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Qu’est-ce qu’un biomarqueur en oncologie ?

ADJUVANT

METASTATIQUE




Les biomarqueurs indispensables !

En situation adjuvante
= Statut MMR et/ou MSI dans les cancers colorectaux (CCR) stades Il

En situation métastatique
= Statut MMR et/ou MSI

= Statut RAS et BRAF

= Statut POLE



L'instabilité microsatellitaire (MSI)

P /

Immunohistochimie (THC MMR)

* Instabilité génétique des microsatellites
(séquences répétées de I'ADN) par

inactivation du systeme de réparation de
I'ADN.

* Analyse faite sur I'ADN tumoral (> 2/5
marqueurs instables).

Au laboratoire de génétigue moléculaire
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* Perte d'expression des protéinest.du
systéeme MMR liée a son inactivation. «*

* Marquage par des anticorp
(MLH1/PMS2, MSH2/MSH6) sur lg}."
piéce opératoire tumorale. LS

* Oriente vers le gene muté. L
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Dans le service danatomopathologie.

MLH1 (negative) PMS2 (negative)

MSH2 (positive) MSH®6 (positive)



L'instabilité microsatellitaire (MSI) Immunohistochimie (IHC M ') ""

el

- Instabilité génétique des microsatellites - Perte dexpression des pr'o’remesj.du
(séquences répétées de I'ADN) par  systeme MMR liée a son inactivation. ..
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 Analye Faire les 2 avant traitement par X
Au laboi ImmunOtheraple va/ag'lj,..

R S W WS

A_ J\uam- )

MLH1 (negative) PMS2 (negative)

MSH2 (positive) MSH®6 (positive)



Corrélation taux mutationnel / charge antigénique / infiltration T
[ efficacité des inhibiteurs « immunes checkpoints »

Objective Response Rate (%)
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Lawrence MS et al. Nature 2013



Mutation du géne POLE (ADN polymérase €)

e

.

ADN pOIVmérase € Implquée dans Ia A. Colorectal adenocarcinoma mutation rates (224 patients)
réplication de ’ADN, mais aussi dans les 3 oA
systemes de réparation de ’ADN. . peLi2 411111 o601 ODLS IO 600
Tumeur parfois dIMMR/MMSI mais le plus z AN e T
souvent pMMIR/MSS RN |
Trés rarement métastatique f-g 0] ey

Mutations constitutionnelles de POLE § ]

rares (polyposes digestives) mais 2 =

mutations somatiques plus fréquentes :s;’e:t'et ] .

(1%). g T— —

tumorsite | | | | | II| 0V 1 1T
MS| status || IIIIII|I|||I|I|IIII|II||I[ L AT e, T v o [ T \
CIMP status (I AL | 011 | |I|I TR A TV T H L1l \H Il
MLH1 silencing [ IFINAI: 1 |

Tumeurs « hypermutées » trées sensible a
'immunothérapie si mutation de POLE se

trouvent dans domaine exonucleasique.
Domingo E et al. Lancet Gastroenterol Hepatol..2016
Gong J, et al. J Nat! Compr Canc Netw. 2017
Cancer Genome Atlas Network. Nature 2012



Fréquence du statut dAMMR/MSI

Stades | -1l - 1lI Métastatique

10-15% 3-5%

Fréquence du statut dAMMR/MSI dépend du stade tumoral



Meilleur pronostic des CCR MSI non métastatique
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* Les CCR MST sont associés a une meilleure survie que les CCR MSS.
Popat S et al,, J Clin Oncol 2005
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Chimioresistance au 5FU des CCR MSI stade |l y
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- Effet délétere dans les stades IT et absence de bénéfice dans les stades III.

Sargent DJ et al., J Clin Oncol 2010



Essai KEYNOTE 177

Critéres d’inclusion | I
eMSI-H =307 n =153 r ‘V )
(PCR)/dMMR Ny Jusqu’a <
(IHC)CCR de Stade Progression Suivi .
\Y} Toxicité limitante Survie '
®Pas de Traitement i1 Décision patient ou tolérance
antérieur n =154 q investigateur ) i.
®ECOG PSOou 1 Chimothérapie /2 sem au - ~N 1
eMaladie mesurable choix de I'investigateur?
RECIST v1.1 R T Crossover pour
mFOLFOX6 + Bevacizumab® IV pembro "
m I
mFOLFOX6 + Cetuximab® IV 35 sem possible
OU EOLFIRI IV aprés progression
OU FOLFIRI + Bevacizumab IV confirmée en central
OU FOLFIRI + Cetuximab IV \_ )

Double objectif principal: PFS RECIST vl.1 en revue centralisée et OS

André T et al., NEJM 2020



PFS, %

Essai KEYNOTE 177

Survie sans progression

100
Events HR (95% CI P
% (25% ) |
Pembro 54% 0.60 0.0002 ad.
80 . Chemo  73% (0.45-0.80)
70 i 12-mo rate ' (X
5%  24-mo rat T .
60 ' 37% §48°/T° e SSP médiane (95% Cl)%
o Nt | BAEE 16.5 mois (5.4-3204)]
a - 8.2 mois (6/1-10.2)
40 = '] '] '] LI LI )
30
20
10 - ! ] L - 22% versus
0 L] L] EI L] L] E L] L] L] L] L] L} 66% EIG de
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 grade >3
No. at Risk Time, months
153 96 77 72 64 60 55 37 20 7 5 0 0
154 100 68 43 33 22 18 11 4 3 0 0 0

Andre T et al., NEJM 2020



Données dans les autres tumeurs dAMMR/MSI

18%

16%

12%

W Late Stage W Early Stage



Données dans les autres tumeurs dAMMR/MSI

Change From Baseline (%)

233 tumeurs dMMR/MMSI traitées par Pembrolizumab.

100

80

Median overall survival:

80 23.5 months (95% CI, 13.5 months to NR)

40
60.7%

20

o

-20

o

—40 ]

-
.

—60 4

T T T T T T T T T T T
—80 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Time (months)

-100
No. at risk:

233 206 168 152 131 107 94 71 57 34 14 4

 14,6% EIG de grade 23

Marabelle A et al.; JCO 2019



Essai NICHE: immunothérapie néo-adjuvante

ADK cdlon
Stade localisé, MO
Sans perforation ni occlusion

dMMR ou pMMR

Objectif principal : faisabilité et tolérance
Objectifs secondaires :
= Efficacité .

= biomarqueurs (TMB, signature IFNg, infiltration LT, clonalité TCR) e

Chalabi M et al. Nature Medecine 2020



Essai NICHE: immunothérapie néo-adjuvante

Histopathological tumor regression (%)

* * * * * *
0 EEEE ENEEETEETTETETE.

-100

Nivolumab Ipilimumab + nivolumab

R |
*

EEETTEEETERYEE coecoxib

o1 2
ms3[]4 o
iy hlsTologlques Sy
mows * 12/20 réponses.. .
completes. «*
e

. 8 FEI6 degrades3s.

Chalabi M et al. Nature Medecine 2020



RAS et BRAF

“ En situation adjuvante

= Impact pronostic modeste dans les CCR stade Il

.\b—d

2

“ En situation métastatique

= RAS : impact pronostic incertain, inefficacité des
anti-EGFR

= BRAF : mauvais pronostic, chimio-résistance,
sensibilité a la combinaison anti-EGFR + anti-
BRAF

=7-8% "= 5%

3%

Cremolini et al. Ann Oncol 2015, Jones et al.



Mutation BRAFVY690E gu stade métastatique

Essai FIRE4.5 : supériorité des anti-angiogénique

RECIST, % (n)

Taux de réponse objective*

Taux de controle de la maladie

FOLFOXIRI Cétuximab (n=59)
49,2% (29)

81,4% (48)

60,0% (18)
p=0,330R =1,55(IC 80%: 0.87-2.78)

90,0% (27)

p=0,290R = 2,06 (IC 95%: 0,53-8,04)

—— Survie sans progression (SSP)

FOLFOXIRI FOLFOXIRI
Bévacizumab (n=30) Cétuximab (n=59)
Evénements 17130 46/59
SSP médiane, mois 10,1 6,3
17 HR (IC 95%) 2,03 (1,15 - 3,59)
Log-rank p=0,01
0,75 - . .
== FOLFOXIRI Cétuximab
== FOLFOXIRI Bévacizumab
0,5 R
0,25 -
0 T T T .
0 12 24 36 48

Mois depuis la randomisation

FOLFOXIRI Bévacizumab (n=30)

Survie globale (SG)
Bévaciumab ., FOLFOXR
(n=30) Cétuximab (n=59)
Evénements 9/30 19/59
1 - SG médiane, mois 171 15,2
HR (IC 95%) 1,35(0,61 - 3,00)
Log-rank p=0,46
0.75 — FOLFOXIRI Cétuximab
== FOLFOXIRI Bévacizumab
0’5 i PR | T R |
0,25 -
0 ; ; : ,
0 12 24 36

48

Mois depuis la randomisation

Données de tolérance non disponible

‘ »
S. Stintzing, et al., ASCO2021, Abs 3502



Mutation BRAFVY690E gu stade métastatique

Essai BEACON : double blocage !
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Kopetz S, et al. N Engl J /Me}f. 2019



’'essai BEACON: Encorafénib + Cétuximab

Phase 3

N\ Traitement par triplet
ENCO + BINI + CETUX Triplet vs Controle

Safety lead-in (N=224) , %

ENCO + BINI + CETUX

N=30

Traitement par doublet
Encorafenib 300mg PO chaque jour ENCO + CETUX SG
Binimetinib 45mg PO 2 fois par jour (N=220) .
Cetuximab standard avec posologie X )y.).

hebdomadaire Te ;
Bras contréle
~ FOLFIRI + CETUX ~ ORR
ou Irinotecan + CETUX (blinded central review)
(N=221) :}.‘./‘

Kopetz S, et al. N Engl J Med. 2019



’'essai BEACON: Encorafénib + Cétuximab

1004 H ENCO/BINI/CETUX ENCO/CETUX Control
90
*
9.3 9.3 5.9 4 .
o % ATU Cétuximab +
/7 .
g ol : Encorafénib
P
E 60
2
9
o 50
2 40
3
" w] EIG de grade >3
. . o
20 . ® Trlple*° 58 /O y
ST . () B "y c'.
10- Medi“aZnSOSFoI'I‘owup: R N ° dOUble*' 50 /O 5.
.8 months™ ' . ° > 8
o g « control: 61%
T T T 1 T T T T I I T T T T T ®
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (months) T/‘
ENcO/BIN/CETUX 224 211 191 157 109 71 56 40 27 15 10 7 4 2 0 M
ENCO/cETUX 220 206 181 143 105 70 47 33 26 13 7 5 2 0 0 [
Control 221 183 142 98 65 42 33 18 13 6 4 1 0 0 0 -
J. Tabernero et al. ASCO 2021




Essai ANCHOR en 1¢r ligne

Etude de Phase IT multicentrique monobras
Design a 2 étapes

90 patients prévus

Patients BRAFV6YE non pré-traités

& 45 centres européens

Patients with e

Stage 2
- : Encorafenib- E
metastatic CRC, with R Encorafenib-

BRA arblon R Binimetinib-Cetuximab

. Post- freatment
Treatment until
Follow up for
survival every 3
months until death

or end of study

disease progression,
unacceptable toxicity
or consent

; 50 Subjects
No prior therapy for 40 Subjects

metasiaticdisease

withdrawal




Les futurs biomarqueurs moléculaires

Classification moléculaire (CMS)
Charge mutationnelle (TMB)
Sur-expression de HER2

Mutation de KRAS G12C

Anomalies moléculaires rares (<1%): fusion de NRTK, ALK, ROS,

BRCA...
ADN tumoral circulant

Score immunitaire / sur-expression de PD-L1



Proportion de survie

Charge mutationnelle (TMB)

Etude Canadienne €026 : Durvalumab-Trémélimumab
en derniéere ligne

Survie globale des pts avec TMB>28

Hazard ratio = 0,34, IC 90% (0,18-0,963); p=0,004

BSC médiane = 3,0 mois ; IC 90% (2,5-3,6)

Durva + Treme médiane = 5,5 mois ; IC 90% (4,3-6,2)
0,8 1 * Test d'interaction, p=0,07
0,6 -

Meilleurs soins de soutien
0,4 1 Durvalumab + Tremelimumab
0,2 -
| I
O T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Temps (mois)

21 21 15 10 7 5 3 3 2 1 0 0
14 12 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0

« 64% EIG de grade >3.

Proportion de survie

0,8

0,6

0,4

0,2 +

Survie globale des pts avec TMB <28

Hazard ratio = 0,76, IC 90% (0,53-1,09); p=0,2@._ & }
BSC médiane = 5,3 mois ; IC 90% (3,6-7,5)

Durva + Treme médiane = 6,9 mois ; IC 90%1(6,2-7¢

Meilleurs soins de souti
Durvalumab + Tremelimumab

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Temps (mois)

94 82 65 58 34 25 17 10
34 28 19 13 9 6 5 3

o b
[y
=
[y

Chen EX et al. JAMA Oncol 2020



Induction d’'une charge mutationnelle élevée: essai MAYA

Etude multicentrique de phase Il monobras, en ouvert, de preuve de concept.

CCRm multitraités.

Inclusion

* PS 0-1

* MGMT négatif (IHC) et
promoteur méthylé

(pyrosequencage)
+ Maladie mesurable _edam
RECIST v1.1 SHCE
. Ab§en9e de contre- MGMT négatif
indication a
I'immunothérapie

27 patients avec maladie - -
— — —

! |
I 1
c2

CR

PR
sD
CcT
Scan

NIVO

c4

ST

c1 c2
Rebiopsie
(optionelle)

PD
L Sortie
d’étude

1

Rebiopsie
(optionelle)

b

Objectif principal_~
+ SSP a 8 mois (p0=5%,
p1=20%, alpha=5%,-
beta=20%) |

Objectifs secondaires

+ SG, taux de RO, durée”
de réponse, PROs,
tolérance

Etudes exploratoires
* biomarqueurs sang et
tissus

TMZ (temozolomide) 150 mg/sqm j J1-5, ttes 4 sem.
NIVO (nivolumab) 480 mg IV. ttes 4 sem.
IPI (ipilimumab )1 mg/kg IV. ttes 8 sem.

| ]
Filippo Pietrantino et al., ESMO 2021, Abs #38?1.0/.



Induction d’'une charge mutationnelle elevee: essai MAYA .

_ Réponse objective

TRy iy ) 1
— SSP (critere principal)
0
~ il
T
Médiane : 7,1 mois[IC95% 5,6-8,4] g
Suivi médian : 16 mois S [
80 8 -0
5
\/3 i -60
< 60 2
8)) o 80 SD
M PR
40 | P
0 L _:?é_}?;ﬂ',y'_:;_}?_?\’;gﬁ:;_}?'_:&l?4??&???4?4?4?&???_&4? _:&l\"_gék?;\?' “\? "N .
B R A SEE B KOS DAL R o
0 Taux de réponse globale de la stratégie : 42% (14/33)
0 4 8 12 16 o
Time « 21% EIG de grade 23.

5% des CCRm sont éligibles aprés sélection par le statut moléculaire (MSS, MGMT négative en IHC et
promoteur méthylé) et par la séquence thérapeutique (contréle tumoral sous témozolomide).

Filippo Pietrantino et al., ESMO 2021, Abs #3830



Classification moléculaire (CMS)

CMS1 CMS2 CMS3
MSI Immune Canonical Metabolic

14% 37% 13%
MSI, CIMP high, o Mixed MSI status, | !
'g SCNA high ' SCNA high
hypermutation SCNA low, CIMP low
BRAF mutations KRAS mutations [
Immune infiltration WNT and Metabolic Stromal |nf|Itrz?t|on, 3‘7
& _ : TGFp activation, .
and activation MYC activation deregulation : , by
angiogenesis o
Worse survival Worse relapse-free

after relapse and overall survival ¢

Guinney J, Nature Med 20



Myeloid cells chemclactism

Classification moléculaire (CMS)

CMS1

ll || |

. CMSZ CMS3  CMS4
il il | : LN
"'“‘“"“"" 1 L :" N \. .'h..“'i w” iy 'l' l |‘l(.i\'s |,.'m' ~°

= W il -
e S T i ”l. T Mmfw&i{lmw\lpm | pl” i e ”‘“Zz
— ‘m. ol WA AT % LR G 1 11

g e g M g

B

MSI I|ke WNT pathway activation MAPK/ PI3K  TGFb
activation

? ﬁ

Becht E et al; Clin Can Res 2016




ADN circulant: détection des recidives post-opératoires

Stage |I Stage I-Ill (mostly stage lI)
post-surgery (4-10 weeks) post-surgery (30 days)

1.0t L :
1004+ '\ Postoperative ctDNA-negative (n = 164) CtDNA negative (day 30) !
i N=84
‘g-,, 80 I ) - T'>u 0-8 : = : ( )
E ' 2 } .
e ! 5
& o Y 0.6 . §
E 60 4 HR, 18 (95% CI, 7.9-40) & by
5} . R
& - ot (HR, 7.2;95%Cl, 2.7-19.0; P<.001) o
8; 40 4 5 0.4+ 1 ) ®
@ = »
'g Postoperative ctDNA-positive (n = 14) I+ > ¢
[&] A . & ?-’ ]
o 204 0.2 -
-+ ctDNA positive (day 30) b,
O L) ‘l L] L) L} 0 T T (N= 10) 1 '
0 12 24 36 48 60 g 12 oA 8
Months since surgery Time Since Surgery, mo

Tie, Sci Transl Med 2016; Reinert, JAMA Oncol 2019



ADN circulant: CIRCULATE

2746 pts
Stll

560 uneligible pts + 106 pts with DPD deficiency

then
@ :> 100 pts: ctDNA assessment failure

1980 pts 132 pts
Eligible for adjuvant chemo DFS:~43%
DFS 21
@ <250, | CtDNA
pos 66 P 422 ptS
198 pts ctDNA+ (10%) DFS: ~80%
1:4 356 P
1782 pts ctDNA- (90%) = %';f} CtDNA
el 1426 pts

DFS:~90%



ADN tumoral circulant: étude CHRONOS

CCRm RAS/BRAF WT sur analyse tissulaire.

RC/RP lors d’une ligne antérieure de traitement avec anti-EGFR (quelle que soit la
ligne).

RAS/BRAF/EGFR WT par analyse moléculaire sur ADNtc.

A

®

Anti-EGFR Anti-EGFR-free AL

+ CHEMO intervening Panitumumab S
line(s) Yo'
m m m ‘ Monitoring longitudinal m p :
Theoretical CtDNAtrend
Ligne antérieure Derniére ligne Rechallenge
Temps .

Anti-EGFR sensible  résistant

A. Sartore Bianchi, et al., ASCO 2021, Abs #3506



ADN tumoral circulant: étude CHRONOS

Meilleure réponse o
RECIST 1.1 par revue centralisée -

Réponse (RP + RC) 8 30
Réponse Partielle 8 30
Stabilité de la maladie > 4 mois 9 33
Stabilité de la maladie < 4 mois 2 7
Controle de la maladie (RP +

stabilisation > 4 mois) 17 63
Progression 8 30
TOTAL 27 100

Données de tolérance non disponible

Variation maximale de la taille des lésions cibles

par rapport a la baseline (%)

50

40

30

20

10

-10

-20

-30

-40

-50

-60

10v-004

* Traitement en cours
+ Nouvelle Iésion

M Progression

[ Stabilisation

B RP

RP-non confirmée

INT-009
INT-001
NIG-009
INT-021
INT-024
10V-002
NIG-002
INT-015

0
=3
<
e
=

NIG-003
NIG-004
INT-005

NIG-013
10V-006
INT-011

NIG-014
CAN-002
NIG-012
10V-007
10V-010
10V-003
NIG-015
NIG-001
INT-013

Patient

SSP médiane = 16,4 semaines (9 - 2¢

NIG-006

10V-009

A. Sartore Bianchi, et al., ASCO 2021, Abs #3506




Mutation KRAS G12C: KRYSTAL-1 >3

RTKs '
(eg, EGFR) & & ( }— Cetuximab 4.

o

Adagrasib (MRTX849) en
monothérapie ou combiné au
Cétuximab.

¢ Adagrasib
3-4% de mutation KRASSI*C e (MRTX849) binds to
(glycine vers cystéine). / . ng-stzg%jc:ocking
S ﬁ;ﬂ;o.m KRAS®12C in an off
3 state and abolishing
Multiples cohortes (78 mCRC). ' 4= e

signaling

) o Adagrasib RAF.
En moyenne 3 lignes antérieures. Inhits

. -
.
~ A
KRASS12C, which ~E 3
suppresses \‘ ot \ /
—

MAPK signaling ERK

and tumor growth MEK

Jared Weiss, et al., ESMO 2021, Abs #LBA6



Maximum % Change From Baseline

Mutation KRASG72C; KRYSTAL-1

Adagrasib monothérapie

Taux de réponse observée (n=45)

40 o Po

20 =

0

20 =

-40 -

60 =

-80 =

TTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I ITITT
Evaluable Patients

0

Maximum % Change From Baseline

— Taux de réponse observes (n=28)

20 1

20

40 4

60 -

-80 =

-100 -

Adagrasib + Cétuximab

SD ¢p

sD
DD sD g o

PR
PR PR sD pop or

PR PR

PR

PR

t(m( \‘ ‘

L, L L L O L O L L |
Evaluable Patients

vvyvwvyy

RO : 10/45 (22%) et taux de contréle : 39/45 (87%)
Durée médiane de réponse : 4,2 mois, SSP 5,6 mois
Tox. : 91% tous grade et 30% grade 3/4.

Pas d 'arrét de TT ni décés toxique en lien avec le TT

N

(!

2

|
4

\
e
), Sl

» RO chez 12/28 (43%) et taux de controle : 28/28 (100%)
» Tox.: 100% de tous grade et 16% de grade 3/4.
» Pas de déceés toxique.

Jared Weiss, et al., ESMO 2021, Abs #LBA6



Quels tests dans un CCR non métastatique ?

e Larecherche d’extinction des protéined MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 en immunohistochimﬂ
et/ou la recherche d’'une instabilité des microsatellites (fenommeé phénotype moléculaire MS/
pour MicroSatellite Instability ou pour deficient MisMatch Repair) en biologie moléculaire
a partir du tissu de la piece opératoire ou des biopsies doit étre proposée a tous les patients (cf.
futures recommandations INCa en cours de publication).

Il est probable que dans un futur proche, une

classification moléculaire |p|us précise des cancers du

cblon permettra de stratifier la prise en charge thérapeutique des patients_atteints d’'un_cancer du

coélon localisé avec peut étre des traitements différents pour les tumeursIBRAF mutées, MSI, HER2 I

amplifiées... [ Bruzzi et al. 2019].

Une autre approche est le monitoring de la maladie résiduelle au moyen delI'ADN circulant g'origine

tumoral (ADNct) sanguin. La détection d’/ADNct sanguin en postopératoire

s traités

pour un cancer localisé du célon semble trés prometteuse comme biomarqueur associé a la survie
sans récidive et a la survie globale et pour monitorer une chimiothérapie adjuvante [Lecomte et al.
2002 ; Fan et al. 2017 ; Tarazona et al. 2019 ; Tie et al. 2019 ; Reinert et al. 2019 ; Taieb et al. 2019
; Fleming et al. 2020 ; Tie et al. 2021]. Il sera probablement un futur facteur important dans la
stratégie du traitement adjuvant du cancer du célon localisé et des études prospectives sont
actuellement en cours pour le valider telle que I'étude CIRCULATE-PRODIGE 70 dans les stade Il

[Taieb et al. 2020].

TNCD 2021



Quels tests dans un CCR meétastatique ?

Gene Alteration Prevalence ESCAT
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Quels panels (local, commercial,
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