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IMPACT D'UN SEQUENCAGE MOLECULAIRE
SYSTEMATIQUE AU DIAGNOSTIC EN ONCOLOGIE
DIGESTIVE, EXPERIENCE D’UN CENTRE.
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1. ABSTRACT

Introduction : Les technologies de profilage moléculaire tumoral sont devenues de plus en

plus importantes a I'ére de la médecine de précision, leur utilisation en routine est encore limitée par

leur accessibilité, leur co(t et la disponibilité du matériel tumoral.

Matériels et méthodes : Nous avons analysé rétrospectivement les traitements regus et les

données de survie des patients atteints d'un cancer digestif ayant bénéficié d’un test moléculaire de

séquencage a haut débit (NGS) de maniere systématique au diagnostic. L'objectif principal de cette



étude monocentrique était de comparer la survie globale des patients qui ont été traités avec une
thérapie ciblée sur une anomalie moléculaire a celle des patients qui ont bénéficié d’un traitement
standard. La survie globale médiane a été calculée depuis le diagnostic initial de la maladie jusqu'au

déces.

Résultats : 528 patients ont été adressés dans le service d’Oncologie Digestive de I'hdpital de
la Timone de Marseille entre janvier 2018, et novembre 2020 pour prise en charge d’un cancer
digestif et ont bénéficié d’'un séquencage moléculaire a haut débit. Parmi eux 461 patients avaient un
carcinome digestif (75 ont été exclus du fait de la présence d’une GIST ou une Tumeur neuro
endocrine, d’une localisation digestive de cancer extra digestif ou de I'absence de suivi dans notre
centre) et 275 une maladie métastatique (synchrone ou métachrone). Pour les patients
métastatiques, des altérations moléculaires actionnables ont été identifiées pour 95 patients (43,5%)
et pour 13 patients (4,7%) un traitement ciblé a été administré sur les résultats du NGS initial. Il n’y
avait pas de différence significative de médiane de survie globale entre les patients ayant recu un
traitement ciblé par les données du criblage moléculaire par rapport aux patients qui ont recu le
traitement standard recommandé (2,89 [95%Cl 1,84 - 3,93] contre 2,86 [95%CI 1,52 - 4,19], p =

0,671).

Discussion et conclusion : Cette étude suggére que la génomique & haut débit peut
améliorer la prise en charge des patients et bien que ces résultats n'aient pas montré un bénéfice
chez les patients traités par une thérapie ciblée sur les données du NGS, ils sont prometteurs. Des
essais randomisés sont nécessaires pour confirmer qu’il existe un bénéfice a traiter les patients par

une thérapie ciblée sur les données d’'un NGS méme si les premiers résultats paraissent prometteurs.



2. INTRODUCTION

On dénombre environ 3.9 millions de nouveaux cas de cancer et 1.9 millions de déces par cancer
en Europe en 2018, toutes localisations confondues. Les cancers digestifs, représentent un quart de
cette incidence globale ((Esophage 1.4%, Estomac 3.4%, Colorectal 12.8%, Foie 2.1%, Pancréas 3.4%,
soit 23.1%) et un tiers de la mortalité par Cancer ((Esophage 2.3%, Estomac 5.3%, Colorectal 12.6%,

Foie 4%, Pancréas 6.6%, soit 30.8%) (1)

Parmi ceux-ci, le cancer colorectal est la deuxiéme cause de déces par cancer chez ’'homme et la
troisieme chez la femme. Le cancer du Pancréas dont l'incidence est croissante est la quatrieme
cause.

Les tendances observées des taux de mortalité par cancer digestif en Europe sont stables ou en
|légeére augmentation. Par conséquent, le nombre de déces devrait augmenter avec le vieillissement

continu de la population européenne (1).

La pathogénese moléculaire du cancer est caractérisée par I'acquisition successive d’altérations
génétiques qui améne a l'activation aberrante de proto-oncogene et l'inactivation de génes
suppresseurs de tumeurs. Le phénotype moléculaire des cancers digestifs commence a étre bien
connu, mais nous devons améliorer les implications de ces nouvelles connaissances pour la prise en

charge thérapeutique des patients (2,3).

Actuellement, plusieurs méthodes de test pour identifier les altérations génomiques sont
utilisées dans la pratique clinique : la recherche d’'un mutant ou d’une perte d’expression protéique
par immunohistochimie (IHC), la recherche de mutations dans I’ADN par PCR, ainsi que le profilage
moléculaire basé sur le NGS (Next Generation Sequencing). La méthode par PCR (méthode dite de
Sanger) est centrée sur une région d’intérét qui concerne un seul géne ou un groupe de génes
sélectionnés en fonction des signes cliniques recueillis et de I'hypothese diagnostique faite par le
prescripteur. Le séquencage NGS, quant a lui, permet de séquencer des millions de fragments

simultanément. Ce processus a haut débit se traduit par le séquengage de centaines a des milliers de



génes a la fois, et permet ainsi de détecter des variants nouveaux ou rares (4). Cette méthode
nécessite également moins de matériel cellulaire, est plus rapide, moins colteuse et plus précise. Ce
séquencage NGS comprend un séquencage ADN recherchant des mutations génomiques, mais
certains génes (notamment FGFR2 ou NTRK) une fois transcrits peuvent former des fusions avec de

multiples partenaires pour lesquels un séquencage supplémentaire de I’ARN est nécessaire.

Cette technologie a permis la découverte de nouveaux genes associé au cancer et la signification
clinique de ces altérations génomiques dans la prise en charge diagnostique, pronostique et

thérapeutique (5).

Aujourd’hui, certains patients bénéficient de traitements ciblés, basés sur des anomalies
moléculaires, diagnostiqués par ces méthodes génomiques, en routine ou dans le cadre d’essai

cliniques ou en ATU (Autorisation Temporaire d’Utilisation).

Les principales mutations actionnables et leurs thérapies ciblées en oncologie digestive sont

résumées dans la figure 1.

L’objectif principal de notre étude était de déterminer le bénéfice sur la survie globale de ces
thérapies ciblées administrées sur les données d’un NGS systématiquement réalisé au moment de la

prise en charge d’un cancer digestif.
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Figure 1. Principales anomalies moléculaires pouvant étre ciblées par un traitement, selon la localisation.

3. MATERIELS ET METHODES

Patients et Design de I’étude

Pour identifier I'impact d’'un séquencgage ciblé systématique des patients au diagnostic sur la
prise en charge, nous avons recueilli rétrospectivement les données de tous les patients ayant
bénéficié d’'un NGS dans le service de cancérologie digestive de I’hopital de la Timone, APHM,
Marseille, France, entre janvier 2018 et novembre 2020 pour 'ADN (NGS mutation) et novembre

2018 a novembre 2020 pour ’ARN (NGS fusion).

Les patients éligibles pour I'inclusion dans notre étude étaient ceux avec (i) un cancer digestif;
prouvé histologiquement au sein de notre centre avec réalisation d’un séquencage au diagnostic et
pour lesquels (ii) une Réunion de concertation pluridisciplinaire a été réalisée au moins pour la

premiere ligne de traitement.



Les patients exclus de notre analyse étaient ceux qui n’avaient pas de suivi dans notre centre
(déces avant prise en charge, absence de données dans le dossier médical), les cancers non digestif
(lymphome, poumon, vessie) et certains cancers digestif particuliers tels que les GIST, les tumeurs

neuro endocrines, les cancers in situ.

Le suivi des patients débutait au diagnostic avec réalisation d’un profilage moléculaire

systématique et décision au cours d’'une RCP d’une premiere ligne de traitement.

‘Buk  Drain | &mi—»‘ro column
Silicon substra

te receiver

Figure 2. Technologie NGS lon Torrent.

Les échantillons tumoraux étaient recueillis par biopsie endoscopique ou prélévement chirurgical
et pouvaient étre issus de Iésions primitives ou secondaires. Ces prélévements ont été analysés par la
technologie lon Torrent S5 XL Thermofisher, qui est une technique par amplicon, aprés signature

d’une autorisation écrite et éclairée.

Cette technique est basée sur des puces semi-conductrices, remplies de puits, qui relarguent un
proton quand un nucléotide est incorporé par I’ADN polymérase. Cette réaction entraine un
changement de pH local détecté au niveau des senseurs de la puce et converti en données brutes

sous forme d’un ionogramme, avant d’étre transformé en données de séquences.



Les données sur les patients ont été recueillies dans le dossier médical informatisé de notre
établissement, notamment a partir du compte rendu de la réunion de concertation pluridisciplinaire

concernant les données cliniques et le compte rendu de biologie moléculaire pour les mutations.

Séquengcage moléculaire

Les recherches ont été orientées a I'aide d’un panel validé, appelé Oncomine Solid Tumor (OST et
OST+) comportant 22 genes pour la recherche sur ADN : EGFR, ALK, ERBB2, ERBB4, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, MET, DDR2, KRAS, PIK3CA, BRAF, AKT1, PTEN, NRAS, MAP2K1, STK11, NOTCH1, CTNNB1,
SMADA4, FBXW7, TP53 ; 4 genes pour la recherche sur ARN : ALK, RET, ROS1, NTRK1 ; et ajout d’une
recherche IDH1 pour les cancers biliaires avancés et d’une recherche BRCA somatique pour les

cancers du pancréas (6).

Les traitements spécifiques étaient proposés par l'oncologue et discutés en réunion de
concertation pluridisciplinaire puis expliqués aux patients (inclusion dans un essai, ATU ou traitement
exceptionnel) qui avaient le choix d’accepter ou non, aprés information claire au cours d’une

consultation dédiée.

En dehors des mutations RAS dans le cancer colorectal et I'amplification HER2 dans le cancer
gastrique qui sont déja recherchées en routine et nécessaires pour la décision thérapeutique, les
mutations actionnables retenues, selon les données de la littérature, étaientles instabilités
microsatellitaires (7,8), les mutations affectant le domaine de relecture de ’ADN polymerase POLE
dans le cadre du cancer colorectal (9), les mutations BRAF en particulier V60OE dans le cancer
colorectal (10) le cholangiocarcinome (11) ou le cancer du pancréas(12), les mutations ERBB2/HER2
dans le cancer colorectal (13—15) ou le cholangiocarcinome (16), I'amplification de MET dans le
cancer colorectal (17), les réarrangements ALK, ROS1 et les mutations d’EGFR dans le cancer
colorectal et du pancréas (18,19), les fusions NTRK1/3(20), les mutations BRCA1/2 voire PALB2,

ATM, RAD51 (21-23), les mutations IDH1(24) et FGFR1/2 fusions ou réarrangement (25) dans le



cholangiocarcinome, les mutations KRAS de type G12C (26), et de facon plus large et non exhaustive
grace aux essais cliniques « panier » (27-29) : les pertes de PTEN ou mutations de PIK3CA, d’AKT1, de

VEGFR, de la voie mTOR (PDGFRA, KIT, DDR1/2), les fusions ou mutations de RET, ...

Objectifs de I’étude

L'objectif principal de notre étude rétrospective monocentrique était d’évaluer la survie globale
des patients ayant recu un traitement décidé et ciblé sur les données du NGS initial, quelle que soit la
ligne thérapeutique. Nous avons réalisé de fagcon exploratoire des comparaisons indirectes par
rapport aux patients ayant recu des lignes de traitement standard et par rapport aux données de la

littérature.

Les patients étaient suivis tout au long de leur traitement dans notre centre.

Nous avons constitué deux analyses séparées de la survie globale des patients ayant un cancer
métastatique et de ceux ayant un cancer restant localisé tout au long de la prise en charge. Dans le
groupe des patients métastatiques, nous avons évalué la survie globale des patients ayant un statut
mutationnel « hyper-muté » (avec au moins 4 mutations retrouvées) et ceux non hyper-mutés ou

sans mutation, ainsi que la survie par organe et par mutation.

Analyse statistique

Pour comparer des proportions (e.g. statut MSI) un test du x? était utilisé pour les variables
catégorielles et un test de Mann-Whitney pour les variables ordinales. Nous avons effectué les
analyses de survie a |'aide de la méthode de Kaplan-Meier et comparé les courbes avec un test du
log-Rank, les estimations sont rapportées pour les médianes avec des Intervalles de confiance a 95%.
Un seuil de signification pour les valeurs p a été fixé a 0.05 pour tous les tests statistiques. Toutes les

analyses ont été réalisées avec IBM SPSS Statistics 26.0 (IBM Inc., New York, USA).
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Ethique

L'étude a été menée conformément aux bonnes pratiques cliniques de la Conférence
internationale sur I'harmonisation et les recommandations de la Déclaration d'Helsinki. Un

consentement éclairé par écrit a été obtenue de tous pour I'analyse de séquengage ADN / ARN.

4. RESULTATS

Sur les 535 patients ayant eu un séquencage NGS demandé par une unité fonctionnelle digestive
de la Timone APHM entre le 1°" janvier 2018 et le 30 novembre 2020, 461 ont été inclus dans notre

étude. (Fig 3.)

Parmi les patients exclus de I'analyse, vingt et un patients (3.9%) étaient atteints de GIST ou TNE,
et ont donc été exclus de notre analyse en raison de différences significatives de prise en charge et
d’oncogénése tumorale de ces types particuliers de tumeur. Quinze patients (2.8%) avaient une
localisation digestive d’un primitif non digestif (mélanome, cancer de vessie, lymphome,
mésothéliome pleural, cancer pulmonaire). Deux patients (0.4%) sont décédés avant toute prise en
charge. Huit patients (1.5%) avaient bien eu un séquencage sur piéce opératoire ou biopsie mais
I’analyse histologique ne retrouvait pas de prolifération carcinomateuse. Pour quatre patients (0.7%)
les données cliniques n’étaient pas disponibles centre et vingt-quatre (4.5%) étaient suivi dans un

autre centre.

11



NGS

UF DIGESTIVES APHM TIMONE

535 PATIENTS 74 PATIENTS EXCLUS
- Suivi autre centre / avis sur dossier (N = 24)

- Tumeur non digestive (N = 15)
- Autre tumeur digestive, GIST, TNE, Cancer in

situ ... (N =21)
- Absence de cancer (N=8)
A 4 - Dossier vide (N = 4)
461 PATIENTS INCLUS - Deces avant prise en charge (N=2)

- NGS mutation (N = 461)

- NGS fusion (N = 306)

Figure 3. Flow chart.

Caractéristiques

Les caractéristiques des patients sont présentées dans le tableau 1. Pour les 461 patients inclus,
la moyenne d’age au diagnostic était de 66.2 ans (Extrémes 17.5 — 95.6 ans), 281 étaient des
hommes (61%). Le type de tumeur le plus fréquent était le cancer colorectal (n = 248, 53.8%), devant
les autres localisations tumorales : le cancer du pancréas (n = 67, 14.5%), le cholangiocarcinome (n =
54, 11.7%), le cancer de I'estomac (n = 45, 9.8%), le cancer de I'cesophage (n = 21, 4.6%) et d’autres
localisations minoritaires (anus, n = 10, 2.2% ; Péritoine, n =6, 1.3% ; Grele, n =5, 1.1% et de primitif

inconnu, n =5, 1.1%).

275 patients étaient métastatiques (60.7%), 161 synchrones (34.9%) et 114 métachrones

(24.7%), 186 patients n'ont pas développé de métastases (40.3%).
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Population Globale, Métastatiques (synchrones et
N=461 métachrones), N=275

Sexe

Masculin 281 (61%) 173 (62.9%)
Féminin 180 (39%) 102 (37.1%)
Age

<65 ans 203 (44%) 129 (46.9%)
> 65 ans 258 (56%) 146 (53.1%)

Moyenne (intervalle)

66.2 (17.5-95.6)

65.2 (19.5—90.2)

Localisation tumorale
(Esophage

Estomac

Colorectal

Pancréas
Cholangiocarcinome

21 (4.6%)
45 (9.8%)
248 (53.8%)
67 (14.5%)
54 (11.7%)
26 (

11 (4%)

32 (11.6%)
130 (47.3%)
49 (17.8%)
35 (12.7%)

Autre (Anus, Gréle, Péritoine, 5.6%) 18 (6.5%)
Primitif inconnu)
Localisé 186 (40.3%) /

Métastases synchrones
Métastases métachrones

161 (34.9%)
114 (24.7%)

161 (58.5%)
114 (41.5%)

Type histologique

ADK 435 (94.4%) 256 (93.1%)
CE 17 (3.7%) 10 (3.6%)
Carcinome Indifférencié 9 (2%) 9(3.3%)
MSS 401 (87%) 247 (89.8)
MSI 42 (9.1%) 17 (6.2%)
Non recherché 18 (3.9%) 11 (4%)
Mutation retrouvée
Non 70 (15%) 45 (16.4%)
Oui 391 (84.8%) 230 (83.6%)
Fusion recherchée 306 (66.4%) 188 (68.4%)
Non 302 (98.7%) 186 (98.9%)
Oui 4 (1.3%) 2 (1.1%)
Nombre de mutation
0 72 (15.6%) 47 (17.1%)
<4 360 (78.1%) 211 (76.7%)
>4 29 (6.3%) 17 (6.2%)
Traitement ciblé 14 (3%) 13 (4.7%)

Etat derniéres nouvelles
Vivant

Décédé

Perdu de vue

228 (49.5%)
143 (31%)
90 (19.5%)

121 (44%)
108 (39.3%)
46 (16.7%)

Tableau 1. Caractéristiques des patients.

Un séquengage moléculaire ciblé de 'ADN (NGS Mutation) a été réalisé systématiquement au
diagnostic pour tous les patients inclus (n = 461) et un séquengage de I’ARN (dit NGS Fusion) a été
réalisé chez ceux inclus a partir de novembre 2018 (n = 306, soit 66.4%). Les rapports génomiques
ont été validés par un généticien moléculaire. L'intérét thérapeutique de la cible a été définie en

réunion de concertation pluridisciplinaire par I'oncologue référent sur les données de la littérature.
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Trois cent quatre-vingt-neuf patients avaient au moins une mutation (84.3%) ; une fusion a été
retrouvée chez seulement 4 patients (1.3%). Les profils mutationnels étaient variés et sont reportés
dans la figure 4 et le tableau 2. En population métastatique, la fréquence des mutations était de
52.4% pour TP53, 45.5% pour RAS, 9.8% pour SMAD4, 9.5% pour PIK3CA, 7.6% pour BRAF, 6.2% pour

MSI, 3.3% pour PTEN, 2.9% pour HER2, 1.1% pour POLE et <1% pour les autres mutations.

Cent quatre-vingt-dix-neuf cibles moléculaires exploitables ont été détectées (199/461, soit

43.2%) et 95 chez les patients métastatiques (95/275, soit 34.5%).

Population Métastatiques
Globale, (synchrones et
N=461 métachrones),
N=275

MSS 401 (87%) 247 (89.8)
MSI 42 (9.1%) 17 (6.2%)

Non recherché 18 (3.9%) 11 (4%)

Mutation RAS

Non 250 (54.2%) 150 (54.5%)

Oui 211 (45.8%) 125 (45.5%)

Dont G12C 7 (1.5%) 6 (2.2%)

Mutation BRAF

Non 422 (91.5%) 254 (92.4%)

Oui 39 (8.5%) 21(7.6%)

dont V600OE 30 (6.5%) 14 (5.1%)

PIK3CA

Non 400 (86.8%) 249 (90.5%)

Oui 61 (13.2%) 26 (9.5%)

HER 2

Non 449 (97.4%) 267 (97.1%)

Oui 12 (2.6%) 8 (2.9%)

Hors 3(0.7%) 1(0.4%)
Oesogastrique

TP53

Non 220 (47.7%) 131 (47.6%)

Oui 241 (52.3%) 144 (52.4%)

SMA4D

Non 414 (89.8%) 248 (90.2%)

Oui 47 (10.2%) 27 (9.8%)

AKT1 6 (1.3%) 1 (0.4%)

PDGFRA 3(0.7%) 2 (0.7%)

POLE 4 (0.9%) 3(1.1%)

PTEN 11 (2.4%) 9 (3.3%)

RET 2 (0.4%) 1 (0.4%)

ALK 2 (0.4%) /

ATM 2 (0.4%) 2 (0.7%)

BRCA 1(0.2%) 1 (0.4%)

DDR2 5(1.1%) /

EGFR 1(0.2%) 1 (0.4%)
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KIT 4 (0.9%) 2 (0.7%)
IDH1 3(0.7%) 2 (0.7%)
MET 4 (0.9%) 2 (0.7%)
FGFR 1/2 4 (0.9%) 2 (0.7%)
PALB2 1(0.2%) 1(0.4%)
Fusion N =306 N =188
ALK 2 (0.7%) 1(0.5%)
ROS1 1(0.3%) 1(0.5%)
RET 1(0.3%) /
Autres mutations*
1 43 (9.3%) 19 6.9%)
2 10 (2.2%) 8
3 1(0.3%) (2.9%)
1
(0.5%)

*Autres mutations : Amplification FGFR1/2, Amplification MYC,
Mutation CHECK2, Mutation CDK 12, Mutation CCND1, Mutation
CTNNB1, Mutation ERBB4, Mutation FBXW7, Mutation FGFR3,
Mutation STK11, Mutation APC, , Mutation KEAP1 ...

Tableau 2. Mutations retrouvées.
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du NGS initial, 7 pour un cancer colorectal (5 MSI, 2 POLE, 1 ATR et 1 PIK3CA), 1 pour un cancer de
I’estomac (POLE), 1 pour un cancer du pancréas (MSI) et 3 pour un cholangiocarcinome (2MSl et 1
IDH1), (Tableau 3). Il ny avait pas de différence significative de survie liée a I'utilisation d’un

traitement ciblé sur les données du NGS initial chez les patients métastatiques par rapport aux

Figure 4. Répartition des mutations selon leur localisation.

Analyse de survie

Dans notre étude 13/275 (4.7%) patients ont pu bénéficier d’un traitement ciblé sur les résultats

patients non métastatiques (2.89 [95%Cl 1.84 — 3.93] versus 2.86 [95%Cl 1.52 — 4.19], p = 0.671). (Fig

5).
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Figure 5. Courbe de Kaplan — Meier de survie globale au diagnostic de métastase, selon l'utilisation d’une thérapie
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ciblée sur une anomalie moléculaire (n = 13) ou non (n = 262).

Age Sexe | Cible Traitement Type Ligne Meilleure réponse Durée de suivi
thérapeu- total (année)
tique

Colon 72 F MSI Nivolumab Essai L2 Stable a 1 mois puis 2.84
clinique, Progression a 3 mois
phase 3
66 H ATR AZD6738 Essai L3 Progression a 1 mois 4.2
(bithérapie clinique,
antiPARP + phase |
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antiATR)

67 MSI Pembrolizumab | Compassio L2 Doute sur une pseudo 2.51
nnel progression a 4 mois
puis Progression
confirmée a 5 mois
81 MSI Nivolumab — Essai L2 Réponse objective a 2.16
Ipilimumab clinique, 10 mois, traitement
phase 3 en cours
49 POLE Nivolumab Essai L2 Réponse objective a 5 1.38
clinique, mois puis progression
phase 3 a 7 mois
58 PIK3CA | Aspirine Hors essai L1 Réponse objective a 3.61
12 mois
73 MSI Pembrolizumab | Compassio L1 Progression a 1 mois 0.34
nnel, hors
AMM
50 MSI Nivolumab Essai L1 Réponse objective a 5 0.52
clinique, mois, traitement en
phase 3 cours
Estoma | 64 POLE Nivolumab Essai L3 Pseudo progression a 2.16
c clinique, 1 mois et Progresison
phase 3 confirmée a 3 mois
Pancre | 34 MSI Pembrolizumab | Compassio L4 Progression a 1 mois 2.86
as nnel, hors
AMM
Cancer | 73 MSI Atezolizumab Compassio L2 Stable a 3 mois 2
biliaire nnel, hors
AMM
55 IDH1 FT-2102 Essai L2 Réponse objective a 8 2.61
clinique, mois puis progression
phase 1b/2 a 13 mois
78 MSI Nivolumab Essai L2 Réponse objective a 3.73
clinique, 34 mois (durée du
phase 3 traitement de 24

mois)

Tableau 3. Caractéristiques des patients traités par un traitement ciblé sur une anomalie moléculaire.

En population générale, la médiane de survie globale était de 4.19 ans [95%IC 2.78 — 5.61].

Chez les patients ne développant pas de métastases, la médiane de survie n’était pas atteinte (Fig 6,

A).

En population métastatique (synchrone ou métachrone, n

= 275, 60.7%), la médiane de survie

globale au diagnostic de la maladie cancéreuse était de 4,13 ans [95%IC 3.04 — 5.21], (Fig 6, B)

Avec une médiane de 2.66 ans [95%IC 2.03 — 3.29], la présence de métastases synchrones était

associée a une moins bonne survie au diagnostic que leur apparition métachrone (5.69 ans, [95%IC

2.57 - 8.81], p < 0.0001).
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Figure 6. Courbe de Kaplan — Meier de survie globale au diagnostic, chez les patients métastatiques (n = 275),
métachrones (n = 114) ou synchrones (n = 161), versus non métastatiques (n = 186), apres réalisation du séquengage

NGS.

La médiane de survie globale était de 2.86 ans [95%IC 1.84 — 3.87] a partir du diagnostic de la
maladie métastatique (Fig 7, A). Il n’y avait pas de différence significative de survie en fonction du
sexe (Hommes 2.23 [95%IC 0.85 — 3.61] versus Femmes 3.17 [95%IC 2.12 — 4.22], p = 0.683) et de

I’age (<65 ans 3.17 [95%IC 2.09 — 4.26] versus >65 ans 2.23 [95%IC 0.96 — 3.51], p = 0.332).

Il n’y avait pas de différence de survie en fonction du statut mutationnel, < 4 mutations ou > 4
mutations (2.66 [95%IC 1.65 — 3.68] versus 4.19 [95%IC 1.86 — 6.53], p = 0.681) en population
métastatiques et par sous-groupe d’organe, mais les patients non mutés avaient une médiane de
survie de 2.17 ans [95%IC 1.62 — 2.71] qui semblait inférieure aux patients « hyper-mutés » bien que

non significative (4.19, [95%IC 1.86 — 6.53], p = 0.792), (Fig 7, C—D).

19



Overall survival after diagnosis of metastases

-+
3
i

e |\ A

r os 1\

2

Metastatic —

b \

a s A\

b b

I

L o4

i

t

y o2

o 500 0.0 1500 2000
Follow-up after diagnosis of metastases (year)

Overalsurvival after diagnosis of metastases Metastatic

C No mutation in NG5S ==
NGS 1 to 4 mutations e

NGS = 4 mutations e

<~ ———gaoconT

) 500 1000 1500 2000
Follow-up after diagnosis of metastases (year)

<~~~ ——-—gaeagonTD

<~~m—-—~—gogo-T

Overallsurvival after diagnosis of metastases

Metastatic
Esophagus
Stomach
Colon and Rectum  —
Pancreas
Biliary tract
Other (anus,

peritoneum, Small
bowel, unknow)

2000

\ B
b
L1
[ e
4 1
1
o soo 1000 1500
Follow-up after diagnosis of metastases (year)
Overal survival after di of
&
\ D

) 500 1000 1500
Follow-up after diagnosis of metastases (year)

Metastatic

NGS < 4 mutations =—

NGS 2 4 mutations —

Figure 7. Courbe de Kaplan — Meier de survie globale des patients métastatiques (n = 275) apres diagnostic des

métastases (A), par Organe (B) et selon le statut mutationnel (C, D).

Nous avons également comparé les survies par organe et par type de mutation. Le statut MSI

était significativement plus fréquemment associé a une maladie non métastatique (Odds Ratio 0.42

[0.22 — 0.8], p = 0.008) ainsi qu’a un statut « hyper-muté » avec une distribution non homogéne

selon le nombre de mutation (p= 0.042). (Fig. 8)
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Figure 8. Courbe de Kaplan — Meier de survie globale dans le sous-groupe Cancer colorectal (Non métastatique A,

Métastatique B) des patients MSI (n = 30) versus MSS (n = 211).
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Dans le sous-groupe Cancer du Pancréas localisé, on notait une différence de survie en fonction

du statut TP53 en faveur des patients mutés avec une médiane non atteinte (p = 0.043), qui n’était

pas retrouvée chez les patients métastatiques. A l'inverse chez les patients métastatiques, on

retrouvait une différence de survie entre les patients RAS muté et RAS sauvage, avec une meilleure

survie chez les patients RAS mutés (1.44 [95%IC 1.53 — 2.59] chez les patients RAS wt vs 6.65, p =

0.035). (Fig.9)
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Figure 9. Courbe de Kaplan — Meier de survie globale dans le sous-groupe cancer pancréatique selon la présence
d’une mutation TP53 ou non (non métastatique, A et métastatique, B) et selon la présence d’'une mutation RAS ou non

(non métastatique, C et métastatique, D).

5. DISCUSSION :

Dans notre étude, Il n’a pas été retrouvé de bénéfice de survie globale pour les patients traités
par une thérapie adaptée a une cible moléculaire détectée sur un NGS systématiquement réalisé au
moment de la prise en charge. Cependant, il existe un large panel mutationnel des tumeurs en
cancérologie digestive comme le montre cette étude, 82.9% des patients présentent au moins une
mutation en situation métastatique, et de nombreuses cibles potentiellement actionnables en
dehors des AMM actuelles ont été retrouvées (43.2% dans la population globale et 34.5% en
situation métastatique). Notre cohorte est large avec un effectif de patients important, recueillis en
vie réelle et avec un recul de prés de 3 ans, et des données descriptives du paysage mutationnel des
cancers digestifs fournies sur une base de donnée importante pour des études ultérieures. De plus
les localisations tumorales était diversifiées avec prés de 50% de cancers non colorectaux, rendant

compte des différences d’oncogénese entre les différents sous type tumoraux et pouvant permettre
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la sélection des patients pour de futurs essais ciblant une altération moléculaire spécifique. Nous
avons aussi inclus les patients sans nous limiter aux patients métastatiques, nous donnant une idée

de la dynamique temporelle des altérations génomiques.

Certains patients présentaient un statut « hyper-muté », qui semble prédire une réponse a
I'immunothérapie, dans I'essai KEYNOTE 028 (30) ainsi que dans les résultats préliminaires de I'essai
TAPUR (31) et ainsi pourrait permettre d’étendre I'indication de I'immunothérapie, notamment chez

ceux qui n’ont pas d’instabilité miscrosatellitaire.

Cette étude, bien que basée sur la survie globale qui est un critére de jugement robuste et
pertinent, est limitée par le fait qu’elle soit rétrospective. En effet, certains patient inclus en début
d’étude présentaient des mutations qui n’avaient alors pas encore été repérées comme
potentiellement actionnables et auraient pu faire 'objet d’un traitement ciblé si elles avaient été
découvertes en fin d’étude. Ainsi, malgré la durée de prés de 3 ans, pouvant sembler relativement

courte, les thérapies ciblées proposées en 2020 sont plus nombreuses que celles existant en 2018.

Concernant I'objectif principal portant sur le bénéfice d’un traitement ciblé sur la survie globale,
les résultats obtenus dans cette étude ne peuvent étre extrapolés a chaque sous-groupe tumoral du
fait de I’'hétérogénéité de notre cohorte. En effet, chaque sous-groupe tumoral n’est pas impacté de
la méme maniere par la mise en place d’un traitement ciblé sur une mutation retrouvée au NGS.
Cette hétérogénéité tumorale entraine un manque de puissance si nous devions analyser le bénéfice

d’une thérapie ciblée en fonction de chaque localisation.

Il y a longtemps eu des controverses sur la question de savoir si 'utilisation de la génomique
pouvait améliorer les résultats de survie chez les patients avec des cancers difficiles a traiter. Malgré
une premiere étude négative (32), les études récentes montrent aujourd’hui un franc bénéfice de
survie a rechercher et traiter des anomalies tumorales activables, avec des survies prolongées dans

les sous-groupes et parfois des réponses cliniques et objectives. Schwaederle et al. ont réalisé des
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méta-analyses des essais de phase 1 et de phase 2 portant sur une stratégie de traitement
oncologique personnalisé ciblant un biomarqueur quel qu’il soit et, dans les deux cas, ils ont
démontré que I'utilisation d’une thérapie ciblée sur une anomalie moléculaire permettait d'obtenir
un taux de réponse plus élevé et une amélioration de la survie sans progression et de la survie
globale, par rapport au traitement standard (33,34). Dans I'essai IMPACT/COMPACT, mené par
Stockley et al., 1893 patients ont été recrutés et 1640 ont été testés. 84 patients ont été traités par
un traitement ciblé sur une anomalie moléculaire (5%) avec un taux de réponse globale
significativement plus élevé (35). Dans I'essai WINTHER, 107 patients ont bénéficié d’un traitement
ciblé sur une anomalie moléculaire sur la base d’un séquencage ADN (n = 69) ou ARN (n = 38), le taux
de maladie stabilisée > 6 mois, de réponse partielle ou compléte était de 26.2% (36). Ces résultats
sont également retrouvés de maniere plus marquée dans I'essai MOSCATO-01 mené par Massard et
al., ou le séquencage des tumeurs améliore la survie pour 33% des patients atteints de cancers
avancés (37) en particulier dans les cancers biliaires avancés (38). Ce bénéfice est également
retrouvé avec I'essai mené par Pishvaian et al. dans le cancer du pancréas métastatique, avec une
médiane de survie allant jusqu’a 2.58 ans dans le groupe traité par une thérapie ciblé sur une
anomalie moléculaire et aucune autre modalité thérapeutique n'offre un avantage de cette ampleur

dans cette population de patients (39), Tableau 4.
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Essai Centr Dat Type Méthod Nomb Traite Réponse
e e de cancer ede re de ment ciblé
séquencage patients
Le Essai Multi- Oct Cance Séqueng 741 195 Survie sans
Tourneau SHIVA centrique, obre rs solides age ADN par patients patients progression 2.3
etal, 5 centres 2012 a avancés AmpliSeq séquengés, (26%) ont mois dans le
Lancet (France) Juillet 293 avaient | été groupe
Oncol, 2014 au moins randomisés | expérimental
2015 (32) une 199 pour [95%IC 1.7 —3.8]
altération une vs 2 mois [95%IC
moléculaire | thérapie 1.8-2.1], HR
(40%) ciblée 0.88, p=0.41
appariée a
une
altération
moléculaire
et 96
traités au
choix de
I'investigat
eur
Rodo Essai Multi- Avri Cance Séqueng 303 107 Taux de
netal. Nat | WINTHER centrique, 12013 a r du colon, age ADN avec | patients, patients réponse global
Med, 2019 5 centres Décembr | ORL, un panel de 253 testés étaient (Maladie stable >
(36) (France, e 2015 pulmonaire | 236 génes et éligibles a 6 mois, partielle
Espagne, et autres expression un ou compléte
Canada, tumeurs ARN traitement réponse) 26.2%.
Etats Unis) solides (transcriptom ciblé (35%)
avancées. e)
Stock Essai Mono Mar Cance MALDI 1893 89 Taux de
ley et al. IMPACT / -centrique s2012a rs solides TOF Hotspot patients patients réponse global
Genome COMPACT (Princess Juillet avancés panel et inclus, 1640 | ontreguun | plus élevé dansle
med, 2016 Margarette | 2014 Targeted NGS | testés traitement groupe thérapie
(35) Cancer panel. ciblé (5%) ciblée (19%)
Centre, versus thérapie
Ontario, non appariée sur
USA) une altération
moléculaire (9%),
p<0.026
Mass Essai Mono Déc Cance Séqueng 1035 199 Le ratio
ardetal., MOSCATO- | -centrique embre rs solides age NGSADN | patients ont été PFS2/PFS1 était >
Cancer 01 (Institut 2011a avancés par AmpliSeq inclus, 843 traités par 1.3 chez 33% des
Discov, Gustave Mars - testés unr patients
2017 (37) Roussy, 2016 Thermofisher | (89%), 411 thérapie (63/193).
Paris — et avaient une | appariée Réponse
France) Hybridation altération (24%) objective 11%,
génomique moléculaire 22/194, [95%CI 7
comparative exploitable —17] et survie
(aCGH) (49%) globale médiane
11.9 mois [95%CI
9.5-14.3]
Pishv Retro Mono Juin Adén NGS 1856 189 Survie
aian et al. spective -centrique 2014 3 ocarcinome | FoundationO patients, avaient une | globale plus
The analyse du (Perthera, Mars du negenes et 1082 testés | altération longue, médiane
Lancet, programme | McLean, 2019 pancréas PGDx R203 (58%), 677 moléculaire | 2.58 ans [95%IC
2020 (39) KYT Know USA) Genes. analysés exploitable 2.39-non
Your Tumor Panel (28%) et 46 | atteinte] versus
IHC (17 ont été ceux qui ont regu
geénes) Caris traités un traitement
IHC Proteins (6.8%) standard, non
et apparié 1.51 ans
NeoGenomics [1.33-1.87], HR
IHC. 0.42, p = 0.0004

Tableau 4. Principales études sur le séquengage a haut débit et I'utilisation d’un traitement ciblé sur une anomalie

moléculaire.
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La réalisation d’un NGS systématique au diagnostic est une question importante aujourd’hui. Au
niveau économique en France, cette analyse ne fait pas encore partie des actes de la sécurité sociale
elle est inscrite dans liste des actes hors nomenclature (RIHN), avec un colt de 882.90 euros par
séquencage, soit 1765,80 euros pour une recherche ADN et ARN. L'hopital est remboursé a 50%
environ. De plus les questions logistiques et I'agressivité de la maladie sont également des facteurs a
prendre en compte. Dans notre étude, nous avons pratiqué ce séquengage au diagnostic pour tous
les patients quel que soit le statut de leur maladie et cela a pu induire un biais important de
sélection, 7 patients sont décédés moins d’un mois aprés leur séquencage, 186 patients sont restés
localisés. La limitation de la prescription du NGS aux situations métastatiques/réfractaires au
traitement, ou aux patients jeunes, encore aptes a recevoir un traitement est une question

essentielle (40).

Compte-tenu du nombre limité de génes dont I'analyse a actuellement un intérét médical
démontré, le NGS est aujourd’hui utilisé sous forme de panel (Targeted sequencing) pour réaliser
rapidement une analyse d’'un nombre choisi de genes d’intérét théranostique sur un grand nombre
de patients afin de réduire les délais et les colts. Mais un apport important des nouvelles
technologies de séquencage dans le cancer est d’avoir accés a la globalité des mécanismes
moléculaires de I'oncogenése, par un séquencage complet de 'exome (Whole exome sequenging)
qui permet lidentification des profils moléculaires et des mutations récurrentes d’intérét
nosologique, pronostique ou théranostique, d’évaluer I'hétérogénéité génétique tumorale et
dynamique, qui est a 'origine de la résistance secondaire aux traitements. Dans un essai présenté a
I’ASCO en 2014 par Lim et al., les résultats d’un séquengage complet de tumeurs ont été comparés a
ceux d’'un séquencage ciblé (AmpliSeq panel) sur 56 patients atteints de cancers avancé du sein, du
poumon et colorectal. Le séquencgage intégral du génome était plus informatif que le séquencage
ciblé (70 % des cas comparé a 30 % des cas).(41) Cependant dans I'essai MOSCATO-01, le séquencage
de I'exome entier a permis de détecter des mutations chez 8 patients qui ne présentaient aucune

altération sur le séquengage ciblé et les tests d’hybridation in situ, ce qui représente moins de 10%

26



des patients inclus et suggere que le séquencage ciblé peut garantir la détection des altérations les

plus courantes.(37,42)

Les technologies de séquencage a haut débit ne font pas partie des recommandations
internationales alors qu’ils sont réalisés en routine clinique dans de nombreux centres et des essais
observationnels similaires apparaissent (43), comme notamment I’étude mené a Paris par I'équipe
de Bayle et al., des études prospectives multi-centriques sur des séries plus importantes sont
envisagées et permettront d’analyser plus significativement I'impact de la médecine de précision sur

le pronostic des patients.

Le défi actuel, aujourd’hui porté par les sociétés savantes et le Plan France génomique 2025, est
d'améliorer |'efficacité de la médecine de précision, ses indications, son accessibilité ainsi que son
p ’ ) q

utilisation, pour permettre d’étendre le nombre de patients traités et avoir un impact sur la survie.

6. CONCLUSION

Bien que notre étude ne retrouve pas d’impact en survie globale de I'utilisation d’'une thérapie
ciblée sur une anomalie moléculaire actionnable, le panel mutationnel des cancers digestifs est large
et ces résultats préparent I'avenir des essais cliniques prospectifs guidés par le profilage moléculaire.
Seuls des essais interventionnels prospectifs et thérapeutiques par sous-groupes d’altérations
moléculaires ou de tumeur prouveront définitivement les avantages de ces thérapies et sont la

prochaine étape logique des essais cliniques pour les patients atteints d'un cancer digestif.
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Serment d’Hippocrate

“Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele aux lois de

I’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux. Je respecterai toutes les personnes, leur
autonomie et leur volonté, sans aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions.
Jinterviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité
ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois
de I'humanité. Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences. Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai mes soins a I'indigent et a quiconque me les
demandera. Je ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire. Admis(e)
dans I'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Recu(e) a I'intérieur des
maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les meeurs.
Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne
provoquerai jamais la mort délibérément. Je préserverai I'indépendance nécessaire a
I’'accomplissement de ma mission. Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

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

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses ; que

je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.”
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