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Psychiatrie d’adultes ; addictologie
Oto-rhino-laryngologie

Biochimie et biologie moléculaire

Médecine d'urgence

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement,
médecine générale, addictologie

Maladies infectieuses ; maladies tropicales
Pneumologie ; addictologie

Chirurgie viscérale et digestive
Neurochirurgie

Immunologie

Chirurgie viscérale et digestive

Chirurgie thoracique et cardiovasculaire

Biologie et Médecine du développement et de la
reproduction ; gynécologie médicale
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YCHOU Marc

Gynécologie-obstétrique ; gynécologie médicale
Médecine physique et de réadaptation

Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement,
médecine générale, addictologie

Médecine intensive-réanimation

Thérapeutique ; médecine d’'urgence ; addictologie
Biophysique et médecine nucléaire

Neurologie

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie
Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Biochimie et Biologie moléculaire

Chirurgie thoracique et cardiovasculaire
Physiologie

Cardiologie

Oto-rhino-laryngologie

Pédiatrie

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie

Biologie cellulaire

Chirurgie vasculaire ; médecine vasculaire (option médecine
vasculaire)

Endocrinologie, diabéete et maladies métaboliques ; gynécologie
médicale

Maladies infectieuses, maladies tropicales
Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Cancérologie ; radiothérapie

Maladies infectieuses ; maladies tropicales

Radiologie et imagerie médicale

Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere

Cancérologie ; radiothérapie
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PU-PH de 1" classe
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ASSENAT Eric
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BEREGI Jean-Paul
BLANC Pierre
BORIE Frédéric
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CAPTIER Guillaume
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CORBEAU Pierre
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COULET Bertrand
CYTEVAL Catherine
DADURE Christophe
DAUVILLIERS Yves
DE TAYRAC Renaud
DE VOS John

DEMARIA Roland

Hématologie ; transfusion

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie
Nutrition

Cancérologie ; radiothérapie

Pédopsychiatrie ; addictologie

Radiologie et imagerie médicale
Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie
Chirurgie viscérale et digestive
Gynécologie-obstétrique ; gynécologie médicale
Pédiatrie

Neurologie

Anatomie

Anatomie

Hématologie ; transfusion

Cardiologie

Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Immunologie

Anatomie et cytologie pathologiques

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Radiologie et imagerie médicale
Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Physiologie

Gynécologie-obstétrique, gynécologie médicale
Histologie, embryologie et cytogénétique

Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
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Dermatologie - vénéréologie
Urologie
Neurologie

Médecine physique et de réadaptation

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement,
médecine générale, addictologie

Oto-rhino-laryngologie

Geénétique

Physiologie

Médecine intensive-réanimation
Génétique

Médecine physique et de réadaptation
Histologie, embryologie et cytogénétique
Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere
Maladies infectieuses ; maladies tropicales
Cardiologie

Biochimie et biologie moléculaire
Biophysique et médecine nucléaire
Physiologie

Dermato-vénéréologie

Rhumatologie

Chirurgie viscérale et digestive

Chirurgie viscérale et digestive

Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ;
addictologie

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement,
médecine générale, addictologie

Anatomie
Pneumologie ; addictologie

Pédopsychiatrie ; addictologie
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PU-PH de 2eme classe
BOURDIN Arnaud
CANAUD Ludovic
CAPDEVIELLE Delphine
CLARET Pierre-Géraud
COLOMBO Pierre-Emmanuel
COSTALAT Vincent
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DAIEN Vincent
DORANDEU Anne
FAILLIE Jean-Luc
FUCHS Florent
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GUILLAUME Sébastien
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GUIU Boris

HERLIN Christian
HOUEDE Nadine
JACOT William

JUNG Boris

KALFA Nicolas

Geénétique
Pédiatrie

Radiologie et imagerie médicale

Pneumologie ; addictologie

Chirurgie vasculaire ; médecine vasculaire (option chirurgie
vasculaire)

Psychiatrie d'Adultes ; addictologie

Médecine d'urgence

Cancérologie ; radiothérapie

Radiologie et imagerie médicale
Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Ophtalmologie

Médecine Iégale et droit de la santé

Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ;
addictologie

Gynécologie-obstétrique ; gynécologie médicale
Neurologie

Rhumatologie

Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere

Psychiatrie d’adultes ; addictologie

Médecine Interne, gériatrie et biologie du vieillissement;
addictologie

Radiologie et imagerie médicale

Chirurgie plastique, reconstructrice et esthétique, brulologie
Cancérologie ; radiothérapie

Cancérologie ; Radiothérapie

Médecine intensive-réanimation

Chirurgie infantile
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KOUYOUMDJIAN Pascal

LACHAUD Laurence

LALLEMANT Benjamin

LE QUINTREC DONNETTE Moglie

LETOUZEY Vincent

LONJON Nicolas

LOPEZ CASTROMAN Jorge

LUKAS Cédric
MAURY Philippe
MILLET Ingrid
MORANNE Olivier
MURA Thibault
NAGOT Nicolas
PANARO Fabrizio
PARIS Frangoise
PASQUIE Jean-Luc
PELLESTOR Franck
PEREZ MARTIN Antonia
POUDEROUX Philippe
RIGAU Valérie

RIVIER Francgois
ROGER Pascal
ROSSI Jean Francois
ROUBILLE Francgois
SEBBANE Mustapha
SIRVENT Nicolas

SOLASSOL Jéréme

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Parasitologie et mycologie
Oto-rhino-laryngologie

Néphrologie

Gynécologie-obstétrique ; gynécologie médicale
Neurochirurgie

Psychiatrie d'Adultes ; addictologie
Rhumatologie

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Radiologie et imagerie médicale

Néphrologie

Biostatistiques, informatique médicale et technologies de la
communication
Biostatistiques, informatique médicale et technologies de la
communication

Chirurgie viscérale et digestive

Biologie et médecine du développement et de la reproduction ;
gynécologie médicale

Cardiologie

Histologie, embryologie et cytogénétique

Chirurgie vasculaire ; médecine vasculaire (option médecine
vasculaire)

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie
Anatomie et cytologie pathologiques
Pédiatrie

Anatomie et cytologie pathologiques
Hématologie ; transfusion

Cardiologie

Médecine d'urgence

Pédiatrie

Biologie cellulaire
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STOEBNER Pierre Dermato-vénéréologie
SULTAN Ariane Nutrition
THOUVENOT Eric Neurologie

THURET Rodolphe Urologie

VENAIL Frédéric Oto-rhino-laryngologie
VILLAIN Max Ophtalmologie

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement,

VIHCENT Dets médecine générale, addictologie

VINCENT Thierry Immunologie

WOJTUSCISZYN Anne Endocrinologie-diabétologie-nutrition

PROFESSEURS DES UNIVERSITES

1" classe :

COLINGE Jacques (Cancérologie, Signalisation cellulaire et systémes complexes)

2éme classe ;
LAOUDJ CHENIVESSE Dalila (Biochimie et biologie moléculaire)

VISIER Laurent (Sociologie, démographie)

PROFESSEURS DES UNIVERSITES - Médecine générale
lre classe ;

LAMBERT Philippe

2éme classe ;
AMOUYAL Michel

10



Université de Montpellier
’ FacuLTE
iy M EDECINE

I'Wlm Montpellier-Nimes \’
PROFESSEURS ASSOCIES - Médecine Générale b

CLARY Bernard

DAVID Michel

GARCIA Marc

PROFESSEURS ASSOCIES - Médecine
BESSIS Didier (Dermato-vénéréologie)
MEUNIER Isabelle (Ophtalmologie)
MULLER Laurent (Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire)
PERRIGAULT Pierre-Francois (Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire)
QUANTIN Xavier (Pneumologie)

ROUBERTIE Agathe (Pédiatrie)

VIEL Eric (Soins palliatifs et traitement de la douleur)

Maitres de Conférences des Universités - Praticiens Hospitaliers

MCU-PH Hors classe
BADIOU Stéphanie
BOULLE Nathalie
CACHEUX-RATABOUL Valére
CARRIERE Christian
CHARACHON Sylvie
FABBRO-PERAY Pascale
GIANSILY-BLAIZOT Muriel
HILLAIRE-BUYS Dominique
PUJOL Joseph

RICHARD Bruno

RISPAIL Philippe

SEGONDY Michel

Biochimie et biologie moléculaire

Biologie cellulaire

Geénétique

Bactériologie-virologie ; hygiene hospitaliere
Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere
Epidémiologie, économie de la santé et prévention

Hématologie ; transfusion

Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ;
addictologie

Anatomie
Médecine palliative
Parasitologie et mycologie

Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere
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MCU-PH de 1" classe

BERTRAND Martin
BOUDOUSQ Vincent
BOURGIER Céline

BRET Caroline

COSSEE Mireille
GIRARDET-BESSIS Anne
LAVIGNE Géraldine
LESAGE Francois-Xavier

MATHIEU Olivier

MENJOT de CHAMPFLEUR Nicolas

MOUZAT Kévin

OLIE Emilie
PANABIERES Catherine
PHILIBERT Pascal
RAVEL Christophe
SCHUSTER-BECK Iris
STERKERS Yvon
THEVENIN-RENE Céline

TUAILLON Edouard

MCU-PH de 2°™ classe

CHIRIAC Anca
DE JONG Audrey
DU THANH Aurélie

GOUZI Fares

Anatomie

Biophysique et médecine nucléaire
Cancérologie ; Radiothérapie
Hématologie biologique

Génétique

Biochimie et biologie moléculaire
Hématologie ; transfusion

Médecine et Santé au Travail

Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ;
addictologie

Radiologie et imagerie médicale
Biochimie et biologie moléculaire
Psychiatrie d'adultes ; addictologie

Biologie cellulaire

Biologie et médecine du développement et de la reproduction ;
gynécologie médicale

Parasitologie et mycologie
Physiologie

Parasitologie et mycologie
Immunologie

Bactériologie-virologie ; hygiéne hospitaliere

Immunologie
Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
Dermato-vénéréologie

Physiologie
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HERRERO Astrid Chirurgie viscérale et digestive

JEZIORSKI Eric Pédiatrie

KUSTER Nils Biochimie et biologie moléculaire
MAKINSON Alain Maladies infectieuses, Maladies tropicales
PANTEL Alix Bactérologie-virologie ; hygieéne hospitaliere
PERS Yves-Marie Thérapeutique; addictologie

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement ;

ROUBILLE Camille addictologie

SZABLEWSKY Anatomie et cytologie pathologiques

Maitres de Conférences des Universités - Médecine Générale

MCU-MG de 1" classe

COSTA David

MCU-MG de 2™ classe

FOLCO-LOGNOS Béatrice

OUDE ENGBERINK Agnés

Maitres de Conférences associés - Médecine Générale
LOPEZ Antonio
MILLION Elodie
PAVAGEAU Sylvain
REBOUL Marie-Catherin2

SERAYET Philippe
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Praticiens Hospitaliers Universitaires

BARATEAU Lucie

BASTIDE Sophie

DAIEN Claire

GATINOIS Vincent

GOULABCHAND Radjiv

LATTUCA Benoit

MIOT Stéphanie

PINETON DE CHAMBRUN Guillaume

SOUCHE Frangois-Régis

Physiologie
Epidémiologie, économie de la santé et prévention
Rhumatologie

Histologie, embryologie et cytogénétique

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement ;
addictologie

Cardiologie

Médecine interne ; gériatrie et biologie du vieillissement ;
addictologie

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie

Chirurgie viscérale et digestive
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Préambule

A l'occasion de mon internat en DES d’oncologie médicale, j’ai eu la chance de
pouvoir réaliser un stage en biologie moléculaire, dans le laboratoire des tumeurs
solides du CHU de Montpellier, a I'hopital Arnaud de Villeneuve. Ce choix était
guidé par plusieurs motivations ; celle de s’éloigner un peu de la clinique pour
revenir a une base plus scientifique, toucher un peu du doigt le secteur de la
Recherche, et découvrir I'environnement du laboratoire, le tout en restant dans un
domaine en lien avec ma spécialité d’origine.

Pourquoi pas un stage en biologie moléculaire a I'éere du développement des
thérapeutiques dites « ciblées » et de la recherche de biomarqueurs, notamment
génétiques ?

En effet, connaitre le profil moléculaire d’'une tumeur est devenu indispensable
pour certaines pathologies cancéreuses afin de proposer aux patients des thérapies
ciblées adaptées au profil de leur tumeur, mais également pour comprendre le
comportement des cellules tumorales, les phénomenes qui régissent leur
développement, la réponse aux traitements et les éventuelles résistances qu’elles
peuvent développer.

C’est ce que j'ai pu approfondir lors de mon court passage dans ce laboratoire, en
parallele de la découverte de différentes techniques utilisées pour établir ces profils
moléculaires, notamment ce que |'on appelle communément le Next

Generation Sequencing.

Ce stage m’a réellement ouvert I'acces a un univers différent qu’est celui du
laboratoire, avec une organisation, des regles et contraintes qui lui sont propres
mais également avec un champ de possibilité infinie en lien étroit avec la recherche.
C’est tout naturellement dans ce contexte et parce que ce domaine est en lien

direct avec la spécialité oncologique que le sujet de ma these s’est dessiné.
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I-INTRODUCTION

1-Le cancer en général

Epidémiologie

Le cancer est une cause majeure de morbidité et de mortalité. Sur la planéte dans
son ensemble, il a été responsable en 2012 de 14 millions de nouveaux cas et de 8
millions de déces.

En 2018, le nombre de nouveaux cas dans le monde était estimé a 18,1 millions et
celui des déces par cancer de 9,6 millions. Tous sexes confondus, le cancer du
poumon reste le plus diagnostiqué (environ 12% des cancers) ainsi que le plus
mortel (18% des décés par cancer). Le cancer colorectal est au 4%™¢ rang des
incidences (6,1%) derriere le cancer du sein chez la femme (11.6%) et le cancer de
la prostate (7,1%) chez 'homme (1).

En France, 'institut national du cancer (INCa) publie chaque année les principales
données du cancer en France en termes d’épidémiologie, prévention, dépistage,
soins, ou encore de recherche.

Les données d’incidences viennent du registre francais des cancers FRANCIM (18%
de la population) et les données de mortalités sont fournies par I'INSERM.

En France, le cancer constitue la 1" cause de mortalité devant les maladies cardio-
vasculaires. L'incidence des cancers, qui augmentait depuis les années 1980 est en
diminution depuis 2005 chez I'homme et s’est stabilisée chez la femme sauf dans
le cas du cancer du poumon.

En 2018, le nombre de nouveaux cas de cancers toutes localisations cancéreuses
confondues en France métropolitaine est estimé a 382 000 (204 600 chez ’lhomme
et 177 400 chez la femme). Le nombre de décés par cancer est estimé a 157 400,
dont 89 600 chez 'homme et 67 800 chez la femme (2).

Le cancer de la prostate reste de loin le cancer le plus fréguent chez 'lhomme
(50 430 nouveaux cas estimés en 2015), devant le cancer du poumon et le cancer

colorectal (46 363 et 43 336 cas estimés respectivement en 2018).
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Chez la femme, le cancer du sein se situe en téte (58 459 cas estimés en 2018),
devant le cancer colorectal (20 120 cas) et le cancer du poumon (15 132 cas).

En termes de mortalité, le cancer du poumon se situe au premier rang chez
I"'hnomme (33 117 décés en 2018), devant le cancer colorectal (17 117 déces) et le
cancer de la prostate (8 115 déces). Chez la femme, le cancer du sein est la
premiére cause de déces par cancer (12 146 déces), devant le cancer du poumon

(10 356 déces) et le cancer colorectal (7 908 déces).

Ainsi, 'augmentation du nombre de déces est de 6 % chez I’lhomme sur la période
1990-2018 (84 400 et 89 600 respectivement) et de 26 % chez la femme (54 000 et
67 800). Cette augmentation s’explique par I'augmentation de la population et le
vieillissement, tandis que la part des décés attribuable au cancer lui-méme est en

recul de -54 % chez ’lhomme et -25 % chez la femme (3).

Cancérogenese et hétérogénéité tumorale

a. Cancérogénese

La cancérogenese désigne 'ensemble des événements qui conduisent a la
transformation d'un tissu physiologique (normal) en tissu tumoral.

En permanence, a I'état physiologique, nos cellules sont le lieu d’une régulation
entre des protéines activatrices et inhibitrices de la croissance cellulaire. Le cancer
résulte d’'un échappement aux mécanismes de régulation de cette homéostasie
tissulaire (prolifération, survie, différenciation), et de I'acquisition de propriétés
d’invasion locale et a distance.

On définit comme onco-protéine, une protéine dont I'activation va venir stimuler
le signal de prolifération cellulaire ; a I'inverse, une protéine onco-suppressive est
une protéine dont la perte d’expression va constituer une levée de frein au signal
de prolifération cellulaire. Dans les deux cas, la résultante est un déséquilibre en

faveur de la croissance cellulaire.
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Le cancer est une maladie de L’ADN (acide désoxyribonucléique) dont le processus
est multi-étape et peut se dérouler sur une période de temps assez longue
(plusieurs années a plusieurs dizaines d’années).

L'étude des modeles expérimentaux, animaux et cellulaires, a permis de définir
trois étapes clés dans le développement d’un cancer : (4,5)

. Une phase d’Initiation : par l'action d’un agent carcinogéne (physique,
chimique, viral) qui va entrainer la survenue d’une |ésion rapide, irréversible et

transmissible de I’ADN.

. Une phase de Promotion : par l'action de co-carcinogenes (ex: tabac,
alcool, facteurs hormonaux...) permettant la stabilisation de la Iésion initiale et
I"acquisition d’autres évenements (mutation de I'ADN, régulation épigénétique)

plus ou moins réversibles.

. Une phase de Progression : caractérisée par |'acquisition de capacités de
prolifération et de survie cellulaire, la perte de différenciation du tissu, le

développement de capacités d’invasion locales et de dissémination a distance.

Mutagenesis Homeostasis
Endogenous Sources

Industrial Natural ' Free ;
Chemical Carcinogens Depurination o (%, DNA Bolymerase

e e

IR

Unrepaired DNA Damage m:l‘ucleotldlo:.d
Mutations

Figure 1. Facteurs impliqués dans "accumulation de mutations dans la cellule
cancéreuse. (Source : Keith R. Loeb et Lawrence A. Loeb et al. Significance of

multiple mutations in cancer, Carcinogenesis)
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Ainsi, les cellules cancéreuses accumulent des anomalies génétiques multiples au
cours des divisions cellulaires. Le taux de mutation peut varier selon le type de
cancer et notamment de |'exposition a certains carcinogénes oU le nombre sera

plus élevé (cas du tabac et du cancer du poumon par exemple).

Les mutations qui jouent un role dans le développement sont regroupées sous le
terme de mutations motrices ou drivers oncogéniques et sont celles qui touchent
les proto-oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs, comme décrit
précédemment ; elles restent limitées en nombre.

Pour les autres mutations, plus fréquentes, elles sont le reflet de I'exposition aux
substances carcinogenes et de 'instabilité génétique tumorale.

C'est bien I'ensemble de ces altérations génétiques qui confere a la cellule ses
nouvelles propriétés dont I'objectif est la survie cellulaire et la progression
tumorale.

Dans les années 2000, les principales caractéristiques de la cellule cancéreuse
connues étaient leur capacité autocrine, l'insensibilité aux signaux de régulation
cellulaire, le processus invasif local et a distance, un potentiel réplicatif illimité, une
angiogenese, un échappement a l'apoptose (6).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUpPressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figure 2. Schéma illustrant les caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses.

(Source : Douglas Hanahan and Robert A. Weinberg, Hallmarks of cancer : The Next

Generation, Cell, 2011)
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Depuis les années 2011, d’autres caractéristiques ont pu étre décrites et ont
permis d’élargir le champ de connaissance et de traitement des cancers,
notamment les propriétés d’'induction d'un phénomene inflammatoire,
d’indépendance aux facteurs énergétiques, d’échappement au systeme
immunitaire (développement de I'immunothérapie), ou encore d’une instabilité
génomique a l'origine de I’hétérogénéité tumorale, phénomene bien décrit

aujourd’hui et indispensable a intégrer dans la prise en charge des cancers.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability i Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 3. Schéma illustrant la découverte des nouvelles propriétés des cellules
cancéreuses. (Source :_Douglas Hanahan and Robert A. Weinberg, Hallmarks of

cancer : The Next Generation, Cell, 2011)

b. Hétérogénéité tumorale

Les études génétiques sur les cancers, notamment les grands projets
collaboratifs autour du séquencage de I'’ADN tel que le Cancer Genome Atlas et
I'International Cancer Genome Consortium ont permis de mettre en évidence
une hétérogénéité inter-patients pour des tumeurs d’'un méme type histologique.
D’autre part, la caractérisation génétique de différents clones tumoraux chez un
méme patient est venue illustrer un autre type d’hétérogénéité : 'hétérogénéité

intra-tumorale. Celle-ci se divise elle-méme en deux sous-groupes : d’une part par
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I"hétérogénéité spatiale, lorsqu’elle survient sur différentes régions d’'une méme
tumeur ; d’autre part par I’hétérogénéité temporale lorsqu’elle survient entre la
tumeur primaire et les sites métastatiques ou de rechute tumorale (5).

C'est cette hétérogénéité tumorale quidonne tout son sens au terme
de médecine “personnalisée” et qui constitue un véritable défi pour I'oncologue
quand la simple biopsie diagnostique n’est plus a méme de dévoiler I'intégralité du

génome tumoral mais seulement celui d’un clone tumoral (7,8).

Inter-tumour
heterogeneity

-
N

Dominance of clone Mixed dominance

Dominance of clone

Figure 4. Schéma illustrant I'hétérogénéité inter et intra-tumorale. (Source :

Modeling of Inter- and Intra-Tumor Heterogeneity, Harvard, 2012)
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Intraty

Patient 2

Figure 5. Exemple d’hétérogénéité spatiale et temporale. (Source : Volgestein et al.,

Cancer Genome Landscape, Science)

Ainsi, le développement des thérapeutiques actuelles ne joue plus
uniguement sur le type histologique d’une tumeur mais bien sur des profils
génétiques tumoraux, dont la plupart sont caractérisés par I'activation anormale de
voies de signalisation aboutissant a la prolifération cellulaire. L’'ensemble de ces

thérapeutiques sont regroupées sous le terme de “thérapies ciblées”.

Oncogénétique constitutionnelle et somatique

a. Constitutionnelle

Les tests de génétique constitutionnelle (ou héréditaire) reposent sur I'étude du
patrimoine génétique d’un individu, transmissible a la descendance. Les altérations
génétiques constitutionnelles se retrouvent dans I'ensemble des cellules
de I'organisme ; c’est pourquoi, on les recherche le plus souvent a partir d’'une

prise de sang, sur I’ADN extrait des lymphocytes. L’ADN est donc de bonne qualité
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et non limité en quantité. L'information génétique ne varie pas au cours du temps
ou de la maladie.

Les altérations recherchées sont dans la plupart des cas homozygotes ou
hétérozygotes (le  mosaisme existe mais est beaucoup plus rare en
oncogénétique).

Ces tests peuvent étre réalisés avant la naissance (test prénatal) ou apres, a
n‘importe quel age (test postnatal).

Des regles de bonne pratique concernant I'utilisation de ces tests et I'information
a délivrer aux patients et a leur famille sont régies par la loi de bioéthique et
recommandées par I’Agence de biomédecine et la Haute autorité de santé.

En France, ces tests sont toujours effectués dans un cadre médical, aprés
consultation avec un généticien, permettant d’éclairer le patient et sa famille sur
I'intérét du test et sur les conséquences éventuelles de son résultat (risque pour la
descendance, suivi thérapeutique a mettre en place...). Seul le généticien est
habilité a rendre les résultats au patient testé. Les délais de rendu des résultats

peuvent aller d’'un mois a un an selon 'urgence (9).

Ces tests sont effectués dans 3 situations :

1-Le diagnostic de maladies génétiques (dont le diagnostic préimplantatoire) :

Un test génétique diagnostique est effectué en cas de symptomes évocateurs
d’une maladie génétique.

2-Le diagnostic de maladies pré-symptomatiques (tests prédictifs) :

Il existe des tests prédictifs en cancérologie, notamment proposés lorsqu’une
mutation a déja été identifiée dans la famille. Ces tests apportent une indication
concernant le risque de développer la maladie, mais en aucun cas une certitude :
les facteurs environnementaux et personnels contribuent largement a la survenue
d’un cancer, et les mutations génétiques recherchées lors de ces tests ne sont ni
nécessaires, ni suffisantes a I"apparition d’un cancer (un exemple est celui des
mutations BRCA1 et 2 qui prédisposent aux cancers du sein et de l'ovaire).

3-Les tests de pharmacogénétique :

34



La pharmacogénétique consiste a étudier les caractéristiques génétiques d’un
individu pour prédire la réponse de son organisme a un médicament : effets
secondaires, risques de surdosages, ou encore inefficacité (Exemple de la
recherche d’un déficit en DPD -Dihydropyrimidine Deshydrogénase- en cas de

traitement par 5-FU -5-Fluoro-uracile-).

b. Somatique :

Les tests de génétique somatique (non héréditaire) consistent a analyser le génome
des cellules cancéreuses pour détecter des mutations survenues spécifiquement
dans la tumeur et prédire la réponse a un traitement ciblé. On parle aussi de « test
compagnon ». lls sont réalisés a partir dune biopsie, d'une piece tumorale
ou d’une prise de sang pour les cancers hématopoiétiques.

La plupart du temps, le matériel extrait est, a I'inverse du constitutionnel, limité,
issu d’'un tissu hétérogene, et pouvant évoluer au cours du temps et sous la
pression médicamenteuse. Par ailleurs, les tissus sont souvent inclus en
paraffine ce qui peut altérer la qualité de ’ADN (liaisons covalentes ADN-histones,
formation d’adduits ADN-formaldéhyde ; liaisons covalentes ADN-protéines,
liaisons covalentes ADN-ADN, modifications de bases -ex : désaminations de
cytosines).

Le diagnostic ayant pour but I'administration ou non d’un traitement, le délai de
rendu des résultats doit étre court (si possible dans un délai de 10 jours apres

réception de I'échantillon).

Une étude observationnelle rétrospective francaise de Liévre et al (10) réalisée sur
375 patients au diagnostic de cancer colorectal métastatique en 2014, retrouvait
un délai moyen de 24.6 +/- 17,2 jours entre la demande de recherche de mutation
RAS/KRAS et I'obtention des résultats. La réduction de ce délai est donc un enjeu
important afin que ces patients puissent avoir un traitement adapté dans un délai

le plus court possible.
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Thérapies ciblées et biomargueurs

Depuis le début des années 2000, I'oncologie connait une révolution dans
le développement de nouvelles thérapeutiques dites « ciblées » possible grace aux
progrés technologiques qui permettent une meilleure compréhension des
interactions moléculaires a I'échelle de la cellule cancéreuse mais aussi la
fabrication de molécules complexes et hybrides. Ces thérapeutiques viennent
compléter un arsenal thérapeutique jusqu’alors limité, représenté essentiellement
par la classe des chimiothérapies conventionnelles (cytotoxiques) et pour

lesquelles le développement venait a s’essouffler.

Le terme « médecine de précision » fait référence a cette médecine qui repose sur
des traitements développés sur les bases d'une meilleure connaissance des
mécanismes biologiques conduisant a l|'apparition et au développement des
tumeurs. En outre, la médecine de précision a pour objectif de proposer au patient
un traitement adapté aux anomalies de sa tumeur. Elle repose actuellement sur
deux types de traitements, les thérapies ciblées et I'immunothérapie spécifique
(non développée ici).

En 2000, le trastuzumab a été la premiére thérapie ciblée a avoir I'autorisation de
mise sur le marché (AMM) dans le traitement des cancers du sein métastatiques
HER2 positifs (11).

Quinze ans plus tard, 43 thérapies ciblées étaient autorisées par les agences de
santé du médicament (EMA et ANSM) dans le traitement des cancers. Le
développement a été particulierement important ces derniéres années puisque 28
thérapies ciblées sur les 43 autorisées (65 %) l'ont été entre 2012 et 2015,
représentant sur cette période plus de 60 % des AMM initiales dans le traitement
du cancer (12).

Fin 2015, un médicament anticancéreux sur quatre appartient a la classe des
thérapies ciblées.

Actuellement, la prescription des thérapies ciblées est guidée, dans la mesure du
possible, par les caractéristiques moléculaires de la tumeur de chaque

patient (propriété a « cibler » la cellule cancéreuse). Des biomarqueurs peuvent
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étre associés (mais pas systématiquement) a ces traitements. lls permettent alors
de tester les patients afin d’identifier ceux qui sont porteurs (ou non porteurs)

d’une altération moléculaire.

Dans la plupart des cas, ces biomarqueurssont des anomalies moléculaires
survenues tres tot dans I'histoire naturelle de la tumeur. On parle ainsi d’addiction
oncogénique pour qualifier le fait que I'activité continue d’un seul oncogene puisse
parfois étre responsable de la survie anormale d’une cellule (ce sont les anomalies
« conductrices » ou driver évoquées précédemment). A I'inverse, lorsqu’une
aberration génétique n’est présente qu’en raison de l'instabilité génétique des
cellules tumorales mais ne contribue pas aux mécanismes de I'oncogenese, on

parle d’anomalies « passageres » (passenger) (13).

Les enjeux actuels sont donc autour de la recherche de biomarqueurs forts, avec
une spécificité importante pour les cellules cancéreusesou leur micro-

environnement afin de développer de nouvelles thérapies ciblées (14).

Par ailleurs, la meilleure connaissance des mécanismes d’échappement et de
résistance aux thérapies ciblées et I'enrichissement notable de cette classe
pharmacothérapeutique ont permis d’améliorer encore la prise en charge des
patients. Plusieurs thérapies ciblées sont désormais utilisées chez un méme
patient, de fagcon séquentielle ou concomitante, afin de contréler plus durablement

sa maladie (15).

Parmi les exemples phares de thérapies ciblées ayant révolutionné la prise en
charge de certains cancers avec des taux de réponse trés élevés (plus d’un patient
sur deux) en monothérapie, on retrouve :

- les thérapies ciblant des réarrangements du géne ALK ou encore les mutations du
gene de I” EGFR dans les adénocarcinomes du poumon (16).

- les thérapies ciblant la mutation du géne BRAF (position V600) dans les
mélanomes (17).

Actuellement, plus d’une vingtaine de mécanismes oncogéniques sont bloqués par

une ou plusieurs thérapies ciblées.
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Les thérapies ciblées disposant d’un biomarqueur associé a leur prescription sont indiquées par le symbole ('“)
THERAPIES CIBLEES

INHIBITEURS INTRACELLULAIRES INHIBITEURS EXTRACELLULAIRES
(PETITES MOLECULES) (BIOMEDICAMENTS)
Afatinib ** Cetuximab "
Axitinib Panitumumab *"
Osimertinib ®" (ATU de cohorte) Pertuzumab **
Bosutinib ™" Ramucirumab
Cabozantinib Trastuzumab *"
Ceritinib*" Trastuzumab emtansine *
Cobimetinib **
Crizotinib *"
Dabrafenib *"
Dasatinib *"
Erlotinib ™
Everolimus Aflibercept
Gefitinib ™" Bevacizumab
Ibrutinib Denosumab
Idelalisib
Imatinib *"
Lapatinib *
Lenvatinib
Nilotinib *"'
Nintedanib
Palbociclib (ATU de cohorte)
Pazopanib
Ponatinib **
Regorafenib
Ruxolitinib
Sonidégib
Sorafenib
Sunitinib

Temsirolimus
Trametinib *"
Vandetanib
Vemurafenib *
Vismodégib

Figure 6. Liste des 43 thérapies ciblées autorisées (AMM et ATU de cohorte) dans le
traitement du cancer fin 2015. (Source : Les thérapies ciblées dans le traitement du

cancer en 2015/Etat des lieux et enjeux, INCa, 2015)



THERAPIES CIBLEES

Mécanismes

oncogéniques Inhibiteurs intracellulaires Inhibiteurs extracellulaires
ALK crizotinib, ceritinib
BCR-ABL imatinib, bosutinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib
BTK ibrutinib
CDK palbociclib

imatinib, sunitinib, regorafenib
KIT (bosutinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib, sorafenib,
pazopanib, lenvatinib, cabozantinib)

EGFR erlotinib, gefinitib, afatinib, osimertinib (vandetanib) cetuximab, panitumumab
HEDGEHOG vismodegib
HER lapatinib (afatinib) ::i”nz‘i‘::":etr':fx:arzah
JAK ruxolitinib
MEK trametinib, cobimetinib
m-TOR temsirolimus, everolimus
PARP olaparib
imatinib, bosutinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib,
PDGFR sorafenib, sunitinib, regorafenib, pazopanib,
lenvatinib, nintedanib
PI3K idelalisib
BRAF vemurafenib, dabrafenib (sorafenib, regorafenib)
RANK denosumab

ponatinib, sunitinib, regorafenib, lenvatinib,

— vantedanib, cabozantinib
axitinib, sorafenib, sunitinib, pazopanib, nintedanib, bevacizumab. aflibercent
VEGF/VEGFR regorafenib lenvatinib, vantedanib, cabozantinib, . ! L
. ramucirumab
(ponatinib)
MET cabozantinib (crizotinib)
ROS1 crizotinib

Figure 7. Mécanismes oncogéniques inhibés par les thérapies ciblées en 2015.
(Source : Les thérapies ciblées dans le traitement du cancer en 2015/Etat des lieux

et enjeux, INCa, 2015)



Implications pour la recherche

a. Développement du séguencage a haut débit -

Next Generation Sequencing (NGS)

Depuis la connaissance du modele de cancérogénese, le nombre identifié
d’oncogénes et de génes suppresseurs de tumeurs n’a cessé d’augmenter avec
respectivement plus de 150 et plus de 40 génes a I'heure actuelle, tous cancers

confondus.

C'est en paralléle d’'une demande de plus en plus élargie non seulement en
nombres de patients mais également en termes de couverture génique, que les
techniques de séquencage ont d(se développer pour répondre aux besoins
quotidiens des cliniciens mais également de la recherche (18). Ajouté a cela, des
contraintes techniques liées a la qualité altérée des échantillons conservés dans le
formol (FFPE) et le besoin d’améliorer les techniques afin de pouvoir analyser ces
ADN dégradés. En effet, la taille des régions d’ADN a séquencer est généralement
trop longue quand il s’agit d’ADN fortement dégradé apres extraction du formol, ce

qui réduit la chance pour les patients de pouvoir bénéficier de ces analyses.

Les variants génétiques cliniguement pertinents ont donc largement augmentés
ces derniéres années, amenant a I'optimisation et au développement de nouvelles
méthodes permettant la détection non plus d’une simple mutation sur un gene
mais, simultanément, de multiples mutations sur de nombreux génes impliquées
dans les cancers.

En effet, les méthodes de séquencage conventionnelles de type Sanger
permettant une analyse gene par gene, laissent, peu a peu la place depuis les
années 2006 a des techniques beaucoup plus modernes regroupées sous le nom
de séquencage a haut débit ou Next Generation Sequencing (NGS). Ces nouvelles
techniques de séquencage permettent I'analyse simultanée de plusieurs centaines
a des milliers de régions d’intéréts (dits hotspot) parmi un PANEL de génes, et ce
sur plusieurs échantillons tumoraux (donc plusieurs patients) en une seule analyse

ou « run » (19).
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Ainsi, plusieurs techniques de séquencage a haut débit ont été développées en
oncologie telles que les techniques par amplicons et par capture, toutes deux
basées sur des panels de genes ou encore le Whole Genome Sequencing (WGS,

séquencage complet du génome).

e Exemple d’unetechnique conventionnelle: Le séguencage

par méthode de Sanger

Il s’agit d’'une méthode développée par Frederick Sanger et son équipe a la fin des
années 70. Le premier organisme biologique dont le génome a été séquencé en

1977 est le virus bactériophage $pX174 (20,21).

1. Amplification

Dans un 1" temps, I’ADN a séquencer doit étre amplifié. Un fois dénaturé, la région
d’ADN a séquencer est fixée d’une amorce ou primer (région complémentaire
connue au début de la région d’intérét) marquée. L’ADN avec son amorce est alors
dispersé dans 4 tubes a essai.

Dans chaque tube est ajouté I’ADN polymérase ainsi que les 4 désoxy-nuclétotides,
composants nécessaires a la fabrication du brin complémentaire.

Enfin, dans chacun des tubes, on ajoute un seul type de di-desoxy-nuclétotide
(ddNTP) : 1°" tube avec les ddATP, 2'¢Me tube avec ddTTP, 3™ tube avec ddCTP,
4€me tybe avec ddGTP.

2. Séguencage :

Pour  séquencer I'ADN, onutilise une  électrophorése  sur  gel
polyacrylamide. Chaque tube est déposé en haut du gel, sur une rangée qui lui est
propre. Les fragments d’ADN migrent du pole négatif au pole positif (en bas du
gel). Les brins les plus légers/courts, migrent le plus rapidement, formant des

bandes de long du gel d’électrophorése. A noter que le gel polyacrylamide est
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préféré au gel d’agarose pour son fort pouvoir résolutif puisqu’il permet de
distinguer des fragments différant d’une seule paire de base.

La séquence est ensuite lue de bas en haut, nucléotide par nucléotide, en
remontant le gel d’électrophorése; elle correspond a la séquence du brin

complémentaire de I’ADN a séquencer.

Aujourd’hui, il existe des séquenceurs automatiques capables de réaliser les
réactions de séquencage, puis de les lire. Les 4 types de ddNTP sont incorporés
dans un méme tube, marqué par un fluorochrome différent dont le spectre
d’émission est spécifique. Le séquenceur détecte la fluorescence sortant des
colonnes de chromatographie, repérant ainsi les fragments d'ADN et leur taille
précise. Une analyse spectrale va différencier les différents fluorochromes, associer
la base correspondante et donc définir la séquence nucléotidique du brin d’ADN
initial.

Les séquenceurs permettent de lire plusieurs centaines de nucléotides avec une

tres bonne qualité, jusqu'a 1000 pour les appareils les plus performants.

A AP
dCTP  dGTP  dATP dTTP
+ + + +
ddCTP ddGTP ddATP ddTTP

3 ATCGATCGAT &

o

: H H TN ~Template
g ll1lg pi ikl - Capilary
TAGC Primer o Lo
sl ke
Primer longation 1111111y toicn)
and chain -
termination ? -
s
dad il ol
Laser Detector
AT CGATCGATCG
\ \ \ I
| | 1\
| ‘ |
‘ “
l | Analysis
—

Figure 8. Principe du séquencage par Sanger. (Source : P. Zhang, H. Fernandes et

al., Pathobiology of Human Disease, 2014, Sanger (Coventional) Sequencing)

42



//\\ VAVAVA ,/\\/f\\ /p\\ //\\ y/\&/p\k ;/\\fﬁxfﬁb/\\ K-Ras (Q61L/+)

ACAGCAGGT‘CAAGAGGAGTAC

el ..,

ACAGCAGGTCAL\GAGGAGTAC

Figure 9. Exemple d’une mutation sur I’exon 3 du géne KRAS au niveau de I'acide
aminé en position 61, en Sanger.
(Source : https://horizondiscovery.com/en/products/diagnostic-reference-

standards/PIFs/KRAS-Q61L-Reference-Standard-50)

e Description de la  technique NGS par amplicons  sur

séquenceur lllumina

Cette technique a été validée par la plateforme de biologie moléculaire du CHU de
Montpellier avec création d’un panel intégrant les 16 genes recommandés par

INCa (22).

Il s’agit d’'un processus en 4 étapes: 3 étapes techniques et une analyse bio-

informatique.

1. Préparation des librairies :

Il s’agit de sélectionner I'ensemble des régions d’intérét a séquencer a l'aide
de primers/amorces spécifiques, de les amplifier par PCR puis d’ajouter des codes-
barres -ou barcodes- (pour identifier le patient) et des régions dites
« adaptateurs ».

Les adaptateurs sont formés de 2 parties ; une région de fixation de la polymérase

et une région complémentaire des « oligonucléotides », séquences d’ADN
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courtes fixées surla « FLOW Cell ». Une fois ces étapes terminées, les librairies sont
quantifiées (taux d’ADN suffisant) et normalisées avant d’étre poolées.

Avec le panel « TSCA » utilisé au CHU, il y a préparation d’une double librairie
correspondant aux deux brins sens ou Forward et anti-sens ou Reverse de I’ADN

afin de limiter les erreurs qui seraient dues a une altération de I’ADN par le formol.

2. Génération des clusters :

Il s’agit du procédé pendant lequel chaque fragment est isothermiquement
amplifié.

La FLOW CELL évoquée plus haut est une plaque vitrée composée de rangées,
chacune recouverte d’une surface arborant deux types d’oligonucléotides.

La 1% dimérisation est possible par I'un des 2 types d’oligonucléotide. Cet
oligonucléotide est complémentaire a I'adaptateur de I'un des deux brins d’ADN
(Forward ou Reverse). Une polymérase vient alors synthétiser le brin
complémentaire au brin hybridé. La synthese double brin est alors dénaturée et le
brin original est éliminé.

Le brin restant est ensuite cloné par une amplification en pont.

Dans ce procédé, le brin se recourbe est la région de I'adaptateur s’hybride avec le
second type d’oligonucléotides de la flow cell, formant ainsi un pont.

Une polymérase génére alors le brin complémentaire formant un pont double brin.
Ce pont est ensuite dénaturé, résultant en 2 simples brins — copies de la méme
molécule- fixés a la flow cell. Ce procédé est répété encore et encore, aboutissant
simultanément a I'amplification de tous les fragments d’ADN, représentés par
des millions de « CLUSTERS ».

Apres I"'amplification par pont, les brins Reverse sont éliminés, ne laissant que les

brins Forward.
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3. Séquencage par synthese :

Le séquencage débute avec I'extension de la 1% séquence correspondant au
primer pour produire le 1" « READ » (brin lu). Pour chaque cycle, des nucléotides
marqués par fluorescence sont incorporés un a un selon la séquence
complémentaire. A chaque intégration de nucléotide, les clusters (représentant
chacun un méme fragment amplifié) sont excités par une source lumineuse est une
fluorescence est émise permettant d’identifier la base nucléotidique : rouge pour

cytosine, bleue pour guanine, vert pour thymine, jaune pour adénine.

C'est le séquencage par synthése. Pour chaque cluster, les brins sont lus
simultanément. Ces centaines de millions de clusters sont également
analysés simultanément (on peut imaginer une sorte de photographie a

chaque émission de fluorescence, chaque zone représentant un cluster).

Aprés la réalisation du 1% « Read »; celui-ci est éliminé et le processus
recommence apres une synthése en pont pour obtenir et séquencer le brin

Reverse.

4, L’analyse bio-informatique des données :

Le séquencage haut débit va générer pour chaque brin séquencé des millions
de « reads ». Les reads sont appariés (F et R) et sont ensuite alignés sur un génome

de référence.

Ces données sont initialement sous la forme d’un fichier informatique associé a un
score de probabilité d’erreur pour chaque base (Fastqg). L'ensemble de ces données
estillisible en tant que tel, et cette masse de données est triée grace a des logiciels
spécifiques (pipeline) de bio-informatique. Le pipeline permet de générer une
interface lisible permettant 'interprétation des résultats du séquencage patient

par patient et gene par gene.
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Figure 10. lllustration des étapes du séquencage par synthése selon la technique

Illumina. (Source : http://www.biorigami.com/?p=2490)

Ces techniques de NGS représentent un avantage en termes de couverture
génique, de rapidité dans 'obtention de résultats pour un plus grand nombre
d’échantillons et I'acces potentiel a des « basket protocole ». Les panels de génes,
selon les techniques utilisées, peuvent également étre implémentés rapidement en
cas de nouvelles recommandations de I'HAS ou de nouvelles AMM pour des
thérapies ciblées (23).

Les inconvénients sont qu’elles reposent sur I'accés a du tissu frais ou inclus en
paraffine, que ce dernier est hétérogeéne, et que la cellule cancéreuse évolue au
cours du temps et sous la pression médicamenteuse (hétérogénéité intra-tumorale

spatiale et temporale).
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b. Développement des plateformes de biologie moléculaire, de panels de
génes et génération d’'un modéle de compte rendu de génétique

moléculaire par I'INCA.

En France, en 2006, I'Institut National du Cancer (INCa) a fondé un programme

national pour les analyses systématiques des mutations génétiques en routine. Ce
programme est basé sur I'établissement d'unréseau de 28 plateformes de
génétique moléculaire certifiées. Localisées dans les hopitaux publics, chaque
plateforme offre les tests génétiques pour les établissements privés comme publics
pour la zone géographique rattaché a la plateforme. Le but est de pouvoir assurer
I"accés pour tous les patients a ces tests génétiques et aux thérapies ciblées qui en
découlent, ainsi que de promulguer des guidelines pour ces analyses.
Afin d'accompagner les plateformes dans ces évolutions technologiques, I'Institut
a mis en place un soutien spécifique pour aider a la structuration des laboratoires
et au développement des compétences nouvelles nécessaires. Ces financements
ont permis le transfert vers le NGS d’une part significative de I'activité des
plateformes de génétique moléculaire a partir de 2015. En 2016, 83 000 patients
ont bénéficié d’un test pour I'accés a une thérapie ciblée et 35 000 tests ont été
réalisés par NGS (12). L'INCa est également responsable, par I'intermédiaire d’un
groupe indépendant d’experts, de I'implémentation en routine des nouveaux
biomarqueurs. Ainsi, une liste limitée, couvrant actuellement des biomarqueurs
sélectionnés sur un panel de 16 génes impliqués dans les cancers et relevant
d’un intérét en pratique cliniqgue pour plusieurs cancers solides, a été élaborée
pour identifier des altérations :

1. Enrapport avec la prescription d'un traitement ciblant directement ou

indirectement les genes
2. Qui prédisent la résistance a un traitement

3. Pour lesquelles une molécule a I'’étude dans un essai Clinique de phase |l ou

[l est disponible
4. Orientant le processus diagnostique

5. Orientant la stratégie de traitement du patient
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6. Permettant le suivi de la maladie résiduelle.

Panel tumeurs solides
Géne Exons / hotspots Transcrit de référence Molécule associée utilité clinique
AKT1 3 NM_001014431.1 AKT inhibitors essais clinigues
ALK 23424425 NM_004304.1 crizotinib, ALK inhibitors AcSé, essais cliniques
BRAF 11+15 NM_004333.4 vemurafenib, dabrafenib AMM
EGFR 18+19+20+21 NM_005228.3 anti EGFR AMM
ERBB2 (HER2) 20 NM_004448.2 trastuzumab, neratinib essais clinigues
ERBB4 E452K et R393W NM_005235.2 Afatinib essais dinigues
FGFR2 5252, N549, K659 NM_000141.4 FGFR inhibitors essais clinigues
FGFR3 \7;;?;)14 (R248 35240 el G3703 |\ 00142.4 FGFR inhibitors essals diniques
HRAS 24344 NM_005343.2 inhibiteurs de MEK essais diniques
KIT 8+9+11+13+17+18 NM_000222.2 imatinib AMM
KRAS 2+3+4 NM_033360.2 panitumumab et cetuximab | AMM
MAP2K1 (MEK1) 2 NM_002755.3 inhibiteurs de MEK essais dinigues

2 4+ 14 (de c.2942-63 en 5' a
MET 2 38220 6 34) 320 NM_001127500.1 crizotinib Acsé

nitumumab, MEK

NRAS 24344 NM_002524.3 mibitors, BRAF inhibitors | pré-AMM, essais cliniques
PDGFRA 12+14+18 NM_006206.4 imatinib AMM
PIK3CA 9+ 20 NM_006218.2 PI3K inhibitors essais clinigues

Figure 11. Listes de génes minimales a analyser dans le cadre d'un usage a visée

diagnostique  du  NGS  (février ~2016). (Source: http://lesdonnees.e-
cancer.fr/Themes/Soins/Les-tests-de-genetique-somatique/Les-tests-de-

genetique-somatique, INCa)

L'implémentation du NGS ciblé en routine clinique, ainsi que la multiplication des
programmes de screening moléculaire sur des panels plus larges développés dans
de nombreux centres, ont également amené l'Institut a élaborer et diffuser
une liste des essais cliniques ouverts dans les centres labellisés de phase
précoce (CLIP) ayant la présence/la recherche d’un biomarqueur donné comme
critere d’inclusion. L’objectif est de favoriser I'acces des patients concernés a ces

essais.

'utilisation de ces panels de génespermet donc de séquencer
simultanément des tumeurs de primitifs multiples dont les genes d’intéréts
peuvent se recouper ou étre totalement différents. Cela entraine souvent
I'identification de mutations dont la valeur clinique n’est pas connue, de méme que
I'effet de la présence de co-altérations moléculaires (2 mutations/autre ou
plus). Ainsi, I'Inca a émis en 2012 un 1°" modeéle de compte rendu de génétique

moléculaire, réactualisée en 2016 (24).
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Pour le rendu des résultats, il est recommandé d’indiquer le nom du gene, la
séqguence génomique de référence (code NM ), la description de la mutation et
I'altération protéique correspondante. Les résultats doivent étre donnés selon la
nomenclature HGVS.

Les techniques NGS fournissent une grande quantité d’informations qui doivent
étre hiérarchisées en fonction de leur niveau de validation clinique. Les mutations
actionnables ou ayant fait I'objet de prescription doivent étre mises en avant. Il est
proposé de hiérarchiser les résultats selon la classification UNCseq (Hayes et Kim,
2015) qui se résume ainsi (25) :

Classe 5 : variant actionnable

Classe  4: variant sans effet théranostique connu  mais avec un
effet potentiel activateur (oncogene) ou délétere

Classe 3 : variant sans effet connu dans la littérature. Des données de modélisation
peuvent orienter vers un effet de la mutation

Classe 2 : variant potentiellement neutre

Classe 1 : variant connu comme un polymorphisme constitutionnel.

Dans le cas du cancer colorectal, le rapport final du programme européen 2011 de
contréle qualité externe pour larecherche de mutation KRAS précise le point
suivant :

En cas de mutation KRAS, il est nécessaire d’établir I’association
mutation/résistance aux anticorps anti-EGFR et en cas d’absence de mutation, il
est nécessaire de préciser que le patient ne présente pas de résistance aux

anticorps anti-EGFR.
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Figure 12. Activité détaillée de génétique somatique par NGS en 2017. (Source :
http.//lesdonnees.e-cancer.fr/Themes/Soins/Les-tests-de-genetique-

somatique/Les-tests-de-genetique-somatique, INCa)
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IDENTIFICATION DU LABORATOIRE

Titre de I'examen

EXAMEN N : [code ou identifiant unique de Féchantillan par e laboratoire de génétigue somatique]

= Patient: Nom Prénom MNom de naissance
Né(e) le Sexe : F/H

= Réalisé a partir du prélévement référencé (o isens biloe dans

datant du
= Regu le [date d'ar
= Prescrit par :

= de la preseription

RENSEIGNEMENTS ANATOMO-CYTO-PATHOLOGIQUES :

= Type de prélévement [piece opératoie, t et organe :

=  Type histologique et état tumoral (primitif, métastase et origine) :

=  Pathologiste responsable du diagnostic :

= Type de matériel tumoral : [Free, matériel congelé] €T type de prélévernent (¢

=  Analyse réalisée sur une zone sélectionnée par le Dr [pathologis
compartant (x % de cellules tumorales.

nom et enordonniées du pathologiste respondable du d

ment, ponction, (tDNA..]

RESULTATS
*  Variants dont 'impact clinique est connu ciaee 5 s dans la patha selon ls nomenelature HGVS
Géne Séquence de Variant Altération protéique
référence
Ex NM_005228.3 €.2573T>G
=  Variants a discuter en RCP moléculaire cosses 4 o1 5 sans AMM dans la pa décrire selon L
Géne Séquence de Variant
référence
Ex : MET NM_ 00

=  Autres variants dont la valeur prédictive est INconnue cissse 3 5 décrire selon ls nomenclature HEVS
Géne Séquence de Variant Altération protéique
référence

ster, selon la HGVS

= Génes pour lesquels aucune anomalie n'a &té retrouvée e« e
= Résultat non interprétable pour les génes i iseer, en raison d’une profondeur de séquengage insuffisante
= Résultat non interprétable (preciser o rsison]

= Analyse non réalisable [précise s raison

Fait & [ieu) le [date du compte rendu
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Figure 13. Modeéle de compte rendu de génétique moléculaire pour la recherche de
mutations somatiques. (Source : Modéle de compte rendu de génétique moléculaire

pour la recherche de mutations somatiques dans les tumeurs solides, INCa, 2016)



c. Développement de « BASKET » et « UMBRELLA » protocoles

Afin de permettre aux patients de bénéficier le plus rapidement possible de
molécules innovantes, plusieurs dispositifs d'essais cliniques portant sur des
molécules, ayant obtenu une AMM ou non, ont été mis en place.

Des essais d'un nouveau genre : "basket", "umbrella", guidés
par la génomique, prennent en compte la rareté des altérations moléculaires dans
une localisation donnée et la possibilité qu’elles soient présentes dans différents
types de cancers.

Par ailleurs, un programme d'accés sécurisé a des thérapies ciblées
innovantes (AcSé) a été lancé en 2013. Il visait a proposer a des patients en échec
thérapeutique de nouvelles thérapies ciblant des altérations génétiques présentes
dans leur tumeur, indépendamment de I'organe concerné (26-28).

AcSé crizotinib permettait I'acces au crizotinib a des patients adultes, adolescents
ou enfants, atteints de cancer en situation d’échec thérapeutique, qui présentait
une altération génétique d’au moins une des cibles du crizotinib (ALK, MET ou
ROS1).

AcSé vémurafénib, lancé en octobre 2014, visait a évaluer 'efficacité et la tolérance
du vemurafenib sur environ 500 patients atteints de divers types de cancers, ayant
comme point commun de présenter une anomalie génétique précise, les mutations

V600 du géne BRAF, ciblées par ce traitement (29).
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Figure 14. Schéma d’un « Basket » protocole. (Source : Les thérapies ciblées dans le

traitement du cancer en 2015/Etat des lieux et enjeux, INCa, 2015)
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Figure 15. Schéma d’un protocole « umbrella ». (Source : Les thérapies ciblées dans

le traitement du cancer en 2015/Etat des lieux et enjeux, INCa, 2015)
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d. Un exemple concret : le cancer du poumon

e Thérapies ciblées et bio-marqueurs

Fin 2015, 7 thérapies ciblées étaient autorisées dans le traitement du cancer
du poumon non a petites cellules a un stade avancé et agissaient sur trois
mécanismes oncogéniques : trois inhibiteurs de I'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), deux inhibiteurs de ALK, deux anti-angiogéniques. Les anti-
angiogéniques s’adressent a une population large, non restreinte a une anomalie
moléculaire mais leurs utilisations sont restreintes a une histologie particuliere : les

cancers non a prédominance épidermoide.

Les inhibiteurs d’EGFR et d’ALK s’adressent eux a des populations définies par la
présence d’'une anomalie moléculaire ; elles sont peu fréguentes voire rares et
généralement mutuellement exclusives. La population cible des inhibiteurs de
tyrosine kinase (ITK) ciblant EGFR se situe entre 2300 et 3300 nouveaux patients
par an (1°7 ligne de traitement des stades avancés en présence de la mutation
EGFR). La population cible du crizotinib est de I'ordre de 600 nouveaux patients par
an (1 ligne de traitement des stades avancés en présence d’un réarrangement
ALK) ; celle du céritinib de 400 nouveaux patients par an (1" ligne de traitement

des stades avancés en présence d’un réarrangement ALK) (12).

Dans le cancer du poumon, les thérapies ciblées sont donc une option
potentiellement efficace chez une faible proportion de patients atteints par la
maladie compte tenu de leurs utilisations restreintes aux stades avancés, a

certaines histologies ou a la présence d’altérations moléculaires (16,30).

e Impact des co-altérations moléculaires ?

Des études se sont penchées sur I'impact des co-altérations moléculaires
associées aux mutations des genes principaux dans les

adénocarcinomes pulmonaires.
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C'est le cas par exemple de I'étude publiée dans le Cancer Discovery en 2018 qui
rapporte l'analyse rétrospective de I'association de co-altérations sur TP 53 ou
STK11 chez des patients présentant un adénocarcinome du poumon KRAS
muté. Cette étude a démontré que la présence d’une co-altération de STK11 avec
une mutation KRAS, en comparaison a une co-altération TP53-KRAS ou d’une
mutation KRAS isolée était associée a une résistance primaire aux inhibiteurs de
PD-1 (immunothérapie) pour les adénocarcinomes du poumon testé PD-L1 positif

(31).

Cet exempleillustre bien la complexité dans la compréhension des
mécanismes moléculaire a I’échelle de la cellule cancéreuse.
Les analyses NGS nous donnent acces a une multitudes d’informations de plus en
plus élargies dont nous ne connaissons pas encore tous les enjeux pronostiques ou

encore prédictifs de réponse a des thérapies ciblées.
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2-Le cancer colorectal

Epidémiologie

Le CCR est, comme énoncé précédemment, au troisiéme rang (3°™¢ position chez
I'homme et 2'¢™M¢ position chez la femme) des cancers les plus fréquents en France
avec environ 46 000 nouveaux cas par an et au deuxiéme rang des déces par cancer

(17117 déces en 2018).

Déja observée aux Etats-Unis depuis les années 1985, la baisse de l'incidence du
cancer colorectal s’observe en France une dizaine d’années plus tard, d’abord pour
le cancer du rectum a partir de 1995, puis pour le cancer du célon a partir de 2005.
La mise en place du dépistage organisé avec la résection de Iésions précancéreuses
et la détection de cancers a un stade précoce pourraient expliquer en partie cette
diminution et celle de la mortalité. L'absence de diminution de I'incidence du
cancer colorectal chez la femme est toutefois difficile a expliquer.

Plus de 70 % des patients ont plus de 65 ans au diagnostic.

Les dges médians au diagnostic et au déces en 2018 sont respectivement de 71 et
77 ans chez 'homme et de 73 et 81 ans chez la femme. La survie nette a 5 ans est
proche entre homme et femme et s’"améliore au cours du temps, passant de 54%

dans les années 1990 a 63% pour les cas diagnostiqués en 2005-2010 (2).
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Figure 16. Taux d’incidence et de mortalité par cancer colorectal en France selon
I'année (1990-2018). (Source : Estimations nationales de [lincidence et de la
mortalité par cancer en France métropolitaine entre 1990 et 2018, volume 1 :

tumeurs solides, 2019)
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Facteurs de risques et dépistage

a- Facteurs de risque

Dans 85% des cas, le cancer du cdlon est d’origine sporadique. Il existe des formes
familiales dont 5% seulement avec une anomalie génétique déterminée dont le

syndrome HNPCC et la PAF que nous allons rapidement décrire.

Le principal facteur de risque de cancer du colorectal est I’age supérieur a 50 ans
(90% des cas). Parmi les autres facteurs de risque on retrouve les antécédents
personnels ou familiaux d’adénome ou de CCR, les antécédents de maladies
inflammatoires chroniques du tube digestif (MICI), I'acromégalie, des facteurs de
risques environnementaux (tabac, alcool, alimentation riche en viande) et bien

sQr les syndromes héréditaires liées a des anomalies génétiques (32).

Les principaux syndromes génétiques sont les suivants :

-Le syndrome de LYNCh ou HNPCC (hereditary Non Polypisis Colorectal Cancer),
représentant 4% des CCR, lié a une déficience des protéines de réparation de I’ADN
du systeme MMR (Mismatch Repair). Cela entraine I'accumulation de mutations
somatiques que l'on identifie principalement au niveau des microsatellites
de I’ADN. Les tumeurs présentant ces instabilités au niveau microsatellitaire sont
qualifiées de MSI pour phénotype Microstallitaire Instable. Deux méthodes sont
aujourd’hui disponibles pour déterminer ce statut: I'immuno-histochimie ala
recherche d’une perte d’expression des protéines et par
biologie moléculaire (PCR/NGS) (33).

-La polypose adénomateuse familiale (PAF) qui est une maladie héréditaire
autosomique dominante liée a une mutation du géne APC et qui se caractérise par
I'apparition de centaines ou milliers d’adénomes dés I'adolescence. La prise en
charge consiste en une surveillance rapprochée de ces adénomes et a une chirurgie
prophylactique lorsque le nombre devient trop important.

-Enfin, il existe des formes beaucoup moins fréquentes de polyposes telles que le

syndrome MAP (MYH associated polyposis), la maladie de Cowden (mutation
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PTEN), la polypose juvénile (mutation des genes SMAD 4 ou BMPRA1) ou le
syndrome de Peut-Jeghers (mutation LKB1/STK11) (32).

b. Dépistage

L’objectif du dépistage et de détecter les Iésions cancéreuses ou pré-cancéreuses
a un stade précoce et potentiellement curable. Le traitement précoce repose sur
I'exérése de polypes colorectaux par voie endoscopique. En effet, il est bien décrit
dans la littérature que la polypectomie diminue I'incidence du CCR et sa mortalité

(Brenner H, Stock C et al., (34)).

En France, les stratégies de dépistage se déclinent selon le niveau de risque du CCR

. Le  dépistage national organisé  pour les  personnes  arisque
modéré reposant sur la réalisation d’un test immunologique de recherche de sang
occulte dans les selles5 puis, en cas de résultat positif, la réalisation d’une
coloscopie ;

. Le dépistage individualisé pour les personnes a risque élevé et a risque tres

élevé qui relevent d’emblée de la coloscopie.

Cancérogenese et classification moléculaire des cancers colorectaux

Le CCR est I'une des premieres tumeurs solides a avoir été décrite a la fin
des années 80, début des années 1990 par Vogelstein (Séquence de Vogelstein) qui
étudiait la perte de fragments de chromosomes sur les cellules de cancers coliques,
notamment de régions porteuses de genes suppresseurs de tumeur ou oncogene
(35).

Elle est actuellement bien décryptée sur le plan moléculaire avec plusieurs voies
génétiques identifiés dans I'initiation et la croissance de la tumeur.

Il s’agit donc, comme vu précédemment, d’un processus en plusieurs étapes par
I'accumulation de mutations génétiques impliqguant des oncogénes (KRAS,

BRAF, NRAS, PIK3CA) et de génes suppresseurs de tumeurs (TP53, APC, SMAD4)
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entrainant la dérégulation des voies de signalisations cellulaires impliquée dans la
croissance et le développement. Les voies de signalisations principales sont les

suivantes (32,36,37) :

. La voie de WNT/beta-caténine

. La voie du TGF Beta (Transforming Growth Factor beta)

. La voie de I'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

. La voie des MAP Kinases (Mitogen Activated Protein Kinase) et

de PI13K (phosphoinositide 3-kinase)
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Figure 17. lllustration de la cancérogénése du cancer colorectal. (Source : Vogelstein

et al., Cancer Genome Landscape, Science, 2013)
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Figure 18. Voies de signalisations cellulaires impliquées dans le cancer colorectal.
(Source : Inés Mdrmol and al, Colorectal Carcinoma: A General Overview and Future

Perspectives in Colorectal Cancer, 2017, International Journal of Molecular Sciences)
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Ces altérations sont retrouvées dans la plupart des cancers colorectaux
avancés. On distingue classiqguement 2 groupes moléculaires, selon leur profil

d’altération génomiques ou chromosomiques (38,39) :

1-Les tumeurs chromosomiquement instables dites CNI+ (80-85%) : ces tumeurs
sont caractérisées par une perte d’'un morceau de chromosome (Loss Of
Heterozygosity LOH), principalement d’un fragment du bras long du chromosome
5 (LOH 5q) mais également des chromosomes 2p, 17p, 18q. Elles présentent des
mutations et perte d’APC, la majorité des mutations RAS, de P53, peu de mutations
BRAF et se développent préférentiellement au niveau du colon gauche et chez

"lhomme.

2-Les tumeurs a instabilité génétique (15%) : elles présentent une instabilité
microsatellitaire (MSI), en lien avec une défaillance du systéeme MisMatch Repair
(MMR) impliquée dans la réparation des erreurs de réplication de I’ADN. Elles se

développent principalement dans le colon droit et chez la femme.

Elles arborent des mutations diverses : hyperméthylation du promoteur de MLH1
(formes sporadiques), mutations de BAX, de la Bcaténine, de TGFR et de BRAF. Elles
comprennent les cancers développés dans un contexte de prédisposition familiale
type Lynch (30%) et sont associées aux tumeurs dites CIMP+ (CpG Island Methylator
Phenotype) caractérisées par une hyperméthylation de ilots CpG (séquences
nucléotidiques de la région promotrice de genes présentant une répétition du
motif Cytosine-Guanine). La méthylation des cytosines de ces séquences est

responsable d’un défaut d’expression des génes correspondants.

En 2015, un consortium international a été formé afin d’améliorer les
connaissances concernant le CCR en termes de biologie moléculaire. Ainsi, une
étude ayant évaluer les résultats de 6 classifications moléculaires indépendantes
du CCR a permis de proposer une nouvelle taxinomie basée sur les caractéristiques
génomiques, biologiques, épigénétiques ainsi qu’aux taux de survie sans récidive,

de survie globale et de survie apres récidive (au total ,6 algorithmes de sous types
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du CCR ont été évalués, un total de 4151 patients provenant de 18 cohortes ont été
analysés) (40). Cette nouvelle classification consensuelle permet la caractérisation

de la majorité des tumeurs en un des quatre sous-types robustes :

CMS 1 : “MSI immune” 14%, représenté par des tumeurs hypermutées et MSI
(déficience du systeme de réparation MMR), avec une forte infiltration de cellules
immunitaires et cytotoxiques. I concerne principalement des
femmes agées atteinte d’un cancer du colon proximal, peu ou non différenciées.
De plus, elles sont associées a des mutations fréquentes de BRAFYOOOE,
Ce groupe est caractérisé par une meilleure SSR, une SG intermédiaire et une survie

apreés récidive faible.

CMS 2 : “Canonical-Canonique” 37% : représenté par des tumeurs
épithéliales, chromosomiquement instables avec des taux élevés d’altération du
nombre de copies chromosomiques (CNA), des mutations fréquentes de P53, une
absence d’infiltration immunitaire, un statut MSS, une dépendance des voies
de signalisation de WNT et MYC. Elles sont principalement développées au niveau

du colon distal et présente un meilleur taux de survie apres récidive.

CMS 3 : “Métabolic-Métabolique” 13% : représenté par des tumeurs épithéliales,
un statut microsatellite stable (90%) ou instables (10%) avec dysrégulation
métaboliques, mutations sur la voie des MAPK. Ce groupe est caractérisé par

une survie intermédiaire.

CMS 4 : “Mesenchymal” 23% : représenté par des
tumeurs chromosomiguement instable avec un taux élevé de CNA, un statu MSS,
une activation des voies TGF-beta et VEGF, un phénotype mésenchymateux et une
forte infiltration stromale par des cellules immunosuppressives. Ce sous-groupe est
associé a un pronostic péjoratif avec une signature inflammatoire, angiogénique et
immunosuppressive. |l concerne principalement des patients jeunes avec un

cancer de stade avancé
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Enfin, 13 % des patients n’ont pu étre classifiés en raison de la présence de sous-

type mixe (épithéliaux et mésenchymateux).

CMS1 CMS2 CMS3
MSI Immune Canonical Metabolic Mesenchymal™

14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, ixed MSI status,
iy SCNA high Mixed Mal starus SCNA high
hypermutation SCNA low, CIMP low
BRAF mutations KRAS mutations
£ 3 = B ) . . .I .
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Figure 19. Classification CMS des cancers colorectaux. (Source : J. Guinney and al,

The Consensus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer, Nature Med, 2015)
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Figure 20. Classification moléculaire des CCR et implications thérapeutiques.

(Source : Dienstmann et al, Molecular Subtypes and the Evolution of Treatment

Decisions in Metastatic Colorectal Cancer, ASCO educationnal book 2018)
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Facteurs prédictifs et pronostigues

a-Le Statut mutationnel RAS-BRAF

Depuis environ dix ans maintenant, les avancées dans la connaissance de la biologie
moléculaire des cancers colorectaux ont permis de mettre en évidence des facteurs
prédictifs de réponse aux anti-EFGR, cetuximab et panitumumab, qui sont des
anticorps monoclonaux. En effet, en situation métastatique, il est bien établi depuis
le début des années 2000 que les tumeurs présentant une mutation des genes

KRAS ou NRAS exons 2, 3, 4 ont un profil de résistance a ces anti-EGFR (41-43).

Pour rappel, les génes KRAS et NRAS codent pour des protéines la famille des
GTPase et jouent un rble dans la prolifération cellulaire. KRAS est un géne qualifié
de proto-oncogéne car des mutations de ce gene au niveau de la partie codante
pour le domaine fonctionnel de la protéine, entraine une activation de celle-ci et
donc une prolifération anormale de la cellule, via la voie des MAPkinases. Les
mutations du géne KRAS font partie des mutations les plus fréequemment retrouvé
tous cancer confondus (25%) et concernent environ 50% des cancers colorectaux

ou elles surviennent précocement.

Ainsi, la recherche du statut mutationnel KRAS et NRAS est actuellement
indispensable a la stratégie thérapeutique dans le CCR métastatique et les patients

non mutés « Wild TYPE » (WT) pourront bénéficier d’un traitement par anti-EGFR.

Un peu plus tardivement cette connaissance s’est étayée avec la découverte de
I'implication des mutations BRAF dans les cancers du colon. En effet, le signal de
transduction de prolifération cellulaire a partir du récepteur de 'EGFR par la voie
des MAPK fait intervenir les protéines RAS dont KRAS mais également RAF dont
BRAF qui intervient plus en aval dans la chaine. Des études ont ainsi montré que les
patients mutés BRAF avaient également un profil de résistance aux anti-EGFR par
cette activation en aval du signal de transduction via la protéine BRAF (44,45).

Par ailleurs, les cancers colorectaux présentant une mutation BRAF sont associée a
un trés mauvais pronostic avec une survie médiane d’environ 1 an pour les cancers

métastatiques (46-50).
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Plus récemment, I'étude BEACON en 2iéme ligne chez les patients présentant un
cancer du c6lon muté BRAF a montré un bénéfice en survie globale (9,3 mois vs 5,9
mois (HR 0,61 [0,48-0,77] ; p=0,0003)) en faveur de I"association anti-BRAF/anti-

EGFR comparé a 'association chimiothérapie/anti-EGFR (51).

b-Le Statut MSI/dMMR

Indépendamment du type tumoral, la présence d’une instabilité microsatellitaire
ou déficience du systeme MMR, soit sporadique (par hyperméthylation du
promoteur MLH1), soit dans le cadre d’'un syndrome de Lynch (par mutation d’un
des génes du systtme MMR) est un biomarqueur majeur pour sélectionner les
patients a méme de bénéficier d’une immunothérapie par inhibiteur de checkpoint
immunitaire.

Dans le CCR métastatique, les tumeurs MSI/dMMR représentent 5% des patients,
et leurs inclusions dans des études de phase Il et |l ont montré de bons résultats

en faveur de I'immunothérapie.

L’étude Checkmate 142 : Dans cet essai multicentrique en ouvert de phase I,

incluant 74 patients atteint de CCRm statut MSI ayant recu du Nivolumab 3mg/m2
tous les 15 jours, I'objectif principal était le taux de réponse objectif. On retrouvait
sur les patients traités un taux de réponse de 31.1 % (95% IC 20,8—42,9) et 51
patients (69%, 57—79) avait une maladie stable a 1 an ou plus (52).

De méme, l'association Nivolumab plus Ipilimumab chez ce groupe de patients
retrouvait des taux de réponse élevés et encourageants concernant la survie sans
progression et la survie globale (12 mois), avec des effets secondaires acceptables
(53).

L’essai KEYNOTE-177 : Dans cet essai international de phase lll étaient comparés,

en traitement de léreligne, le pembrolizumab (inhibiteur de PD-1) versus le
traitement standard, la chimiothérapie + thérapie ciblée, chez 307 patients atteints
d’un CCRm MSI (PS a 0-1 selon I'OMS). 153 patients ont été randomisés dans le
groupe Pembrolizumab et 154 dans le groupe chimiothérapie avec des

caractéristiques initiales homogenes dans les deux groupes de traitement. On

65



retrouvait un doublement de la médiane de survie sans progression dans le groupe
traité par Pembrolizumab de 16,5 mois versus 8,2 mois dans le groupe
chimiothérapie, soit une réduction de 40% du risque de progression sous
Pembrolizumab (versus chimiothérapie ; HR=0,60 [0,45-0,80] ; p=0,002). A 24 mois
de la randomisation, 48,3% des patients traités par pembrolizumab n’avaient pas
progressé et ont pu arréter tout traitement vs 18,6% pour ceux traités par
chimiothérapie. Le profil de tolérance s’est révélé plus favorable sous
pembrolizumab avec 22% d’événements indésirables de grade 3 ou 4 versus 66%

sous chimiothérapie (54).

c-La latéralité : Colon droit Vs Colon gauche , impact pronostic et prédictif

Depuis 2016, I'analyse des données de I'étude CALGB/SWOG a mis en évidence la
latéralité du cancer comme étant un facteur pronostic indépendant du statut
mutationnel dans le cancer du c6lon métastatique, avec un pronostic péjoratif pour
les cancers du c6lon droit (SG d’environ 10 mois contre 30 mois pour les tumeurs

du colon gauche) (55).
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Figure 21. Impact pronostique de la localisation tumorale (c6lon gauche vs célon
droit. Méta-analyse de 13 essais randomisés et d’une étude prospective de 17
ligne, D’aprés Holch JW et al). (Source: Cancer du célon : classifications
moléculaires et anatomiques nécessaire a la décision thérapeutique,

www.fmcgastro.org)

Les données actuelles concernant I'influence de cette localisation tumorale dans le
choix thérapeutique suggérent un effet prédictif d’efficacité des anti-EGFR en
termes de réponse, SG et de SSP pour les cancers du célon gauche et a I'inverse un
effet prédictif d’efficacité du bévacizumab pour les cancers du célon droit (30 vs 25
mois). L’essai américain CALGB 80405 qui comparait une bichimiothérapie de type
folfox ou folfiri associée au cetuximab ou au bevacizumab n’a pas montré de
différence de SG ni de SSP entre ces deux associations (56). L’analyse en sous-
groupe relevait un bénéfice en SG et SSP en faveur du bras cetuximab uniquement
dans les cancers du colon gauche (Respectivement HRSG : 0,82 [0,69-0,96] et
HRSSP : 0,84 [0,72-0,98]). A l'inverse il existait un bénéfice (3 la limite de la
significativité pour la SG) en faveur du bevacizumab pour les cancers du colon droit

(HRSG : 1,26 [0,98-1,63] et HRSSP : 1,26 [1,0-1,62]). Les données concernant les
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taux de réponses tumorales étaient moins claires pour les cancers du cdlon droit

avec une tendance en faveur des anti-EGFRs.
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Figure 22. Impact de la localisation tumorale sur I'efficacité du cetuximab et du

bevacizumab (SSP et SG) a partir des données de I'essai CALGB 80405.

(Source : Cancer du cblon : classifications moléculaires et anatomiques nécessaire a

la décision thérapeutique, www.fmcgastro.org)

Le degré de preuve apparait cependant actuellement trop faible
(études poolées de sous-groupes non-pré-spécifiées, peu pertinentes) pour se
positionner sur des recommandations d’utilisation d’un anti-EGFR ou d’un anti-
VEGF (accord d’experts). La latéralité de la tumeur primitive n’est donc pas le
critére principal du choix de la thérapie ciblée en 1% ligne du CCRM (avis d’experts)

(57).

d-Le statut HER2

A Vinstar des adénocarcinomes gastriques et des carcinomes mammaires, la
surexpression d’"HER2 pourrait conférer aux CCR une sensibilité aux inhibiteurs
d’HER2. Un essai de phase Il (HERACLES) paru dans le Lancet en 2016 a suggéré que
I"association du Trastuzumab (anticorps monoclonal recombinant spécifique des

récepteurs HER2/neu) et du Lapatinib (un inhibiteur des domaines intracellulaires


https://fr.wikipedia.org/wiki/Anticorps_monoclonal
https://fr.wikipedia.org/wiki/HER2

de la tyrosine kinase des récepteurs EGFR (ErbB1) et HER2 (ErbB2)) était efficace
chez 24 patients lourdement prétraités (5 lignes antérieures) pour des CCRm HER2
surexprimés. Les taux de réponse étaient de 34,7%. Un essai de phase Ill est en
cours pour tester ce double blocage HER2 dans le CCRm (58).

A l'inverse, elle serait un facteur prédictif de mauvaise réponse aux anti-EGFR

(Raghav et al., JCO, 2016) (59).

e-La mutation PIK3CA exon 20

Le gene PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphonate 3-Kinase Catalityc
Submunit ALphaexon), impliqué dans la voie de transduction PIK3-AKT-mTor est
souvent retrouvé associé aux mutations des genes RAS/BRAF dans le cancer
colorectal.

Un article publié dans le Lancet Oncology en 2010 soutient que la présence de cette
mutation serait également un facteur de mauvaise réponse aux anti-EGFR (45) dans
les CCRm. Cependant, le role pronostique des altérations de PIK3CA reste

controversé (60,61).

f-L’expression de PTEN

Le gene PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10)

régule négativement I'expression de la voie PIK3CA.

La perte d’expression de PTEN dans les cancers colorectaux métastatiques serait

un facteur de mauvais pronostic (58).

g-classification CMS

La classification CMS décrite précédemment a une valeur pronostique indiscutable

(62,63).
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Le groupe CMS 1 est associé a une meilleure SSR, une SG intermédiaire et une

Survie apres récidive faible.

Le groupe CMS2 présente un meilleur taux de SAR que les autres sous-types, le

groupe CMS3 est caractérisé par une survie intermédiaire et enfin le groupe CMS 4

est associé a un pronostic péjoratif.
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0.25

Probabilité de survie

0.0

n/N Median PFS 95 % Cl
40/46 14.8 (8.5-21.1)
69/127 31.9 {25.2-38.7)
22/36 18.7 (na-37.4)
62/104 24.8 (21.3-28.2)
p <0.0001
I_#
12 24 36 48 60 72
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Figure 23. Impact pronostique de la classification CMS en situation métastatique a

partir de 313 patients RAS WT de I'essai FIRE-3 d’aprés Stinzing S et al.

(Source : Cancer du cblon : classifications moléculaires et anatomiques nécessaire a

la décision thérapeutique, www.fmcgastro.org).
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f) La présence d’une fusion du gene NTRK

Le récepteur TRK (tropomyosin receptor kinase) est un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase jouant un réle dans la prolifération
cellulaire et la physiologie du systéme nerveux. Des fusions du gene NTRK, codant
pour ce récepteur, ont été retrouvées dans diverses tumeurs solides et conduisent

a son activation constitutionnelle.

Deux études réalisées sur 54 et 55 patients avec des cancers digestifs avancés
portant une fusion NTRK ont montré des résultats encourageants. Une réponse
partielle a été observée chez 50 % des patients avec un CCR traités par larotrectinib.
Des réponses partielles ont également été rapportées chez un patient avec un
cholangiocarcinome, et un autre traité pour un adénocarcinome pancréatique. Une
réponse complete a par ailleurs été mise en évidence sous traitement chez un
patient présentant une GIST (Gastro Intestinal Stromal Tumour). Enfin, sous
entrectinib, une réponse partielle a été décrite chez un patient ayant un CCR et

pour deux patients avec un adénocarcinome pancréatique (64).

Recommandations du thésaurus national de cancérologie digestive (TNCD) pour les

explorations pré-thérapeutigues dans le CCR métastatique (57)

1-Détermination du statut du gene RAS tumoral (KRAS et NRAS) sur tissu de
tumeur primitive ou métastases (Recommandation : grade A).

2-Détermination du statut du gene BRAF tumoral (soit au niveau de la tumeur
primitive, soit au niveau des métastases) (Recommandation : grade C)
3-Détermination du phénotype MSI afin de pouvoir proposer un essai
d’immunothérapie (Anti-PD1et anti-PDL1) pour les cancers
colorectaux métastatiques (accord d’experts) et dans le cadre de la recherche d’un
syndrome de Lynch.

Dans ses recommandations, I’ASCO educational book 2018 évoque également la

recherche d’une fusion du géne NTRK (65).
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II-PRESENTATION DE L’'ETUDE ET RESULTATS

Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est au 3®™¢ rang des cancers dans le monde avec

plus d’un million de nouveaux cas diagnostiqués chaque année (1).
En France, il représente la 2'*™ cause de décés par cancer (9 209 décés en 2018).

Bien que la survie nette a 5 ans s’améliore au cours du temps, passant de 54% dans
les années 1990 a 63% pour les cas diagnostiqués en 2005-2010, le CCR reste un
enjeu de santé publique majeur (2,3).

Depuis les années 2000, les connaissances dans la biologie moléculaire des CCR ont
évolué, mettant en évidence diverses altérations génétiques au sein de ces tumeurs
(33,35,37,66,67). Ces altérations moléculaires ont permis de distinguer différents
profils tumoraux selon leur mécanisme de cancérogénése, leur pronostic mais
également leur profil de réponse a certaines thérapeutiques (32,36,63). Un
exemple majeur est celui des mutations du gene RAS (exons 2,3, et 4 de KRAS et
NRAS), présentes dans environ 50% des CCR, connues comme étant des
biomarqueurs de résistance aux anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) en
situation métastatique (42). C'est pourquoi, les anti-EGFR comme le cetuximab et
le panitumumab, sont utilisées en monothérapie ou en association a une
chimiothérapie dans le traitement des CCR métastatiques RAS sauvages avec une
amélioration significative de la survie globale passant de 12 mois a 2 ans (56). Plus
récemment, d’autres mutations de la voie des MAP (Mitogen-Activating Protein)
kinases, telle que celles du gene BRAF ont été identifiées. Elles représentent 8 a
10% des CCR, la plus fréquente étant la mutation BRAFY6%%E_ Sj |a valeur pronostique
péjorative de la mutation de BRAFY®9F dans le CCR est incontestable, sa valeur
prédictive sur la réponse aux anti EGFR reste débattue (46,48,49,68,69). Des
données récentes dont I’étude BEACON suggérent un bénéfice en termes de survie
globale de I'association anti-BRAF et anti-EGFR chez des patients présentant un CCR
métastatique BRAF V89%F muté (51,70).
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Ces découvertes s’inscrivent dans un contexte d’amélioration des techniques de
séguencage génétiques et de développement du séquencage a haut débit ou Next
Generation Sequencing (NGS), permettant I'analyse de plusieurs génes (panel)
simultanément (15,18,71). Afin de recouvrir I'ensemble des genes d’intérét,
donnant acces a des thérapies ciblées, tous cancer confondus, I'INCa (Institut
National du Cancer) a mis en place depuis 2016 I'analyse d’un panel comprenant
16 génes. L'analyse des tumeurs colorectales sur ce panel NGS donnent les
informations indispensables a la prise en charge thérapeutique avec la
détermination du statut mutationnel des mutations dites principales KRAS, NRAS et
BRAF mais peuvent également mettre en évidence d’autres mutations ou co-
altérations moléculaires dont la valeur prédictive est encore mal connue (72,73).
C'est le cas par exemple de la mutation du gene PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-
Biphosphonate 3-Kinase Catalityc Submunit ALphaexon), impliquée dans la voie de
transduction PIK3-AKT-mTor, qui est fréguemment retrouvée associée aux
mutations principales de KRAS (45). Certaines études récentes suggerent que les
analyses en NGS pourraient améliorer les prédictions en termes de survie globale

ou encore de réponse aux thérapies ciblées (74,75).

Le but de cette étude était de déterminer I'impact des altérations moléculaires
associées aux mutations des génes RAS et BRAF, détectées en NGS, sur les cancers

colorectaux métastatiques.

Matériel et Méthode

Schéma de I'étude et objectifs

Nous avons réalisé une étude rétrospective basée sur les données clinico-
biologiques, anatomopathologiques et moléculaires recueillies a partir des
informations contenues dans les dossiers médicaux informatisés des patients du

Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier (Logiciel Dx Care) et de
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I'Institut régional du Cancer de Montpellier (ICM) (Logiciel Crossway), ainsi que les

éléments contenus dans la GED (Gestion Electronique de Documents).

L'objectif principal de I’étude était d’évaluer I'impact des altérations moléculaires
associées aux mutations principales des geénes RAS et BRAF sur la survie globale de
patients traités pour un cancer colorectal métastatique au CHU ou a I'ICM. Les
objectifs secondaires incluaient I'impact de ces co-altérations sur la survie sans
progression, leur impact selon les traitements recus en 1€ ligne & savoir,
bichimiothérapie seule (FOLFIRI/FOLFOX) vs bichimiothérapie associée un anti-
angiogénique (FOLFOX/FOLFIRI + bevacizumab ou FOLFIRI + aflibercept) vs
trichimiothérapie seule (FOLFIRINOX) vs autres (monochimiothérapies, traitements
combinés, autres protocoles de chimiothérapies,
chirurgie/radiothérapie/radiofréquence de métastases) et selon le statut opéré de

métastases vs non opéré (quel que soit le site métastatique).

Compte-tenu du caractere rétrospectif de I'étude, il n’y a pas eu de consentement

requis a I'analyse des données.

Population

La population de notre étude concernait tous les patients pris en charge au
CHU de Montpellier ou a I'lCM pour un cancer colorectal métastatique initial ou
secondairement, et ayant bénéficié d’'une analyse tumorale par NGS a partir d’'un
échantillon de biopsie ou de piece opératoire (primitif ou métastase) entre le 8 avril
2017 et 1°" juin 2018.
Ont été exclus de I'étude, les patients dont I'analyse par NGS était ininterprétable,
dont les données concernant le suivi et la prise en charge n’était pas disponibles ou

encore lorsque le primitif était a postériori un cancer non colorectal.

74



Analyse NGS:

Pour tous les échantillons, I'analyse par NGS a été réalisée selon le protocole
du laboratoire de biologie du CHU de Montpellier, en respectant les étapes
suivantes :

-L’extraction de I’ADN a partir des échantillons de tissus inclus en paraffine dit FFPE
(formalin-fixed, paraffin-embedded), en utilisant les kits « RSC DNA FFPE Kit » (
extracteur Maxwell), suivie d’un contréle de la quantité et de la qualité de I’ADN.
-La préparation des Librairies avec amplification des régions d’intérét par PCR et
ajout des adaptateurs et codes-barres nécessaires pour le séquencage. Deux
techniques par amplicons ayant fait I'objet d’une validation antérieure par le
laboratoire pour I'analyse moléculaire sur des échantillons de tissus FFPE ont
éte utilisées :

Fluidigm _Panel _v1 (technologie « Acces Array »), couvrant les 19 génes suivants :
AKTI1, ALK, BRAF, CTNNB1, ERBB2, ERBB4, FGFR2, FGFR3, HRAS, IDH1, IDH2, KIT,
KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN.

TSCA_Panel_INCa_v2 (technologie « TruSight »), couvrant le panel des 19 génes
suscités ainsi que les 15 suivants : CDKN2A, , DDR2, FGFR1 GNA11, GNAQ, GNAS,
H3F3A, H3F3B, HISTIH3B, JAK2, POLE, RAC1, SMAD4, STK11, TERT.

-Le séquencage en haut débit, réalisé par les automates MiniSeq (Illumina) pour le
panel Fluidigm et MiSeq (Illumina) pour le panel TSCA, avec contréle de la qualité
des parameétres de ce dernier (vérification de la couverture des régions d’intéréts
et de la profondeur de lecture).

-L"analyse bio-informatique, réalisée par le pipeline SARDINe_V1 + GSM_MTP_V2
a partir de 'alignement sur le génome humain de référence.

Les altérations étaient relevées pour un seuil de fréquence allélique supérieur ou
égal a 5% (hors cas spécifiques a I'expérience du médecin biologiste).

Les variants dit actionnables (classe 5 de la classification de UNCseq) et sans effet
connu dans la littérature (classe 3) étaient rendus dans 'analyse finale.

Les variants connus comme un polymorphisme constitutionnel (classe 1) n’était

pas rendu dans 'analyse finale.
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Chaque résultat était validé aprés une double lecture par deux opérateurs

différents comprenant un docteur en biologie.

Analyses statistiques

Toutes les analyses ont été réalisées en intention de traiter.
Les comparaisons entre les différents groupes ont été faites par le test du Qui2 ou
le test exact de Fisher pour les variables qualitatives, et par le test t de Student ou
le test de Kruskal-Wallis pour les variables quantitatives.
Pour la survie globale (SG), les délais ont été mesurés entre la date du diagnostic
de cancer métastatique et la date de déces (toute cause), ou la date des dernieres
nouvelles la cas échéant (données censurées).
Pour la survie sans progression (SSP), les délais ont été mesurées entre la date du
diagnostic de cancer métastatique et la date de survenue de la premiere
progression ou du déces.
Les données de survies (SG et SSP) ont été estimées selon la méthode de Kaplan-
Meier et présentées sous forme de médiane et taux accompagnées de leurs
intervalles de confiance a 95% et comparées par le test du Logrank.
Les médianes de suivi ont été calculées selon la méthode dite “reverse Kaplan
Meier” globalement et dans chaque bras, avec son intervalle de confiance a 95%.
Tous les tests statistiques réalisés étaient bilatéraux avec un seuil de significativité
fixé a 5% (p < 0,05) et réalisés sur PC via le logiciel STATA 16,2 (Stata

Corporation, College Station, TX, USA).
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Résultats

Sélection de I’'échantillon

Entre le 8/04/2017 et le 1/06/2018, un total de 414 échantillons issus de
biopsies ou de piece opératoires de CCR (site primitif ou métastases) ont été soumis
pour une analyse NGS a la plateforme de génétique moléculaire du Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier.

Parmi ces échantillons analysés, ont été exclus : 18 dont 'analyse par NGS était
ininterprétable, 26 ne correspondant finalement pas a des tumeurs colorectales, et
91 correspondants a des patients non suivis sur L'ICM ou le CHU de Montpellier.

Pour les patients des 279 échantillons restants, 229 présentaient une évolution
métastatique (synchrone ou métachrone) de leur CCR et ont été inclus dans notre

étude. (Figure 1)

Caractéristiques des patients

Sur les 229 patients inclus, 114 étaient des hommes et 115 des femmes.
L'dge médian au diagnostic était de 64,7 ans [extrémes : 27-91]. La tumeur était
localisée a gauche pour 157 patients (68,7%) , dont 90 au niveau rectal, et 72
patients (31,4%) présentaient un cancer du célon droit. Le délai médian de
diagnostic de métastase était estimé a 1,3 ans [extrémes : 0-4]. Cent vingt-deux
patients (53,3%) étaient métastatiques synchrones et 107 patients (46,7%)
meétastatiques métachrones. Les sites métastatiques les plus fréquents étaient
hépatiques (55,5%) et péritonéaux (35,8%).

Quatre-vingt-cing % (n=196) des patients présentaient un

adénocarcinome lieberkihnien et 9,17% un adénocarcinome mucineux.
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Le statut microsatellitaire était connu pour 215/229 patients, avec 90,8%
de statut microsatellitaire stable (MSS) et 3,1% de statut microsatellitaire instable
(MSI).

Soixante-dix-huit % (n=180) des patients avaient bénéficié d’une chirurgie
initiale de la tumeur primitive, et 65,1% (n=149) avaient regu une chimiothérapie
adjuvante.

Soixante-dix-sept patients (33,6%) avaient regu un traitement par
FOLFOX/FOLFIRI, 27 (11,8%) par FOLFOX/FOLFIRI + anti-angiogénique, 17 (7,4%)
par FOLFIRINOX, et 94 (41%) un autre traitement.

Seulement 29 patients (12,7%) avaient regu un traitement par anti-EGFR et
58 (25,3%) un anti-angiogénique. Cent quarante-deux patients (62%) n’avaient pas
recu de thérapie ciblée en 1% ligne.

Quinze % (n=34) des patients avaient bénéficié d’une chirurgie de leur
métastase(s). Six % (n=14) des patients n’avaient recu aucun traitement.

L’ensemble des caractéristiques des patients sont répertoriées dans le tableau 1.

Caractéristiques des prélévements

Parmi les échantillons recus au laboratoire, seulement 45 (19,7%)
provenaient d’un laboratoire d’anatomopathologie extérieur. Cent quarante-huit
(64,6%) provenaient de pieces opératoires, quatre-vingt-six (32,3%) de biopsie
diagnostiques.

Un total de 115 échantillons (50,2%) étaient issus de localisations métastatiques
(tous sites confondus), et 111 de la tumeur primitive (48,5%). Les informations
concernant la technique de prélevement et le site de préléevement n’était pas
données pour respectivement 7 et 3 des échantillons.

La quasi-totalité des échantillons était recus sous forme de copeaux de tissus fixés
dans du formol et le pourcentage moyen de cellules tumorales était de 50%.
L’ensemble des caractéristiques des préléevements sont répertoriées dans le

tableau 1bis.
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Distribution des altérations moléculaires :

Pour l'ensemble des 229 échantillons sélectionnés, un total de 81
séguencages (runs) ont été réalisés, dont 79 avec le panel Fluidigm et 2 avec le

panel TSCA.

Parmi ces tumeurs colorectales, 69 (30,1%) ne présentaient aucune altération
moléculaire concernant les génes couverts par les panels, 125 (54,6%) présentaient
une altération isolée, 33 (14,4%) présentaient 2 altérations et 2 (0,9%) présentaient
3 altérations.

Cent-quarante-neuf (65,1%) présentaient au moins une des mutations principales
: 118 étaient mutées KRAS (51,1%) dont 1 avec une double mutation KRAS
(présence d’une double mutation sur I'exon 2), 17 étaient mutées BRAF (7,4%, dont
14 BRAFVeOOE et 3 MSI), et 15 étaient mutées NRAS (6,1%). Un échantillon portait la
double mutation KRAS + NRAS.

Parmi les 160 tumeurs présentant une ou plusieurs altérations, seulement onze
(4,8%), n’étaient pas mutées RAS ou BRAF.

Sur les 197 altérations détectées en NGS, 46 (23.4%) portaient sur les génes
PIK3CA(17,2%), CTNNB1, cMET, MAP2K1, FGFR2, ERBB4, HRAS, IDH1, PDGFRA et
ALK.

Sur les 33 échantillons (14,4%) présentant 2 altérations, la totalité arboraient au
moins une des mutations principales (KRAS, BRAF ou NRAS). La co-altération la plus
fréqguemment retrouvée était I'association KRAS et PIK3CA (22 fois au total).

Les co-altérations moléculaires sont représentées sur le diagramme de Vein.
(Figure 2)

Les liste des altérations moléculaire est présentée dans le tableau 2.
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Fréquence allélique des altérations moléculaires

Pour les mutations du géne KRAS, la fréquence allélique médiane était de
31% [extrémes : 3%-91%)] avec 75,4% présentant une fréquence allélique au-dessus
de 20%.
Pour les mutations du gene NRAS, la fréquence allélique médiane était de 29%
[extrémes : 11%-65%] avec 73,3% présentant une fréquence allélique au-dessus de
20%.
Pour les mutations du gene BRAF, la fréquence alléligue médiane était de 24%
[extrémes : 4%-45%] avec 64,7% présentant une fréquence allélique au-dessus de
20%.
Pour les altérations moléculaires restantes, toutes confondues, la fréquence
alléliqgue médiane était de 23,5% [extrémes : 3%-64%] avec 60% présentant une

fréquence allélique au-dessus de 20%.

Corrélation entre altérations moléculaires et caractéristiques clinico-

pathologiques

Les associations entre les altérations moléculaires et les
caractéristiques clinico-pathologiques sont analysées et résumées dans les

tableaux 3a et 3b.

L’absence de mutation était plus fréguemment associée une localisation gauche de
la tumeur primaire, 81% contre 17,6% pour le colon droit (p=0,0230).

Pour les autres caractéristiques clinico-pathologiques comme I'age au diagnostic,
le sexe, le stade au diagnostic initial, la chirurgie du primitif, la présence de
métastases hépatiques initiales, la présence de métastases péritonéales initiales, le
type histologique, la fréquence alléliqgue ou encore la localisation du préléevement,
on ne mettait pas en évidence de corrélation statistiquement significative avec le

type ou le nombre de mutations génétiques retrouvées.
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Suivi des patients

Aux dernieres nouvelles, 109 (47,6%) patients étaient vivants, 61 (26,6%)
patients étaient décédés dont 55 (87,5%) en rapport avec une progression de la
maladie et 59 patients (24,2%) étaient perdus de vu. Les autres causes de déces
retrouvées étaient un choc septique, une détresse respiratoire, et 4 déces d’origine

non précisée.

Survie globale

Pour les 229 patients inclus, la médiane de survie globale (SG) était de 51,8
mois [38,9-67,6] avec des taux de survie a 12 mois, 24 mois et 36 mois

respectivement de 89%, 75% et 63%. (Figure 3)

En analyse univariée, un age supérieur ou égal a 65 ans au moment du diagnostic
de CCR métastatique était associé a un risque significativement accru de déces avec
un Hazard Ratio (HR) a 2,08 [IC95% : 1,24-3,48], et des médianes de survie de 44.2
mois [25,9-51,8] contre 66,2 mois [52,9-NC] pour les moins de 65 ans (p= 0,005).
De méme, la localisation colique droite était associée a une diminution de la survie
globale avec une médiane de 38,9 mois [26,3-59,2] contre 67,6 mois [45,6- NC]
pour les colons gauches (HR a 1,71 [IC95% : 1,04-2,79], p=0,039).

Les autres facteurs significativement associés a une réduction de la survie globale
étaient : la présence de métastases synchrones (p=0,010), un type histologique rare
(p=0,004), et 'absence de chirurgie du primitif (p<0,001).

Les patients présentant une atteinte péritonéale avaient un risque accru de déces
avec une médiane de survie de 38,9 mois [25,9-52,9] contre 67,6 mois [45,6-NC]
chez ceux qui n’avaient pas de métastases péritonéales (HR 2,57 [IC95% : 1,58-
4,18], p=0,0001).

La survie globale était indépendante du sexe, de la présence de métastases

hépatiques initiales ou encore de la localisation du prélévement.
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Concernant les caractéristiques moléculaires, le nombre d’altérations moléculaires
détectées en NGS de méme qu’une frégquence alléligue < 20% n’étaient pas

associées a une diminution significative de la SG.

Il n’y avait pas de différence significative sur la survie globale entre les patients
présentant une co-altération (mutation principale et altération additionnelle), les
patients présentant une mutation principale seule, ceux qui présentaient d’autres
altérations et ceux qui ne présentaient pas d’altérations (wild type).

En revanche, la présence d’une mutation BRAF était associée a une diminution de
la survie globale, 23,4 mois [6,4-NC] contre 67,6 mois [51,8-NC] pour les patients
avec une co-altération RAS, 44,2 [33,7-NC] mois pour les patients avec une
mutation RAS seule ou avec une autre altération et 52,9 [45,6-NC] mois pour les

patients wild type (HR 2,72 [IC95% : 1,11-6,64], p=0,013). (Figure 4)

En analyse multivariée, un age inférieur a 65 ans au diagnostic, I'absence de
meétastases péritonéales initiales, la chirurgie du primitif, un traitement par
chimiothérapie (avec un avantage numérique en faveur du FOLFIRINOX) et
I’'absence de mutation BRAF étaient statistiquement associées a une augmentation
de la survie globale. En revanche, comme en analyse univariée, la présence d’une
co-altération avec RAS n’avait pas d’influence statistiquement significative.

(Tableau 4)

Survie Sans progression

La médiane de survie sans progression (SSP) était de 13,9 mois [IC95% :
12,7-15,4], avec des taux SSP a 12 mois, 24 mois et 36 mois respectivement de 60%

[IC95% : 0,53-0,66] ; 20% [IC95% : 0,14-0,27] et 13% [IC95% : 0,07-0,20]. (Figure 5)

En analyse univariée, la présence d’'une mutation BRAF étaient associée a une
diminution de la médiane de SSP avec 6,4 mois contre 11,5 mois pour les patients
avec co-altération RAS, et 15 mois pour les patients avec une mutation RAS seule,
avec une autre altération ou wild type (HR a 2,95 [IC 95% : 1,66-5,27], p=0,001).
(Figure 6)
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Les patients opérés de la tumeur primitive avaient un allongement de leur SSP avec
une médiane de 15,2 mois contre 8,5 mois pour les non opérés (HR a 0,52 [IC95%
0,37-0,75 ; p<0,0001).

En revanche, I'age, le sexe, la localisation, le statut synchrone des métastases, la
présence de métastases hépatiques ou péritonéales, le nombre de mutations
génétiques, la fréquence allélique et le type histologique n’avaient pas d’influence

sur la SSP.

En analyse multivariée, la chirurgie du primitif était significativement
associée a une augmentation de la survie sans progression avec un HRa 0,4 [IC95% :
0,3-0,69], p<0,001. La présence d’'une mutation BRAF était significativement
associée a une diminution de la survie sans progression avec un HR a 3,1 [IC95% :
1,84-5,30] p<0,001). En revanche, le type de traitement recu n’avait pas d’influence
sur la PFS. (Tableau 5)

Survie sans progression selon le traitement

La médiane de survie sans progression était de 19,2 mois dans le groupe
FOLFIRINOX contre 15,2 mois dans le groupe FOLFOX/FOLFIRI+ anti-angiogénique
et 13 mois dans le bras FOLFOX/FOLFIRI, mais les différences n’étaient pas
statistiguement significatives (p=0,180).

Pour les différents sous-groupes mutationnels, le type de traitements recus
n’avait pas d’influence sur la SSP.

Les patients avec une altération moléculaire (quelles que soient la ou les
altérations) et opérés de métastases, avaient une SSP numériqguement augmentée

avant 12 mois, sans que ce bénéfice soit statistiquement significatif.
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Tableaux et figures

414 échantillons de CCR soumis pour une
analyse NGS a la plateforme de Biologie
moléculaire du CHU de Montpellier entre
le 8/04/2017 et le 1/06/2018

18 échantillons dont I'analyse
NGS n’était pas interprétable

91 échantillons correspondant a
des patients non suivis sur I'ICM
ou le CHU.

26 échantillons dont le primitif
était a postériori d’origine non
colorectal ou inconnu.

279 échantillons sélectionnés

279 patients

Figure 1. Flow-Chart.

229 patients CCR métastatiques

229 patients inclus dans I’étude
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Tableau 1. Caractéristiques clinico-pathologiques des 229 patients atteints de CCR

sélectionnés.

Parametres N (%)
Sexe

Homme 114 (50)

Femme 115 (50)
Age (diagnostic)

<65 ans 119 (52)

65 ans et plus 110 (48)
Coté

Colon droit 72 (31.4)

Colon gauche 67 (29,3)

Rectum 90 (39,3)
Stade (diagnostic)

| 4(1.7)

I 30(13,1)

Il 63 (30,1)

\Y 122 (53,3)

Non connu 4(1.7)
Type histologique

Adénocarcinome Lieberkihnien (ADK L) 196(85,59)

Adénocarcinome mucineux (ADK M) 21(9,17)

Adénocarcinome mixte (ADK L et ADK M) 2(0,87)

Adénocarcinome avec cellules en bague a chaton 2(0,87)

Carcinome peu différencié 3(1.31)

Autres 5(2,19)
Statut Microsatellitaire

MSS 208 (90,8)

MS] 7(3,1)

Non connu 14 (6,1)
Evolution métastatique

Synchrone 122 (53,3)

Métachrone 107 (46,7)
Nombre de site métastatiques initial

1 162(70,7,3)

2 60 (26,2)

3 6 (2,0)

4 1(0,4)
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Tableau 1. (Suite)

Parameétres N(%)

Sites métastatiques initiaux
Foie 131 (57,2)
Péritoine 82 (35,8)
Poumons 50 (21.8)
Pelvis 13 (5,7)
Ganglions 10 (4.4)
Os 9(3,9)
Ovaires 6(2,6)

8 (3,4)

Autres (cutané, cérébral, pleural, surrénalien, colique)

Chirurgie du primitif
Oui
Non

Chimio et/ou radiothérapie adjuvante
Oui
Non

Dosage de I’ACE (diagnostic)
Normal
Supérieur a la normale
Non connu

1 ligne de traitement
Folfox/Folfiri
Folfox/Folfiri + anti-angiogénique
Folfirinox
Autre
Non traité

Thérapie ciblée
Anti-EGFR
Anti-VEGF
Aucune

Chirurgie de métastase(s)
Oui
Non

29(12,7%)
58 (25,3%)
142 (62%)

34 (14,85)
195 (85,15)
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Tableau 1 bis. Caractéristiques des 229 échantillons de CCRm.

Parameétres N (%)
Origine du prélévement

Externe 45 (19,7)

Interne (CHU-ICM) 184 (82,6)
Type de prélévement

Biopsie 74 (32,3)

Piece opératoire 148 (64.6)

Non connu 7 (3%)
Localisation du prélevement

Métastase 115 (50,2)

Tumeur primitive 111 (48,5)

Non connu 3(1.3)
Forme de I’échantillon

Copeaux 228 (99,6)

Non connu 1(0,4)
Fixateur

Formol 201 (87,8)

Non connu 28 (12,2)
Pourcentage de cellules tumorales (pour n=296 échantillons, Q2 et 1Q en %)

Quart Q2 50,00

1Q 30,00

Q2 = Quartile 2
1Q interquartile
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Tableau 2. Liste des altérations moléculaires retrouvées en NGS sur les 229

échantillons
KRAS Exon Fréquence %
p.Alal46Pro 4 1 1%
p.Alal46Thr 4 5* 4%
p.Alal46Val 4 2 2%
p.GIn61His 3 3 3%
p.GIn61Leu 3 2 2%
p.Gly12Ala 2 6 5%
p.Gly12Arg 2 1 1%
p.Gly12Asp 2 32 27%
p.Gly12Cys 2 9 8%
p.Glyl2Ser 2 5 4%
p.Gly12Val 2 23 19%
p.Gly13Arg 2 1 1%
p.Gly13Asp 2 26 22%
p.Lys117Arg 4 1 1%
p.Lys117Asn 4 1 1%
p.Lys117Asp 4 1 1%
Total : 119 100%
NRAS Exon Fréquence %
p.GIn61Arg 3 4 27%
p.GIn61Lys 3 6 40%
p.Gly12Asp 2 1 7%
p.Glyl2Val 2 2 13%
p.Gly13Arg 2 2 13%
Total : 15 100%
BRAF Exon Fréquence %
p.Asp594Gly 15 2 12%
p.Leu597GIn 15 1 6%
p.Val600Glu 15 14 82%
Total : 17 100%

* Dont 1 double mutation KRAS
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Tableau 2. (Suite)

Geénes Positions Exon Fréquence %
ALK Thr1151Met 22 1 2%
cMET p.Asn375Ser 2 1 2%
CTNNB1 p.Leu7Val 3 1 2%
- p.Ser45Phe 3 1 2%
ERBB4 p.Ala455Thr 12 1 2%
- p.His470GIn 12 1 2%
FGFR2 p.Gly298Ser 7 1 2%
HRAS p.Val125Ala 4 1 2%
IDH1 p.Prol27Leu 4 1 2%
MAP2K1 p.Phe53Leu 2 1 2%
- p.GIn58_Glu62del 2 1 2%
PDGFRA p.lle831LeufsTer#2 18 1 2%
PIK3CA p.GIn546Arg 10 1 2%
- p.GIn546Lys 10 1 2%
- p.GIn546Pro 10 1 2%
- p.Glu542Lys 10 8 17%
- p.Glu545Asp 10 1 2%
- p.Glu545GIn 10 2 4%
- p.Glu545Lys 10 13 28%
- p.Gly1049Arg 21 1 2%
- p.His1047Arg 21 3 7%
- p.His1047Leu 21 1 2%
- p.His1047Tyr 21 1 2%
- p.His104Leu 21 1 2%
Total : 46 100%
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1 triple mutation
CTNNB1
PDGFRA

1 double mutation
KRAS

Mutation Autre Triple mutation

(seule) HRAS
ALK 1|IDH1
4  [CTNNBL (] MAP2K1
FGFR2
MAP2K1 Aucune
mutation

Figure 2. Diagramme de Venn montrant la répartition des altérations et co-
altérations moléculaires retrouvées sur les 229 échantillons.
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Tableau 3. Corrélation entre altérations moléculaires et caractéristiques clinico-

pathologiques :

(a)selon les groupes mutationnels 1 : aucune altération , co-altération avec RAS/BRAF,

mutation RAS/BRAF seule, autres altérations.

Paramétres

Groupes mutationnels 1

Age (diag)
<65ans
65 ans et plus

Sexe
Masculin
Féminin

Localisation
Gauche
Droite

Stade (diag initial)
I-11

1

\%

Non connu

Meétastases hépatiques
Non
Oui

Métastases péritonéales
Non
oui

Type histologique
Adénocarcinome Lieberkuhnien
Adénocarcinome municeux
Autres

Chirurgie primitif
Non
Oui

Localisation prélevement
Métastase

Primitif

Non connu

Fréquence allélique
<20%
> 20%

Aucune altération

Mutation RAS/BRAF seule

Co-altération RAS/BRAF

Autre(s) altération(s)

n=69 n=116 n=33 n=11
41 ( 59,4%) 54 ( 46,6%) 17 ( 51,5%) 7 (63,6%)
28 ( 40,6% 62 ( 53,4%) 16 ( 48,5%) 4 (36,4%)
41 ( 59,4%) 48 (41,4%) 19 ( 57,6%) 6 ( 54,5%)
28 ( 40,6%) 68 ( 58,6%) 14 ( 42,4%) 5(45,5%)
56 ( 81,2%) 75 ( 64,7%) 19 ( 57,6%) 7 ( 63,6%)
13 ( 18,8%) 41 ( 35,3%) 14 ( 42,4%) 4 (36,4%)
13 ( 18,8%) 12 ( 10,6%) 7(21,9%) 2(18,2%)
15( 21,7%) 44 ( 38,9%) 7(21,9%) 3(27,3%)
41 ( 59,4%) 57 ( 50,4%) 18 ( 56,3%) 6 ( 54,5%)

0 3 1 0
28 (40,6%) 54 ( 46,6%) 14 ( 42,4%) 6 ( 54,5%)
41 ( 59,4%) 62 ( 53,4%) 19 ( 57,6%) 5(45,5%)
48 ( 69,6%) 73 ( 62,9%) 21( 63,6%) 5(45,5%)
21(30,4%) 43 (37,1%) 12 ( 36,4%) 6 ( 54,5%)
63 (91,3%) 92 ( 79,3%) 31(93,9%) 10 ( 90,9%)
3( 4,3%) 18 ( 15,5%) 2( 6,1%) 1( 9,1%)
3( 4,3%) 6( 5,2%) 0( 0,0%) 0( 0,0%)
14 ( 20,3%) 25( 21,6%) 7(21,2%) 3(27,3%)
55 (79,7%) 91 ( 78,4%) 26 ( 78,8%) 8(72,7%)
38( 55,1%) 59 ( 51,3%) 13 ( 41,9%) 5( 45,5%)
31( 44,9%) 56 ( 48,7%) 18 ( 58,1%) 6 ( 54,5%)
0 1 2 0

NA 25 (21,6%) 5( 15,2%) 2(18,2%)
NA 91 ( 78,4%) 28 ( 84,8%) 9( 81,8%)

p = 0,3206 (chi-2)

p = 0,0806 (chi-2)

p =0,0386 (exact)

p =0,1435 (exact)

p =0,7657 (exact)

p =0,4510 (exact)

p =0,1812 (exact)

p =0,9434 (exact)

p=0,8393 (exact)
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Tableau 3. (Suite)

(b)Selon les groupes mutationnels 2 : aucune altération, mutation BRAF +/- autres

altération, co-altération avec RAS, mutation RAS seule et autre(s) altération(s).

Paramétres Groupes mutationnels 2 p
Aucune altération BRAF Co-altération RAS Mutation RAS seule / Autre(s) altération(s)
n=69 n=17 n=29 n=114
Age (diag) p =0,2137 (chi-2)

<65ans
65 ans et plus

Sexe
Masculin
Féminin

Localisation
Gauche
Droite

Stade (diag initial)
1-11

1l

v

Non connu

Métastases hépatiques
Non
Oui

Métastases péritonéales
Non
oui

Type histologique
Adénocarcinome Lieberkuhnier]
Adénocarcinome municeux
Autres

Chirurgie primitif
Non
Oui

Localisation prélévement
Métastase

Primitif

Non connu

Fréquence allélique
<20%
> 20%

41 ( 59,4%)
28 ( 40,6%

41 ( 59,4%)
28 (40,6%)

56 ( 81,2%)
13 ( 18,8%)

13 (18,8%)

15 (21,7%)

41 ( 59,4%)
0

28 ( 40,6%)
41 ( 59,4%)

48 ( 69,6%)
21 ( 30,4%)

63 (91,3%)
3( 4,3%)
3( 4,3%)

14 ( 20,3%)
55 (79,7%)

38 ( 55,1%)
31 ( 44,9%)
0

NA
NA

11 ( 64,7%)
6(35,3%)

10 ( 58,8%)
7(41,2%)

13 ( 76,5%)
4(23,5%)

3(18,8%)

6(37,5%)

7(43,8%)
1

11 ( 64,7%)
6(35,3%)

8 (47,1%)
9(52,9%)

13 ( 76,5%)
2(11,8%)
2(11,8%)

4 ( 23,5%)
13 ( 76,5%)

7(41,2%)
10 ( 58,8%)
0

6( 35,3%)
11 ( 64,7%)

15 ( 51,7%)
14 ( 48,3%)

16 ( 55,2%)
13 ( 44,8%)

16 ( 55,2%)
13 ( 44,8%)

5 (17,9%)

7( 25,0%)

16 ( 57,1%)
1

11 ( 37,9%)
18 ( 62,1%)

20 ( 69,0%)
9( 31,0%)

27(93,1%)
2( 6,9%)
0( 0,0%)

5(17,2%)
24 ( 82,8%)

12 ( 44,4%)
15 ( 55,6%)
2

11 ( 64,7%)
24.( 82,8%)

52 ( 45,6%)
62 ( 54,4%)

47 ( 41,2%)
67 ( 58,8%)

72 (63,2%)
42 (36,8%)

13 (11,6%)

41 ( 36,6%)

58 ( 51,8%)
2

52 ( 45,6%)
62 ( 54,4%)

71 ( 62,3%)
43 (37,7%)

93 ( 81,6%)
17 ( 14,9%)
4( 3,5%)

26 ( 22,8%)
88 (77,2%)

58 ( 51,3%)
55 ( 48,7%)
1

21 ( 18,4%)
93 ( 81,6%)

p = 0,0788 (chi-2)

p =0,0230 (exact)

p =0,3430 (exact)

p =0,2836 (exact)

p =0,3199 (exact)

p =0,1193 (exact)

p =0,9171 (exact)

p=0,6634 (chi-2)

p=0,1058 (exact)
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Survie Globale
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Figure 3. Survie globale des 229 patients CCRm inclus.
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Figure 4. Survie globale en fonction de différents groupements moléculaires des
CCRm : (a)Selon les groupes mutationnels 1, (b)Selon les groupes mutationnels 2.
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Survie Sans Progression
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Figure 5. Survie sans progression des 229 patients CCRm.
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Tableau 4. Analyse multivariée des parameétres influencgant la survie globale (SG).

Parametres Hazard Ratio p IC 95%

<65 ans 1
65 ans et plus 2,34 0,005 1,297828  4,20325

Non 2,79 0,001 1,562482  4,969521
Oui

Non 1
Oui 2,79 0,001 0,0841803 0,2683077

Non traité 1

FOLFOX/FOLFIRI 0,21 0,005 0,0723679 0,6304004
FOLFIRINOX 0,1 0,003 0,0224315 0,4464155
FOLFOX/FOLFIRI + AA 0,18 0,009 0,0509453 0,6480895
Autres traitements 0,18 0,002 0,0619013 0,5339845

Aucune 1

BRAF 2,86 0,028 1,118322 7,312499
Co-altération RAS 1,12 0,811 0,4547024 2,737596
Altération RAS seule / autres altérations 0,81 0,547 0,4181296 1,586849
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Tableau 5. Analyse multivariée des facteurs influengant la survie sans progression
(SSP).

Paramétres Hazard Ratio p IC 95%

ADK L 1

ADK mucineux 1,17 0,0621 0,6312456 2,161457
Autre 2,1 0,114 0,8331832 5,518354
jmgeprmet
Non 1

Oui 0,45 <0,001 0,2975385 0,6935741
roene
Montraité al

FOLFOX/FOLFIRI 1,25 0,636 0,43858316 3,848306
FOLFIRINOX 0,59 0,388 0,1801186 1946176
FOLFOX/FOLFIRI+AA 0,8 0,709 0,2477816 2,58429
Autres traitements 1,21 0,73 04096082 3575707

Aucune il

BRAF 3,12 <0,001 1,843693 5304828
Co-altération RAS 1,27 0,365 0,7595581 2,111733
Altération RAS seule / autres altérations 0,3 0,597 0,066751 1,332857




111-DISCUSSION

Avec le développement des thérapies ciblées, la recherche de biomarqueurs
moléculaires a la fois pronostiques et prédictifs de réponse aux traitements tels que
RAS, BRAF et le statut microsatellitaire, est devenue déterminante dans la prise en

charge des cancers colorectaux métastatiques (18,75,76).

Si les altérations sur RAS et BRAF ont démontré leur intérét, la présence
d’autres altérations moléculaires associées est moins connue. Dans notre étude,
nous avons voulu déterminer si la présence de co-altérations moléculaires
associées a celles des génes RAS et BRAF, détectées en NGS (panels communs pour
19 genes dont les 16 genes recommandés par le panel INCa), avait un impact sur la

survie globale des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques.

Sur les 229 patients atteints de CCRm de notre étude, les fréquences des
mutations KRAS, NRAS, BRAF et PIK3CA étaient de 51,1%, 6,1%, 7,4% et 14,8%
respectivement. Méme si cette répartition des mutations dans le CCR varie dans la
littérature selon la taille des échantillons, la population ou encore la sensibilité des
techniques de détection, nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs
cohortes. Dans I'étude de Al-Shamsi et al., sur 198 échantillons tumoraux (FFPE) de
CCR analysés en NGS, les fréquences de mutation des génes KRAS, NRAS, BRAF,
PIK3CA était de 44,4%, 4,0%, 4,0%, et 12,1% respectivement et de 48,4%, 4%, et
12, 1% selon l'origine de la population (Golfe Persique ou Etats-Unis) (77). De
méme, dans |'étude prospective de Gao et al, les fréquences étaient
respectivement de 46,8%, 3,3%, 2% et 20,3% sur 207 CCR analysés en NGS (74).
Environ 3% (n=7) des patients avaient une tumeur de phénotype micro satellitaire
instable (MSI) dans notre étude, et 33% (n=3) étaient associées a une mutation
BRAF. Nos données sont cohérentes avec la fréquence des tumeurs MSI estimée a
4% et 'association entre phénotype MSI et mutation BRAFV®9F retrouvée dans 20

a 40% des cas dans la littérature (48,78).
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Dans notre étude, la localisation droite de la tumeur (31,4%) était associée
a la présence d’altérations moléculaires (81,9%). L'étude chinoise récente de Li et
al. (79) sur 526 tumeurs colorectales analysées en NGS, retrouvait une corrélation
entre la présence d’'une mutation KRAS et la localisation droite ou rectale (colon
droit 55,4% vs colon gauche 39,6% vs rectum 50,6%, p=0,023) ainsi qu’entre la
présence d’'une mutation PIK3CA et une localisation colique droite (17,8% colon
droit vs 15% colon gauche p=0,004). D’autre part, les mutations de BRAF60Y,
connues pour étre de mauvais pronostic en situation métastatique, sont plus
fréeguemment rapportées comme associées a des cancers coliques droits, un statut
MSI et la présence de métastases péritonéales d’apres I'étude de Tran et al.
(80). Dans notre étude, I'dge supérieur a 65 ans au diagnostic, la localisation droite
et la présence de métastases péritonéales ressortaient comme des facteurs de
mauvais pronostic ce qui va dans le sens des parametres ayant un impact
pronostique dans le CCR métastatique (50,80,81). En revanche, quel que soit le
statut mutationnel, la prise en charge chirurgicale de la tumeur primitive était un
facteur de bon pronostic sur la survie sans progression et sur la survie globale, en

accord avec les données d’études de la littérature (82,83).

Pour ce qui est de I'objectif principal, la présence d’une co-altération avec
RAS ou BRAF en analyse NGS n’était pas un facteur pronostique de la survie globale,
de méme que le nombre de mutations, indépendamment des genes mutés. Les
meédianes de survie sans progression étaient diminuées chez les patients avec une
co-altération RAS, 11,5 mois [8,5-18,5] vs 15,5 mois [12,7-18,2] chez ceux qui
étaient seulement porteurs d’'une mutation RAS ou autre mutation isolée (hors
BRAF) mais la différence n’était pas significative (NS). Cela contraste avec les
résultats de I’étude prospective de Gao et al. sur 207 patients dans laquelle un seuil
d’au moins 2 mutations retrouvées en NGS sur un panel de 22 génes était associé
a une diminution de la survie sans progression et de la survie globale (74). Par
ailleurs, le panel de génes utilisé couvrait les régions d’intérét des genes TP53 et
FXB7 qui faisaient parti des 4 génes les plus fréqguemment mutés : or, ces derniers

ne faisaient pas partie de nos panels. La différence entre ces panels et |le caractere
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rétrospectif de notre étude avec un manque de données est un biais majeur qui

peut expliquer la discordance avec nos résultats.

La co-altération la plus représentée était I'association RAS/BRAF + PIK3CA,
PIK3CA étant le 2™ géne le plus fréquemment muté de notre panel (15% des
patients). Le gene PIK3CA jouent un réle important dans la prolifération et la survie
des cancers, mais I'impact pronostique de ces mutations, notamment dans les
cancers colorectaux, reste controversé (45). Nos résultats en termes de survie
globale semblent conforter ceux d’une étude de 2012 de Ligo et al. réalisée sur
1170 patients, ou la présence d’une mutation du gene PIK3CA seule ou associée a
une mutation RAS/BRAF n’était pas un facteur pronostique de la survie globale (60).
En revanche, la présence d’'une mutation P/IK3CA était associée a des cancers
proximaux et la présence d’une double mutation sur les exons 9 et 20 de PIK3CA
était également un facteur de mauvais pronostic, mais cet évenement restait rare.
Le role prédictif de PIK3CA, qui serait un facteur de résistance aux anti-EGFR est
également débattue. Notre échantillon comptait seulement 6 mutations isolées de

PIK3CA, ne permettant pas d’explorer cette question.

La présence d’une mutation BRAF ressortait en revanche comme un facteur
de mauvais pronostic de facon indépendante, autant sur la survie globale (médiane
de 23,4 mois) que sur la survie sans progression (médiane de 6,4 mois). Ce résultat
est concordant avec I'étude suscitée de Gao et al. en termes de survie globale avec
un sur-risque de déces pour les patients BRAF mutés (HR a 7,3 [2,0-25,5], p=0,002).
Dans cette méme étude, la présence indépendante d’'une mutation de CTNNBI ou
NRAS étaient également des facteurs prédictifs d’'une diminution de la survie
globale (73). Encore une fois, ces résultats viennent confirmer le pronostic péjoratif
associé a la présence des mutations BRAF69%% gvec une survie sans progression
rapportée dans la littérature variant de 4 a 7 mois et une survie globale de 9 a 19
mois selon les études, soit environ deux fois moindres que celles observées chez
les patients avec CCRm BRAFV6%F sguvage (6,50,84).

Parmi nos échantillons, nous avons mis en évidence 2 mutations de ERBB4
(Erb-b2 Réceptor Tyrosine kinase 4), un géne membre de la famille des tyrosine

protéine kinase et du récepteur de I'EGF. Certaines mutations du gene ERBB4 sont
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dites activatrices et pourraient étre impliquées dans la cancérogenése mais leur
action in vivo est peu connue (85,86). Dans les cancers du sein triples négatifs (ne
surexprimant pas les récepteurs hormonaux ni la protéine HER2) la surexpression

de la protéine ERRB4 serait associée a un mauvais pronostic (85).

Dans notre étude, si le bénéfice de la chimiothérapie sur la surie globale
était observé, I'allongement de la survie globale était particulierement en faveur
d’une chimiothérapie par FOLFIRINOX (HR 0,24 1C[0,074-0,78], médiane a 51.8
mois, SG a 1 ans de 93,8%), par rapport aux traitements par bichimiothérapie seule
ou avec anti-angiogénique, et ce indifféremment du statut mutationnel. Ces
données s’accordent avec celles de Falcone et al. mettant en évidence un bénéfice
de la trichimiothérapie par FOLFOXIRI (irinotecan 165 mg/m2 Jour 1, oxaliplatine
85 mg/m2 Jour 1, acide folinique 200 mg/m2 Jour 1, 5-fluorouracile 3,200 mg/m?2
en perfusion continue sur 48 heures a partir du jour 1, toutes les 2 semaines) vs
FOLFIRI en 1 ligne a la fois sur le taux de réponse objective, la survie sans
progression et la survie globale (médiane de survie globale de 22,6 vs 16,7 mois
respectivement ; HR 0,70, p=0,032) (87). Par ailleurs, les données de |'étude TRIBE
sont en faveur d’un bénéfice du FOLFOXIRI+bevacizumab vs FOLFIRI+bevacizumab
chez les patients CCRm RAS mutés et BRAF mutés sur la survie globale et |a survie
sans progression, respectivement 19,0 vs 10,7 mois (HR: 0,84 1C[0,24-1,2]) chez les
patients RAS mutés et 7,5 vs 5,5 mois (HR, 0,57; IC[0,27-1,23]) chez les BRAF mutés
(88). A la suite de ces résultats, et malgré le faible nombre de patients, le protocole
FOLFOXIRI-bevacizumab s’est imposé dans la communauté médicale francaise et
internationale comme le traitement « standard » de 1° ligne métastatique pour
les patients porteurs d’'un CCRm avec mutation BRAF'®9F en bon état général (PS
0-1) (56). Récemment, I'étude TRIBE 2 a rapporté l'intérét d’'une séquence tri-
chimiothérapie+bevacizumab  suivie d’un  traitement d’entretien par
S5fu+bevacizumab avec réintroduction de la quadrithérapie par rapport a un
schéma séquentiel alternant bi-chimiothérapie+bevacizumab et entretien sur la
survie sans progression et la survie globale particulierement chez les patients RAS

ou BRAF mutés associés a une tumeur du colon droit (89).
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Concernant les patients éligibles a un traitement par anti-EGFR en 1€ ligne,
seulement 29 en avait bénéficiés sur les 80 potentiels ne présentant pas de
mutation RAF/BRAF. En 2016, I'étude rétrospective francaise de Lievre et al.
retrouvait un délai moyen de 24.6 +/- 17,2 jours entre la demande de recherche de
mutation RAS/KRAS et 'obtention des résultats pour des patients CCRm (83) ; ces
délais peuvent en partie expliquer pourquoi seulement 36% des patients RAS et
BRAF wild type n’avaient pas recu d’anti-EGFR a ce stade dans notre étude. Il aurait
été intéressant d’observer la réponse aux anti-EGFR pour les patients RAS/BRAF
wild type mais présentant une autre altération (n=6, wild type seul), versus ceux ne
présentant aucune mutation concernant I'ensemble des génes des panels (n=23,
« Super wild type »). Cependant, le manque d’évenements dans notre étude ne
nous permettait pas de réaliser cette analyse. Plusieurs études ont tenté
d’identifier les patients qui seraient de meilleurs répondeurs aux anti-EGFR. Dans
I’étude de 2019 de Li et al. suscitée, les patients wild type sur le panel de 22 génes
et non uniquement pour le gene RAS, traités par anti-EGFR, avaient une survie sans
progression augmentée par rapport aux patients présentant une ou plusieurs
altérations (79). Dans une autre étude, prospective, sur des patients avec un CCRm
RAS et BRAF wild type, Cremolini et al. ont testé la valeur prédictive négative d’un
panel de genes avec des altération moléculaires rares: amplification de
HER2/MET , fusion de ALK/ROS1/NTRK1-3/RET , mutations du géne PIK3CA (90). La
présence d’une altération sur ce PRESSING panel (PRimary rESiStance
IN RAS and BRAF wild-type metastatic colorectal cancer patients treated with anti-
eGfr monoclonal antibodies) était plus fréquemment retrouvée chez les patients
présentant une résistance aux anti-EGFR (24/47 vs 1/47, p<0,001) et pour les
tumeurs du colon droit (12/29 vs 13/65, p<0,03). La valeur prédictive combinant
I"évaluation par le PRESSING panel et la localisation était de 80,4%. Ces données
suggerent 'intérét du développement de ces panels afin de cibler les meilleurs
candidats pour des traitements ciblant 'EGFR ou des altérations génétiques plus
rares. C'est dans ce sens que la surexpression des récepteurs HER2, présente chez
environ 5% des patients RAS/BRAF wild type, est recherchée enimmunohistochimie

(58).
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De nos jours, la classification moléculaire consensuelle des cancers
colorectaux reste un des outils de choix en termes d’évaluation pronostique des
CCR (91). Cependant, celle-ci n’est actuellement pas réalisable en routine car elle

nécessite d’analyser plus de 80 genes.

’avantage la technique NGS utilisée dans notre étude est sa faisabilité en routine
et les nombreuses possibilités qu’elle offre : analyse de transcrits (ARN), d’exons,
d’épigénétique ou encore du statut microsatellitaire (92). Le défi est donc a la

détection de biomarqueurs moléculaires forts.

Cette recherche se heurte a de nombreuses difficultés comme par exemple le co(t
des analyses, les délais d’obtention des résultats mais également aux
caractéristiques propres de la cellule cancéreuse, en particulier I'hétérogénéité
tumorale. En ce sens, la sélection de clones résistant sous pressions des thérapies
ciblées et des chimiothérapies donne tout son intérét aux analyses sur ADN tumoral
circulant ou « biopsies liquides » a partir d’'un prélevement sanguin (93). Dans
I’étude rétrospective de Toledo et al., le monitorage par biopsie liquide de patients
CCRm RAS wild-type (WT) sous anti-EGFR avait une valeur pronostique de réponse
prolongée pour les patients WT en continu sur ADN circulant, alors qu’une
« explosion » de mutations était prédictive d’une altération clinique imminente
(94). Ce monitorage pourrait étre un outil dans le choix du traitement, par exemple
pour le rechallenge des anti-EGFR des patients répondeurs en 1 ligne, comme
évoquée dans I'étude CRICKET (95).

L’accés a des molécules innovantes face a ces biomarqueurs détectés est en cours
comme en témoigne les résultats de I'étude BEACON qui ont modifié la prise en
charge des CCRm BRAFY®%%F mutés en 2'¢™e |igne avec 'association encorafenib et
cetuximab (anti-BRAF+anti-EGFR) qui augmente la survie globale de ces patients de
5,9 29,3 mois par rapport a l'irinotecan+cetuximab (HR 0,61 [0,48-0,77] ; p=0,0003)
avec un profil de tolérance favorable par rapport a la triple association encorafenib-
binimetinib-cetuximab (anti-BRAF+anti-MEK+anti-EGFR)(96). D’autres études

récemment communiquées ouvrent la voie de nouvelles molécules ciblant
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spécifiguement les mutations de KRAS G12C (3% des KRAS mutés codon 12) ou des
CCRm surexprimant HER2 (97-99).

Ainsi, l'intégration de toutes ces données et la complexité des interactions a
I"échelle de la cellule cancéreuse donne tout son sens aux réunions de concertation
multidisciplinaire, en intégrant les spécialités de biologie moléculaire (RCP

moléculaires), a I'ére de la médecine dite de précision.
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IV-CONCLUSION

Les analyses NGS permettent de répondre a la forte demande de détection
d’altération génétiques, tous cancers confondus, et ce a partir de faible quantité
d’ADN extraite d’échantillon de tissu FFPE.

Dans notre étude rétrospective réalisée sur 229 patients CCRm, la détection de co-
altérations moléculaires en NGS sur un panel de 19 genes, associées aux mutations
principales des genes RAS et BRAF, n’était pas un facteur pronostique de la survie
globale ni de la survie sans progression.

En revanche, la détection d’une mutation BRAF était associée a un pronostic
péjoratif. Des études prospectives sont nécessaires pour confirmer ces données et
déterminer I'impact des co-altérations sur la stratégie thérapeutique des cancers

colorectaux métastatiques.
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VI-ANNEXES

Annexe 1 : Panels de génes

e  Fluidigm _Panel _v1

Géne : Exons (Transcrit de référence )

AKT1 :3 (NM_001014431.1) ALK : 22+23 +24+25 +26 (NM_004304.1) BRAF : 11+15
(NM_004333.4) CTNNB1 : 3 (NM_001904)

EGFR : 18+19+20+21 (NM_005228.3 ) ERBB2 : 20 (NM_004448.2) ERBB4 : 10+12 (NM_
005235.2) FGFR2 : 7+9 +12+14 (NM_000141.4)

FGFR3 : 7+9+14 +16 (NM_000142.4) HRAS : 2+3+4 (NM_005343.2) IDHI : 4
(NM_005896) IDH2 : 4 (NM_002168)

KIT : 8+9+11+13+14 +17+18 (NM_000222.2) KRAS : 2+3+4 (NM_033360.2) MAP2K1 : 2
(NM_002755.3)

MET : 2+14+16+17+18+19+20 (NM_001127500.1) NRAS : 2+3+4 (NM_002524.3) PDGFRA

: 12+14+18 (NM_006206.4)

PIK3CA : 10+21 (NM_006218.2) PTEN : 7 (NM_000314)

e TSCA_Panel INCa_v2

AKT1 : 3 (NM_001014431); ALK : 20+21+22+23+24+25 (NM_004304); BRAF : 11+15
(NM_004333); CDKN2A : 1+2+3 (NM_000077); CTNNB1 : 3 (NM_001904); DDR2 : 17
(NM_006182); EGFR : 18+19+20+21 (NM_005228); ERBB2 : 20 (NM_004448); ERBB4 :
10+12 (NM_005235); FGFR1 : 12+14 (NM_023110); FGFR2 : 7+12+14 (NM_000141);
FGFR3 : 7+9+14 (NM_000142); GNA11 : 4+5 (NM_002067); GNAQ : 5 (NM_002072);

GNAS : 8+9 (NM_000516); H3F3A : 2 (NM_002107); H3F3B : 2 (NM_005324); HIST1H3B :
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1 (NM_003537); HRAS : 2+3+4 (NM_005343); IDH1 : 4 (NM_005896); IDH2 : 4
(NM_002168); JAK2 : 12+13+14 (NM_004972); KIT : 8+9+11+13+17+18 (NM_000222);
KRAS : 2+3+4 (NM_033360); MAP2K1 : 2 (NM_002755); MET :
2+intron13+14+intron14+15+16+17+18+19+20 (NM_001127500); NRAS : 2+3+4
(NM_002524); PDGFRA : 12+14+18 (NM_006206); PIK3CA : 10+21 (NM_006218); POLE :
9+10+11+12+13+14 (NM_006231); PTEN : 1+2+3+4+5+6+7+8+9 (NM_000314); RAC1 : 2
(NM_018890); SMAD4 : 2+3+9+10+11+12 (NM_005359); STK11 : 1+2+3+4+5+6+7+8+9

(NM_000455); TERT : Promoteur (NM_198253)
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Annexe 2 : Figures supplémentaires
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Figure sup.l. Parametres influencant la survie globale en analyse univariée (a) Age ;
(b) localisation; (c) Chirurgie du primitif; (d) Type histologique; (e) Métastases
peritonéales ; (f) Stade.
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Figure sup. 6. Survie sans progression pour les groupes mutationnels 1, selon
chirurgie ou non de métastases.
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Figure sup. 6. (Suite) Survie sans progression pour les groupes mutationnels 1,
selon chirurgie ou non de métastases.
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VII-ABREVIATIONS

ALK : Anaplastic Lymphoma Kinase

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé.
BRAF : B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

CCR :Cancer Colorectal

CCRm : Cancer Colorectal Métastatique

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor / Recepteur du Facteur de Croissance Epidermique
EMA : European Medicines Agency / Agence Européenne du Médicament
ERBBA4 : Erb-b2 Réceptor Tyrosine kinase 4

GIST : Gastrolntestinal Stromal Tumor / Tumeurs stromales gastro-intestinales
HER2 : Human Epidermal growth factor Receptor-2

HNPCC : Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer / Cancer colorectal héréditaire sans polypose ou
syndrome de Lynch.

INCa : Institut National du Cancer

ITK : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

KRAS : Kirsten rat oncogéne homolog

MAPK : Mitogen-Activating Protein Kinase

MICI : Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin

MMR : Mismatch Repair

MSI : MicroSatellites Instables

MSS : MicroSatellites Stables

NGS : Next génération séquencing / Séquencage a haut débit
NRAS : Neurobastoma RAS viral oncogéne homolog

PAF : Polypose Adénomateuse Familiale

PDL1 : Programmed Death Ligand 1

PIK3CA : Phosphoidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase Catalytic Subumit Alpha.
PS : Performans Status

RCP : Réunion de Concertation Pluri-disciplinaire

ROS1 : ROS proto-oncogene 1

SG : Survie Globale

SSP : Survie Sans Progression

VEGF : Vascular Epidermal Growth Factor / Facteur de Croissance de I’'Endothélium Vasculaire
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SERMENT

» En présence des Maitres de cette école, de mes chers
condisciples et devant [effigie d"Hippocrate, je promets et je
jure, au nom de ['Etre supréme, d étre fidele aux lois de
[honneur et de la probité dans [exercice de la médecine.

> Je donnerai mes soins gratuits a [indigent et n’exigerai
jamais un salaire au-dessus de mon travail.

» Admis (e) dans [intérieur des maisons, mes yeux ne verront
pas ce qui s’y passe, ma langue taira les sectets qui me seront
conffiés, et mon état ne servira pas d corrompre les meeurs, ni
a favoriser le crime.

> Respectueux_ (se) et reconnaissant (e) envers mes Maitres, je
[ ) . . )
rendrai a leurs enfants Cinstruction que jai recue de leurs
peres.

» Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
J
promesses. Que je sois couvert (e) d opprobre et méprisé (e) de
mes confréres sijy manque.
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INTRODUCTION : Les recherches des mutations RAS (KRAS/NRAS), BRAF et
d’instabilité microsatellitaire (MSI) jouent un réle déterminant dans le
traitement des cancers colorectaux métastatiques (CCRm) et sont réalisées en
routine par séquencage (Next-Generation-Sequencing/NGS).

Le but de cette étude était d’évaluer I'impact pronostique des altérations
moléculaires associées aux mutations RAS/BRAF de CCRm détectées en NGS.
METHODE : Les données clinico-bio-pathologiques de patients CCRm testés en
NGS (19 genes), traités au CHU et a I'institut du cancer de Montpellier ont été
analysées rétrospectivement. L’objectif principal était la survie globale (SG).
RESULTATS : Sur 229 patients CCRm (50% femmes, age médian 64,7[26,73-
90,98] ans, 30% colons droits) inclus, 3% étaient MSI. 160/229 patients étaient
mutés dont 149 (65%) avec mutation principale (KRAS 51%, NRAS 6,6%, BRAF
7,4%). Trente-trois (14,4%) présentaient une co-altération avec RAS/BRAF
(KRAS+PIK3CA2 9,6%, 1 double mutations KRAS, 1 NRAS+KRAS). La présence
d’une co-altération n’était pas statistiguement associée a une diminution de Ia
SG ou de la survie sans progression (SSP). L’age < 65 ans (HR 2,33 [1,3-4,2] ;
p=0,005), la chirurgie du primitif (HR 2,7 [1,6-5] ; p=0,001), I'absence d’atteinte
péritonéale (HR 0,15 [0,08-0,7]; p<0,001) et de mutation BRAF (HR 2,8 [1,1-7,3]
; p=0,028) étaient associés a un allongement de la SG. La chirurgie du primitif
(HR 0,45 [0,3-0,7] ; p<0,001) et I'absence de mutation BRAF (HR 3,12 [1,8-5,3] ;
p<0,001) augmentaient la SSP.

CONCLUSION : La présence de co-altérations détectées en NGS n’avait pas
d’impact sur la survie des patients CCRm dans cette étude rétrospective. La
détection d’une mutation BRAF était associée a un pronostic péjoratif. Des
études prospectives sont nécessaires pour confirmer ces données et

déterminer I'impact des co-altérations sur la stratégie thérapeutique des CCRm.

MOTS CLES (8) : cancer colorectal métastatique, mutations génétiques, Next-
Generation-Sequencing (NGS), RAS, BRAF, PIK3CA, co-altération moléculaire,

pronostic.
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