence la présence 

d’altérations chromatiniennes impliquant les histones lysine démethylases, par exemple, 

KDM5A (90).  La méthylation de l’ADN au niveau du promoteur du gène EGFR est un 

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

Dans cette étude MATCH R, nous avons rapporté l’apparition d’une mutation IDH1 

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 séquençage direct. Lorsque IDH1 est mutée, il y a une 

augmentation du taux de 2HG et les histones lysine démethylases ainsi que les TET DNA 
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methyltransferases sont inhibées.  Les mutations d’IDH1 sont donc associées à un 

phénotype d’hyper méthylation de l’ADN induisant une répression génique (64).  

Toutefois l’étude MATCH R ne permet pas de détecter les modifications épigénétiques 

liés à des méthylations ou acétylations des histones.   

C. Limites de l’étude MATCH R 

Compte tenu de l’enjeu des analyses moléculaires dans la résistance aux thérapies 

ciblées, il est essentiel de pouvoir analyser l’échantillon pré thérapie ciblée afin de valider 

de nouveaux mécanismes de résistance. Après la réalisation de la biopsie au diagnostic, 

les patients ont souvent été traités par plusieurs lignes de traitement avant d’être inclus 

dans l’essai MATCH R. L’hétérogénéité tumorale induite par les divisions cellulaires 

successives, mais aussi les traitements reçus, peuvent biaiser les analyses moléculaires 

réalisées sur l’échantillon au diagnostic dit de référence avant thérapie ciblée. Ces 

résultats préliminaires ont montré l’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 l’essai MOSCATO 01. Deux des trois blocs MOSCATO 01 disponibles pour 

nos patients ont été ré analysés par séquençage de l’exome entier pour permettre la 

comparaison des résultats moléculaires.  Le séquençage de l’exome entier a été 

implémenté à l’essai MOSCATO 01 à partir de 2015.  Une biopsie dite de référence, 

avant que les patients ne débutent la thérapie ciblée, est donc d’un intérêt majeur pour 

valider scientifiquement les mécanismes de résistance observés.   

Un des objectifs de cette étude était de suivre l’architecture clonale tumorale 
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spatiale sur deux sites ayant eu une évolution tumorale différente sous pression 

thérapeutique pour distinguer le mécanisme de résistance de la lésion progressive par 

rapport à la lésion stable.  Il est relativement difficile de certifier sans biopsie de 

référence que la biopsie de la lésion 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 lésions progressives a été réalisée pour deux patients, confirmant 

l’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%) où la quantité et la qualité de l’ADN et de 

l’ARN sont au moins mieux préservés que sur un tissu de faible cellularité. Le taux 

d’échec de cellularité à 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 après chaque thérapie ciblée administrée.  Des biopsies séquentielles dans le 

cadre de l’essai MATCH R ont été réalisées pour une patiente seulement (MR12).  Cette 

patiente, non fumeuse, suivie pour un adénocarcinome bronchique métastatique était 

incluse dans l’essai MOSCATO 01 après quatre lignes de traitement. La biopsie 

MOSCATO a révélé une mutation MET D1028H et la patiente a été traitée par crizotinib 

en cinquième ligne. A treize mois de crizotinib, une première biopsie MATCH R a été 

réalisée puis la patiente a été traitée par erlotinib en sixième ligne en raison d’une 

amplification d’EGFR et d’une mutation EGFR L861 (48).  La patiente a ensuite reçu en 
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septième ligne un traitement par nivolumab, anticorps monoclonocal anti-PD1. Une 

seconde biopsie MATCH R a été réalisée après onze mois de nivolumab.  Les 

hybridations génomiques comparatives de ces trois biopsies ont permis de révéler 

exclusivement une amplification MDM2, une amplification EGFR et une amplification 

MET respectivement.  Cette hétérogénéité tumorale temporelle est la force de l’addiction 

oncogénique appuyant l’adaptation moléculaire de la tumeur vers la progression.  Les 

biopsies séquentielles spatiotemporelles avec une analyse moléculaire à partir d’outils 

génomiques haut débit fait partie intégrante de la réflexion des mécanismes de résistance 

et de la stratégie thérapeutique à adapter pour chaque patient.  

De plus, l’apport de la biopsie liquide dans cette étude a permis de mettre en 

évidence une mutation dans 38% de patients avec dans un tiers des cas l’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 l’apport du séquençage ciblé sur 

l’ADN tumoral circulant, devrait être réalisée de façon répétée lors de l’administration de 

la thérapie ciblée afin de réaliser un suivi dynamique des analyses génomiques et 

identifier au plus tôt le mécanisme de résistance. 

Les résultats préliminaires de l’étude MATCH-R ont démontré que le séquençage 

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 été confronté à 
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un refus de réalisation de biopsie de la part des patients, une fois consentants. Les 

patients étaient généralement favorables à la réalisation de biopsies tissulaires et liquides 

afin de permettre une analyse génomique complète 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 même un mécanisme de résistance aurai été 

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

Enfin,  avec l’avancée majeure de l’immunothérapie par l’autorisation de mise sur 

le marché d’anticorps monoclonaux anti-PD(L)1 et anti-CTLA4, leur efficacité prolongée 

et l’apparition de résistance primaire ou acquise dans différents cas, il nous paraît 

important d’étudier aussi la résistance à ces immunothérapies.  Cette réflexion a ainsi été 

intégrée récemment dans l’étude MATCH R. 

V. Perspectives 

Ces données préliminaires ont permis l’étude des mécanismes de résistance aux thérapies 

ciblées dans plusieurs types histologiques présentant des profils moléculaires initiaux 

différents.  Ce travail a démontré l’existence de mécanismes de résistances connus  

comme la mutation EGFR T790M, EGFR C797S et les voies de contournement par 

l’activation de la voie EGFR mais aussi l’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 modèles de résistance aux ITK anti-EGFR de troisième 

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

Devant la fréquence élevée des patients, inclus dans l’étude MATCH R, présentant un 

CBNPC muté EGFR ou transloqué ALK ou ROS1, et la difficulté relative du 

rapatriement du bloc au diagnostic (délai, qualité et quantité de matériel, etc.) l’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 

après une réponse initiale ou une stabilité de vingt-quatre semaines sera ensuite réalisée.  

Cela permettra une comparaison prospective et homogène des résultats pré et post 

thérapie ciblée des analyses génomiques.  Ces deux sous-études MATCH R-ALK, 

MATCH R-EGFR se joignent à une troisième sous étude MATCH R-immuno avec le 

même principe ; une biopsie avant de débuter une immunothérapie devra être réalisée 

ainsi qu’une biopsie post immunothérapie après un contrôle de la maladie de six mois 

minimum.  Cela permettra aussi d’identifier de manière prospective les mécanismes de 

résistance à l’immunothérapie dont plusieurs ont été déjà 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 à cellules claires, 

carcinome épidermoïde ORL, etc.) il nous paraît important d’analyser par séquençage de 

l’exome entier et séquençage de l’ARN les mécanismes de résistance aux 

immunothérapies ciblant les points de restriction.  En particulier le séquençage de l’ARN 
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va permettre l’analyse de l’infiltrat immunitaire des patients traités par immunothérapie 

(111).  Cette analyse a été nouvellement mise en place de manière prospective pour tous 

les patients inclus dans l’essai MATCH R.  Elle consiste à l’aide d’outils 

bioinformatiques, d’analyser sur les résultats du séquençage de l’ARN, le niveau 

d’expression de gènes immunitaires à 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 à une cohorte de patients de même 

histologie à 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 à l’immunothérapie. La notion d’hyper progression a récemment 

été définie (114,115) et les analyses génomiques de ces patients sont fondamentales pour 

évaluer 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 

myéloïdes immunosuppressives (MDSC) pourrait être une hypothèse de résistance à 

l’immunothérapie et aiderait à 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 apparaît 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 à l’aide d’outils génomiques haut débit permettent d’affiner les 

mécanismes de résistance.  L’émergence de processus encore peu élucidés 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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INTRODUCTION: L’ère des thérapies ciblée a révolutionné la prise en charge 

thérapeutique en oncologie. Cependant, les patients traités par thérapies ciblées rechutent 

systématiquement. L’étude MATCHR est une étude clinique et translationnelle 

prospective évaluant le rationnel moléculaire de la résistance aux thérapies ciblées chez 

des patients atteints de tumeurs solides.  

MÉTHODE: Les analyses génomiques par séquençage ciblé, hybridation génomique 

comparative, séquençage de l’exome entier et de l’ARN ont été réalisées à partir de 

biopsies de lésion progressive. L’analyse translationnelle portait sur la réalisation des 

lignées cellulaires et l’obtention de xénogreffes dérivées de patients. L’objectif primaire 

était d’étudier l’évolution de l’architecture clonale des tumeurs de patients traités par 

thérapies ciblées.  

RÉSULTATS: Sur un total de 57 patients inclus de Janvier 2015 à Décembre 2015, 24 

patients avaient une tumeur solide et 22 ont eu un profil moléculaire.  Huit patients 

étaient traités par un inhibiteur de tyrosine kinase anti-EGFR et quatre patients par un 

anti-ALK. 72% des patients avaient un adénocarcinome bronchique métastatique. Nous 

avons observé les mécanismes de résistance suivants: mutations EGFR T790M sous 

erlotinib et gefitinib, EGFR C797S et amplifications HER2 et MET sous osimertinib, 

mutations ROS1 S1986Y/F sous crizotinib, et activation de l’EGFR sous erdafitinib. 

DISCUSSION: Cette étude a permis d’analyser les mécanismes de résistance aux 

thérapies ciblées par l’utilisation d’outils génomiques haut débit. Ces données 

préliminaires sont encourageantes et des sous-études avec biopsies avant anti-EGFR, 

anti-ALK et immunothérapies sont actuellement en cours.  

 

JURY : 

 

- Directeur de Thèse :  Monsieur le Docteur Christophe Massard 

- Président du Jury :  Monsieur le Professeur Jean-Charles Soria 

- Juges :   Monsieur le Professeur Michel Ducreux 

Monsieur le Professeur Benjamin Besse  

Monsieur le Docteur Patrick Escarmant 

Monsieur le Docteur Luc Friboulet 

 


