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Introduction




Figure 1:
Evolution des déces attribuables aux tumeurs malignes du pancréas, en France
métropolitaine
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L’adénocarcinome canalaire pancréatique est un probleme majeur de santé publique en
France et dans le monde. L’enjeu qu'’il représente n’est pas tant le fait de son incidence (il
reste un cancer relativement rare), que celui de sa mortalité extrémement élevée, malgré les
progres constants des techniques d'imagerie diagnostique et de la prise en charge médico-
chirurgicale.

Le taux de survie a 5 ans tous stades confondus est encore d’environ 9 % aux USA comme en
Europe et c’est le seul cancer dont le ratio mortalité/incidence est de 94 %?. Ce pronostic
extrémement sombre s’explique par la localisation profonde du pancréas, I'apparition
tardive des symptomes de la maladie et I'absence de test de dépistage, qui rendent un
diagnostic précoce difficile. A cela, il faut ajouter I'extréme agressivité et les capacités
métastatiques élevées de la plupart des tumeurs pancréatiques. C’'est la raison pour laquelle
beaucoup de progres doivent étre accomplis, depuis la compréhension de la genese des
formes invasives, jusqu’a leur traitement.

La terminologie de « cancer primitif du pancréas » s’emploie pour décrire une tumeur
maligne dont 'origine est une cellule pancréatique. En fait, ce terme regroupe un grand
nombre de tumeurs au comportement et au pronostic variés, mais que I’'on peut séparer en
deux groupes bien distincts : les rares tumeurs issues des llots de Langerhans, c’est-a-dire
du tissu pancréatique endocrine (essentiellement les insulinomes et les glucagonomes), et le
groupe des cancers issus du pancréas non endocrine, c’est a dire exocrine. Au sein de ce
second groupe, 'adénocarcinome (ADK) canalaire est de loin le plus fréquent puisqu’il
représente a lui seul environ 85% de la totalité des cancers pancréatiques 3.

La catégorisation des cancers pancréatiques exocrines est en pleine évolution. Autrefois
uniquement basée sur les caractéristiques histologiques de la tumeur, elle tend aujourd’hui
a prendre en compte d’autres facteurs responsables de 'hétérogénéité tumorale de ce
cancer. Ainsi, des données moléculaires et génétiques ont montré leur valeur pronostique et
peuvent guider davantage la prise en charge thérapeutique*.

A) Epidémiologie :

Les données issues des registres internationaux d’incidence ont permis d’estimer
qu’environ 458 000 nouveaux cas de cancer du pancréas sont survenus en 2018 dans le
monde, dont 132 500 cas en Europel. Dans les pays industrialisés, le taux d’'incidence
standardisé est de 7.7 pour 100 000 habitants ce qui en fait encore une maladie rare (2.5%
de tous les cancers). Ce taux semble cependant présenter une augmentation constante
inquiétante selon les projections d’incidence. En Europe, cette augmentation du nombre de
nouveaux cas pourrait s’élever a 29.3% dans les années a venir?®. Malgré ce faible taux
d’incidence, le cancer du pancréas représente la 7¢me cause de mortalité par cancer dans les
pays développés. La similitude entre les chiffres d’incidences et de mortalité traduit le
pronostic dramatique de cette pathologie, ainsi que la faible efficacité des options
thérapeutiques?®,®.

En France, le taux d’'incidence augmente d’environ 3,2% par an depuis les années 1990. Le
nombre de nouveaux cas est en effet passé de 6 000 en 2006,a 12 000 en 2012, pour
atteindre plus de 14 000 nouveaux cas aux derniers chiffres recensés en 2018 (données
INCa 2019)7. Larépartition de ces nouveaux cas selon le sexe est globalement équilibrée, et
la grande majorité des patients est agé de plus de 50 ans.

Le taux de mortalité lié au cancer du pancréas en France augmente, par conséquent,
également constamment (Figure 1). Ce taux croissant en permanence pourrait hisser le
cancer du pancréas a la deuxieme place des causes de mortalité par cancer d’ici une dizaine
d’année.






B) Principaux facteurs de risques :

L’une des rares causes modifiables établies pour ’ADK pancréatique est le tabagisme.
Les données publiées par le Pancreatic Cancer Cohort Consortium (PCCC) provenant de huit
larges cohortes nationales et internationales décrivent un phénomene dose-effet selon
lequel le risque augmente avec le nombre de cigarettes fumées chaque jour, le nombre
d’années de tabagisme et la dose cumulée de tabac 8. Une méta-analyse datant de 2010 a
quantifié ce risque relatif a 1.47 chez les fumeurs actifs, et a 1.2 pour les anciens fumeurs, ce
risque persistant jusqu’a 10 ans apres I'arrét du tabac?10.

La pancréatite chronique, quelle que soit son origine, prédispose au cancer du pancréas.
Dans les pays industrialisés, ou elle est majoritairement due a une consommation excessive
d’alcool (retrouvée chez 80% des patients), le risque de cancérisation augmente avec la
durée de la pancréatite. Indépendamment de cette pathologie, la consommation excessive
d’alcool (plus de trois verres par jour) est associée a un risque augmenté de développer un
cancer du pancréas!l. Ce risque semble majoré en cas d’intoxication tabagique associée, par
effet synergiquell.

L’association avec une surcharge pondérale (mesurée par I'indice de masse corporelle
(IMC)) avant la survenue du cancer semble également objective!?. Une méta-analyse portant
sur 21 études de cohortes montre en effet un risque augmenté de 1,12 (95% IC: 1,06-1,17)
pour 5 points d'IMC additionnels3, risque pouvant étre majoré de (Risque Relatif
(RR)=2.08) chez les patients obéses (IMC>30kg/m?) par rapport aux patients ayant un IMC
sain (18.5-24.9kg/m?) selon une étude de I’American Cancer Society?2. La précocité du
surpoids (IMC 25-29.9 kg/m?) ou de I'obésité majorerait également le risque de déclarer un
cancer pancréatiquel.

La consommation de viande rouge (a fortiori trés cuite), d’aliments fris ou contenant des
nitrosamines (charcuterie...) augmenterait aussi le risque de développer ce type de cancer?!®.
Une méta analyse de 11 études cas témoins publiée en 2012 a montré que la consommation
de viande rouge majorerait le risque d’'un peu moins de 50% (48% 95%IC 1.25-1.76), cette
méme étude retrouve un role protecteur des régimes de type méditerranéens, a base de
fruits et de légumes, avec une diminution du risque de presque 40% (38% 95%IC : 0.54-
0.73)16. De méme, la consommation réguliére de noix chez la femme'” ou les régimes
pauvres en viandes animales de type végétarien ou vegan diminueraient également ce
risquels.

Les diabetes sucrés de type I et 11 lui sont ainsi associés dans la quasi-totalité des études
transversales ou prospectives réalisées a ce jour'®-22, Le risque de développer un cancer
apres 5 a 10 ans est deux fois plus élevé chez les sujets présentant une hyperglycémie a jeun
al'inclusion, et trois fois plus élevé chez les sujets présentant une hyperinsulinémie?3,
probablement a cause d'une hyperactivité pancréatique.

Un caractere familial est mis en évidence dans 5 a 10% des tumeurs pancréatiques242>.,
Depuis 15 ans, plusieurs registres familiaux des tumeurs pancréatiques ont été créés dans le
monde?627, dont le plus connu aux USA, le registre du Johns Hopkins Hospital, le National
Familial Pancreas Tumor Registry (NFPTR) ; celui-ci regroupe actuellement prés de 3 500
familles. Les membres de la famille au premier degré d’un patient atteint de cancer
pancréatique serait 9 fois plus a risque d’en développer un également par rapport a la
population générale?8, et ce risque serait méme doublé en cas d’atteinte d’au moins deux
membres de la famille au premier degré?°. Dans ces situations, plus le patient index est
jeune, plus le risque d’avoir un cancer augmente pour les membres de sa famille (Hazard
Ratio (HR) 1,55 par année décroissante pour le cas index, 95% IC : 1,19-2,03)30.

Comme précisé précédemment, le cancer du pancréas est principalement une maladie du
sujet agél. Le risque de développer cette maladie augmente ainsi avec I'age pour atteindre
I'age médian de 70 ans.



Figure 2 :
« PanINgram » illustrant la progression vers le cancer pancréatique a partir des lésions
pancréatiques PanINs (Feldmann et Al. 2007)
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Q) Susceptibilité génétique et épigénétique :

Dans la grande majorité des cas, les mutations successives conduisant a la cancérisation
sont uniquement observées au niveau du tissu pancréatique, et ne sont donc pas
transmissibles. Ces mutations somatiques surviennent spontanément ou sous l'action de
facteurs génotoxiques environnementaux comme ceux précédemment décrits. On parle de
formes sporadiques.

Précurseurs

Les précurseurs reconnus du cancer pancréatique sont au nombre de trois : pancreatic
intraepithelial neoplasias (PanINs), intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMNs), et
mucinous cystic neoplasms. Si les trois 1ésions sont susceptibles de progresser vers le cancer
invasif, le processus physiopathologique par lequel elles y parviennent n’a été véritablement
établi que pour les PanINs, qui constituent les précurseurs principaux de I'adénocarcinome
canalaire. La présence de ces précurseurs a été mise en évidence dans le cancer
pancréatique de type familial. Les travaux réalisés a partir du registre américain NFPTR ont
montré que les lésions de type « précurseurs » sont plus fréquentes chez les patients qui
présentent un cancer familial que chez ceux qui présentent un cancer sporadique, et qu’elles
ont tendance a étre multifocales et d’'un grade plus élevé3l.

Dans les cancers de type sporadique, I'existence de mutations somatiques identiques a celles
identifiées dans le cancer invasif a également permis d’établir le caractere précurseur des
PanINs32. Un « PanINgram » établi a partir des pieces opératoires de 44 patients américains
présentant un cancer pancréatique schématise les altérations moléculaires qui surviennent
durant le processus de cancérisation 33 (Figure 2).

Une accumulation progressive de mutations dans les génes KRAS2, TP53, p16/CDKN2a et
DPC4 accompagne la transformation histologique. Les mutations de 'oncogéne KRAS
(KirstenRAS) sont rares dans le pancréas normal puisque leur fréquence se situe autour de
13 %, alors qu’elles sont observées dans pres de 90% des ADK pancréatiques. Une méta-
analyse des données publiées entre 1988 et 2003 a montré que les mutations du gene KRAS
sont détectées dans respectivement 36, 44 et 87% des lésions PanIN-1a, PanIN-1b, et PanIN-
2-334, Cette étude a donc montré que 'augmentation graduelle dans la positivité KRAS est
corrélée a la sévérité des lésions précancéreuses. La question de I'identification des facteurs
qui sont a I'origine de la mutation KRAS reste posée. Plus généralement, les raisons des
variations d’évolution des PanINs vers le cancer invasif restent largement spéculatives 35.

Mutations constitutionnelles

Grace au séquencage du génome humain et aux registres familiaux, il a été montré que
'existence de certaines mutations constitutionnelles au sein de genes bien identifiés confere
une importante majoration du risque de cancer pancréatique3®. Souvent, cette mutation a
forte pénétrance prédispose a la survenue de plusieurs autres types de cancers. Il s’agit par
exemple de la mutation du gene BRCA2 (BReast Cancer 2) associée au cancer familial du
sein et de I'ovaire (identifié dans 5-17% des cas de cancer pancréatique familiaux)37-39, de la
mutation du gene STK11 (serine/thréonine kinase 11) associée au syndrome de Peutz-
Jeghers 4! des mutations MLH1/MSH2 associé au syndrome de Lynch ou encore de la
mutation du géne CDKN2A (Cyclin Dependant Kinase Inhibitor 2A) associée au syndrome de
meélanome familial FAMMM (Familial Atypical Multiple Mole Melanoma). D’autres mutations
ont été décrites chez les patients atteints de pancréatite chronique héréditaire (notamment
sur le gene PRSSI (protease serine 1)), et, plus récemment, plusieurs mutations et délétions
sur le gene PALB2 (Partner And Localizer of BRCA2) ont été incriminées dans le cancer
pancréatique familial*? et seraient responsables de 3% des cas de cancers pancréatiques
familiaux.






D) Traitement et survie :

Malgré les progres récents de la chirurgie et I'arrivée de combinaison de chimiothérapie
et/ou de thérapies ciblées, le pronostic des patients atteints d’'un ADK pancréatique reste
trés sombre, la survie globale 5 ans, tout stades confondus, est passé de 6% en 2014, a 9%
en 2018141, Ces chiffres sont globalement similaires aux Etats Unis et en Europel42,

Cancers pancréatiques résécables

Depuis vingt ans, la résection chirurgicale est toujours le seul traitement curatif, et
seulement 15-20% des malades ont une tumeur jugée résécable au moment du diagnostic.
Cette faible proportion s’explique par le caractere tardif et aspécifique des symptémes
causées par ce cancer4344, Dans la littérature, les résultats a long terme restent péjoratifs
dans les séries chirurgicales monocentriques issues de centres spécialisés; les taux de survie
décroissent méme encore apres la 5e année en raison des rechutes tardives*®.
L’amélioration de la survie dans ce contexte de maladie localisée est en grande partie due a
I'avancée des techniques chirurgicales, avec une diminution considérable de la mortalité
post opératoire au fil du temps (3,3% contre 25% il y a une trente ans)*>4¢,

La meilleure évaluation de la qualité de la résection et de son caractere complet (résection
macroscopique et microscopique compléte = R0)47-49, et la possibilité d'une résection

« secondaire » en cas de tumeur initialement jugée a la limite de la résécabilité (tumeur
borderline) ou de tumeur localement avancée non métastatique (tumeur présentant un
contact avec les vaisseaux mésentériques) chez quelques malades sélectionnés, ont
également permis d’améliorer le pronostic de ces patients>0.

La survie post chirurgie a visée curative exclusive serait aux alentours de 19% a 5 ans, et de
11% a 7 ans*>>1, avec une médiane de survie globale a environ 15 mois#446:52-54,

Ces résultats demeurent largement insatisfaisants et ont poussé, au milieu des années 2000,
a la généralisation de la chimiothérapie adjuvante chez tous les patients opérés dont le
statut clinique le permet.

L’essai ESPAC 155 a montré que la chimiothérapie seule par 5-FU et Acide Folinique (AF)
apres résection carcinologique, selon le schéma de la Clinique Mayo (USA), améliorait
significativement la médiane de survie globale (SG) (19,7 vs 14 mois ; p = 0,0005). Les
résultats définitifs de I'essai publiés en 2004 5¢ confirmaient le bénéfice en survie (survie a 5
ans : 21% dans le bras chimiothérapie vs 8% dans le bras sans chimiothérapie ; p = 0,009).
Par ailleurs, apres la publication de 'ESPAC 1, I'association adjuvante de radiothérapie et de
chimiothérapie (RT-CT) avec du 5-FU n’a plus été un standard thérapeutique en France.
Dans I’étude de phase IIl CONKO 001 les patients ont été randomisés entre une
chimiothérapie par GEMCITABINE (1 000 mg/m?]1,]8,J14/4 sem. x 6) ou une simple
surveillance. La survie sans récidive (SSR) dans le bras avec GEMCITABINE (13,4 mois) était
supérieure a celle du bras surveillance seule (6,9 mois) ; p < 0,001. La médiane de SG était
de 22,1 mois dans le bras avec GEMCITABINE et de 20,2 mois dans le bras controle (p <
0,06) avec une SG estimée a 3 ans de 34% vs 20,5% respectivement®’. L’essai ESPAC 3 de
2012 a randomisé les patients opérés d’'un adénocarcinome pancréatique, entre 5-FU + AF
(schéma de la Clinique Mayo (6 cycles)) et GEMCITABINE (1 000 mg/m?*]1,]8,J14/4 sem.
x6). La médiane de SG était de 23 mois dans le bras 5FU/AF et de 23,6 mois (95% CI, 21,4-
26,4) dans le bras GEMCITABINE (p = 0,39)8, classant les deux protocoles comme
équivalents. En 2017, I'essai ESPAC 4 a montré le bénéfice modéré de I'ajout de la
CAPECITABINE (forme orale du 5FU) a la GEMCITABINE, avec une SSR globalement
similaire dans les deux groupes (13,1 vs 13,6 mois (HR 0.86 95% CI, 0,75-1,02) p=0.082), et
un gain de SG de 2.5 mois en faveur de I'association (28 vs 25,5 mois (HR 0.82 95% (I, 0,68-
0,98) p=0.032). Ce gain semblait par ailleurs plus marqué en cas de résection RO (39,5 vs
27,9 mois), par rapport aux résections R1, qui ne mettait en évidence aucune
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différence de SG médiane (23,7 vs 23,0 mois)>°. L’essai PRODIGE 24 /CCTG PA.6% impose un
nouveau standard thérapeutique en 2018 en objectivant la supériorité de la trithérapie par
5FU, IRINOTECAN et OXALIPLATINE (mFOLFIRINOX) par rapport a la monochimiothérapie
par GEMCITABINE en schéma adjuvant. Le gain en SSR était de 9,2 mois en faveur du
mFOLFIRINOX (21,6 vs 12,8 mois HR 0,59 95% IC, 0,47-0,74), et le bénéfice en SG s’élevait a
un peu moins de 20 mois (54,4 vs 35 mois HR 0,66 95% IC, 0,49-0,89).

Enfin en 2019, au meeting ASCO Chicago a été présentée I'étude APACT évaluant un
traitement adjuvant par GEMCITABINE et NabPACLITAXEL contre une monothérapie par
GEMCITABINE. Il a été montré une supériorité de cette nouvelle association en termes de
SSR selon I'investigateur (16,6 mois vs 13.7 mois (HR 0.82 95% CI, 0,69-0,96) p=0.016) et
sur les données de survie globale intérimaires (40,5 vs 36,2 mois (HR 0.82 95% CI, 0,68-
0,99) p=0.045)°%1, pouvant ainsi servir d’alternative aux patients trop fragiles pour recevoir
un protocole de FOLFIRINOX (cependant le NabPACLITAXEL n’a toujours pas obtenu de
remboursement en France).

Les nouvelles études en cours concernant les cancers du pancréas résécables évaluent
maintenant l'intérét d'un traitement péri-opératoire (néoadjuvant et adjuvant) comme
I'essai NEOLAP (NCT02125136), qui étudie I'association de GEMCITABINE et Nab
PACLITAXEL en peri-opératoire, ou encore I'essai PANACHE (NCT02959879), qui étudie
I'intérét du FOLFOX ou du FOLFIRINOX en néoadjuvant en plus du traitement standard
adjuvant.

Cancers pancréatiques non résécables

Le cancer du pancréas a longtemps été considéré comme chimio-résistant et la
chimiothérapie ne faisait pas partie de son arsenal thérapeutique il y a encore trente ans®2,
La raison de cette chimiorésistance est multifactorielle. Une des molécules les moins
influencées par ces mécanismes de résistance est le FLUOROURACILE (5-FU), et elle a donc
été largement utilisée dans le traitement des cancers du pancréas opérés, localement
avancés ou métastatiques®3. En 1997, la GEMCITABINE a montré sa supériorité en termes de
survie globale et de qualité de vie par rapport au 5FU, grace a I'étude randomisée de Burris
et al, évaluant, chez des patients avec cancer du pancréas avancé, un traitement
hebdomadaire par 5FU (600 mg/m? en bolus) contre un traitement par GEMCITABINE
(1000 mg/m?, 7 semaines sur 8 puis 3 semaines sur 4 = schéma de Burris)64. Les résultats
du 5FU et de la GEMCITABINE ont été respectivement : bénéfice clinique : 4,8% et 24% (p =
0,0022) ; médianes de survie globale : 4,4 et 5,6 mois ; taux de survie a un an : 2% et 18% (p
= 0,0025). Cette étude a permis a la GEMCITABINE d’obtenir son autorisation de mise sur le
marché (AMM) en Europe dans cette indication a la fin des années 90.

Nombre d’associations thérapeutiques avec la GEMCITABINE ont été explorées et se sont
montrées décevantes dans les années suivantes : GEMCITABINE et ERLOTINIB (inhibiteur
tyrosine kinase du recepteur a I'Epidermal Growth Factor)®, GEMCITABINE et
BEVACIZUMAB®5, GEMCITABINE et SORAFENIB®7 ou encore GEMCITABINE et
CETUXIMABS®S,

Cen’estqu’en 2010 qu’une réelle amélioration de la survie des patients présentant une
tumeur avancée a été observée grace a |'utilisation d’'une polychimiothérapie utilisant :
SFU+AF+IRINOTECAN+OXALIPLATINE selon le schéma « FOLFIRINOX ». Les résultats de
'’essai multicentrique de phase III (PRODIGE 4/ACCORD 11) de T. Conroy et al ont permis a
ce schéma thérapeutique de devenir le traitement « gold standard » en Europe pour les
patients en bon état général et présentant un cancer du pancréas avancé ou métastatique®®.
Cet essai a comparé le schéma FOLFIRINOX (association d’'OXALIPLATINE 85 mg/m?,
d’IRINOTECAN 180 mg/m? ACIDE FOLINIQUE 400 mg/m? et de 5-FU bolus 400 mg/m?
suivi de 5-FU en perfusion continue sur 46 h 2,4g/m?) a la GEMCITABINE (schéma de
Burris) chez 342 patients, et a mis en évidence des résultats tres en faveur du FOLFIRINOX :
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taux de réponses de 31,6% contre 9,4% (p=0,0001), survie sans progression médiane de
6,4 contre 3,3 mois (p < 0,001) et survie globale de 11,1 contre 6,8 mois (HR = 0,57; 95% CI
=0,45-0,73; p<0,001).

Enfin, en 2013, I'association du Nab PACLITAXEL avec la GEMCITABINE a prouvé sa
supériorité par rapport a la monochimiothérapie de premiere ligne par GEMCITABINE??, en
augmentant la médiane de survie globale de 2 mois (8.5 mois contre 6.7 mois en faveur de la
combinaison HR = 0.72;95% CI = 0.62-0.83 ; p<0,001).

Plusieurs associations de chimiothérapie ont été également testées et ont montré une
efficacité modérées dans les cancers du pancréas avancés, comme l'association 5FU + AF+
OXALIPLATINE (schéma FOLFOX) en deuxieme ligne de traitement, apres échec d’'une
chimiothérapie par GEMCITABINE”?, ou encore les associations de GEMCITABINE avec
OXALIPLATINE?? (schéma GEMOX) ou avec le CISPLATINE?3, qui ne montraient que tres peu
de gain en terme de survie globale en comparaison avec la GEMCITABINE seule.

E) Projet d’étude :

Cette theése porte sur une expérience régionale multicentrique et multidisciplinaire
concernant les adénocarcinomes pancréatiques. Il s’agit d’'une analyse clinico-pathologique
globale du projet marseillais PACAOMICS (Pancreatic Cancer et techniques de Omics)
débuté en Février 2012 et cloturé en Décembre 2017. Les données cliniques et les données
moléculaires récoltées pour le projet ont été prospectives de 2012 a 2017 puis
rétrospectives a partir de 2017 et censurées au 01 juin 2020.

Les résultats présentés ici concernent tout d’abord les caractéristiques clinico-biologiques
de 'ensemble des patients inclus ainsi que les événements survenus chez ces patients
(progression ou déces), puis les difficultés et écueils rencontrés lors de 'obtention de
matériel tumoral biologiquement analysable (techniques de culture cellulaire, xénogreffe et
techniques de Omics) et enfin, la recherche de facteurs pronostiques dans la population
globale et dans une population en particulier, afin d’identifier des biomarqueurs permettant
d’aider les démarches thérapeutiques.
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A) Rationnel du projet

Si le pronostic de I'adénocarcinome pancréatique est notoirement sombre, quelques
patients présentent une évolution étonnamment favorable, trés probablement en raison de
caractéristiques moléculaires particulieres qu'il serait tres intéressant de préciser.

Or la plupart des approches développées jusqu’a présent pour caractériser les tumeurs
pancréatiques sont restées peu productives, notamment en raison du fait que 'essentiel des
études ont été conduites sur du tissu obtenu lors d’exéréses chirurgicales, avec un contenu
cellulaire et stromal extrémement variables d'un patient a I'autre, et correspondant par
définition a une population de patients tres sélectionnés (15 a 20% des cancers
pancréatiques au diagnostic).

Dans ce contexte, 'idée du projet PaCaOmics pour « Pancreatic Cancer et techniques de
Omics » a ainsi vu le jour en 2011. Le point de départ de ce projet était d’évaluer ce faible
pourcentage de survivants a long terme, avec I’hypothese qu'une approche d’analyse des
tumeurs issues de ces patients par les outils de « omique » (c'est-a-dire a grande échelle),
ainsi que leur comparaison a celles de patients dont la survie était réduite pourrait
permettre d’identifier des biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et/ou prédictifs de la
réponse thérapeutique.

Le projet « PaCaOmics » proposait donc de caractériser ces différences existantes entre les
patients, en utilisant des stratégies innovantes d’analyses moléculaires sur les cellules
cancéreuses uniquement (les cellules stromales étant éliminées en grande partie lors de la
culture ex vivo), cellules recueillies dans une population reflétant plus fidelement la
population globale des adénocarcinome pancréatiques, c’est-a-dire non seulement chez les
patients opérables, mais également et surtout, chez les patients présentant une maladie
localement avancée non opérable et les patients métastatiques.

B) Objectifs et stratégie du projet

Les objectifs finaux du projet « PaCaOmics » étaient I'identification de biomarqueurs de
diagnostic précoce et de pronostic, le développement d’'un chimiogramme, permettant de
déterminer la meilleure stratégie médicamenteuse a appliquer a une tumeur donnée et
également utilisable pour les tests de composés thérapeutiques innovants, et enfin
I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques (figure 3).

Pour cela, a I'aide de xénogreffes et de cultures primaires, les prélevements tumoraux issus
des patients ont été étudiés sur le plan cellulaire (évaluation des cellules souches
cancéreuses et des processus métaboliques tels que 'autophagie), sur leurs profils de
sensibilité in vitro aux chimiothérapie (établissement d'un chimiogramme via des tests de
sensibilité aux drogues) ainsi que par des techniques de « Omics » a haut débit, avec analyse
de I’ ADN (techniques de séquencage des exons, variation du nombre de copies et
modifications épigénétiques de ’ADN), analyse des niveaux d’expressions de I’ARN a
plusieurs niveaux (ARNm, miARN et ARNnc et les produits d’épissage alternatif) et
également analyse sur le plan protéomique (analyse du profil d’expression protéique,
notamment sécrétome et Ubiquitinome) a la recherche de potentielles modifications post-
traductionnelles.

L’ensemble de ces études et résultats ne sera pas traité dans cette thése mais rapporté dans
les publications disponibles en annexe et issues du projet PaCaOmics.
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Figure 4 :
Les intervenants du projet PaCaOmics
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C) Intervenants

Les trois centres cliniques marseillais participants ont été I'Institut Paoli-Calmettes
(promoteur de I’étude), 'Hopital Nord et 'Hopital de la Timone. Le bureau d’étude clinique
(BEC), maintenant DRCI (Direction de la Recherche Clinique) de I'Institut Paoli-Calmettes
centralisait 'ensemble des données issues du projet.

Ces trois hopitaux travaillaient en étroite collaboration avec le Centre de Recherche en
Cancérologie de Marseille (CRCM), unité INSERM 1068, équipe scientifique du Stress
cellulaire, localisé a la Faculté des Sciences de Luminy, Marseille.

D) Méthodologie

L’étude PaCaOmics est une étude prospective ouverte multicentrique alliant une approche
clinique (données démographiques et survie des patients) et une approche scientifique
permettant la caractérisation moléculaire de ces tumeurs.

1) Objectifs principaux et secondaires

- Objectif principal
L’objectif principal de I’étude a été défini comme I'obtention d’une collection prospective de
100 cultures cellulaires primaires provenant du matériel tumoral humain obtenu par micro-
biopsie (a l'occasion d'une écho-endoscopie diagnostique) ou par prélevement tumoral sur
la piece opératoire (résection chirurgicale premiere) chez des patients présentant un
adénocarcinome pancréatique. Le but de cette biobanque est de permettre le déploiement
d’analyses moléculaires génomiques, transcriptomiques et protéomiques, ainsi que
I'évaluation de la sensibilité aux cytotoxiques conventionnels ou en développement

- Objectif secondaire
Déterminer la relation entre les altérations moléculaires, la sensibilité aux drogues et les
caractéristiques histo-cliniques principales des patients et de leurs tumeurs.

2) Sélection des patients

Afin d’obtenir des cellules pancréatiques humaines utilisables pour I'étude, les patients
devaient obéir a certains criteres d’éligibilité.

- Criteres d’inclusion
Patient agé de plus de 18 ans, affilié a la sécurité sociale ou bénéficiant d'un tel régime,
présentant une suspicion d’adénocarcinome au diagnostic conduisant a une procédure
d’écho-endoscopie diagnostique, ou chirurgie d’emblée. Avec recueil du consentement de
participation signé.

- Criteres de non-inclusion
Toute personne en situation d’urgence, personne majeure faisant I'objet d'une mesure de
protection légale (majeur sous tutelle, curatelle ou sauvegarde de justice), ou hors d’état
d’exprimer son consentement.
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- Consentement/Enregistrement/Anonymisation

Dans le cadre de la recherche biomédicale, un consentement libre, éclairé et écrit des
personnes participant a I'étude était recueilli, apres qu’ils étaient informés par le médecin
investigateur lors d’'une consultation, et aprés un délai de réflexion suffisant. L'information
destinée aux participants de l'essai comprenait I'ensemble des éléments définis dans la loi
de santé publique du 9 aolt 2004 et était écrite de fagcon simple, dans un langage
compréhensible par le patient. Le formulaire de consentement était daté et signé
personnellement par le participant a la recherche et I'investigateur en 2 exemplaires
originaux (un pour l'investigateur, I'autre pour le patient).

Le traitement de toutes les données personnelles s’est fait selon les recommandations du

« Réglement General de la Protection des Données », qui s’inscrit dans la continuité de la Loi
francaise Informatique et Libertés de 1978.

Chaque prélevement issu de biopsies ou de pieces opératoires recoit une appellation codée :
- En 2012, les prélevements ont recu une appellation par ordre alphabétique (A-IPC, B-IPC,
C-IPC, A-NORD, B-NORD, etc...), en fonction de leur date d’arrivée au laboratoire INSERM, et
de 'Hopital dont ils étaient issus.

- En 2013, afin d’'uniformiser la nomenclature des prélévements, ceux-ci ont tous été appelés
tout d’abord par un numéro désignant le nom du centre dont les prélévements étaient issus
et suivi d’'un numéro d’ordre croissant désignant leur arrivée au laboratoire INSERM (030,
031, 032 etc...).

0 01=IPC

0 02= Hopital NORD

0 03= Hopital de la Timone

- En 2013 puis, par la suite, chaque prélevement a donc pris une appellation désignée de la
sorte : (01)-030, (01)-031, (02)-032, (03)-034, (01)-035 etc...

Le nombre de prélevements attendus initialement sur une période de 6 ans était d’au moins
300 prélévements, dans I'idée d’obtenir 100 cultures cellulaires issues des xénogreffes, en
tenant compte d'un taux d’échec de culture ex vivo estimé a 1 sur 3.

3) Méthode de prélevement

Les patients éligibles étaient soumis a 2 méthodes de prélevements différentes selon le
stade de leur maladie (cf matériel et méthodes) :

1. Prélevement sous Echo-endoscopie : les patients présentant une maladie d’emblée
meétastatique ou chez qui un doute sur la résécabilité primaire existait (maladie
localement avancée), subissaient une endoscopie sélective pancréatique (Echo-
endoscopie) au cours de laquelle étaient réalisés les deux prélévements biopsiques,
I'un pour I'analyse anatomopathologique diagnostique et I'autre pour I'étude
PaCaOmics.

2. Prélevement tumoral chirurgical : Les patients opérables et résécables d’emblée
subissaient une chirurgie carcinologique pancréatique. Lors de I'analyse
anatomopathologique diagnostique de la tumeur réséquée, un « bout » de tumeur
était prélevé et destiné a I’étude PaCaOmics.

Des prélevements sanguins ont été réalisés avant le début de tout traitement spécifique et
conservés a la biotheque de I'Institut Paoli-Calmettes.
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Figure 5 :
Collecte des échantillons et amplifications cellulaires et tissulaires au CRCM U1068
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4) Collecte des données clinico pathologiques :
Pour chaque patient inclus, les données ont été saisies de maniére prospective jusqu’en
2017 puis rétrospectives lors de la nouvelle réactualisation des données en 2020. Ont été
enregistrées des données démographiques : age, sexe, tabagisme; cliniques : antécédents
familiaux et/ou personnels de cancer, antécédent personnel de diabéte, traitement par
anticoagulant et antiagrégants plaquettaire, poids et taille de chaque patient, date du
diagnostic, mode de révélation de la maladie , biologiques : bilirubine totale et conjuguée,
marqueurs tumoraux ACE et CA19.9, histopathologiques : siege de la tumeur, taille tumorale,
classification TNM, envahissement ganglionnaire, emboles lymphatiques et périnerveux,
marges d’exérese (lorsque chirurgie), métastases a distance; thérapeutiques : chimiothérapie
(péri opératoire ou palliative), molécules de chimiothérapie utilisées, durée du traitement,
réponses au traitement, de méme pour les éventuelles deuxieme et troisieme lignes
thérapeutiques et enfin les données de survie : date de rechute ou de progression, date des
derniéres nouvelles et date de déces.

5) Constitution d’'une banque cellulaire et d'une banque « respirante »

Une fois les patients inclus et les préléevements obtenus, et afin de réaliser les différentes
analyses moléculaires et cellulaires du projet PaCaOmics, il a été nécessaire d’effectuer des
techniques d’amplification et de caractérisation via les techniques de cultures primaires in
vitro et de xénogreffes in vivo (figure 5).

Apres acheminement du prélevement au laboratoire L2 de I'unité INSERM U1068, les
prélevements ont été directement implantés chez des modéles murins males de type NUDE
(Janvier) lorsque les prélévements étaient des biopsies, et de type NODE/SCID sur fond pur
(Charles River) lorsque les prélévements étaient des pieces opératoires. Les souris étaient
hébergées sur la plateforme de stabulation et d’expérimentation animale (PSEA) de
I'INSERM et manipulées selon les directives européennes 2010/63 /UE. Lorsque la
croissance tumorale arrivait a 1cm, la souris était sacrifiée et la tumeur était récupérée, pour
étre dissociée en plusieurs morceaux permettant plusieurs utilisations ultérieures
(réimplantation, mise en culture cellulaire, inclusion en paraffine pour analyse histologique,
récupération des ADN et ARN totaux, congélation).

L’échantillon tumoral utilisé pour la culture cellulaire était traité par des étapes successives
de centrifugation, resuspension puis mise en incubation dans du milieu Serum Free Ductal
Media (SFDM) préparé jusqu’a I'apparition d’'une confluence. A 70% de confluence, les
cellules étaient décollées de la boite avec de I'alfazyme et étaient réparties dans plusieurs
flasques de 75cm?. Chaque lignée était entretenue jusqu’a obtenir un total d’environ 40
millions de cellules et considérée a ce point comme une « lignée stable » (figure 6).

Ces techniques ont permis a terme non seulement :

- de constituer des biobanques par congélation des cellules et des xénogreffes,

- mais aussi de maintenir les tumeurs au stade « respirant » par plusieurs passages de
xénogreffes dans des souris immunodéficientes.

A partir de ces amplifications, les différentes techniques de « Omics » a haut débit, les études
cellulaires et les tests de chimiosensibilité in vitro (données non montrées dans cette these)
ont permis :

- d’'identifier des groupes de patients significativement distincts en termes de réponse aux
traitements ou en termes de survie.

- d’identifier des biomarqueurs prédisant a quel groupe appartient un patient.

- d’évaluer leurs différences en termes de sensibilité aux drogues chimiothérapeutiques.
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C) Statistiques

Les analyses statistiques ont été menées au seuil de significativité a=0.05 et a I'aide des
logiciels SAS® 9.4 et R.v3.6. Les données ont été résumées sous forme d’effectifs
(pourcentages), d’histogrammes et de diagrammes circulaires pour les variables
catégorielles, et de médianes [minimum-maximum] et de moyennes (écarts-types) pour les
variables quantitatives.

La survie sans récidive (SSR) a été définie comme le délai entre la date de la chirurgie
curative et la date de rechute locale ou de rechute a distance ou de second cancer ou de
déces.

La survie globale (SG) a été définie comme le délai entre la date d’inclusion et la date de
déces.

La survie sans progression (SSP) a été définie comme le délai entre la date de début de
la premiére ligne de chimiothérapie palliative, et la date de la progression tumorale
scanographique.

Les patients sans événement ont été censurés a la date de dernieres nouvelles.

Les taux de SSR et de SG, ainsi que leurs intervalles de confiance bilatéraux, ont été estimés a
3,6,9,12,18, 24, 36 et 48 mois par la méthode de Kaplan-Meier. L'impact pronostique sur la
PFS et I'0S des parameétres cliniques et biologiques a été évalué par des analyses univariées
et des tests bilatéraux du logrank. Les hazard ratios (HR) associés ont été estimés, ainsi que
leurs intervalles de confiance bilatéraux de Wald. Ces résultats ont été également
représentés sous forme de forest plots. Les variables cliniques avec plus de 20% de données
manquantes n’ont pas été prises en compte dans les analyses de la SSR et de la SG.
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Résultats




Figure 7 :
Effectif des patients inclus par centre et par année
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Figure 8:
Répartition des inclusions par centre
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I) Patients inclus dans le projet PaCaOmics

Sur une durée de 5 ans de collaboration entre les 3 centres hospitaliers investigateurs,
un total de 274 patients a été inclus entre le 24/02/2012 et le 24/11/2017.
Parmi eux, 63 patients ont été exclus de I’étude en raison d’un diagnostic différentiel apres
analyse histologique (pas d’adénocarcinome pancréatique). L’analyse porte donc sur 211
patients inclus au diagnostic d’adénocarcinome du pancréas confirmé.
La répartition des inclusions par centre était hétérogéne mais attendue, en fonction de
'activité de chaque centre (Figures 7 et 8) : 150 patients ont été inclus a l'institut Paoli
Calmettes (soit 54.7% de 'effectif total), 50 patients inclus a I'hopital de la Timone (18,6%)
et 74 a I'hopital Nord (26,6%).
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Tableau 1:

Patients inclus et exclus de l'analise

Déces avant inclusion 1
Premiere série de biopsie non 2
contributive
Retrait consentement 1
Chimiothérapie déja recue 1
Patients exclus de Cholangiocarcinome 4
I'analyse Autres Neuroendocrine 1
cancers : Ampullome 1
Lymphome 1
Pas de cancer TIPMP 2
Diagnostic non confirmé 49
Patients inclus dans I'analyse 211
Total 274
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Les patients retenus dans I'analyse finale ont eu un diagnostic histologique confirmé
d’adénocarcinome pancréatique au décours d'une exploration chirurgicale (n=77) dans le
cadre de maladie localisée (potentiellement résécable) ou au décours d’une échoendoscopie
avec biopsie (n=134) dans le cadre d’'une maladie localement avancée ou métastatique

(figure 9).

Figure 9 :

Diagramme de Flux de I’étude

Patients Inclus

Patients
analysés

Exploration
chirurgicale

n=77

Sur les 63 patients exclus, on retrouvait 4 cholangiocarcinomes, 1 cancer
neuroendocrine, 1 lymphome, 1 ampullome et 2 TIPMP. 1 patient est décédé avant 'analyse,
1 patient a retiré son consentement, 2 patients ont eu des premiéres séries de biopsie non
contributives, 1 patient avait déja été traité avant I'analyse et 49 patients avait un diagnostic
non confirmé d’adénocarcinome pancréatique primitif (tableau 1).

75 patients ont finalement été opérés sur les 77 explorés chirurgicalement (2 patients
n’ont pas pu étre opérés en raison d’'une maladie trop avancée) et 136 patients au total
avaient une maladie avancée, non résécable.
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Tableau 2 : Caractéristiques des patients

Total n=211
Médian
Age
>70ans
Homme
Sexe
Femme
>80
IK
<80
<20
IMC
[20;30]
>30
Personnel
ATCD Cancer

Familial (cancer
pancréas)

Intoxication Tabagique

Diabéte Antérieur

Traitement
Habituel

Marqueurs
Tumoraux

Mode de
Révélation
Clinique

Siége tumoral

Métastases
Synchrones

Antidiabétique
Antiagrégants
Anticoagulants
ACE >5
CA 19-9 >400
Amaigrissement
Douleur
Ictere
Diabete décompensé
Céphalique
Corporéale
Caudale

Présentes

Total
n=211

68.44
[41.4;86.8]
94
(42.7%)
131
(59.1%)
90
(40.1%)
114
(51.8%)
14
(6.3%)
19
(10.6%)
145
(81%)
15
(8.4%)
22
(11.3%)
11
(5%)
40
(18.2%)

64
(32.2%)

55
(27.9%)
46
(23.6%)
19
(9.7%)
39
(17.7%)
52
(23.6%)
107
(55.1%)
109
(55.6%)
72
(36.7%)
21
(10.7%)
108
(54%)
64
(32%)
51
(25.5%)
88
(44.4%)

Maladie
Avancée
(n=136)

66.6 [42;85]

53
(38.9%)
82
(60.3%)
54
(39.7%)
84
(38.1%)
10
(4.5%)
17
(14.0%)
91
(75.2%)
13
(10.7%)
8
(6.35%)
10
(4.5%)
31
(14.1%)

41
(32.0%)

33
(25.8%)
29
(23%)
14
(10.9%)
35
(15.9%)
41
(18.6%)
77
(61.1%)
83
(64.8%)
40
(31.2%)
13
(10.0%)
66
(51.5%)
44
(34.3%)
37
(28.9%)
82
(63.5%)

Patients
Opérés
(n=75)

70.1
[45;87]
38
(50.6%)
43
(57.3%)
32
(42.6%)
28
(12.7%)
4
(1.8%)
2
(3.7%)
50
(92.6%)
2
(3.7%)
13
(20%)
1
(0.4%)
8
(3.6%)
23
(34.8%)

22
(33.8%)
16
(24.6%)
5
(7.8%)
4
(1.8%)
11
(5%)
28
(43.7%)
23
(35.9%)
32
(50%)
8
(12.5%)
42
(61.7%)
17
(25.0%)
13
(19.1%)
2
(2.6%)

Données
manquantes

0

0

85
(38.6%)

36
(16.3%)

25
(11.3%)
143
(65%)
74
(33.6%)

22
(10%)
23

(10.4%)

25
(11.3%)
24
(10.9%)
135
(61.3%)
115
(52.2%)
26
(11.8%)
24
(10.9%)
24
(10.9%)
24
(10.9%)
20
(9%)
20
(9%)
20
(9%)
22
(10%)
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II) Caractéristiques des patients :

L’age médian de la population globale était de 68.44 ans [41.4 ; 86.8], avec 94 patients
(42.7%) agés de plus de 70 ans. La prédominance masculine était marquée avec 131
hommes (59.1%) pour 90 femmes (40.9%). La majorité des patients, n=145 (81%) avait un
IMC compris entre 20 et 30kg/m? et 15 étaient obéses (8.4%) selon la définition de 'OMS
(IMC>30kg/m?).

En termes de comorbidités et d’antécédents médicaux, 22 patients (11.3%) avaient un
antécédent de cancer, 64 (32.2%) étaient diabétiques a I'inclusion, dont 55(27.9%) traités
par antidiabétiques. Parmi les autres co-médications principales associées on retrouvait
23.6% de patients sous antiagrégants et de 9.7% sous anticoagulants.

Les symptdomes ayant révélé la maladie étaient principalement I'amaigrissement (n=107 ;
55.1%) et la douleur (n=109 ; 55.6%), avec une prédominance de ces symptomes en cas de
maladie non résécable d’emblée (respectivement n=77; 61%, p=0.02 et n=84;63.8 %
p=0.0001). L'ictere était plus fréquent en cas de maladie localisée et résécable (n=32; 50%
contre n=72; 36.7% p=0.01).

La répartition des sites primitifs tumoraux était plus fréquemment céphalique pour les
patients avec une maladie opérable (n=42 ; 61.6% contre n=66 ; 51.6%), les localisations
caudales et corporéales étant plus souvent observées dans le groupe des maladies avancées
(n=37;28.9% et n=44 ; 34.4% respectivement).

Presque un patient sur deux, n=88 (44.4 %) était métastatique au diagnostic avec un site
métastatique majoritairement hépatique (n=71 ; 80.6%). Parmi ceux-13, deux patients
(2.6%) avaient été considérés comme potentiellement résécables a tort (découverte per-
opératoire de métastases) (tableau 1).

D’autres parametres dépassaient le seuil de significativité statistique choisi de 20% de
données manquantes, et ne permettent donc pas de décrire fidelement la population
étudiée. Il en allait ainsi pour I'état général des patients au diagnostic, quantifié par I'indice
de Karnofski, I'intoxication tabagique, les antécédents familiaux de cancer, ou encore le
dosage initial des marqueurs tumoraux.
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Tableau 2 :
Données chirurgicales des patients opérés

Duodénopancréatectomie 45
Type céphalique (60%) 4
d’intervention 26 (5%)
Splénopancréatectomie (34,6%)
45
Chimiothérapie Adjuvante (60%) 11
péri-opératoire 4 (14%)
Néoadjuvante (5%)
34 18
Emboles vasculaires (59.6%) (24%)
LY 14
Infiltration périnerveuse (93.4%) (18%)
11.0 13
Nombre moyen de ganglions examinés [1;28] (17%)
2.0 13
Nombre moyen de ganglions métastatiques [0;7] (17%)
14 16
Rupture Capsulaire (23.7%) (21%)

Tableau 3 :

Lignes thérapeutiques chez les patients non opérés

Premiere ligne 80 42 0 14
(65,5%) (34,4%) (10%)

Deuxieme ligne 11 42 1 82
(20,4%) (77,8%) (0.7%) (60.3%)
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Le sous type histologique le plus représenté était 'adénocarcinome canalaire (n=202 ;
96%), a différents niveaux de différenciation. Parmi les autres sous types, 3 patients (1,3%)
présentaient une tumeur mucineuse, et 4 patients (1.8%) une tumeur intra canalaire et
papillaire mucineuse (TIPMP) (figure 10).

Figure 10 :
Répartition histologique
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Les patients opérés ont subi une chirurgie de type duodénopancréatectomie céphalique
n=45 (60%), splenopancréactomie gauche n=26 (34,6%) dont 3 élargies. La majorité des
patients ont pu recevoir un traitement adjuvant, n= 45 (60%), et 4 (5%) patients avaient
recu une chimiothérapie d’induction avant 'opération.

Cinquante sept (93.4%) avaient une infiltration péri nerveuse tumorale. 11 ganglions [1 ;28]
étaient examinés en moyenne parmi lesquels 2 [0 ;7] étaient métastatiques en moyenne.
Sous réserve de 24% de données manquantes, 34 pieces opératoires (59,6%) présentaient
des emboles vasculaires (tableau 2).

Les données de morbi-mortalité post opératoire n’ont pas été relevées.

Nous avons noté beaucoup de données manquantes concernant les données de
chimiothérapie adjuvante mais celles-ci comportaient majoritairement des protocoles a
base de 5FU et de GEMCITABINE.

Parmi les patients ayant une maladie avancée au diagnostic, les lignes de chimiothérapie
regues comprenaient (tableau 3) :
- En premiere ligne : chimiothérapie a base de 5FU, n=80 (65,5%) selon les
protocoles FOLFIRINOX, FOLFOX, FOLFIRI, LV5FU et seulement 11 patients
(20.4%) ayant recu une monochimiothérapie par GEMCITABINE.
- Cestaux s’'inversaient en deuxieme ligne avec environ 20.4% de
polychimiothérapie a base de 5FU et 77.8% de GEMCITABINE seul.
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Figure 11 :
Résultats des techniques de xénogreffes sur échantillons prélevés en écho endoscopie
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Tableau 4 :
Données biologiques ici les sommes ne correspondent pas. Pour te simplifier la vie, rajoute
dans données manquantes

Lente 15 9 6
(17.8%) (10.7%) (7.3%)
Vitesse de Normale 42 20 22 1
pousse en (50%) (23.8%) (26.1%) (1.2%)
Xénogreffe Rapide 26 12 14
(30.9%) (14.24%) (16.6%)
Temps de réplication des 73.7 69.96 77.74
cellules [34.39;129.8] [;107.7] [34.39;129.84]
Bien 30 14 16
Etat de différencié (37.8%) (17.0%) (19.5%)
différenciation = Moyennemen 29 12 17 0
cellulaire t différencié (36.5%) (14.6%) (20.7%)
Peu 25 17 8
différencié (29.7%) (20.2%) (9.5%)
Pousse Prise de 37 24 13
cellulaire In pousse (46%) (29.2%) (15.8%) 2
Vitro Pas de 45 19 26 (2.4%)
pousse (56.0%) (23.1%) (31.7%)
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III) Données biologiques :

Sur les 211 patients analysés, la prise de xénogreffe apres transplantation fut un succes
pour 84 patients soit 39%.

Le taux de pousse variait significativement (p=0.007) en fonction de la modalité du
prélevement histologique initial ; avec un taux de pousse de 58.2% (n=39) pour les pieces
opératoires, de 28,3% (n=39) pour les prélévements réalisés par biopsie lors de I'écho
endoscopie, et de 53.3% (n=8) pour les prélevements issus de biopsies réalisées en per-
opératoire.

Les échecs de pousse dans le cadre de biopsies réalisées en écho endoscopie étaient
principalement dus a une contamination bactérienne de I’échantillon ou a des prélévements
qualitativement non contributifs. Environ 3% des souris sont décédés avant la potentielle
prise de pousse. Le reste peut étre attribué a une incapacité tumorale intrinseque de
prendre en xénogreffe (figure 11).

Le degré de différentiation cellulaire évalué sur les tumeurs issues des xénogreffes était
réparti de facon homogene (n=30 soit 37.8% ADK bien différencié, n=29 soit 36.5% ADK
moyennement différencié et n=25 soit 29.7% ADK peu différencié) et la vitesse de pousse en
xénogreffe moyenne était de 38 jours (46%). Parmi les 84 succes de prise de xénogreffe, 37
prélévements (46%) ont poussé en culture cellulaire in vitro (24 dans le groupe des patients
non opérés et 13 dans 'autre groupe) et le temps moyen de réplication cellulaire (ou temps
de doublement cellulaire) était de 73.7 heures [11.3 ;129.8] (69.96 [44.6 ;107.7] pour les
non opérés et 77.74 [15.4 ;129.84] dans le groupe opéré) (tableau 4).

Au total, a ce jour, la biobanque située au CRCM de Luminy contient donc 84 échantillons de
tumeurs respirantes dont 76 ont été soumis a une analyse transcriptomique globale.
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Figure 13:
Survie globale et SSR, patients opérés

A) Survie globale

B) Survie sans récidive
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Figure 14 :
Survie globale, patients non opérés
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IV)  Données de survie :
La médiane de suivi était de 55,8 mois [38,9 ;64,3].
La médiane de survie globale (mSG) pour l'intégralité des patients était de 12,2 mois [9,8-

14,5], avec une survie de 50% a 1 an, 25% a 2 ans et 16% a 3 ans (figure 12).

Figure 12:
Survie globale, cohorte globale (n=211)

100

mcban

ao Tours bos oationts. 211 181 (62%) 1221061451 BINITAN T2%IE577 60% 153661 50% 43571 MNZB4N 25%M0310 6% M2220 14% 110200
i a - — - — - - — - -

60

40-

Survie Globale (%)

20+

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Temps (mois)

Chez les patients opérés, la mSG était de 25,8 mois [18,9-33,3], avec une survie a 1 an de
74%, 50% a 2 ans et 36% a 3 ans (figure 13).
La médiane de survie sans récidive était de 12,5 mois [8,7-17,2] (figure 13).

Chez les patients non opérés présentant une maladie avancée au diagnostic, la mSG était de
8,1 mois [6,8;10,3], avec une survie de 37% a 1 an, 11% a 2 ans et 6% a 3 ans (figure 14).
La médiane de survie sans progression apres une premiere ligne de chimiothérapie était de
7,0 mois [5,9 ; 8,6]. Il n’a pas été possible de calculer la médiane de SSP apres une deuxieme
ligne en raison d’'un nombre trop important de données manquantes.

Nous avons calculé les survies de la sous population de patients qui poussait en culture
cellulaire et en xénogreffe, avec une mSG respectivement de 6,8 mois [3,5 ;9,6] et 11 mois
[8-14,6], ce qui en fait, pour les patients avec pousse en culture cellulaire, le sous-groupe de
plus mauvais pronostic (annexe 1-2).
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Figure 16:
Forest Plot Analyse Univariées SG patients opérés

Variable HR for OS (C195%)  p-value (log-rank)
Sex (female) 1.15[0.67,1.99] 0.608 -
Metastasis at diagnosis 2.67[0.93,7.69] 0.057 —
Chemotherapy first 0.49[0.26,0.93] 0.025 |3
Age > 70 1.50[0.86,2.59] 0.149 -
BMI > 30 0.75[0.05,12.05] 0700 <==—
Perioperative chemo 0.37[0.19,0.73] 0003 W
N1 (vs NO) 3.49[1.46,8.30] 0.003 ==
T3 (vs T1-T2) 1.20[0.56,2 60] 0641 =
T4 (vs T1-T2) 1.32[0.28,6.24] 0882 <4
Vascular embol 2.31[1.16,4.57] 0.014 g
Differentiation state (good) 1.25[0.35,4.46) 0.931 —u>
In vitro cell growth 3.22(1.48,7.03] 0.002 —m
Xenograft growth 1.03[0.58,1.83] 0.908 =
Xenograft speed (high) 0.52[0.16,1.69] 0.521 -
T
03510 38
Figure 17 :
Forest Plot Analyses Univariées SSR patients opérés
Variable HR for PFS (Cl 95%) p-value (log-rank)
Age >T0 1.46 (0.67-2 46) 0.146 -—
Cancer personal history 1.23(0.65-2.35) 0.528 ——
BMI > 30 245 (0.21-28.05) 0.591 —_—>
Pre-op chemotherapy 0.48 (0.25-0.90) 0019 —i—
N1 (vs NO) 0.48 (0.25-0.90) 0.004 =
T3 (ws T1-T2) 2.74(1.34.5.58) 0.006 ——
T4 (vs T1-2) 222 (0.58-8.52) 0.383 ——F
Diabetes 1.11 (0.63-1.95) 0.725 =
Vascular embol 1.93 (1.04-3.59) 0.033 —a
Differentiation state (good) 1.69 (0.49-5.88) 0.690 —
Inwitro growth 2.36 (1.14-4.90) 0.017 —>
Xenograft growth 1.17 (0.69-1.99) 0.568 ——
Xenograft speed (high) 0.53(0.18-1.53) 0.489 ———
:
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V) Facteurs pronostiques :

Dans la population globale de I'étude, en analyse univariée, les facteurs pronostiques
identifiés de facon statistiquement significative étaient : la présence d’'une maladie non
résécable (HR 0.35 [0.25-0.49] p<0.001) et son caractere métastatique d’emblée (OS HR
3.23[2.35-4.45] p<0.001). A ces deux parametres évidents s’ajoute la prise de pousse en
culture cellulaire in vitro issu du prélevement tumoral initial (OS HR 2.98 [1.82-4.88],
p<0.001) (figure 15).

Le nombre de facteurs analysés en univarié pertinents sur le plan statistique demeurait
restreint en raison d'un nombre important de données manquantes.

Figure 15:
Forest Plot Analyse Univariées SG tous patients
Variable HR for OS (Cl 95%) p-value (log-rank)

Sex (female) 1.03[0.77,1.39] 0.70 -
Metastasis at diagnosis 3.23[2.35,4.45] <.001 —=
Chemotherapy first 0.74[0.50,1.10] 0.138 —r
Age > 70 1.05[0.78,1.41] 0.762 -
BMI > 30 1.46[0.70,3.03] 0210 —
Surgery 0.35[0.25,0.49] <001
Differentiation state (good) 0.52[0.28,0.97] 0.108 ——
In vitro cell growth 298 [1.82,4.88] <001 —
Xenograft growth 0.98[0.73,1.33] 0.905 -
Xenograft speed (high) 0.70[0.34,1.43] 0.515 el
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Pour les patients résécables et opérés, les facteurs impactant significativement sur la
survie globale étaient : la découverte de métastases en per opératoire (OS HR 2.67 [0.93-
7.69], p=0.057), I'atteinte ganglionnaire (OS HR 3.49 [1.46-8.30], p=0.003) et les emboles
vasculaires (OS HR 2.31 [1.16-4.57], p=0.014) ainsi que I'administration d’'une
chimiothérapie péri-opératoire (adjuvante dans 92% des cas) (OS HR 0.37 [0.19-0.73],
p=0.003). De nouveau, la prise en culture cellulaire était associée a la survie globale (HR OS
3.22[1.48,7.03], p=0.002) (figure 16).

Les récidives post opératoire étaient, elles, associées a 'administration d’'une
chimiothérapie adjuvante (SSR HR 0.48 [0.25-0.90], p=0.019), I'atteinte ganglionnaire (SSR
HR 0.48 [0.25-0.90], p=0.004), la présence d’emboles vasculaires (SSR HR 1.93[1.04-3.59],
p=0.033) et la prise de culture cellulaire In vitro (SSR HR 2.36 [1.14-4.90], p=0.017) (figure
17).
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Figure 18 :
Forest Plot Analyse Univariées SG patients non opérés

Variable HR for OS (Cl 95%) p-value (log-rank)

Karnowski >=80 0.49 (0.25-0.96) 0.033 ——
Age >70 1.01(0.7-1.45) 0.959 -
Cancer personal history 1.54(0.75-3.17) 0.236 —_——
BMI > 30 1.92(0.90-4.12) 0.200 —>
Diabetes 0.86 (0.59-1.27) 0.454 -

M+ at diagnosis 2.36 (1.60-3.47) <0.001 ——

Sex (female) 1.02(0.71-1.45) 0.930 —
Chemotherapy first 0.11(0.06-0.22) <0.001 [
Differentiation state (good) 0.44 (0.20-0.99) 0.073 ——
In vitro cell growth 256 (1.27-513) 0.006 —>

Xenograft growth 1.62(1.11-2.37) 0.012 ——

Xenograft speed (high) 1.77 (0.67-4.66) 0.47 —
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Pour les patients non opérés initialement, les facteurs influant la survie globale étaient
un indice de Karnofski >80% (OS HR 0.49 [0.25-0.96], p=0.03), 'administration d'une
premiére ligne de chimiothérapie (OS HR 0.11 [0.06-0.22], p<0.001), 1a présence de
meétastase au diagnostic (OS HR 2.36 [1.6-3.47], p<0.001), le degré de différenciation
tumorale (OS HR 0.44 [0.2-0.99] p=0.07). Pour ce qui est des données biologiques, un lien
statistiquement significatif a également été mis en évidence entre la survie globale de ces
patients et la prise de culture cellulaire In vitro (OS HR 2.56 [1.27-5.13], p=0.006) mais aussi
avec la prise en xénogreffe (OS HR 1.62 [1.11-2.37], p=0.006) (figure 18).
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Discussion




Figure 19 :

[llustration de '’hétérogénéité des profils de survie :
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Douleurs abdominales
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Homme 58 ans

Douleurs abdominales, apparition d’un diabéte
Chirurgie d'une tumeur de la téte du pancréas
en Février 2012

Chimiothérapie 6 mois
Fas de rechute

Différences ?

Encore vivant

W

A
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Maladie non agressive
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I) Discussion :

Prédire la survie des patients atteints d’'un cancer du pancréas occupe depuis de longues
années de nombreuses équipes de scientifiques. Le but de départ du projet PaCaOmics était
d’analyser I'hétérogénéité des adénocarcinomes pancréatiques afin d’identifier des groupes
de patients pour lesquels une prédiction de survie pourrait étre utile et permettre aux
cliniciens d’adapter les traitements (médecine personnalisée). L’hétérogénéité intra
tumorale est une notion bien connue de fagon générale en cancérologie’ et pour le
pathologiste, que ce soit au niveau cellulaire ou moléculaire 7576. Elle se reflete dans la
grande diversité clinique constatée dans I’évolution des patients atteints, et ce en termes de
réponse thérapeutique, d’évolution de la maladie ou de survie. En effet, deux patients de
« méme profil » pourront présenter une évolution et une survie tres différentes sans que
'on puisse I'anticiper avec les outils scientifiques actuels (figure 19).

A cette diversité s’oppose I'approche thérapeutique contemporaine, relativement
« rigide », avec pour seuls parametres impactant sur le projet thérapeutique : I'age, le score
OMS et le caractere résécable ou non de la lésion primaire...
Cette démarche ne peut que sembler insatisfaisante et ne prend pas en compte cette idée
qu'’il existerait deux entités bien distinctes dans les ADK pancréatiques, avec d'une part les
cancers hautement agressifs, qui progresseront a distance rapidement méme s’ils sont
résécables initialement (et réséqués), et d’autre part les cancers plus indolents, permettant
une survie comparativement prolongée et ce, malgré une éventuelle extension locale voire
méme avec une atteinte métastatique.

En 2011, une approche multidisciplinaire et multicentrique pour comprendre et
appréhender la biologie tumorale des ADK pancréatiques est apparue comme urgente. Le
projet PaCaOmics a fait collaborer trois grands centres hospitaliers marseillais en lien avec
I’équipe scientifique des Dr Iovanna et Dusetti. Cette approche multicentrique a permis :

- Lacréation d’'un lien, but et travail en commun entre les équipes
- L’augmentation du nombre de patients inclus et du nombre d’échantillons
tumoraux
- La poursuite des travaux collaboratifs scientifiques et cliniques au décours.
En effet, grace a 'obtention de cette bibliotheque de « tumeurs respirantes », le projet
PaCaOmics permet la poursuite des analyses clinico-biologiques des tumeurs pancréatiques
alors méme que certains patients sont décédés.

Malgré les nombreux écueils rencontrés tout au long de la poursuite du projet, un total de
274 patients a pu étre inclus dont 211 prélevements correspondant a des ADK
pancréatiques analysables, ce qui en fait une des plus grosses séries internationales de
tumeurs pancréatiques pour lesquelles on dispose non seulement des données cliniques des
patients mais aussi de certaines données moléculaires associées.
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La population de patients analysée était globalement similaire sur le plan
démographique avec les données de la littérature! avec un age médian a 68.4 ans, une
prédominance masculine notable avec un sexe ratio a 1.4, moins de 10% d’obésité
retrouvée, 30% de patients diabétiques et 20% de fumeurs actifs!. La proportion de maladie
localisée (environ un tiers) 4546, les sites tumoraux , les différents sites métastatiques (80%
de localisation hépatique) et la répartition histologique 233 ne différaient pas de la
littérature, ce qui fait de cette population un échantillon robuste et rigoureusement
analysable.

Ces dernieres décennies n’'ont amené que de faibles améliorations en termes de survie pour
les patients pris en charge au stade précoce et traités par chirurgie carcinologique. Des
données précliniques récentes tendent d’ailleurs a dire que ’ADK pancréatique serait une
maladie nécessairement systémique, et ce donc, quel que soit le stade de la pathologie.

Les résultats de I'étude PaCaOmics concernant les taux de survie globaux étaient
relativement similaires a ceux observés dans la littérature, avec une survie globale médiane,
tous patients confondus, de 12.2 mois pour une survie a 3 ans de 16%, contre un taux a 9% a
5 ans selon les bases de données épidémiologiques.

Concernant les patients opérés, la médiane de survie sans récidive était de 12.5 mois [8.7-
17.2] avec une médiane de survie globale de 25.8 mois [18,9 ; 33,3] dans notre étude, ce qui
reste relativement inférieur aux données récentes connues, notamment celles de 1'essai
PRODIGE 24 /CCTG PA.6°0. Il faut cependant rappeler que les inclusions des patients ont
démarré en 2011 et qu’il y a eu plusieurs changements de paradigme thérapeutique sur la
derniere décennie, avec notamment une meilleure sélection des patients a opérer,
I'amélioration des soins de support ainsi que 'intensification des traitements adjuvants.

Pour les maladies avancées, la chimiothérapie systémique par GEMCITABINE a longtemps
été la seule option, avec un taux de réponse dramatiquement faible de 5-10%?77. La plus
grande avancée récente dans ce contexte a été amenée par I’essai randomisé PRODIGE-III
mettant en évidence une amélioration du pronostic par I'administration du protocole de
chimiothérapie FOLFIRINOX en comparaison a la GEMCITABINE (11.2 vs 6.8 mois HR=0.57,
p<0.001) 78, Les patients de I’étude PaCaOmics ont été inclus dans cette période charniére,
au moment ou le protocole FOLFORINOX faisait son apparition, et ont donc pu bénéficier de
cette chimiothérapie pour la plupart (environ 60%).
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Les survies obtenues dans notre étude dans le groupe de patients avec maladies avancées
(mSG= 8,1 mois [6,8 ;10,3]) était globalement similaire aux données de la littérature.

Les facteurs pronostiques identifiés dans I'’étude PaCaOmics sur la cohorte globale restent
classiques et conformes aux données de la littérature*?, cependant cette étude a fait
ressortir une association tres forte entre la pousse en culture cellulaire des prélévements
tumoraux et I'agressivité de la tumeur primitive. Ceci n’avait jamais été démontreé.

En effet, les explorations de I'hétérogénéité de '’ADK pancréatiques ont, jusqu’a récemment,
été limitées par la proportion non négligeable et hautement variable (de 15 a 90%) de
stroma tissulaire sain présent sur les prélévements tumoraux obtenues apres la chirurgie.
Par ailleurs, le fait que seuls les patients opérés (soit 15 a 20% des patients malades)
puissent fournir suffisamment de gros fragments tumoraux pour étre analysés (idéal pour
les analyses translationnelles), constitue inévitablement un biais de sélection, et limite la
représentativité de la population étudiée, et donc les possibilités de conclure sur
I’hétérogénéité inter et intra tumorale : les patients atteints de maladies d’emblée trop
avancées ou métastatiques et les patients trop fragiles ou agés pour l'intervention
chirurgicale restant nécessairement exclus des analyses.

De plus, si la médecine personnalisée consiste a prescrire un traitement en tenant compte
des caractéristiques moléculaires de la tumeur de chaque malade, définir le profil
mutationnel et transcriptionnel d’'un cancer, en se basant sur I'analyse d’une seule biopsie,
revient a s’exposer au risque de proposer une chimiothérapie ciblée qui ne serait efficace
que pour une sous-population tumorale. De méme, établir un pronostic en s’appuyant sur
des données génomiques partielles pourrait conduire a des conclusions fausses. Les
protocoles d’exploration génomique en cancérologie devraient, dans la mesure du possible,
comporter I'analyse de plusieurs biopsies. Pour autant, méme si la réalité de 'hétérogénéité
géographique de la tumeur représente un défi a la médecine individualisée dont il faut
prendre la mesure, elle ne constitue pas un handicap insurmontable. En effet, la
perturbation d’'un petit nombre de voies de signalisation est commune aux différentes sous-
populations tumorales.

Le probléme de 'acquisition de tissu tumoral en quantité suffisante pour la xénogreffe
restait cependant globalement le méme, puisque la plupart des protocoles de xénogreffes
requiérent une piéce tumorale chirurgicale pour extraire suffisamment de matériel’®. Or la
grande majorité des patients ne pourront bénéficier que d’'une biopsie diagnostique, avec
par conséquent un tres faible nombre de cellules dans I'échantillon, plus difficiles donc a
maintenir vivantes et a étudier ex-vivo.

L’originalité de 'étude PaCaOmics tenait donc sa place dans ce contexte. Il a été optimisé de
facon innovante une technique efficace pour maintenir la survie des tumeurs pancréatiques
primitives, prélevées chez les patients, cultivées in vitro et entretenues in vivo (grace aux
xénogreffes chez des souris immunodéprimées) pour former le modele de ce qui a été
nommé les « tumeurs respirantes ». Permettant ainsi de développer la prise de xénogreffe a
partir de matériel ne provenant pas exclusivement de I'exérése chirurgicale.
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Dans cette étude, le taux de prise de xénogreffe obtenues de cette maniere s’est révélé
globalement similaire aux données de la littérature. Ce taux étant d’environ 30 % dans
I'étude PaCaOmics comparée aux taux variant de 32 a 85% pour les prélevements issus de
matériel chirurgical®?81, voire de 37.5% pour les tentatives antérieures de xénogreffes a
partir de matériel tumoral pancréatique provenant d’'un échantillon biopsique82. Pour
d’autres pathologies, certaines données de prise de xénogreffe a partir de biopsie ont
montré des taux de prise a 34.1% en 2015 pour les cancers d’origine gastrique®?, ou encore
a 83% pour les cancers bronchiques a petites cellules®3.

Enfin, les techniques de culture primaire et de xénogreffes développées dans le projet
PaCaOmics ont permis de reconstituer de fagon fidele les tumeurs humaines chez les souris.
En effet, celles-ci apparaissent morphologiquement tres proches des tumeurs humaines
initiales84, en faisant ainsi un des points fondamentaux de I’étude PaCaOmics, a savoir une
excellente comparabilité entre la tumeur primitive du patient et la xénogreffe associée84.

I1) Publications issues du projet PaCaOmics :

Le projet PACAOMICS et sa bibliotheque de « tumeurs respirantes » a permis ainsi
plusieurs avancées dans le développement de la médecine personnalisée, confrontée a
I’hétérogénéité tumorale des ADK pancréatique. Les cultures cellulaires In Vitro et les
xénogreffes sur modele murin ont rapidement permis des analyses transcriptomiques par
Affymetrix permettant de caractériser des sous-groupes de populations tumorales sensibles
a des traitements qui, de maniéere générale, n’étaient pas connues pour leur efficacité dans
un contexte oncologique (5-aza-dC)® (annexe 3). De méme, ces biotheques ont permis de
réaliser de véritable « chimiogramme » du cancer pancréatique, similaire aux
antibiogrammes pour les bactéries, permettant de mettre en lien direct 'hétérogénéité
moléculaire tumorale avec la sensibilité aux armes thérapeutiques
contemporaines®(annexe 4).

D’autres pistes ont également été explorées dans le contexte de la genése des récidives
tumorales, pour lesquelles il semblerait que les cellules CD44+, présentes dans les reliquats
tumoraux post chimiothérapie d’induction, joueraient un réle fondamental, et faisant ainsi
ressortir I'intérét des thérapies ciblées anti CD4487 (annexe 5). De nouveaux biomarqueurs
intéressants prédictifs d’'une sensibilité a de potentielles thérapies ciblées ont pu émerger ;
c’est le cas des inhibiteurs spécifiques de la nicotinamide phosphoribosyl transférase
(NAMPT), le FK866, en association ou non avec les traitements conventionnels, administré
en fonction du niveau d’expression du mRNA NAMPT®8 (annexe 6), ou bien du JQ1
(inhibiteur du bromodomaine de BET), administré aux sous-groupes tumoraux ayant un fort
niveau d’expression de MYC® (annexe 7). Grace a ces xénogreffes, notre champ de
connaissance s’est étendu sur les interactions entre ’ADK pancréatique et le stroma péri-
tumoral, permettant peut-étre le développement ultérieur de thérapies agissant sur ces
deux structures, voire sur leur interaction mutuelle?® (annexe 8). Une exploration plus fine
du panorama épigénétique des cancers pancréatiques a également pu aider a atteindre une
catégorisation plus pertinente de cette pathologie®! (annexe 9).

En effet, les classifications binaires utilisées actuellement traduisent notre manque de
connaissances des parametres moléculaires caractérisant les tumeurs et nous empéche ainsi
d’avancer vers davantage de médecine personnalisée. Les signatures transcriptomiques du
projet PacaOmics ont permis, dans cette optique, de définir un gradient moléculaire des ADK
pancréatiques, indépendamment et significativement associé a une valeur pronostique,
mettant donc en place une caractérisation fluide de cette pathologie, semblant plus adaptée
a un contexte aussi complexe?? (annexe 10).
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Enfin derniérement, ces signatures transcriptomiques ont permis de mettre en place un
score prédisant le bénéfice la GEMCITABINE en traitement adjuvant des ADK
pancréatiques. Cette signature GEMPRED était significativement et indépendamment
associée a la survie globale chez les patients traités par GEMCITABINE : OS des patients
GEMPRED+ 91.3 mois (IC 95% : 61.2-non atteint) vs 33 mois (IC 95% : 24- 35.2) pour I'0OS
des patients GEMPRED- (HR 0.403 (IC 95% : 0.221-0.735, p = 0.00216) (annexe 11). Cet
article a été soumis a Annals of Oncology cette année.

III) Perspectives et conclusion

Cette these a donc porté sur I'analyse globale du projet PaCaOmics aprées 5 ans d’inclusion et
2 ans de cloture pour fin d’analyse. Un nombre substantiel de données de patients atteints
d’ADK pancréatique a pu étre obtenu, tant sur le plan clinique que biologique, grace a la
collaboration de plusieurs équipes

Le projet PaCaOmics est arrété sur le plan des inclusions mais continuera sur de
nombreuses années via les différentes analyses possibles et envisageables a l'infini.

La constitution d’'une bibliotheque de tumeurs pancréatiques respirantes est une vraie
prouesse de la part des équipes collaboratives et classe ce projet parmi les plus innovants et
prometteurs dans les ADK pancréatiques.

Plusieurs approches pourront étre imaginées par la suite dont une des plus prometteuse
reste la mise en place de signatures transcriptomiques prédictives de sensibilité aux
différentes chimiothérapies systémiques, allant ainsi vers une médecine enfin personnalisée
dans la prise en charge des patients atteints d’ADK pancréatiques.

Ce projet, et les conclusions de cette thése, ouvrent la porte a de nombreuses possibilités de
recherche sur les populations tumorales les plus agressives de cancers pancréatiques, et,
ainsi, peut-étre nous permettre, a 'avenir, de diminuer notre impuissance thérapeutique
face a ces sous catégories de cancer, qui demeurent encore a ce jour, parmi les plus agressifs
et les plus mortels qui existent.
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Annexe 1:
Survie des patients avec pousse en culture cellulaire
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Survie des patients avec pousse en xénogreffe :
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A subgroup of pancreatic adenocarcinoma is sensitive to the 5-aza-dC DNA
methyltransferase inhibitor
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ABSTRACT

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is a disease with a great heterogeneity
in the response to treatments. To improve the responsiveness to treatments there
are two different approaches, the first one consist to develop new and more efficient
drugs that intent to cure all patients and the second one is to use already-approved
drugs, alone or in combination, but selecting beforehand the most sensitive patients.
In this work we explored the efficiency of the second possibility. We developed a
collection of 17 PDAC samples collected by Endoscopic Ultrasound-Guided Fine-Needle
Aspiration (EUS-FNA) or surgery and preserved as xenografts and as primary cultures.
This collection was characterized at molecular level by a transcriptomic analysis
using an Affymetrix approach. In this paper we present data demonstrating that a
subgroup of PDAC responds to low doses of 5-aza-dC. These tumors show a specific
RMA expression profile that could serve as a marker, but there is no correlation with
Dnmil, Dnmit3A or Dnmi3B expression. Responder tumors corresponded to well-
differentiated samples and longer survival patients. In conclusion, we present data
obtained with the well-known drug 5-aza-dC as a proof of concept that a drug that
seems to be inefficient in solid tumors in general could be applicable to a particular
subgroup of patients with PDAC.
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Transcriptomic analysis predicts survival and sensitivity to anticancer drugs of patients
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A major impediment to the effective treatment of patients with pancreatic ductal adenocardnoma
(PDAL) is the molecular heterogeneity of this disease, which is reflected in an equally diverse pattem of
clinical outcome and in responses to therapies. We developed an efficient strategy in which PDAC
samples from 17 consecutive patients were collected by endoscopic ultrasound—guided fine-needle
aspiration or surgery and were presenved as breathing tumors by xenografting and as a primary culture
of epithelial cells. Transcriptomic analysis was peformed from breathing tumors by an Affymetrix
approach. We observed significant heteroge neity in the RNA expression profile of umors. However, the
bioinformatic analysis of these data was able to discriminate between patients with long- and short-
term survival comesponding to patients with moderately or poody differentiated PDAC tumors,
respectively. Primary culture of cells allowed us to analyze their relative sensitivity to anticancer drugs
in vitrp using a chemogram, similar to the antibiogram for microorganisms, establishing an individual
profile of drug sensitivity. As expected, the response was patient dependent We also found that
transcriptomic analysis predicts the sensitivity of cells to the five anBcancer drugs most Frequently used
Lo treat patients with PDAC. In conclusion, using this approach, we found that transcriptomic analysis
could predict the sensitivity to anticancer drugs and the dinical outcome of patients with PDAC.
{Am.J Pathol 2015, 185: 1022—1032; http://de.doi.ong/10.101 6/f.0fpath. 2014, 11,029)
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ABSTRACT

It has been commonly found that in patients presenting Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma (PDAC), after a period of satisfactory response to standard
treatments, the tumor becomes non-responsive and patient death quickly follows.
This phenomenon is mainly due to the rapid and uncontrolled development of the
residual tumor. The origin and biological characteristics of residual tumor cells in
PDAC still remain unclear. In this work, using PDACs from patients, preserved as
xenografts in nude mice, we demonstrated that a residual PDAC tumor originated
from a small number of CD44+ cells present in the tumor. During PDAC relapse,
proliferating CD44+ cells decrease expression of ZEB1, while overexpressing the
MUC1 protein, and gain morphological and biological characteristics of differentiation.
Also, we report that CD44+ cells, in primary and residual PDAC tumors, are part of a
heterogeneous population, which includes variable numbers of CD133+ and EpCAM+
cells. We confirmed the propagation of CD44+ cells in samples from cases of human
relapse, following standard PDAC treatment. Finally, using systemic administration of
anti-CD44 antibodies in vive, we demonstrated that CD44 is an efficient therapeutic
target for treating tumor relapse, but not primary PDAC tumors. We conclude that
CD44+ cells generate the relapsing tumor and, as such, are themselves promising
therapeutic targets for treating patients with recurrent PDAC.
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ABSTRACT

Treating pancreatic cancer is extremely challenging due to multiple factors,
including chemoresistance and poor disease prognosis. Chemoresistance can be
explained by: the presence of a dense stromal barrier leading to a lower vascularized
condition, therefore limiting drug delivery; the huge intra-tumoral heterogeneity;
and the status of epithelial-to-mesenchymal transition. These factors are highly
variable between patients making it difficult to predict responses to chemotherapy.
Nicotinamide phosphoribosyl transferase (NAMPT) is the main enzyme responsible
for recycling cytosolic NAD* in hypoxic conditions. FK866 is a noncompetitive
specific inhibitor of NAMPT, which has proven anti-tumoral effects, although a
clinical advantage has still not been demonstrated. Here, we tested the effect of
FK866 on pancreatic cancer-derived primary cell cultures (PCCs), both alone and in
combination with three different drugs typically used against this cancer: gemcitabine,
5-Fluorouracil (5FU) and oxaliplatin. The aims of this study were to evaluate the
benefit of drug combinations, define groups of sensitivity, and identify a potential
biomarker for predicting treatment sensitivity. We performed cell viability tests in the
presence of either FK866 alone or in combination with the drugs above-mentioned.
We confirmed both inter- and intra-tumoral heterogeneity. Interestingly, only the in
vitro effect of gemcitabine was influenced by the addition of FK866. We also found
that NAMPT mRNA expression levels can predict the sensitivity of cells to FKB66.
Overall, our results suggest that patients with tumors sensitive to FK866 can be
identified using NAMPT mRNA levels as a biomarker and could therefore benefit from
a co-treatment of gemcitabine plus FKB66.
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Abstract

c-MYC controls more than 15% of genes responsible for prolifera-
tion, differentiation, and cellular metabolism in pancreatic as well
as other cancers making this transcription factor a prime target
for treating patients. The transcriptome of 55 patient-derived
xenografts show that 30% of them share an exacerbated expres-
sion profile of MYC transcriptional targets (MYC-high). This cohort
is characterized by a high level of Ki67 staining, a lower differenti-
ation state, and a shorter survival time compared to the MYC-low
subgroup. To define classifier expression signature, we selected a
group of 10 MYC target transcripts which expression is increased
in the MYC-high group and six transcripts increased in the MYC-
lowe group. We validated the ability of these markers panel to iden-
tify MYC-high patient-derived xenografts from both: discovery and
validation cohorts as well as primary cell cultures from the same
patients. We then showed that cells from MYC-high patients are
more sensitive to |Gl treatment compared ta MYC-low cells, in
monolayer, 30 cuttured spheroids and in vive xenografted tumors,
due to cell cycle arrest followed by apoptosis. Therefore, these
results provide new markers and potentially novel thempeutic
modalities for distinct subgroups of pancreatic tumors and may
find application to the future management of these patients
within the setting of individualized medicine clinics.

Keywords bromadamaing o-MYC; |01 pancreatic adenocaninoma;
TENSCptemic signature

Subject Categories Cancer; Chromatin, Epigenetics, Genomics & Functional
Genomics
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Introduction

Pancreatic ductal adenorcinoma (FDAC) is one of the most Jethal
cancers and a major public health issue since there are approxi-
mately 230,000 new PDAC cases per year worldwide with approxi-
mately the same number of deaths (Jemal et al, 2005). Like others
malignant disezses, PDAC msults from a complex combination of
genetic, epigenetic, and environmental factors which gives rise to a
particulady heterogeneous disease, with patients having different
set of symptoms, predisposition to early metastasis, and therapeutic
responses (Yachida & lacobuzio-Donahoe, 2013: Dunne & Hezel,
2015, Waddell e 2f, 2015), This hetemopgeneity highlights the neces-
sity to stratify patients with the goal of predicding better responses
to therapies (Heller ef al, 2015; Koay & al, 2016; Nall et al, 2016),
One strategy to discover potential martkers {or patent siratification
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Background

Chemotherapy is the only systemic treatment approved for pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC) with a selection of regimens based on
patients’ performance status rather than expected efficacy. The
establishment of a potent stratification associated with chemotherapeutic
efficacy could potentially improve prognosis by tailoring treatments.,

Patients and Methods

Concomitant chemozensitivity and genome-wide RNA profiles were
performed an preclinical models (primary cell cultures and xenografts)
darived from patients with PDAC included in the PaCaOmics program
(ClinicalTrials.gov: NCTO1692873). The RNA-based stratification was
tested in @ monocentric cohort and validated in 8 multicentric cohart,
both retrospectively collected from resected PDAC samples (67 and 368
patients, respectively). Forty-three (65%) and 203 (55%) patients
recaéived adjuvant gemcitabing in the monoacentric and the multicentric
cohorts respectively. The relstionzhip batwesn predicted gemcitabine
sensitivity and patients’ overall survival (0S) and dissasa free survival

(DFS) were invastigated.

Results

The GemPred RNA signature was derived from predinical models,
dafining gemcitabine sensitive PDAC as GemPred+. Among the patients
who received gemcitabine in tha test cohort, the GemPred+ patients had
a higher O5 than GemPred- (p = 0.048). In the validation cohort, the
GemPred stratification was not associated with OS among patients that
did not receive gemcitabine. Among gemcitabine treated-patients,
GemPred+ patients had significantly higher OS than the GemPred- :
91.3 months (95% CI: 61.2-not reached) vs 33 months (95% C1; 24-
35.2); HA 0.403 (95% Ci: 0.221-0.735, p = 0.00216). The interaction
test for gemcitabine and GemPred+ stratification was significant (p =
0.0245). Multivariate analysis in the gemcitabine-treated population
retainad an indepandent predictive value.

Condusion
The RNA-based GemPred stratification pradicts the benefit of adjuvant
gemcitabine in PFDAC patients.

SCHOLARONE™
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Abstract

Background

Chemotherapy is the only systemic treatment approved for pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) with a selection of regimens based on patients’ performance status rather than expected
efficacy. The establishment of a potent stratification associated with chemotherapeutic efficacy
could patentially mprove prognosis by talonng treatments.

Patients and Methods

Concomitant chemosensitivity and genome-wide RNA profiles were performed on preclinical
models (primary cell cultures and xenografts) denived from patients with PDAC included in the
PaCaOmics program (ChnicalTrials.gov: NCT01692873). The RNA-based stratification was
tested in a monocentric cohort and validated in a multicentric cohort, both retrospectively collected
from resected PDAC samples (67 and 368 patients, respectively). Forty-three (65%) and 203
(55%) patients received adjuvant gemcitabine in the monocentnic and the multicentric cohorts
respectively. The relationship between predicted gemcitabine sensitivity and patients’ overall
survival (OS) and disease free survival (DFS) were investigated.

Results

The GemPred RNA signature was denved from prechnical models, defining gemcitabine sensitive
PDAC as GemFred+. Among the patients who received gemcitabine in the test cohort, the
GemPred+ patients had a higher OS than GemPred- (p = 0.046). In the validation cohort, the
GemPred stratfication was not associated with OS among patients that did not receive
gemcitabine. Among gemcitabine treated-patients, GemPred+ patients had significantly higher
OS than the GemPred- : 91.3 months (95% CI: 61.2-not reached) vs 33 months (95% CI: 24-
35.2); HR 0.403 (95% CI. 0.221-0.735, p = 0.00216). The interaction test for gemcitabine and
GemPred+ stratification was significant (p = 0.0245). Multivaniate analysis in the gemcitabine-
treated population retained an mdependent predictive value.

Conclusion

The RNA-based GemPred stratification predicts the benefit of adjuvant gemcitabine in PDAC
patents.
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Intreduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) i1s the fourth leading cause of cancer-related mortality
in western countries and bears one of the poorest prognoses with a five-year survival rate of 9%,
In addition to frequent late-stage diagnosis, this dismal outcome can also be explained by the lack
of effective therapies®. Targeled therapies and immunotherapies have failed to improve
unselected patients’ outcomes, making chemotherapy the only efifective systemic treatment®.
Despite being a generally refractory cancer, it has been shown that the molecularly guided
selection of small patient subgroups increased the efficacy for some therapies such as olapanb
for patients with germline BRCA mutations® (approxamately 5% of patients) or immunotherapy®
for mismatch-repair deficient tumors (approximately 1% of patients). These studies demonstrate
the advantage of molecular stratification for therapeutic decisions and introduce an incremental
model for PDAC, solving one subgroup at a time.

For patients with excellent performance status, the polychemotherapy regimen FOLFIRINOX was
shown to be more effective than gemcitabine alone in both the adjuvant® and metastatic settings’
at the expense of high toxiciies. The selection of systemic therapy is therefore based on patient’s
fitness rather than on the potential efficacy of a particular chemotherapeutic regimen. Companion
diagnostics are used to guide the choice of therapy by selecting patients that have a higher
chance of responding to a given therapeutic agent. With an ever-growing number of regimens
composed of multiple chemotherapies, this has not only the potential to improve survival by
matching drugs to likely responders, but also to reduce adverse effects by avoiding unnecessary
highly toxic regimens®.

Gemcitabine is the preferred compamion of nab-paclitaxel, another systemic therapy used as the
first or second line in the advanced setting®. The AFUGEM study suggested that 5-FU could be
equivalent to gemcitabine in association with nab-paclitaxel highlighting the need of
gemcitabine/5-FU predictive biomarkers'. Furthermore, there is to date no upfront comparison
of modified FOLFIRINOX and gemcitabine-nabpaciitaxel. It could be proposed that patients with
homologous recombination deficiency are to be treated with platinum salt while for the others a
gemcitabine efficacy predichive biomarker could help select the patents for the gematabine-
nabpaclitaxel regimen.

In addition, gemcitabine remains fo date the most effectve monotherapy in PDAC with an
estimated response rate of 10% to 23% in advanced patients™"" and is often used in patients unfit
for more aggressive therapies'". Mostly based on gemcitabine metabolism, the association of
single gene biomarkers with the response o gemcitabine has been demonstrated both at the level
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of protein expression™ and genefic polymorphisms™ (reviewed in'). In particular, the nucleoside
transporter hENT 1 has been extensively studied and its protein expression was shown in multiple
studies to be associated with gemcitabine sensiivity in PDAC™"7'% 35 well as in other
malignancies™. The siratification of patients by hENT1 expression, however, is hindered by the
difficulty to robustly assess the protein’s expression given the high discrepancies between
available antibodies™.

Multi-gene signatures based on RNA expression measurements have been shown to prowvide
robust predictive tools in breast®'* and prostate® cancer. In PDAC RNA signatures provide an
in-depth description of tumor phenotypes with robust prognostic and suggested predictive
value®*22,

The purpose of this study was to establish an RNA-based signature predictive of gemcitabine
sensitivity in PDAC relying on preclinical models, patient-denved primary cell cultures and
xenografts, with concomitant genome-wide RNA profiles and gemcitabine sensitivity analyses. A
robust statistical approach was then used to derive from these preclinical models a large-scale
multigene signature predictive of gemcitabine sensitivity. This signature was finally tested in a
monocentnic cohort and validated in a large multicentnic cohort of patients with resected PDAC.
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Material and methods

The Reporiing recommendations for tumor MARKer prognostic studies (REMARK) were
followed=.

In vitro models, chemo-sensitivity in primary cell cultures

Thirty-eight pnmary cell cuitures were denved from tumor samples as previously descnbed™#5.
Patients’ clinical data are detailed in Supplementary Table 1. Bnefly, fresh PDAC samples were
subcutaneously implanted in nude mice to generate patient derived xenografts (PDX). When PDX
were grown, primary cell cultures were derived from them. All patients were included under the
PaCaOmics clinical tnal (ClinicalTnals.gov: NCTD1692873) and tumor analyses were approved
by the Paoh-Calmettes hospital ethics committee following patient informed consent. Animal
expenments were approved by the local ethics commitiee and performed following the guidelines
of our center (CRCM).

In vitro chemo-sensitivity tests were performed by growing each primary cell culture in triplicates
with increasing concentrations of gemcitabine (from 0 to 1000 pmol/L) and measuring cell viability
after 72h with PrestoBlue reagent (for details see supplementary methods). Each expenment was
done in triplicate and repeated at least three times. The dose-response curve was defined by
comparing the T2h cell viability level at each concentration point to the control and fitting a sigmoid
using the GRmetrics package®. The Area Under this dose-response curve (AUC) and the
asymptotic or plateau effect (Einf) were used as prnmary measures of in wiro responses 1o
gemcitabine. Plateau effect (Einf) and median efficacy (EC50) were used as measures of efficacy
and potency respectively. The growth-corrected efficacy of gemcitabine on these primary cell
cultures measured the cytotoxic effect at the maximal concentration. The transcriptomic profiles
of these 38 primary cell cultures were obtained using standard PolyA ennchment and pair-end
illumina sequencing.

In vivo models, chemo-sensitivity in patient-derived xenografts (PDX)

Twelve patients were included in this study to denve PDX that were tested for drug chemo-
sensitivity. Patients’ clinical data are detailed in Supplementary Table 2. Each PDX corresponding
to one patient was inoculated into 60 nude NMRI mice. The first 16 PDX for each patient that
reached 200 mm3 were randomized for gemcitabine treatment (120 mg/kg every third day for four
administrations in the tail vein, n = 8) or vehicle (NaCl 0.9% n = 8). Chemotherapy sensitivity was
revealed by tumor growth monitoring between 51 and 155 days depending on tumor evolution.
Tumor size was measured with a Vemier caliper twice weekly, and the tumor volume was
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calculated with the eguation v = (lengthfwidth2)2. The transcrpiomic profiles of these 12 PDX
were obtained using standard PolyA ennchment and pair-end lllumina sequencing. Only human
transcripts (denved from cancerous cells and not from stroma) were analyzed in this study.

De novo gemcitabine sensitivity signature

The strategy used to denve the GemPred signature is outlined in Supplementary Figure 1 and
detailed in the supplementary matenal and method. In essence, a dimensionality reduction
method is used to derive RNA signatures defining candidate latent space from primary cell
cultures RNA profiles. The latent space that best distinguishes cell proliferation and in wivo
response to gemcitabine is selected and compared to PDX. Finally, a linear combination of both,
proliferation and sensitivity RNA signatures, is used to select a threshold that best discriminates
the pnmary cell cultures that are the most sensitive to gemcitabine (1.e. in which gemcitabine
induces the highest cytotoxicity). The identified RNA signatures (proliferation and response) can
be used on any genome-wide RNA profiling assay to project any new sample on each of these
spaces. This approach was shown to give highly robust results and to score samples
independently of technological considerations®

Patient cohorts of resected pancreatic adenocarcinoma

This study was approved by the institutional review board (2010/01NICB IRB:00003835) and
included two patients cohorts of consecutive and unselected patents that underwent curative
surgery for PDAC'2® Exclusion cntena were identical in both cohorts: preoperative
chemotherapy or chemoradiotherapy, macroscopically incomplete resection, histology other than
PDAC, and death due to postoperative complications within 30 days following surgery.

The first monocentnc cohort, referred to as the test cohort, included 86 pabents from a university
center with expertise in the management of PDAC (Erasme, Bruxelles). Archived tissue could not
be retneved for 19 patients, making 67 assessable patients. RNA was extracted from archived
specimens after manual macrodissection to ennch for neoplastic cells and profiled using
Affymetrix HG-U219 microarrays.

The second cohort referred to as the validation multicentric cohort, included 385 patients from
four French university centers with expertise in the management of PDAC. Archived tissue could
not be retrieved for 7 patients and adjuvant treatment was not known for 10 patients, leaving 368
assessable patients. RNA was exiracted from two cores of 1.5mm samples from tumor-ennched
zones of archived specimens and profiled using either Affymetnx HG- U219 microarrays or
Lexogen's (QuantSeq 3° RNA-sequencing.
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Each participating center maintains a prospecive PDAC database, including patient
demographics and chnical and pathological vanables. An aggregated clinical database was
created with siandardized chnicopathological vanables, including sex, age at diagnosis,
preoperative assessment of clinical disease stage, tumor stage according to the Union for
International Cancer Control, TNM classification, hisiologic grade, and relevant outcome
parameters inciuding Overall Survival (OS) and Disease-free Survival (DFS). DFS was not
evaluated for all patients.
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Results

Patient-derived model populations

Thirty-eight PDAC samples were used in this work to produce PDAC primary cell cultures, 16
from resected tumors and 22 from endoscopic ultrasound (EUS)-guided biopsy (clinical
characteristics in Supplementary Table 1). Gemcitabine in vitro response assays were performed
on the prmary cell cultures to determine thewr sensitivity using a dose-response approach.
Gemcitabine showed a wide range of in wiro response, measured by the plateau effect on cell
viability (Einf, median = 0.329; range [2.12e-8, 0.628]), as well as a wide range of potency (EC50,
median = 0.0169pM; range [1.0e-5, 0.755]), on the collection of primary cell cuitures. Twelve PDX
were also generated and the in wivo tumor sensitivity to gemcitabine was assessed. Eleven
tumors were obtamned from surgical biopsies and one from an EUS-guided biopsy (clinical
characteristics in Supplementary Table 2). Genome-wide RMA expression profiles were obtained
on the 38 primary cultures and 12 PDX using RNA sequencing.

In order to both evaluate our study design and to test the possibility to use predictive biomarkers
at the RNA-level, the association of the expression of genes previously linked with the in vitro
gemcitabine response was tested. hENT1 and CDA were the only genes associated with an in

vitro sensitivity (Supplementary Figure 2).

De novo RNA signatures of gemcitabine sensitivity with in vivo and in vitro models

Single-gene based biomarkers alone are insufficient to propose an effective stratification strategy
to select highly gemcitabine-responsive pabients®™. To define a robust multi-gene signature
predicting gemcitabine sensitivity, we apphed a procedure using the combination of in vitro
gemcitabine response, estimated with dose-response curves of cell viability (Figure 1a), and
whole-transcnptome profiling by RNA sequencing. Briefly, the strategy aims at the decomposition
of the pnmary cell culture transcniptomic dataset into a set of independent RNA signatures (1e.
components denved from an Independent Component Analysis) in which distinct signatures are
associated with in vitro gemcitabine response and with in vitro replication time as a measure of
proliferation. This approach applied to the 38 primary cell culture uncovered two distinct RNA
signatures, one associated with in vitro response to gemcitabine and one with in vitro proliferation
(Figure 1b). The first was estimated by the area under the dose-response Curve (AUC),
representing the overall in vilro response, as well as the plateau effect measunng the efficacy at
high dosage. Figures 1c and d illustrate the association between the gemcitabine in witro response
RNA signature and the dose-response curves. In 12 PDX with both, transcriptomic profies and
the effect of gemcitabine treatment on tumor growth (Figure 1e), the gemcitabine i wvitro
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sensitivity signature was significantly comelated to the gemcitabine versus control difference on
tumor growth (Pearson’s R= 0618, p =0.0319). Finally, to obtain a more generalizable signaiure,
we derived a linear combination of the proliferation and gemcitabine in wiro response signatures
in order to be able to differentiate the cytotoxic and cytostafic in witro response. The combined
signature was associated with the growth-comrected efficacy, [ e. an estimate of cylotoxicity at high
dosage. In association with a growih-comected dose-response analysis of gemcitabine efficacy in
vitro®, a 20% cut-off of the combined signatures was identified as the threshold which best
differentiated the group of pnmary cell culture in which gemcitabine had the highest cytotoxic
efficacy (as opposed the cytostatic effect), thereby defining a subtype entitied GemPred+ (Figure
1f).

Evaluation of the GemPred signature in a test cohort

The GemPred signature was first assessed in a monocentnc test cohort of patients from the
Erasme Hospital in Bruxelles (Belgium). A total of 67 assessable patients were included, all have
had curative intent PDAC resection then 43 (64.2%) received a gemcitabine-based adjuvant
treatment and 24 (35.8) did not (Figure 2a). There were no significant clinical differences between
the whole cohort of patients (n = 86) and the subset of assessable patients (n = 67) for which
RNA profiles were obtained (Supplementary Table 3). Patients that did nol receive adjuvant
gemcitabine were older but overall had similar characlenstics (Figure 2b). The median follow-up
was 72.1 months (95% CI: 33.2-not reached) and the median OS 21.0 months (95% CI: 16.4-
26.8). Of the 43 patients that received gemcitabine, 7 (16%) were identified as GemPred+. The
median OS was not reached for this group and the 5-year survival rate was 85.7% (95% CI: 63.3-
100). The GemPred- patients treated by gemcitabine had a median OS rate of 24.3 months (95%
Cl: 17.9-42 5) and a 5-year survival rate of 18.5% (95% Ci: 8.02-42 8) (Figure 2c). There was no
significant difference between the GemPred+ (n = 6) and GemPred- (n = 18) subgroups among
the patients that did not receive adjuvant gemcitabine (Supplementary Figure 3).

Evaluation of the GemPred signature in a validation cohort

The GemFred signature was then assessed in a multicentric validation cohort of patients from
four chinical centers in the Pans region (France). A total of 368 assessable patients were included,
all of them had curative intent PDAC resection then 203 (55.2%) received a gemcitabine-based
adjuvant treatment and 165 (44 8%) did not (Figure 3a). There were no significant clinical
differences between the whole cohort of patients (n = 285) and the subset of assessable patients
{n = 368) for which RNA profiles were obtained (Supplementary Table 4). Patients that did not

89

Pa



Annals of Oncology

receive adjuvant gemcitabine were older, had less often positive lymph nodes and less frequent
positive resection margins (Figure 3b). The median follow-up was 72 months (95% Cl: 62.2-99 5)
and the median OS was 332 months (95% CI: 30-36.1). Of the 203 patients that received
gemcitabine, 34 (17%) were identified as GemPred+. These patients had a median OS5 of 91.3
months (95% CI: 61.2-not reached) and a 71.3% 5-year survival rate (95% Cl: 56.2-90.4), while
the 169 GemFred- patients had a median O3S rate of 33 months (95% Cl: 24-35 2) and a 5-year
survival rate of 31.3% (95% CI: 24.1-40.8) (Figure 3c). Among patients that received adjuvant
gemcitabine, GemPred+ patients had significantly higher OS than GemPred- (HR 0.403, 95% CI:
0.221-0.735, p = 0.0022). There was no difference between the GemPred+ and GemPred-
subgroups among the patients that did not receive adjuvant gemcitabine nor between the
GemPred- patients that did and did not receive adjuvant gemcitabine (Supplementary Figure 4).

Evaluation of the interaction between the GemPred signature and adjuvant gemcitabine
To increase statistical power and improve the relevance of multivanate analyses, the two cohorts
were pooled resulting in a cohort of 435 patients, among which 246 (57%) have received adjuvant
gemcitabine. Simultaneously stratifying by adjuvant gemcitabine and by the gemcitabine
sensitivity signature GemPred resulted in four groups (Figure 4a). GemPred- with (n = 205) or
without (n = 145) adjuvant gemcitabine had respectively a median OS of 31.7 and 23.7 months
(95% CI: 24-34.2 and 18.4-34.9) as well as a 29.1% and 27.1% 5-year survival rate (95% CI:
22.6-37 5 and 20 5-35 9), GemPred+ without adjuvant gemcitabine (n = 44) had a median OS of
31.4 months (95% CI: 21-43.1) and a 26 7% 5-year survival rate (95% Cl: 15.4-46 3) while the
GemPred+ subgroup of patients who received gemcitabine (n = 41) had a median OS of 91.3
months (95% CI: 63.1-not reached) and a 72.5% 5-year sunaval rate (95% Cl: 58.5-89.8).
Disease-free survival showed similar results (Figure 4b). Overall, the GemPred+ patients that
received adjuvant gemcitabine had significantly longer overall survival than any other subgroups
(Figure 4c¢). In a Cox proportional hazards regression model including an interaction term, a
significant interaction was found between adjuvant gemcitabine and the GemPred+ stratification
(HR 0.444, 95% CI: 0.219-0.901, p = 0.0245), indicating an effective predictor of response to
adjuvant gemcitabine (Figure 4d).

Multivariate analysis of the GemPred signature

A multivanate analysss of OS among patents that have received adjuvant gemcitabine in the
pooled cohort showed that GemPred+ was a predictor of overall survival independently of
clinicopathological features (Figure 5). The same result was obtained on disease-free survival

90



Annals of Oncology

(Supplementary Figure 5). Smilarly, the GemPred+ classification remained highly associated with
0S5 among patients that had received gemcitabine independently of the RNA levels of genes
previously described to be associated with response to gemcitabine, including DCK, hENT1 and
CDA (Supplementary Figure 6).

91



Annals of Oncology

Discussion

The practice of oncology confinually faces the challenge of maiching the nght therapeutic regimen
to the right individual, balancing risks with expected benefits to achieve the most favorable
outcome. Relying on tumor molecular profiles to personalize treatments is a major challenge in
oncology that until now, mostly focused on the identification of - often rare - actionable mutations.
The transcniptome, i1.e. the genome-wide quantification of RNA, has an frequently overiooked
potential to assess efficient phenotypic signatures as demonstrated by clinically implemented
assays of nsk stratifications such as PAM50?', MammaPrint*, Oncotype Dx Breast*' or Oncotype
Dx Colon*. More importantly than predicting recurrence risks, RNA may be expected to predict
the sensitivity to therapies with no specifically known targets, such as chemotherapy.

In this work, we present GemPred, an RNA-based whole transcriptome signature predicting
sensitivity to gemcitabine for patients with PDAC. The predictive value of the GemFred signature
to gemcitabine was first tested in a monocentric cohort then validated in a multicentric cohort. The
GemPred signature had a significant predictive value in the subgroup of patients who received
adjuvant gemcitabine and had no prognostic value in the subgroup of patients who did not.

In PDAC, actionable mutations can be identified in up to 30% of patients™** and result in
increased survival when matched therapies can be administered®. These studies, which include
RNA profiling for gene-fusion detection, demonstrate the feasibility of successfully profiling PDAC
biopsies to adopt or modify a course of treatment in a reasonable timeframe. The GemPred
signature takes advantage of genome-wide RNA profiles to stratify tumors into sensitive or
resistant to gemcitabine. An important point was that the genome-wide RNA profiles in this study
were obtained from routine FFPE samples with an overall low cost, supporting a wide application
of the GemPred signature. It should also be noted that while the signature was developed on
tumor cells, it performed well on more complex samples such as surgical specamens that have
abundant stroma suggesting that it will also work on biopsies.

Despite the use of more effective yet more toxic polychemotherapies, gemcitabine is still one of
the recommended monotherapy for PDAC*, one of the standard metastatic first-line regimens
combined with nab-paclitaxe®, and the backbone of most therapeutic combinations in
development®®_ The selection of the best option between a gemcitabine-based or non-
gemcitabine-based regimen is still often undetermined. For instance, in an adjuvant setting, it was
shown that bolus fluorouracil plus folinic acid had similar efficacy than gemcitabine, and one could
suggest that it i1s also true in advanced patients unfit for aggressive combinations®*'. Similarly, nab-
paciitaxel in metastatic patients was shown fo be effective with either 5-FU or gemcitabine™. The
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availability of a potent predictor of gemcitabine efficacy would allow to select the most relevant
regimen. The GemPred siratification 5 an RNA-based assay able to idenfify a subgroup of
GemPred+ patients who have a good chance to be cured with the use of adjuvant gemcitabine
with 76.1% three-year OS (Cl: 95% 62 8-92 2 n = 41). In comparison to the 63 4% three-year OS5
observed with mFOLFIRINOX®, GemPred+ pabenis may get a similar outcome with gemcitabine-
based regimens with lower toxicity profiles. It may be expected that with such a favorable benefit,
GemPred+ patients are better suited for less toxic gemcitabine-based regimens than for heavier
systemic freatments such as modified FOLFIRINOX. especially if they have no deficiency in the
homologous recombination DNA repair system. In these particular patients with GemPred+ and
homologous recombination, the gemcitabine-oxaliplatin might be a very efficient combination*2.
Despite a large number of patients and the absence of patient selection bias due to the selection
of all consecutive patients of all participating clinical centers, the main limitation of this work is the
retrospective nature of the cohoris_ It would be of high interest to assess the predictive value of
the GemPred signature in patients included in the PRODIGE24 phase 3 randomised tnal that
compared mFOLFIRINOX to gemcitabine in adjuvant®.

In addition, this work entails further investigations to expand its applicability. In particular, we
demonstrated the GemPred predictive value in an adjuvant setting, it is yet to be demonstrated
that it may be useful in a necadjuvant/induction context or for locally advanced/metastatic
patients. Simultaneous molecular profiling of PDAC prmary tumors and metastasis of the same
patients have shown their broad molecular similarity*>#, suggesting the GemPred stratification
could preserve its relevance in metastatic samples. Another imitation of this work is that it does
not evaluate the GemPred signature on gemcitabine used n combination with other drugs, in
particular with nab-paclitaxel. It was demonstrated that most combination therapies in oncology
lack drug synergy and benefit on a cohort level by benefiting different patient populations*®,
suggesting that the GemPred signature 15 hkely to be associated with the response to
gemcitabine-based therapeutic combinations.
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wE I I I I I I & p =0.0078
E, 3 — Wehicle controd o 1 =
o —  Gemeitabing g.ﬂ_ﬂ]
52| | £ DI E.
E 1 P B ﬁ ] ] ﬂ E-D'?S * ._ I_FH;I
éﬂ A, ﬁ pi g _ ﬁ,ﬂ{ﬂ}‘ %100 :
ST S pouogogogogogonogoET 3 3 other GemPred+

Time {in days]
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a 86 patients b

incheded Total wigem. wolgem. pvalue
Total &7 43 (B4 2%} 74 {35.6%)
Age 64 (sd. 10.7) B16{sd 10.2) 681 (sd 10.5) D.0187
1% no F 27 (40.3%} 18 (41.0%) B (37.5%) 0828
> mm;fe - M 40 (50.7%) 25 (58.1%) 15 (82 5%)
= 12 B (13.4%) 7 (16.3%) 2(68.33%) 0.588
W 3 52 (38.6%) 18 (83.7%) 77(81.7%)
7 naaiabie i 0 21 (31.3%) 15 (34.8%) B (25%) 0574
patients 1 46 (B8.7%) 28 (65.1%) 18 (75%)
e 53(33.1%) 37 (8a) 72 (81.7%) 0774
1 B {11.9%) B {14%) 2(8.33%)
1 15 [22.4%) 11 (25.6%) 4 (16.7%) 0251
_ 2 37 (55:2%) 25 {58.1%) 12 {50%)
\ i 3 15 (224%) 7 (16.3%) B(33.3%
m%nts Wi 24 patients with 4 0 {0%) 0 (0%} 0 {0%)
adjuvant no adjuvant

C Gemcitabine population
=
= 1.00 4
% GemPred+
S 075-
[ =9
£ o050
3
75 -
= 251 GamPred-
= Log-rank
a
> d p=0.045
O 0.00 .

1
0 12 24 36 45 &0
Time {in months)

Mumiber at risk
— 3 28 14 g 4 4
[ 5 4 2 2
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a T h Total wigem wolgem p-value
385 patients Total 363 203 [55.2%) 185 (44.8%)
included Age B31{sd 101)  Ai(sd. 971}  &55(sd 000}  17es
- F 168 (45.0%) O (47.3%) 73 {#4.2%) 063z
M 108 {54.1%) 107 {52.7%) B2 {55.8%)
AF B8 (17.6%) 4 [16.7%) 32 {19.4%) 0312
1T excluded Centre gj 148 (40.2%) 7B (38.4%) 70 {42.4%)
* 7 Noanalyzable PS5 B4 (17.4%) 42 {20.7%) 22 {13.3%)
¥ tumeor tizsue St4 B0 [24.5%) 40 {24.1%) 41 {24.8%)
* 10 treatment = 12 B7 (18.2%) 32 (15.8%) 35 {21.2%) 0,228
uriknown 3 301 (B1.3%) 171 (84.2%) 130 (78.8%)
= o B2 (25%) 41 {20.2%) 51 {30.9%) 0,025t
1 276 (T5%) 182 {79.8%) 114 (89.1%)
o 287 (TE%) 150 {73.0%) 137 (B3%)} 00188
368 assessable Resection 1 78 (20.7%) B2 (25.8%) 24 (14.5%)
patients Unk. 5 {1.36%) 1{0.483%) 4 (2.42%)
1 170 {46.2%) BO {43.8%) B (45.1%) 0475
- 2 135 [36.7%) 76 [38.4%) 57 {34.5%)
: 2 43(13.3%) 30 {14.8%) 10 {11.5%)
4 14 {3.8%) 3 (2 B6%) B (4.55%)
203 panemns 105 panents
with adjuvant with no adjuvant
gemcitabine mcitabine
C
Gemcitabine population
= 1.00 A
=
-] GemPreg+
£ 075
[= 8
£ o050 -
c
-
= B:25 9 Log-rank GemPred-
q’ -
5 E-UU i ? ﬂ-mliz L} L} L] L]
i 12 24 36 48 &0
Time (in months)
Number at nsk
=] 133 a2 46 36 26
— 34 32 27 5 17 13
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Pooled cohort

(81 DFS
d 1.004 £1.004
o
- GemPred+ wigem g
= [0.75 20754
' L8
'_E: 0.501 - GemPred gn-m
= h-l._ @
g : “whaars 2
@ 0259 $n_25-
g
0.00- 000+
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 &0
Time {in months) Time (in months)
Mumber at risk MNumber at sk
.- w145 107 66 49 36 29 141 B9 49 33 25 21
GemPred- wigem == 205 161 56 g4 40 30 185 107 47 I8 30 28
- A4 32 23 14 9 i 42 23 15 10 9 8
GemPred+ wigem = 41 Iy 31 2 19 15 41 32 26 19 16 12
c
reference Versus Log-rank HR
p-value (95% CI)
GemPred+ wigem Other 497355 0333
(n=41) [n=354) ; (0.191-0.582)
GemPred+ wigem o 0.348
(n=41) (n=44) b (0.18-0.673]
GamPred+ wigem GemPred- wigem 21204 0.355
in=41) {n=205) (0.2-0.629)
Gemcitabine - (n=189) ref. =
0809 i
+(n=248) (0625 - 1.048) — 0.1082
GemPred -{n=3s50) ref -|—
" +(n=B5) (0539 -1.238) G I i
emi 'E.d : +2+ in=41) 0444 ! ! D.0245*
* gemcitabine = (0.219 - 0.901) .7 5
0.2 04 06 0B 1 12
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Pooled cohort

Variables

Sex

Centre

Resection
margin

Differentiation

GemPred

Modality (n)

F (n=114)
M (n=132)
AP.(n=34)
B. {n=78)

E (n=43)
P.S. (n=42)
SLA {n=49)
RO (n=167)
R (n=58)
T142 (n=39)
T3 {n=207)
NO (n=56)
N1 (n=190)
1 (n=100)

2 (n=103)

3 (n=37)

4 (=5}

- (n=205)
+{n=41)

Annals of Oncology

HR (95% Cl}

ref.
1.019

(0.711 - 1.459)
ref.

1.064
(0.395 - 1.904)

1513

(1.007 - 3.635)
1.511

(D.767 - 2.980)
1.152

(0637 - 2.085)
ref.

1.755
(1.164 - 2.644)

ref.

0.719

(0452 - 1.145)
ref.

1.628

(1.034 - 2.562)
ref.

1.001

(0.665 - 1.507)
1405

(0.827 - 2.390)

1.907
(0.663 - 5.485)
ref

0.287 i
(0215 - 0.697) i

02

0.5

_Hi
_|_
_|_

Aot

—

_|_
_|_

p-value

09203
08348
00477 *

0233
06402

00072 **

01652

00354 *

0.9945

0.2089

0.2309

00015 ™
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SERMENT D'HIPPOCRATE

Au moment d'étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure
d'étre fidéle aux lois de I'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la
santé dans tous ses eléments, physiques et mentaux, individueis et
socCiaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans
aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions. Jinterviendrai
pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans
leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas
usage de mes connaissances contre les lois de I'humanité.

Yinformerai les patients des décisions envisagees, de leurs raisons et de
leurs conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n'exploiterai pas le pouvoir hérité
des circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je
ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la
gloire.

Admis(e) dans lI'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront
confiés. Recu(e) a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des
foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas
abusivement les agonies. Je ne provoquerail jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance neécessaire a |'accomplissement de ma
mission. Je n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui
me seront demandes.

Japporterai mon aide a mes confréres ainsi qu'a leurs familles dans
I'adversité.

Que les hommes et mes confréres m'accordent leur estime si je suis fidéle
a mes promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.

Do N.l:lr:';;u nEs Mimacirs
Cienweil Matiomal de I'indie
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