N
N

N

HAL

open science

Cancer avec addiction oncogénique, détection de

nouvelles cibles et recherche de mécanismes de résistance

Philippe Jamme

» To cite this version:

Philippe Jamme. Cancer avec addiction oncogénique, détection de nouvelles cibles et recherche de
mécanismes de résistance. Sciences du Vivant [g-bio]. Université de Lille, 2021. Francais.

2021LILUSO018 . tel-04558810

HAL Id: tel-04558810
https://hal.science/tel-04558810

Submitted on 25 Apr 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Public Domain

NNT:


https://hal.science/tel-04558810
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ecole doctorale biologie — santé

UMR 9020 CNRS - UMR-S 1277 Inserm - Université de Lille - Institut Pasteur de Lille - CHU de Lille

These de doctorat
En vue de I'obtention du grade de

Docteur de I’Université Lille 2 Droit et Santé

Spécialités : physiologie, physiopathologie, biologie systémique médicale

Spécialité : Biologie

Cancer avec addiction oncogénique, détection de nouvelles cibles et recherche de
meécanismes de résistance

Soutenue le 25 Janvier 2021 par Philippe Jamme

Sous la direction de : M. le Pr Alexis Cortot

Co-encadrante : Mme le Dr Zoulika Kherrouche

Présidente du Jury : Mme le Pr Réjane Paumelle-Lestrelin
Rapporteurs : Mr le Pr Nicolas Girard
Mr le Dr Antonio Maraver

Examinateur : Mme le Dr Stephanie Kermogant



"Science sans conscience n'est que ruine de l'éme”

Frangois Rabelais,
Pantagruel,


http://www.linternaute.fr/citation/3571/science-sans-conscience-n-est-que-ruine-de-l-ame-----francois-rabelais/
http://www.linternaute.fr/citation/auteur/francois-rabelais/17330/

Table des matieres

= W N

4

Résumeé de 1a theése......——————————— 4
ABREVIATIONS ...vssvveersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s sssssssssssssssssssssssssss e 9
Liste des Figures et des TableauxX: ... 12
Les cancers bronchopulmonaire avec addiction oncogénique .........cooeseseseseseens 15
1.1  Généralités sur les cancers pulmMoONAIres. ... ———————— 15
1.2  Prise en charge des CBNPC avec addiction oncogénique..........oomsmsmsssssssssssssssessaes 18
1.2.1 Les outils thérapeutiques diSponibles.....i————. 18
1.2.2 Les CBNPC avec Mutation EGFR.....ss s 21
1.2.3 Les CBNPC avec réarrangement ALK........ e ssssssssesssssssssssssssssssssans 23
1.2.4  Les autres altérations moléculaires dans les CBNPC ........cconenmeenmeemeesneesnseensensseesnees 26
Structure et role physiologique du récepteur MET et de son ligand I'HGF ...... 30
2.1 Découverte et structure du récepteur MET ... 30
2.2 Structure et synthese de FHGF ... 32
2.3  Rdle physiologique du récepteur MET.........cmssssssssssssssssssss 34
Activation, voies de signalisation et régulation du récepteur MET ............c...... 36
3.1 Activation du récepteur MET ... 36
3.2 Voies de signalisation du récepteur MET ..o 37
3.2.1  Lavoie MET-PIBKu o risssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37
3.2.2 La vOie MET-MAPKINGSE .....ovveereererreeereressessessessesssssessssssssssssssssssssssssssssessessessessessessessessesssssssees 41
3.2.3 LA VOI€ MET-STAT3. o eeereeesseeessesssessssessssessssssssssesssssssssessssessssesssssssssssssssessssesssssssssssssassssaseseas 41
3.2.4  Lavoie MET-CREK-RACT ... ersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 42
3.3 Régulation du récepteur MET ........ccummmsssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
3.3.1  Voie de régulation HGF-dépendante.........ceeeneeeeeesnsesnmessseesseesessssssssesssessssesssessseess 43
3.3.2  Voie de régulation HGF-INdépendante........eeeeeernnernmessessseesessssesssesssessssesssessseess 44
Les altérations de MET dans le CanCer ... 47
4.1 Les mutations du domaine Kinase de MET (MET /DK) ....ccccocusiimmsmsmsssmsssesssssmsmsasassess 47
4.2 Les mutations du domaine sémaphorine (MET /DS) .....ccoummmmmmmmmsmmmssssssmsssssssssssssens 48
4.3  LeS fuSions du ENE MET ........mnmssssmsmmsmsmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 50
4.4 Les amplifications du GeNe MET .........commmnnmsmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 52
4.5 Les Mutations METEeX14 ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 54
45.1 Découverte des Mutations METEX 14 ......oeeerreeeneeemeresseesssessesssessseessesssssssssssessssssssesseess 54
45.2 Caractéristiques cliniques histologiques et moléculaires des patients porteurs d'un
CBNPC avec MUtation METEX14......coereereereeeesseieeeseesessesssssesssessesssssssssessss s ssssssssssessssssssasssssssssssssans 55
4.5.3  Revue des ITK MET dans la prise en charge des CBNPC mutés METex14................ 56
Objectif de 1a theSe ... ————————— 60
2 8 2 0 0 61
DISCUSSION ..uiiiiisarsnmssmsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssansnnss 95
7.1 Médecine de précision et mécanisme de résistance........uu———— 96
7.1.1 Définition d’un mécanisme de FESISTANCE .....ueercerreenreeseesreerseeerseesees e sssesssssssssens 96
7.1.2  Revue des mécanismes de résistance et des biomarqueurs de réponse aux ITK
MET 98
7.2 Voie PI3K et résistance aux thérapies anticancéreuses.........mn. 104
7.3 Détection des biomarqueurs : enjeux et problématiques .........ccummsmsnsssssmsesesesssesns 105
7.3.1  Place des différents outils de biologie cellulaire et moléculaire dans la détection
des altérations moléculaires en ONCOIOZIE ... erererreernrerrersees s sssesssessaas 106
7.3.2 Enjeu et défi de la détection des mécanismes de résistances en routine clinique108
7.3.3 Impact de la détection de co-altérations sur le choix thérapeutique.........ccccorueunenn. 109



7/ T 080 s o 1) -3 o) 4

¢ T 2 =] =) =) 1 1 <

9 Annexe

1 Résumé de la these

Introduction

4



La détection d’altérations moléculaires susceptibles de répondre a des thérapies ciblées ainsi
que l'identification des mécanismes de résistance a ces thérapies représentent deux aspects
majeurs de la médecine de précision qui ont été étudiés dans mes travaux de thése.

Articles

Mes travaux de theses se sont d’abord focalisés sur I’étude des altérations de la voie PI3K-AKT
dans la résistance aux inhibiteurs tyrosines kinase MET (ITK MET) dans les cancers bronchiques
non a petites cellules porteurs d’un saut de I'’exon 14 de MET (CBNPC-METex14) (article n°1).
En constituant une cohorte de 65 patients, nous avons mis en évidence que des altérations de
la voie PI3K (i.e mutation PIK3CA et perte de PTEN) étaient communes dans les CBNPC
METex14. Nous avons observé que le taux de réponse a un ITK MET des patients porteurs
d’une co-altération MET/PI3K était plus faible que dans les CBNPC-METex14 sans altération
PI3K. In vitro, I'étude de lignées cellulaires mutées METex14 avec une altération de la voie
PI3K a permis de confirmer la résistance aux ITK MET, surmonter par I'ajout d’un inhibiteur
PI3K.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a la recherche de nouveaux biomarqueurs prédictifs
de réponse aux ITK MET. Nous avons identifié un patient porteur d’un cholangiocarcinome
avec une fusion CAPZA-2-MET. Ce patient, initialement réfractaire a la chimiothérapie, a recu
un ITK MET (capmatinib) permettant I'obtention d’une réponse objective. Apres plusieurs
mois de traitement, une progression tumorale nous a conduit a mettre en évidence
I’émergence d’'une mutation du domaine kinase de MET (article n°2).

Enfin, nous nous sommes intéressés a la faisabilité de la recherche des mutations de résistance
a d’autres thérapies ciblées, les ITK ALK, chez les patients porteurs d’'un CBNPC ALK+ (article
n°3). Nous avons établi une cohorte de 23 patients porteurs d’'un CBNPC ALK+ traité par un
ITK ALK pour lesquels une biopsie a progression était disponible. Un mécanisme de résistance
a été identifié chez 9 patients (39%). Tous les patients ayant regu un ITK ALK présumé actif sur
le mécanisme de résistance détecté ont présenté une réponse de leur maladie. Ces résultats
confirment I'utilité de rechercher les mécanismes de résistance afin d’orienter les choix
thérapeutiques

Conclusion

Ces travaux illustrent la pertinence d’identifier des cibles thérapeutiques nouvelles, comme
les mutations METex14 ou les fusions de MET. lIs illustrent aussi les limites de cette approche
avec la survenue de mécanismes de résistance primaire ou acquise, et la nécessité de les
identifier pour pouvoir mieux les surmonter.
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The identification of mechanisms of resistance to targeted therapies and the detection of new
predictive biomarkers of response are crucial to improving patient management. My PhD
thesis work focuses on these two aspects of precision medicine.

Articles

My thesis work explores the study of alterations in the PI3K-AKT pathway as a mechanism of
resistance to MET tyrosine kinase inhibitors (MET TKI) in non-small cell lung cancers (NSCLC)
with MET exon 14 skipping mutation (NSCLC-METex14) (Article #1). We reviewed clinical data
from 65 patients with METex14 NSCLC, assessing PI3K pathway alterations. We observed that
PI3K pathway alterations (i.e., PIK3CA mutation and loss of PTEN expression) are common in
METex14 NSCLC. We discovered that the clinical activity of MET TKI is lower in patients with
METex14 NSCLC and PI3K alteration. In vitro studies of METex14 mutated cell lines with
alterations in the PI3K pathway confirmed resistance to METTKI, which can be overcome by
the addition of a PI3K inhibitor.

Subsequently, we focused on research for new predictive biomarkers of response to MET TKI.
We examined a cholangiocarcinoma patient with a CAPZA-2-MET fusion and observed that
MET fusion is associated with a response to the MET TKI capmatinib. We also found the
emergence of a MET kinase mutation (D1228N) as a potential resistance mechanism to first
generation MET TKI (Article #2).

Finally, we investigated the feasibility and relevance of detection of mechanisms of resistance
to ALK inhibitors in ALK-rearranged NSCLC. We reviewed clinical data from 23 patients with
advanced ALK-rearranged NSCLC who had undergone at least one repeat biopsy at
progression during an ALK TKI treatment. A resistance mechanism was identified in 9 of the
23 patients (39%). All patients who received a TKI presumed to act on the detected ALK mutant
achieved disease control. These results confirm that the detection of mechanism of resistance
is suitable for routine practice and can help select the best treatment for patients.

Conclusions

This work illustrates the relevance of identifying new therapeutic targets, such as METex14
mutations or MET fusions. It alsoillustrates the limitations of this strategy with the emergence
of primary or acquired mechanisms of resistance, and the necessity to identify them in order
to overcome them.
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ADAM : A Disintegrin And Metalloproteinase

AC : Anticorps

AGC : cAMP-dependent, cGMP-dependent and protein kinase C
AKT : AKT8 virus oncogene cellular homolog

ALK : Anaplasic Lymphoma Kinase

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

ANSM : L'agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
ARN : Acide RiboNucléique

ATU : Autorisation temporaire d’utilisation

BAD : Beclin (Bcl)-2 antagonist of of cell death

BCR-ABL: Breakpoint cluster region protein- Abelson murine leukemia virus
BRAF : b-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

BTK : tyrosine kinase de Bruton

CAPZA2 : F-actin-capping protein subunit alpha-2

CBL : Casitas B-lineage Lymphoma

CBNPC : Cancer Bronchigue Non a Petites Cellules

CEP7 : Pericentromeric regions of chromosomes 7

CLIP2 : CAP-Gly Domain Containing Linker Protein 2

CRK : CT regulator kinase

CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DCTNL1 : Dynactin subunit 1

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

EML4/ALK : Echinoderm microtubule-associated protein like 4
ERK : Extracellular signal Regulated Kinase

EPS15 : Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Substrate 15
ETS-1 : Avain Erythroblastosis Virus E26 homolog-1

FAK : Focal Adhesion kinase

FAS : Fibroblast Associated

FGFR : Fibroblast growth factor receptor

FLIP : FLICE-like inhibitory protein/Protéine FLICE-Like inhibitrice
FLT3 : fms like tyrosine kinase 3

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

GAB1 : GRB2-associated binder 1

GRB2 : Growth factor Rreceptor —Bbound protein 2

GSK3 : Glycogen synthase kinase 3 beta

HER : Human Epidermal growth factor Receptor

HGF/SF : Hepatocyte Growth Factor/ Scatter Factor

HLA-DRBL1 : HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1 beta chain
HRS : HGF Regulated tyrosine kinase Substrate
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IGF-1R : Insulin growth factor receptor 1

INSR : Insulin receptor precusor

IPT : Immonoglobulin-like region in Plexin and Transcription factors
ITK : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

ITSK : serine-thréonine kinase

KIF5 : Kinesin-related protein 5

KLC1 : Kinesin light chain 1

KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog
LBx : Liquid biopsy

LRRFIP1 : Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MET/HGFR : Hepatocyte growth factor receptor

MEK : Mitogen-activated extracellular signal-regulated protein kinase
MDM2 : Murine Double Minute 2

mTOR : mammalian Target Of Rapamycin

NGS : Next generation sequencing

NTRK : Neurotrophic tyrosine kinase

PD-1/L-1 : Programme death-1/ligand-1

PEA3 : Polyoma enhancer activator 3

PH : Pleckstrin Homology domain/ Domaine d’homologie a la pleckstrin
PI3K : Phosphatidyl Inositol 3 Kinase

PIP2 (4, 5) : Phosphatidyl Inositol (4, 5) biPhosphate

PIP3 (3, 4, 5) : Phosphatidyl Inositol (3, 4, 5) triphosphate
PKC : Protéine kinase C

PP2A : Protéine phosphatase 2A

PPFIB1 : Liprin-beta-1

PSI : Plexin Semaphorin Integrin

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

PTPN3 : Protein tyrosine phosphatase, non receptor type 3
PTPRZ1 : protein tyrosine phosphatase receptor type Z1
RAC1 : RAs-related C3 botulinum toxin substrate 1

RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RET : Rearranged during transfection

ROS1 : ROS Proto-Oncogene 1

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase

RT-PCR : Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SEMA : Semaphorin

SHC : SH2 domain containing transforming protein

SRC : Sarcome proto-oncogene

STK22D : Serine/threonine kinase 22D
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TBx : Tumor Biopsy

TFG : TRK-Fused Gene

TGF : Transforming growth factor

TPR : Translocated Promoter Region

TRIMA4 : Tripartite motif-containing protein 4

ZKSCANL1 : Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains
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Introduction

La médecine personnalisée, appelée également médecine de précision, a pour objectif
d’individualiser la prise en charge de chaque patient.

En oncologie, I'identification des oncogéenes a été I'une des grandes avancées de la médecine
personnalisée (Eifert et Powers 2012). Le premier oncogene v-src responsable du sarcome du
poulet a été découvert en 1976. Cette découverte a été récompensée d’un prix Nobel en 1989.
Un oncogene se définit par une altération moléculaire sur un gene responsable de la
transformation d’une cellule normale en cellule tumorale (oncogenese). Lorsque I'activité de
cet oncogéne est nécessaire et suffisante au processus oncogénique, il est appelé driver car il
est responsable d’une addiction oncogénique. L’addiction oncogénique se définit par la
dépendance en termes de survie, d’invasion et de prolifération de la cellule tumorale vis-a-vis
des modifications générées par |’expression et/ou I'activité anormale d’un oncogene.

Bien que conférant un avantage, cette dépendance est également une faiblesse pouvant étre
ciblée afin de bloquer la prolifération des cellules tumorales. Deux types de thérapies ciblées
sont utilisées en oncologie : les inhibiteurs protéine kinase regroupant les inhibiteurs tyrosine
kinase (ITK) et serine-thréonine kinase (ITSK), d’une part, et les anticorps monoclonaux (Ac
monoclonaux), d’autre part (Kannaiyan et Mahadevan 2018 ; Pento 2017). L'utilisation des
thérapies ciblées est récente, datant du début des années 2000, avec I'arrivée des anti-HER2
(Human Epidermal growth factor Receptor 2) dans les cancers du sein (Romond et al. 2005),
des anti-EGFR (Epidermal growth factor Receptor) dans les cancers du poumon (Shepherd et
al. 2005), et des inhibiteurs des fusions bcr-abl (Breakpoint cluster region protein-Abelson
murine leukemia virus) dans les leucémies myéloides chroniques (Druker et al. 2001).
Aujourd’hui, les thérapies ciblées sont utilisées dans une grande majorité des cancers. Bien
gu’elles montrent une bonne efficacité, avec des taux de réponse fréquemment supérieurs a
70 %, leur durée d’action est parfois assez limitée, et la progression tumorale est inéluctable
apres plusieurs mois de traitement. Les mécanismes de résistance présents avant traitement
(résistance primaire) ou émergeant sous traitement (résistance acquise) sont les principales

causes d’échec thérapeutique.
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L'identification de toutes les altérations moléculaires a I'origine d’un processus oncogénique
ou responsables de la résistance est un défi pour la médecine de précision dans laquelle
s’inscrit mon projet de these.

La premiére partie du manuscrit sera tout d’abord consacrée a I'étude des carcinomes
bronchiques non a petites cellules (CBNPC). Environ 50 % des CBNPC présentent un oncogéene
driver dont la majorité est actionnable par une thérapie ciblée (Planchard et al. 2018). Durant
mes travaux de thése, nous nous sommes particulierement intéressés aux CBNPC avec
altération du récepteur MET (Hepatocyte growth Factor receptor). Dés lors, nous proposons
une revue du récepteur MET et de ses altérations dans le cancer.

La seconde partie sera consacrée a nos travaux de recherche. Dans un premier temps, nous
nous sommes focalisés sur I'étude des mécanismes de résistance dans les CBNPC porteurs
d’une mutation responsable d’un saut de I'exon 14 de MET (CBNPC METex14). Sur la base des
données d’efficacités des inhibiteurs de MET dans les CBNPC METex14 (=~ 50 % de taux de
réponse), nous avons émis I’"hypothése de la présence de mécanismes primaires de résistance.
Nos données ont permis d’identifier la voie de signalisation PI3K-AKT dans la résistance aux
inhibiteurs tyrosine kinase de MET (ITK MET). Par ailleurs, nous avons proposé une stratégie
thérapeutique afin de surmonter ces résistances.

Dans un second temps, nous avons identifié un patient porteur d’un cholangiocarcinome avec
une fusion de MET. Un traitement par ITK MET a été introduit et a permis I’obtention d’une
réponse importante, malheureusement de courte durée. La recherche d’'un mécanisme de
résistance acquis sous ITK MET nous a conduit a identifier une mutation du domaine kinase
de MET.

Enfin, un dernier travail a porté sur la faisabilité et I'utilité dans la pratique clinique de la
recherche des mécanismes de résistance dans les CBNPC porteurs d’un réarrangement du
géne ALK (CBNPC ALK+). En établissant une cohorte de patients ayant présenté une
progression sous ITK ALK, nous avons identifié¢ plusieurs tumeurs pour lesquelles un
mécanisme de résistance a pu étre identifié. De plus, 'ensemble des patients ayant recu un
ITK ALK, adapté au mécanisme de résistance identifié, avait présenté une réponse. Ces travaux
ont ainsi démontré que dans les CBNPC ALK+ la recherche des mécanismes de résistance était

possible et pouvait influencer la décision thérapeutique.
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1 Les cancers bronchopulmonaire avec addiction
oncogénique

1.1 Généralités sur les cancers pulmonaires

En 2018, environ 50 000 nouveaux cas de cancers bronchiques ont été diagnostiqués en
France. Les cancers du poumon se situent au quatrieéme rang des cancers incidents, tous sexes
confondus (deuxiéme rang chez I’homme et quatrieme rang chez la femme). Environ 85 % des
cancers pulmonaires diagnostiqués sont des CBNPC. Avec environ 31 000 déces par an en
France, les cancers bronchiques sont la premiere cause de mortalité par cancer. Durant la
période 1990-2018, la mortalité par cancers du poumon a progressivement diminué chez
I"'hnomme (- 0,3 %/an) mais a cri chez la femme (+ 5,3 %/an) du fait d’une augmentation du

tabagisme (cf. référentiel de I'institut national du cancer).

Malgré les progres thérapeutiques récents (thérapies ciblées et immunothérapies), le taux de
survie a cing ans, tous stades confondus, est inférieur a 20 % (Planchard et al. 2018).
L’identification d’altérations moléculaires sur des oncogenes a profondément modifié la prise
en charge des patients.

L’analyse moléculaire représente une part prépondérante de la prise en charge des patients
atteints d’'un CBNPC. On estime a environ 60 % les tumeurs porteuses d’une altération
moléculaire impliquant un oncogéne dont plus de la moitié sont actionnables par une thérapie
(Planchard et al. 2018) (Figure 1).

Diverses techniques sont régulierement utilisées pour la détection de anomalies moléculaires
telles que le séquencage de nouvelle génération (NGS), I'hybridation in situ en fluorescence
(FISH), la puce d’hybridation génomique comparative (CGH) (Gregg, Li et Yoneda 2019). On
distingue trois grandes familles d’anomalies moléculaires : les mutations dont le géne KRAS
(V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) est le plus fréquemment altéré dans
les cancers du poumon (33 %), suivi par le géne EGFR dans environ 10 a 15 % des cas et par
les génes MET, BRAF (b-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), HER2, PIK3CA
(phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate kinase) dans 1 a 3 % des cas (Figure 1). Les mutations
peuvent étre des substitutions (remplacement d’un nucléotide), des délétions (perte d’une

séquence nucléotidique) ou des insertions (ajout d’'une séquence nucléotidique). Les
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mutations sont le plus souvent retrouvées au niveau du domaine kinase de la protéine (ex :
EGFRdel19, PIK3CAH1044R, BRAFV600E) ou au niveau d’un site régulateur (ex : PIK3CAE544K,
METex14).

Les translocations ou réarrangements correspondent a des échanges de matériels
chromosomiques entre deux chromosomes non homologues. Dans les CBNPC, plusieurs genes
peuvent étre impliqués dans des mécanismes de réarrangement tels que les genes ALK
(Anaplasic Lymphoma Kinase), ROS1 (ROS Proto-Oncogene 1) et NTRK (Neurotrophic tyrosine
kinase).

Les amplifications se définissent par une accumulation surnuméraire d’'un segment
chromosomique. Elles ont pour conségquence une augmentation du nombre de copies d’'un
géne conduisant a une surexpression du transcrit de ce géne. Parmi les genes les plus
fréguemment amplifiés dans les CNBPC, on retrouve HER2, FGFR (Fibroblast growth factor
receptor) et MET.

A ce jour, une majorité des altérations moléculaires responsables d’une addiction
oncogénique dans les CBNPC sont actionnables par une thérapie ciblée. Nous disposons de
plus d’une vingtaine de molécules disponibles pour la prise en charge des CBNPC et leur
nombre ne cesse de croitre chaque année (Figure 1).

Nous nous intéresserons aux différentes altérations responsables d’une addiction

oncogénique décrites dans les CBNPC.
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Figure 1 : Les altérations moléculaires responsables d’une addiction oncogénique dans les CBNPC et les différentes thérapies ciblées
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1.2 Prise en charge des CBNPC avec addiction oncogénique

1.2.1 Les outils thérapeutiques disponibles

Il existe trois options thérapeutiques disponibles dans la prise en charge des CBNPC
métastatiques avec une addiction oncogénique : les thérapies ciblées (ITK, ISTK et Ac

monoclonaux), la chimiothérapie et 'immunothérapie.

Les ITK, qui constituent la majorité des thérapies ciblées utilisées dans les CBNPC avec
addiction oncogénique, sont rapidement devenus le traitement standard en premiere (voire
deuxieme) ligne des CBNPC avec addiction oncogénique ciblable, compte tenu de leur
supériorité par rapport a la chimiothérapie. Les ITK appartiennent a une famille de petites
molécules capables d’inhiber les récepteurs tyrosine kinase (RTK) en ciblant le domaine kinase
du récepteur, bloquant ainsi la phosphorylation de la protéine et 'activation des voies de

signalisation en aval (Hubbard 2002).

On distingue deux grandes sous-familles : les inhibiteurs dits « irréversibles » qui ont la
particularité de former des liaisons covalentes avec le domaine kinase et les inhibiteurs
réversibles. Les ITK sont également divisés en deux groupes selon leur mode de liaison : les
inhibiteurs compétitifs (types | et Il) et allostériques (types lll et IV) (Roskoski 2015). Les
inhibiteurs compétitifs se fixent au niveau du site de liaison a I’ATP et entrent directement en
compétition avec ce dernier. Les inhibiteurs de type | occupent la poche de I'ATP dans une
conformation active appelée « DFG-in », tandis que les inhibiteurs de type Il occupent la poche
de I’ATP dans une conformation inactive appelée « DFG-out » (Zhang, Yang et Gray 2009). Les
inhibiteurs allostériques vont venir se fixer a un site allostérique différent du site de fixation
de I’ATP. Les inhibiteurs de type lll se fixent au niveau d’un site proche de la poche de I'ATP

tandis que les inhibiteurs de type IV se fixent sur un site éloigné (Zhang, Yang et Gray 2009).

La chimiothérapie, est actuellement recommandée en 1 ligne pour les patients porteurs
d’'un CBNPC, sans addiction oncogénique, et présentant une contre-indication a
I'immunothérapie (D. Planchard et al. 2018). Le protocole de chimiothérapie de référence
repose sur une combinaison associant une chimiothérapie de 3°™¢ génération (paclitaxel,

gemcitabine, docetaxel, vinorelbine) et un sel de platine (carboplatin, cisplatine) (Schiller et
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al. 2002). Une méta analyse de 2005 a montré que le doublet de chimiothérapie (3éme
génération + sel de platine) est associé a une réduction du risque de déces de 22%
(“Chemotherapy and Supportive Care versus Supportive Care Alone for Advanced Non-Small
Cell Lung Cancer” 2010). En présence de certains oncogenes driver, la chimiothérapie a
rapidement montré son infériorité par rapport aux ITK. Dés lors, dans la prise en charge des
CBNPC avec une addiction oncogénique, la chimiothérapie est reléguée en deuxieme ou

troisieme ligne thérapeutique (Girard 2015).

L'immunothérapie a profondément modifié la prise en charge des CBNPC en situation
métastatique. Les molécules de référence actuellement recommandées, dans la prise en
charge des CBNPC, sont des anticorps monoclonaux ciblant des points de controle de
I'immunité tels que les anti PD-1/PDL-1 (Programme Death 1/Ligand) et les anti CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)(D. Planchard et al. 2018). La place de
I'immunothérapie dépend essentiellement de 2 différents biomarqueurs, le score
d’expression de PDL-1 de la tumeur et sa charge mutationnelle. En présence d’un CBNPC avec
un score PDL-1 > 50%, le traitement recommandé en 1° ligne métastatique repose sur
I’association chimiothérapie plus pembrolizumab (anti PD-1). Cette combinaison a été validée,
suite aux résultats de I'essai KEYNOTE 024 comparant la chimiothérapie associée au
pembrolizumab versus une chimiothérapie seule. La combinaison chimiothérapie plus
pembrolizumab a démontré un bénéfice net en termes de taux de réponse objectif (45 %
contre 28 %), de survie sans progression (10.3 mois contre 6.0 mois) et de survie globale (HR
0,6, 95 % 1C 0,41-0,89, P=0,005) (Reck et al. 2016). En I'absence d’information concernant le
statut PDL-1, plusieurs options thérapeutiques sont proposées. En cas de charge
mutationnelle élevée (> 10 mutations par méga-base), la combinaison nivolumab (anti PD1)
plus ipilimumab (anti CTLA-4) a démontré, dans |'essai CHECKMATE 227, sa supériorité face a
la chimiothérapie avec une survie sans progression supérieure (HRO, 58, 97,5% 1C 0,41-0, 81,
P<0,001) (Boumber 2018). Concernant les autres possibilités thérapeutiques, pour les patients
porteurs d’un adénocarcinome pulmonaire, la combinaison atezolizumab (anti PD-L1),
bevacizumab (anti VEGFR) plus chimiothérapie a démontré, dans I'essai IMPOWER150, sa
supériorité par rapport au protocole de chimiothérapie standard avec un bénéfice net de
survie sans progression (8,3 contre 6,8 mois) et de survie globale (19,9 contre 14,9mois). Par

ailleurs, pour les patients porteurs d’un adénocarcinome pulmonaire métastatique, I'essai de
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phase 3 IMPOWER130 a démontré I'efficacité de la combinaison atezolizumab (anti PD-L1)
plus nab-placitaxel, suivie d’une maintenance par atezolizumab plus pemetrexed, par rapport
a la chimiothérapie standard, avec un gain de survie globale (18,6 contre 13,9 mois) et de

survie sans progression (7.0 versus 5.5 mois).

IMPOWER130 est un essai de phase 3 ayant inclus des patients porteurs d’'un adénocarcinome
pulmonaire métastatique. Dans cet essai, les patients étaient randomisés soit pour recevoir 4
a 6 cycles d’atezolizumab plus du nab-placitaxel suivie d’'une maintenance par atezolizumab
plus pemetrexed, soit de la chimiothérapie standard (“IMpower132: Efficacy of Atezolizumab
(Atezo) + Carboplatin (Carbo)/Cisplatin (Cis) + Pemetrexed (Pem) as 1L Treatment in Key
Subgroups with Stage I... | OncologyPRO” n.d.). Cet essai a démontré un gain en termes de
survie globale (18.6 contre 13.9 mois) et de survie sans progression PFS (7.0 versus 5.5 mois)
dans le bras chimiothérapie plus immunothérapie établissant ainsi une nouvelle option

thérapeutique pour ces patients.

Concernant les patients porteurs d’un carcinome épidermoide pulmonaire, I'’étude KEYNOTE-
407 a évalué une stratégie thérapeutique reposant sur 4 cycles d’'une combinaison
carboplatine plus placitaxel ou nab-placitaxel en association avec le pembrolizumab versus
chimiothérapie standard. Une maintenance par pembrolizumab ou placebo était également
proposée. La combinaison chimiothérapie plus pembrolizumab a démontré une plus grande
efficacité en termes de taux de réponse (58.4% contre 35.0%) et de survie globale (15,9 contre
11,3 mois) (Paz-Ares et al. 2018). Toutefois, en présence d’un oncogéne driver, la place de
I'immunothérapie reste a définir (Mhanna et al. 2019). Récemment, une étude
multicentrique, rétrospective, menée sur 551 patients porteurs d’'un CBNPC avec une
altération moléculaire responsable d’une addiction oncogénique, a révélé une efficacité
variable de l'immunothérapie selon le sous-groupe moléculaire. L'immunothérapie était
associée a un taux de réponse de 26 % en présence d’une mutation de KRAS alors que ce taux
était de 0 % en présence d’une altération ALK (Mazieres et al. 2019). Malgré le caractére
rétrospectif de cette étude, 'immunothérapie est a ce jour considérée comme une option en

deuxieme ou troisieme ligne chez les patients porteurs d’'un CBNPC avec driver oncogénique.
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1.2.2 Les CBNPC avec mutation EGFR
1.2.2.1 Découverte des mutations EGFR

Le récepteur EGFR, codé par le gene EGFR, est une glycoprotéine transmembranaire,
constituée d’un domaine extracellulaire, composé notamment du domaine liaison au ligand
(EGF), et d’une partie intracellulaire ou se situe le domaine tyrosine kinase. EGFR appartient a
une famille de quatre récepteurs tyrosine kinases apparentés (ERBB) et agit comme un
médiateur clé dans les voies de signalisation cellulaire impliquant la prolifération cellulaire,

I'apoptose, I'angiogeneése et I'invasion (Ayati et al. 2020).

Les premieres mutations du géne EGFR dans les CBNPC ont été décrites en 2004 (Lynch et al.
2004). Ces mutations sont localisées dans le domaine kinase EGFR (codé par les exons 18 et
21). Les délétions dans I'exon 19 et la substitution L858R dans I'exon 21 représentent plus de
90 % de ces altérations. De maniére plus rare, on retrouve des insertions dans I’exon 20 dans
5 % des cas et des mutations T790M (exon 20) et L861Q (exon 21) dans 2 % des cas (Ayati et
al. 2020). Les mutations du domaine kinase EGFR sont responsables d’une addiction
oncogénique rendant possible son inhibition par des thérapies ciblées.

En Occident, les mutations EGFR sont détectées chez environ 10 a 15 % des patients atteints
de CBNPC. Ce taux de détection atteint 50 % chez les patients asiatiques porteurs d’'un CBNPC
(Shi et al. 2014). Elles sont retrouvées majoritairement chez des patients non-fumeurs, d’age
jeune et de sexe féminin. Le type histologique le plus fréquent est I'adénocarcinome (Tsao et

al. 2006).

1.2.2.2 Place des inhibiteurs tyrosines kinase EGFR dans la prise en charge des CBNPC
mutés EGFR

La prise en charge des CBNPC EGFR mutés a été révolutionnée par l'arrivée des ITK
EGFR. Les ITK EGFR ont d’abord été évalués dans des populations non sélectionnées atteintes
d’un CBNPC réfractaire a la chimiothérapie. Malgré des résultats peu spectaculaires, les ITK
EGFR ont obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en deuxiéme et troisieme
lignes. L'identification des mutations EGFR a permis de mieux sélectionner les patients et,
ainsi, de démontrer la supériorité des ITK EGFR par rapport a la chimiothérapie dans une

population choisie.
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Par la suite, les ITK EGFR ont rapidement obtenu une AMM en premiéere ligne. La
découverte des mutations de résistance conduisant au développement des ITK de deuxiéme
et troisieme générations, plus performants que leurs ainés, a amené a réfléchir sur la place de
chaque inhibiteur dans la prise en charge des CBNPC EGFR mutés (Girard et al. 2020).

A ce jour cing molécules sont disponibles dans le cadre du traitement des CBNPC EGFR

mutés (Figure 1). Le géfitinib et I'erlotinib, sont des inhibiteurs spécifiques de I'EGFR, de
premiere génération, qui se fixent de facon réversible au récepteur muté. Le géfitinib et
I’erlotinib ont démontré leur supériorité par rapport a un doublet de chimiothérapie dans les
études de phase IIl IPASS, OPTIMAL et EURTAC (Rosell et al. 2012 ; Mok et al. 2009 ; Zhou et
al. 2011). Avec un gain en survie sans progression (9.7-13.1 contre 4.6-5.2 mois) et des taux
de réponse d’environ 70 a 80 % dans le sous-groupe de patients mutés EGFR, le géfitinib et
I'erlotinib disposent d’'une AMM dans les CBNPC EGFR mutés en premiere ligne,
respectivement obtenues en 2009 et 2012.
L'afatinib et le dacomitinib sont des ITK de deuxieme génération qui se lient a EGFR de facon
irréversible. L’afatinib a obtenu une AMM en 2014 suite aux résultats de I'essai LUX-Lung 3
I'ayant comparé a un doublet de chimiothérapie (Cisplatine-Pemetrexed). L’afatinib a
démontré sa supériorité en matiére de taux de réponse (56 % versus 23 %) et de PFS (13,6
mois versus 6,9 mois). Par la suite, dans I'étude LUX-Lung 7, I'afatinib a démontré son
équivalence en premiere ligne par rapport au géfitinib en matiére de survie globale (27,9
versus 24,5 mois) (Paz-Ares et al. 2017). Le dacomitinib a également prouvé son équivalence
face au géfitinib en premiere ligne dans I'étude ARCHER (Wu et al. 2017). Le dacomitinib a
obtenu une AMM dans les CBNPC EGFR mutés en premieére ligne en 2019.

L'osimertinib est un ITK EGFR de troisieme génération développé afin de cibler la
mutation de résistance EGFR-T790M. L'osimertinib était initialement recommandé en
deuxieme ligne et en cas de survenue d’'une mutation EGFR-T790M (Soria et al. 2018 ; Mok et
al. 2017). 'AMM a récemment changé suite a I'étude FLAURA qui, comparant I'osimertinib a
des inhibiteurs de premiére génération en premiére ligne métastatique, a démontré un
bénéfice net en termes de survie globale et sans récidive en faveur de l'inhibiteur de troisieme
génération (18). Ce dernier a obtenu une AMM en premiere ligne thérapeutique. Par ailleurs,
I'osimertinib devrait bénéficier prochainement d’'une AMM en adjuvant chez des patients
porteurs d’'un CBNPC EGFR muté stade Il et Il réséqué, compte tenu des résultats de I'essai

ADAURA révélant une réduction de 83 % du risque de récidive a deux ans (Wu et al. 2020).
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1.2.3 Les CBNPC avec réarrangement ALK
1.2.3.1 Découverte des réarrangements ALK et caractérisation clinique

Le géne ALK est situé sur le bras court du chromosome 2 (2p23), codant, pour la protéine ALK,
un RTK transmembranaire appartenant a la superfamille des récepteurs de l'insuline (Soda et
al. n. d.). La principale altération du géne ALK identifiée dans les cancers du poumon est le
réarrangement. Ce dernier résulte de la translocation entre deux genes conduisant a la
formation d’une protéine chimérique anormalement activée. Dans les CBNPC, le
réarrangement du géne ALK a été décrit pour la premiere fois en 2007 (Soda et al. n. d.). |l
s’agissait du réarrangement EML4/ALK (Echinoderm microtubule-associated protein like 4) qui
représente le variant le plus fréquent dans les CBNPC (90 % des altérations ALK) (Du et al.
2018). Le réarrangement EML4/ALK résulte d’une fusion entre la partie N-terminale du géne
EML4 qui code pour le domaine coiled coil et la région c-terminale du gene ALK codant pour
le domaine tyrosine kinase. Il en résulte une protéine de fusion EML4/ALK, présentant une
activation constitutive de I’activité kinase,indépendante de la fixation d’un ligand (Lantuejoul
et al. 2012). La protéine de fusion EML4-ALK active plusieurs voies de signalisation
intracellulaires telles que la voie des MAPK (Mitogen activated protein kinase) et PI3K-
AKT/mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Soda et al. n. d.). De nombreux autres genes
partenaires ont été identifiés, tels que les KIF5 (Kinesin-related protein 5), KLC1 (Kinesin light
chain 1), TGF (Transforming growth factor), PTPN3 (Protein tyrosine phosphatase, non
receptor type 3), conduisant également a I’activation du domaine kinase de la protéine ALK
(Du et al. 2018). Les réarrangements du géne ALK représentent 5 a 6 % des cas de CBNPC
(CBNPC ALK+).

Concernant les caractéristiques cliniques, I’age médian des patients atteints d’'un CBNPC ALK+
est de 55 ans. lls sont majoritairement non fumeurs. Le sexe ne semble pas influencer la
survenue de cette altération (Kang et al. 2014).

Le diagnostic des réarrangements ALK repose sur différentes techniques telles que
I'immunohistochimue, la RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) ou

I’"hybridation in situ par fluorescence (FISH) (Hofman 2017).
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1.2.3.2 Place des inhibiteurs ALK dans le traitement des cancers bronchiques non a
petites cellules métastatiques avec réarrangement ALK

Le traitement des CBNPC ALK+ repose principalement sur l'utilisation d’ITK ALK.
L'émergence de mécanismes de résistance, majoritairement des mutations du domaine
kinase ALK, est la principale cause d’échec thérapeutique. A ce jour, on compte plus d’une
quinzaine de mutations de résistance du gene ALK identifiées dont les plus fréquentes sont
les mutations ALK C1156Y, L1196M et G1202R. Le développement des inhibiteurs de nouvelle

génération est, notamment, basé sur la capacité a surmonter ces mutations de résistance.

A ce jour, cinq ITK ALK disposent d’'une AMM dans la prise en charge des CBNPC ALK+

(Figure 1) : le crizotinib, le céritinib, I’alectinib, le brigatinib et le lorlatinib.

Le crizotinib est un inhibiteur de type I, qui cible les protéines MET, ALK et ROS1 (Zou
et al. 2007). Il est le premier inhibiteur a avoir obtenu une AMM en 2012 dans la prise en
charge des CBNPC ALK+. L'approbation du crizotinib repose sur les résultats de I’étude de
phase | PROFILE 1001. Contrairement au développement des ITK EGFR, le crizotinib a,
d’emblée, été évalué chez des patients sélectionnés porteurs d’'un CBNPC ALK+ prétraité par
chimiothérapie. Les taux de réponse obtenus ont été de 60,8 % avec une médiane de survie
sans progression de 9,7 mois (Camidge et al. 2012). Ces résultats ont été validés par I'étude
de phase Il PROFILE 1005 dans laquelle un taux de réponse de 59,8 % et une médiane de survie
de 8,1 mois ont été obtenus (D.-W. Kim et al. 2012). Enfin, le crizotinib a montré sa supériorité
par rapport a la chimiothérapie a base de sels de platine dans les études de phase Ill, PROFILE
1007 puis 1014, avec une survie sans progression (10,9 mois versus 7,0 mois, p < 0,001) et un
taux de réponse (74 % versus 45 %) qui ont permis |'obtention de 'AMM en premiére ligne
chez les patients naifs de traitement (Tsang Shaw et al. 2016 ; Solomon et al. 2014). Toutefois,
les limites du crizotinib ont rapidement émergé. En effet, il possede une diffusion cérébrale
faible conduisant a une progression cérébrale fréquente. Par ailleurs, une exposition
prolongée au crizotinib conduit a I'émergence de mutations kinase ALK dans environ 30 % des
cas, ce qui entraine une perte de son efficacité (Dagogo-Jack et Shaw 2016 ; Ng et Camidge

2016).
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Le céritinib est un ITK de deuxieme génération, ciblant les protéines ALK, IGF-1R
(Insulin growth factor receptor 1), INSR (Insulin receptor precusor), STK22D (Serine/threonine
kinase 22D) et FLT3 (fms like tyrosine kinase 3), développé afin de surmonter les résistances
induites par le crizotinib telles que les mutations ALK L1196M, G1269A et 11171T (Fontana et
al. 2015). Le céritinib dispose d’'un AMM en premiére ligne dans la prise en charge des CBNPC
ALK+. Il a été évalué en premiere ligne en comparaison avec la chimiothérapie dans le cadre
de I'étude ASCEND-4. La médiane de survie sans progression était supérieure dans le bras
traité par céritinib (16,6 versus 8,1 mois) avec un taux de réponse plus élevé (72,5 % versus
26,7 %) (Soria et al. 2017). La méme année, le céritinib a été évalué chez des patients
réfractaires au crizotinib. Le taux de réponse obtenu était de 56 % avec une survie sans
progression supérieure en faveur du céritinib par rapport a la chimiothérapie (5,4 mois versus
1,6 mois, p < 0,001) (Tsang Shaw et al. 2017). Le céritinib a obtenu une AMM en premiere
ligne en 2018. L’exposition prolongée au céritinib conduit a I'émergence de résistance dont,

notamment, les secondes mutations ALK G1202R, V1180L et C1156Y (Gainor et al. 2016).

L'alectinib est un ITK ALK de deuxieme génération ciblant le géne ALK. L’alectinib a été
développé afin de surmonter les mutations de résistance ALK L1196M, C1156Y et F1174L
(Okada et al. 2019). L’alectinib a été évalué chez les patients prétraités par crizotinib et naifs
de traitement dans le cadre de I'essai NP28763 avec un taux de réponse de 50 % et une
médiane de survie sans progression de 8,9 mois. En 2017, I'alectinib a, dans un premier temps,
obtenu I’AMM en deuxieme ligne apres échec du crizotinib dans les CBNPC ALK+ (Tsang Shaw
et al. 2016). Par la suite, 'étude ALEX a comparé I'alectinib et le crizotinib en premiére ligne.
L’alectinib a démontré sa supériorité face au crizotinib avec une médiane de survie sans
progression de 25,7 mois versus 10,4 mois (p <0,001) (Peters et al. 2017). Comparé au
crizotinib, I'alectinib est caractérisé par un taux important de réponse intracérébrale (81 %
versus 50%) et une durée médiane de réponse intracranienne de 17,3 mois versus 5,5 mois.
Les mécanismes de résistance émergeants aprés exposition a I'alectinib sont les mutations
ALK G1202R, L1196M et V1180L (Gainor et al. 2016).

Le brigatinib est un ITK de deuxiéme génération ciblant les protéines ALK, ROS1 et
EGFR. Il a été développé afin de surmonter les mutations de résistance C1156Y, F1174L,
L1196M et G1202R (Gainor et al. 2016). Le brigatinib été évalué dans une étude de phase /Il

chez des patients prétraités par ITK ALK et naifs de traitement (Gettinger et al. 2016). Les taux
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de réponse étaient de respectivement 72 % et 100 %. L’étude de phase Il du brigatinib (ALTA)
a examiné 2 dosages, 90 et 180 mg (D.-W. Kim et al. 2017). L’efficacité du brigatinib était dose-
dépendante avec une médiane de survie sans progression de 12,9 mois pour le bras 180 mg
et de 9,2 mois pour le bras 90 mg. Le brigatinib possede une AMM pour les CBNPC ALK+
prétraités par crizotinib. Une étude de phase Ill a comparé le brigatinib avec le crizotinib en
premiére ligne chez des patients porteurs d’un CBNPC ALK+ (Camidge et al. 2018). Le taux de
survie sans progression a 12 mois était de 67% dans le bras brigatinib contre 43% dans le bras
crizotinib. Les principaux mécanismes de résistance émergeants sous brigatinib sont les

mutations ALK E1210K et G1202R (Gainor et al. 2016).

Le lorlatinib est un ITK de troisieme génération ciblant les protéines ALK et ROS1. Il a
été développé afin de surmonter les mutations ALK G1202R, L1196M, G1269A, C1156Y,
F1174L et S1206Y (Zou et al. 2015a). Le lorlatinib a présenté des signes d’activité intéressants
chez des patients prétraités par un ou plusieurs ITK ALK avec des taux de réponse globale
allant de 17 a 40 % selon I'ITK ALK regu préalablement. (Felip Font et al. 2017). Plus
récemment, une étude de phase lll a comparé le lorlatinib avec le crizotinib en premiere ligne
chez des patients porteurs d’'un CBNPC ALK+. Le lorlatinib a démontré sa supériorité avec un
taux de patients n’ayant pas récidivé a 1 an de 78 % versus 39 % dans le groupe crizotinib (Alice

T. Shaw et al. 2020).

1.2.4 Les autres altérations moléculaires dans les CBNPC

Outre les mutations EGFR et les réarrangements ALK, il existe d’autres altérations pour
lesquelles des thérapies ciblées ont été évaluées dont les fusions des genes ROS1, NTRK et
RET (Rearranged during transfection) ainsi que les mutations des génes BRAF, KRAS
(KRASG12C), HER2 et MET (METex14) (qui feront I'objet d’une partie spécifique du chapitre 4

« Les altérations de MET dans le cancer ») (Figure 1).

La protéine ROS1 est un RTK appartenant a la superfamille des récepteurs a insuline a
I'instar du récepteur ALK. Les fusions du gene ROS1 constituent environ 1 a 2 % des CBNPC
(Davies et Doebele 2013 ; Zhu et al. 2015). Il existe plus de 26 génes identifiés comme

partenaires de fusion de ROS1, dont les plus fréquents sont CD74, SLC34A2 et SDC4 (Ou et
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Nagasaka 2020). Les fusions de ROS1 sont plus fréquemment observables chez les femmes
jeunes, peu ou non fumeuses et d’origine asiatique (Zhu et al. 2015). Plusieurs études ont été
menées avec des ITK préalablement évalués dans les CBNPC ALK+ tels que le crizotinib, le
céritinib et le lorlatinib avec des taux de réponse aux alentours de 60 % (Tsang Shaw et al.
2019 ; Cho et al. 2017 ; Tsang Shaw et al. 2017). Les résultats les plus prometteurs ont été
obtenus dans les essais de phase Il STARTRK-2 et TRIDENT-1 ayant étudié respectivement
I’entrectinib et le reprotectinib, des inhibiteurs ALK/ROS1/TRK avec des taux de réponse aux

alentours de 80 % (Drilon, Siena et al. 2017 ; Cho et al. 2019).

Les fusions du gene NTRK représentent moins de 1 % des CBNPC (Cocco, Scaltriti et
Drilon 2018). Néanmoins, elles ont été décrites dans de nombreux cancers tels que les cancers
ORL, les sarcomes, les cancers thyroidiens. A ce jour, deux ITK ont été évalués dans la prise en
charge des CBNPC avec fusion du NTRK : I'entrectinib et le larotrectinib. Le larotrectinib a,
notamment, été examiné dans une étude de phase % ayant inclus 55 patients dont quatre

porteurs d’'un CBNPC avec fusion du NTRK avec un taux de réponse de 75 % (Drilon et al. 2018).

Les fusions du géne RET concernant 1 a 2 % des patients porteurs d’'un CBNPC. Elles
touchent principalement les patients jeunes et non fumeurs. Les essais évaluant des
inhibiteurs de RET multikinases (cabozantinib, lenvatinib et sorafenib) ont présenté des
résultats décevants avec des taux de réponse évalués entre O et 28 % (Drilon et al. 2016 ;
Horiike et al. 2016 ; Hida et al. 2019). Toutefois, récemment, deux inhibiteurs spécifiques du
RET, le selpercatinib et le pralsetinib, évalués dans des essais de phase I/Il,ont révélé des taux
de réponse de respectivement 68 et 56 % (Solomon et al. 2020 ; Gainor et al. 2019 ; Drilon et

al. 2020).

Les protéines RAS, sont de petites GTPase de 21 kDa (comportant quatre isoformes
HRAS, NRAS, KRAS4A et KRAS4B) codées par trois génes distincts KRAS (Kirsten RAS
chromosome 12p12.1), HRAS (Harvey RAS, chromosome 11p15.5) et NRAS (Neuroblastoma
RAS, chromosome 1p13.2). Les altérations du géne KRAS sont retrouvées dans
approximativement 20 a 25% des CBNPC en Occident et dans 10 a 15% des cas en Asie. |l s’agit
de l'altération moléculaire potentiellement actionnable la plus fréquente des CBNPC. Les

mutations KRAS affectent principalement les codons 12 et 13 situés dans I’exon 2 au niveau
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du site de liaison au GTP (Pylayeva-Gupta, Grabocka, and Bar-Sagi 2011). Parmi les CBNPC
KRAS mutés, le variant le plus fréguemment identifié est KRAS-G12C dans environ 39-40%
(13 % des CBNPC totaux), suivie de KRAS-G12V dans 18-21% et KRAS-G12D dans 17-18% (Hong
et al. 2020)., Les mutations KRAS ont longtemps été considéré comme non-actionnables
compte tenu de la trés haute affinité des protéines RAS pour le GTP et de I'abondance de ce
dernier dans le cytoplasme (P. Liu, Wang, and Li 2019). L’arrivée du sotorasib (AMG-510),
pourrait modifier la prise en charge des patients porteurs d’'un CBNPC KRAS-G12C. En effet,
cet inhibiteur, développé pour former une liaison covalente irréversible avec le résidu de
cystéine de la forme mutée de KRAS, est un inhibiteur spécifique de la mutation KRASG12C
qui a montré, dans un essai de phase |, un taux de réponse de 32,2 % et un contréle de la

maladie de 88,1 % (Hong et al. 2020)(P. Liu, Wang, and Li 2019).

Les mutations du gene BRAF représentent 2 % des CBNPC (Planchard et al. 2017). Il
s’agit essentiellement de la mutation BRAF V600E localisée dans I'exon 15 du géne BRAF
(codant pour le domaine kinase). A I'instar de ce qui est proposé dans la prise en charge des
mélanomes BRAV V600E-mutés, la combinaison du dabrafenib, un inhibiteur de RAF, et du
tramétinib, un inhibiteur de MEK (Mitogen-activated extracellular signal-regulated protein
kinase), a été évaluée chez 85 patients porteurs d’'un CBNPC BRAF V600E avec un taux de

réponse de 64 % (Planchard et al. 2017).

Les altérations du gene HER2 sont fréquentes dans les CBNPC avec des amplifications
et des mutations (majoritairement de I'exon 20) retrouvées dans respectivement 4 % et 1 %
des cas. Bien que de nombreuses molécules aient été développées afin de cibler la protéine
HER2, elles n‘ont pas prouvé d’efficacité dans les CBNPC avec une altération de HER2. La
sélection des patients inclus peut expliquer cela. En effet, dans de nombreuses études, la
présence d’une surexpression de la protéine HER2 (identifiée dans 30 % des CBNPC) en
I’'absence d’anomalie du géne était autorisée. Néanmoins, quatre essais ont spécifiquement
sélectionné des patients porteurs d’altérations du géne HER2, et malheureusement la encore,
les résultats étaient décevants. Ainsi, le dacomitinib a obtenu des taux de réponse de 12 %
pour les patients porteurs d’un CBNCP HER2 muté et de 0 % pour les patients porteurs d’un
CBNCP HER2 amplifié (Kris et al. 2015). L’afatinib quant a lui a obtenu, dans I’étude NICHE de

phase I, un taux de réponse de 7 %.

28



Néanmoins, les résultats concernant les anticorps conjugués ciblant HER2 sont prometteurs.
Le TDM-1, un anticorps couplant un anti HER2 (le trastuzumab) et un inhibiteur des
microtubules (I'emtansine) a été évalué chez 18 patients porteurs d’'un CBNPC avec mutation
HER2. Le TDM-1 a permis d’obtenir un taux de réponse de 44 % avec une survie sans
progression de cing mois (Li et al. 2018). Récemment, dans I’essai de phase Il Destiny Lung 01,
le T-DXd, un anticorps conjugué couplant le trastuzumab avec un inhibiteur de la
topoisomérase | (deruxtecan), a permis d’obtenir un taux de réponse de 61,9 %. Une
autorisation temporaire d’utilisation est actuellement octroyée pour le T-DXd dans la prise en

charge des CBNPC HER2-mutés (exon 20) (Smit et al. 2020).

29



2 Structure et role physiologique du récepteur MET
et de son ligand ’HGF

2.1 Découverte et structure du récepteur MET

Le récepteur MET (appelé également HGFR) est un RTK qui a été pour la premiere fois
décrit dans une lignée cellulaire humaine d’ostéosarcome (HOS) exposée a un carcinogéne, le
N-METhyl-n’-nitro-n-nitrosoguanidine (MNNG), auquel il doit sa dénomination (Cooper et al.
1984). L'étude des altérations causées par le carcinogene sur la lignée HOS a permis de mettre
en évidence une translocation entre une partie du gene TPR (translocated promoter region)
situé sur le chromosome 1 et le géne MET situé sur le chromosome 7. La protéine de fusion
TPR-MET générée comporte le domaine d’oligomérisation de la nucléoporine principale du
complexe de pore nucléaire TPR couplé au domaine kinase de MET. La partie intracellulaire
de la protéine MET, bien que tronquée de son domaine extracellulaire, conserve son ancrage
a la membrane via le domaine TPR qui provoque la dimérisation et I’activation constitutive du
récepteur en I'absence de ligand responsable du caractére oncogénique (Park et al. 1987 ;

Giordano et al. 1989 ; Rodrigues et Park 1993).

Le géne MET comprend 21 exons et 20 introns pour une longueur totale de 126 kb.
Localisé sur le bras long du chromosome 7 gq21-g31, le géne MET est transcrit sous forme de
différents ARN (acide ribonucléique) messagers dont la forme majoritaire est de 8 kb (Lin et
al. 1998 ; Duh et al. 1997). La traduction de I’ARN messager majoritaire mene a la synthese
d’une protéine immature de 170 kDa. Cette forme immature subira différentes modifications
post-traductionnelles incluant la N-glycosylation du domaine extracellulaire (Giordano et al.
1989) et un clivage protéolytique par la furine entre la lysine 307 et I'arginine 308 menant a
la formation de deux sous-unités, o (chaine extracellulaire de 50kDa) et B (chaine
extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire de 145 kDa) (Komada et al. 1993). Les
chaines a et B sont reliées par un pont disulfure conduisant a I'établissement d’'une protéine

fonctionnelle de 190 kDa appelée p190MET (Tempest, Stratton et Cooper 1988). Il existe
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également un isoforme minoritaire de MET appelé p170MET, issu d’un épissage alternatif de

I’ARN messager 8 Kb, non dimérisé, incompletement glycosylé et constitué de 18 acides

aminés supplémentaires dans le domaine extracellulaire (Rubin, Bottaro, and Aaronson 1993).
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Sur le plan structurel, le récepteur MET se compose de dix domaines :

- la partie extracellulaire comporte six domaines :

o un domaine SEMA, nommé ainsi car présentant une homologie avec les
domaines des sémaphorines, jouant un réle dans la fixation du ligand (Ma,
Maulik, et al. 2003),

o undomaine riche en cystéines appelé PSI (Plexin Semaphorin Integrin) de par
son homologie avec les domaines des plexines dont la fonction est d’orienter
le fragment extracellulaire de MET afin qu’il lie correctement son ligand
(Kozlov et al. 2004),

o quatre domaines homologues aux immunoglobulines IPT (Immunoglobulin-
like region in Plexin and Transcription factors) (Ma, Maulik, et al. 2003)
(Figure 2) ;

- le domaine transmembranaire également appelé hélice transmembranaire relie les
parties extracellulaire et intracellulaire ;
- la partie intracellulaire comprend :

o un domaine juxtamembranaire, adjacent a la partie membranaire, qui
comporte trois sites essentiels a la régulation du récepteur : la sérine 985,
I'acide aspartique 1002 la tyrosine 1003 (Peschard et al. 2004),

o un domaine kinase, qui est responsable de l'activité de la protéine via la
phosphorylation des sites tyrosine 1234 et 1235 (Asses et al. 2009),

o un domaine C-Terminal, qui présente les site d’ancrages aux protéines de
signalisation d’aval grace a la phosphorylation des sites tyrosine 1349 et 1356

(Ma, Maulik, et al. 2003).



Figure 2 : Représentation schématique de la structure du récepteur MET et des principaux
domaines de régulation et d’activation
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2.2 Structure et synthese de I’'HGF

Le facteur de croissance hépatocytaire ou Scatter factor (HGF/SF) est le ligand a haute
affinité du récepteur MET. Sa découverte a été réalisée dans les années 1980 par deux équipes
indépendantes, ce qui explique cette double dénomination. L'HGF/SF a ainsi été identifié
comme facteur de croissance des hépatocytes, mais également comme facteur favorisant la
migration et la dispersion des cellules épithéliales (Nakamura, Nawa et Ichihara 1984 ; Stoker

et al. 1987).
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La similitude entre 'HGF et le SF, ainsi que le lien étroit avec le récepteur MET, ont été
établis par diverses équipes quelques années plus tard. En 1990, Weider et ses collaborateurs
ont, dans un premier temps, purifié les deux molécules (le SF issu de fibroblastes et 'HGF
humain issu du placenta) révélant une similarité structurelle (Weidner et al. 1990). En 1991,
I’équipe de Naldini a mis en évidence I"'augmentation de |'activité kinase de MET apres
exposition a I’'HGF de la lignée d’adénocarcinome gastrique portant une amplification du géne
MET (GTL16) confirmant ainsi le lien étroit entre 'HGF et MET (Naldini, Weidner, Vigna,
Gaudino, Bardelli, Ponzetto et al. 1991). La méme année, ces auteurs, comparant les réponses
biologiques de I'HGF et du SF, ont mis en évidence des réponses similaires de croissance
cellulaire, de mobilité et d’invasion. L’interaction du récepteur MET avec I'HGF a également
été confirmée par des expériences d'immunoprécipitation (Naldini, Weidner, Vigna, Gaudino,

Bardelli, Ponzetto et al. 1991).

Le géne HGF se compose de 18 exons et de 17 introns et se situe sur le chromosome 7
en position 721 (Fukuyama et al. 1991). Synthétisé en une protéine immature (pro HGF),
I"THGF est convertie par clivage protéolytique en une glycoprotéine hétérodimérique active de
90 kDa, composée d’une chaine a et d’'une chaine B reliées par un pont disulfure (Naldini et
al. 1992). Diverses protéines permettant la réalisation de ces clivages, telles que
I’antithrombine, I’hepsine ou la kallikréine, ont été identifiées (Kirchhofer et al. 2005 ; Mukai
etal. 2008 ; Chen et al. 2013).Sur le plan structurel, la chaine a se compose d’un site de liaison
a I’héparine situé sur le domaine N-terminal suivi de quatre domaines kringle (boucles reliées
par trois liaisons disulfures intrachaines). La sous-unité B se compose d’un domaine
présentant une homologie aux sérines protéases (SPH) mais dénué d’activité catalytique

(Stamos et al. 2004) (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure de I’HGF
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2.3 Role physiologique du récepteur MET

De nombreuses fonctions physiologiques de MET ont été identifiées. Au cours de
I'embryogénése, |'expression de MET et de I'HGF fluctue au cours des étapes du
développement. Durant la seconde phase du développement embryonnaire, au cours du
processus de gastrulation, ), I'expression de MET et de son ligand est concomitante dans le
mésoderme (feuillet cellulaire intermédiaire de I'embryon) et I'ectoderme (feuillet externe de
I’embryon) témoignant d’'un mode d’activation autocrine (Andermarcher, Surani et Gherardi
1996). Pendant I'organogenese, I'expression de MET et de I'HGF est séparée. MET est exprimé
dans les cellules épithéliales de nombreux organes (cceur, reins et poumons) tandis que I'HGF
est principalement exprimé par le tissu mésenchymateux témoignant d’'un mode d’activation

paracrine.

De maniére similaire, dans le modele murin, I'invalidation des génes MET et HGF méne
a un trouble du développement placentaire conduisant au déces in utero précoce (Schmidt et
al. 1995). Des troubles du développement au niveau du foie et des muscles ont également été
observés en raison d’une perturbation dans la migration des myoblastes (Schmidt et al. 1995).
La mise en place d’un systéme d’extinction conditionnelle de MET via un systéme CRE/LOX a
permis la mise en évidence du role de MET dans la formation alvéolaire pulmonaire, des reins

et des muscles (Prunotto et al. 2004 ; Ishibe et al. 2009 ; Calvi et al. 2013).
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Chez I'adulte, I'expression de MET est retrouvée dans les cellules épithéliales, nerveuses,
endothéliales et hématopoiétiques (Prat et al. 1991 ; Bussolino et al. 1992 ; Nishino et al.
1995), tandis que I'HGF est quasi exclusivement exprimé par les cellules du mésenchyme

(Stoker et al. 1987).

La voie MET/HGF est impliquée dans la réparation, la régénération et ’homéostasie tissulaire.
Ainsi, une augmentation de la quantité d’expression plasmatique de I'HGF a été décrite en cas
de lésion tissulaire au niveau cutané, ainsi qu’au niveau du parenchyme hépatique,
pulmonaire et rénal (Hamanoue et al. 1992 ; Igawa et al. 1993). Ces travaux ont été complétés
par des expériences d’extinction conditionnelle montrant le r6le de MET dans la cicatrisation

cutanée et dans la fibrose hépatique et rénale (Marquardt et al. 2012).

L’activation de la voie MET/HGF a également un réle protecteur au niveau hépatique. Kosai et
ses collaborateurs ont étudié I'impact de I’'HGF dans la prévention de I'hépatite. Les auteurs
ont ainsi démontré que linjection intrapéritonéale d’HGF, préalablement a linjection
d’anticorps anti-FAS (Fibroblast associated, permettait de prévenir de maniére drastique la

survenue de I'hépatite fulminante (Kosai et al. 1998).
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3 Activation, voies de signalisation et régulation du
récepteur MET

3.1 Activation du récepteur MET

A l'instar de nombreux récepteurs a activité tyrosine kinase, la fixation de 'HGF sur MET
entraine la dimérisation et la stabilisation de ce dernier, ce qui conduit a une
autophosphorylation sur les résidus des tyrosines Y1234 et Y1235 situés dans le domaine
kinase du récepteur (Longati et al. 1994 ; Naldini, Weidner, Vigna, Gaudino, Bardelli, Ponzetto
Narsimhan et al. 1991). La phosphorylation des résidus des Y1234 et Y1235 entraine une
modification conformationnelle de MET conduisant a la phosphorylation du résidu tyrosine
1003, situé dans le domaine de régulation juxtamembranaire, et des tyrosines Y1349 et Y1356,
situées dans le domaine d’ancrage. Ces deux derniers résidus constituent, une fois
phosphorylés, un site d’ancrage multisubstrats impliqué dans la transduction du signal au

récepteur MET (Ponzetto et al. 1994).

Une fois activé, MET recrute des protéines d’aval directement ou indirectement via
I'interaction avec des protéines adaptatrices. Les principales protéines adaptatrices de MET
sont les GRB2 (factor receptor bound protein 2), SRC (Sarcome proto-oncogene), SHC (sarcoma
homology-2-containing ), GAB 1 (GRB2-associated binding protein) et CRK (CT regulator

kinase) (Ponzetto et al. 1994 ; Pelicci et al. 1995 ; Garcia-Guzman et al. 1999).

MET exerce de nombreuses fonctions cellulaires a travers I'activation de maintes voies de

signalisations.
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3.2 Voies de signalisation du récepteur MET

3.2.1 Lavoie MET-PI3K

3.2.1.1 Les PI3K kinases de classe |

Les PI3K kinases sont une famille d’enzymes réparties en trois classes (1, 1l, lll) dont la classe |
est la seule capable de catalyser le phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate en
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate. Les PI3K de classe | sont sous-divisées en deux
classes IA et IB. Celles de classe IA sont activées par les récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK) tandis que celles de classe IB sont activées par des récepteurs couplés aux protéines
(Goncalves, Hopkins et Cantley 2018). Les PI3K de classe | sont des hétérodimeres composées
d’une des quatre sous-unités catalytiques (p110 a, B, & ou Y) codées par les génes PIK3CA,
PIK3CB, PIK3CG et d’une sous-unité régulatrice (p85 a et ses isoformes p55 a et p50 a, p85 B,
p55 Y) codées par les génes PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R5 et PIK3R6. (Engelman, Luo et
Cantley 2006 ; Jean et Kiger 2014 ; Goncalves, Hopkins et Cantley 2018). Les sous unités
catalytiques se composent de 5 domaines (ABD [adaptor-binding domain], RBD [RAS binding
domain], C2, Hélice, Kinase) excepté la sous unité p110 Y qui n’en possede que 4. Le domaine
ABD, situé en position N terminal, est impliqué dans I'interaction avec la sous unité régulatrice
(Fruman et al. 2017). Le domaine RBD, situé en position N terminale, permet I'interaction
avec la protéine effectrice RAS. Le domaine C2 permettant la fixation a la membrane et
impliqué dans la régulation de la kinase. Le domaine hélice participe a la régulation négative
de I'enzyme enfin le domaine catalytique kinase permet la phosphorylation du substrat
(Figure 4).

Les sous-unités p110 a, B, 6 interagissent spécifiguement avec les sous-unités régulatrices
(p85 a, p55 a, p50 a, p85 B, p55 Y). Les sous-unités régulatrices se composent de domaines
SH2 (N-SH2, C-SH2) entourant un domaine inter-SH2 interagissant avec le domaine ABD de la
sous-unité catalytique (Figure 4). D’autres interactions participent a la diminution de I'activité
basale de la sous-unité catalytique a travers une interaction entre les domaines C2, hélice et
kinase et le domaine N-SH2. Les sous-unités catalytiques (p110 a, B) sont ubiquitairement
exprimées tandis que les sous-unités p110 & ou Y sont majoritairement présentes dans les

cellules immunitaires.
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Figure 4: Représentation schématique des PI3K de classe |
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3.2.1.2 Activation et régulation de la voie de signalisation PI3K

De multiples RTK tels que EGFR, PDGFR (Platelet-derived growth factor receptors), IR (Insulin
receptor), GCPR (G protein-coupled receptors) ou kinases cytoplasmiques tels que ABL, SRC,
JAK (Janus Kinase) et ZAP7 (Zeta-chain-associated protein of 70 kDa) sont capables de
recruter le complexe p110 a / p85 a. Il existe trois voies d’activation du complexe p110 a /
p85 a par les RTK.Toutes ces voies sont dépendantes de I'activation du RTK via un ligand. La
premiére voie, directe, consiste au recrutement du complexe p110 a / p85 a via 'interaction
entre un motif phospho-YXXM (X désignant un acide aminé) du RTK et le domaine N-SH2 de
la sous-unité régulatrice p85 a (Mellor et al. 2012 ; Castellano et Downward 2011). La
deuxieéme voie indirecte, consiste en l'interaction entre la p85 a et des protéines adaptatrices
telles que les GRB2 se liant préférentiellement sur un motif YXN du RTK. Une fois recruté,
GRB2 se liera a la protéine d’échafaudage GAB qui, a son tour, sera capable de se lier a la sous-
unité p85 a. La troisieme voie consiste en l'activation de PI3K via la protéine RAS. Elle
s’effectue également par I'intermédiaire de GRB2 qui, une fois recrutée, est capable de se lier
a la protéine SOS qui, a son tour, active RAS. Cette troisieme voie interagira directement avec
la sous-unité catalytique p110 a (Figure 5).

Cette interaction conduira au recrutement a la membrane du complexe p110 a / p85 a ainsi
gu’a la levée de la répression de la sous-unité p110 a afin de permette la phosphorylation du

PIP2 (Phosphatidyl Inositol (4, 5) biPhosphate) en PIP3 (Phosphatidyl Inositol (4, 5)
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triPhosphate) (Miled et al. 2007). Une fois formé, le PIP3 sera capable de recruter une variété
d’effecteurs a la membrane plasmique a travers une interaction entre les domaines SH2 et les
domaines PH (Pleckstrin Homology domain) de nombreuses tyrosines kinases telles que BTK
(tyrosine kinase de Bruton), TEC ou AKT (AKT8 virus oncogene cellular homolog).

AKT appartient a la famille de serine/threonine kinases AGC (cAMP-dependent, cGMP-
dependent and protein kinase C). AKT est composé de trois isoformes (AKT1 ,AKT2 et AKT3).
Préalablement connu sous le nom de PKB, AKT joue un role majeur dans de nombreuses
fonctions cellulaire tels que la progression du cycle cellulaire, la régulation du métabolisme, la
stabilité du génome, la néo angiogéneése, la transcription et la synthése protéique.(Bos,
Rehmann, and Wittinghofer 2007). La liaison AKT sur le PIP3 permettra I'interaction avec
d’autres protéines kinases telles que les PDK1 et mTORC2 phosphorylant AKT, respectivement
sur la tyrosine 308 et la sérine 473 conduisant a son activation. Une fois activé, AKT contréle
de multiples voies de signalisation impliquées dans la survie cellulaire (FOXO), dans la
croissance cellulaire (mTORC1, TSC2), dans I’absorbation de glucose et la synthése de
glycogéne (GSK3). Outre AKT, d’autres substrats de PIP3 ont été identifiés tels que les

protéines RHO et RAC impliquées dans le remodelage du cytosquelette.

La régulation de la voie PI3K est essentiellement assurée par des phosphatases dont PTEN est
la plus étudiée. Découverte en 1997 (Li et al. 1997), la protéine PTEN (codée par le géne PTEN
sur le chromosome 10) est une phosphatase dont la fonction principale est de déphosphoryler
le PIP3 en PIP2, ce qui en fait la principale protéine de régulation de la voie de signalisation
PI3K-AKT (Song, Salmena et Pandolfi 2012). De par son activité régulatrice, PTEN est défini
comme un gene suppresseur de tumeur (Li et Sun 1997). La protéine PTEN est retrouvée a la
fois dans le cytoplasme et dans le noyau ou elle exerce des fonctions distinctes (Bononi et

Pinton 2015).
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Figure 5: Représentation schématique de la voie de signalisation PI3K
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3.2.1.3 Description de la voie MET- PI3K

MET peut directement interagir avec les PI3K kinases de classe | via les domaines SH2 présents
au niveau de la sous-unité régulatrice p85 (Ponzetto et al. 1993) . Des expériences de co-
immunoprécipitations in vitro ont montré que PI3K de classe | immunoprécipite avec la forme
phosphorylée de MET et peut se fixer sur diverses tyrosines : Y1307, Y1313, Y1349 et Y1356

(Graziani, Andrea, Danjela Gramaglia 1991).

Une voie d’interaction indirecte a également été identifiée par I'intermédiaire de différentes
protéines partenaires telles que la GAB1 interagissant également avec la sous-unité

régulatrice p85, la FAK (Focal adhesion kinase) et RAS (Rat sarcoma) (Liu et al. 2009 ; Ishibe et
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al. 2004a ; Rodriguez-Viciana et al. 1994). A travers I’activation de la voie PI3K, MET participe
a de nombreuses fonctions cellulaires. La voie MET-PI3K-AKT est, notamment, impliquée dans
la survie cellulaire via I'interaction avec des partenaires pro- et anti-apoptotiques tels que
MDM2 (Murine Double Minute 2), BAD (Beclin Bcl-2 antagonist of cell death), FLIP (FLICE-like
inhibitory protein) et GSK3B (Glycogen synthase kinase 3 beta) (Moumen et al. 2007 ; Liu
1999 ; Fan et al. 2001). La voie MET-PI3K est également impliquée dans la migration et
I'invasion cellulaires via I'interaction avec les protéines RAC1 (RAs-related C3 botulinum toxin

substrate 1) et FAK (Ishibe et al. 2004b) et la morphogeneése tissulaire (Niemann et al. 1998).

3.2.2 Lavoie MET-MAPKinase

L’activation de la voie MAPKinase s’effectue principalement par le recrutement de la protéine
GRB2 menant au recrutement de la protéine SOS (Son of sevenless) puis a I'activation de la
protéine membranaire RAS (Figure 6) (Graziani et al. 1993 ; Fixman et al. 1996). Une fois
recrutée, la protéine RAS conduit ainsi au recrutement successif de RAF (Rapidly accelerated
fibrosarcoma), MEK1/2 et ERK1/2 (Extracellular signal-requlated kinases), ce qui permet
I'activation de facteurs de transcription appartenant a la famille ETS tels que ETS1 (Avian
erythroblastosis virus E26 homolog-1) et PEA3 (Polyoma enhancer activator 3) (Paumelle et al.
2002 ; Kherrouche et al. 2015). Une autre voie d’activation s’effectue par l'interaction entre
MET et le complexe GAB1 et SHP2 (Maroun, Naujokas et Park 2003). A travers I’activation de
la voie MAPKinase, MET participe essentiellement a la prolifération cellulaire, la dispersion et

la morphogeneése, la migration et I'invasion (Tulasne et al. 2002 ; Kherrouche et al. 2015).

3.2.3 Lavoie MET-STAT3

STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) est un facteur de transcription qui
induit I'expression d’une variété de geénes impliqués, notamment, dans le phénoméne
d’inflammation. L'interaction avec MET s’effectue a travers le domaine SH2 de STAT3
(Boccaccio et al. 1998) (Figure 6). La phosphorylation de STAT3 sur la tyrosine Y705 conduit a
son homodimérisation et sa translocation vers le noyau (Boccaccio et al. 1998). De maniere

intéressante, il a été observé que I'endocytose de MET est requise pour maintenir I'activation
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de STAT3 aprés stimulation par 'HGF (Kermorgant et Parker 2008). La voie MET-STAT3 est

impliquée dans I'invasion et la croissance sans ancrage (Zhang et al. 2002 ; Cramer et al. 2005).

3.2.4 Lavoie MET-CRK-RAC1

Via le recrutement de GAB1, MET est impliqué dans la migration cellulaire par le recrutement
de CRK (CT regulator kinase like-proto oncogene) conduisant a I’activation de RAC1, une petite

GTPase qui régule I'organisation du cytosquelette (Lamorte et al. 2002) (Figure 6).

Figure 6 : Représentation schématique des différentes voies de signalisation du récepteur MET
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3.3 Régulation du récepteur MET

On distingue deux voies de régulation du récepteur MET. Une voie dite dépendante de la

fixation de I'HGF et une voie indépendante de cette interaction (Figure 5).

3.3.1 Voie de régulation HGF-dépendante

Comme nous I'avons décrit précédemment, la fixation de I’'HGF sur le récepteur MET conduit
a sa dimérisation, suivie d’'une cascade de phosphorylation dont la tyrosine 1003 située dans

le domaine juxtamembranaire (Birchmeier et al. 2003).

La tyrosine 1003, une fois phosphorylée, participe au recrutement de la protéine CBL E3
(castias B-lineage lymphoma). Cette interaction s’effectue aprés reconnaissance du motif
DpYR situé dans le domaine juxtamembranaire de MET (Mohapatra et al. 2013). Le récepteur
est ensuite ubiquitinylé, internalisé puis transféré dans les endosomes tardifs afin de subir une

dégradation lysosomale (Lefebvre et al. 2012).

La protéine CBL est une protéine adaptatrice. Une fois fixée a la tyrosine 1003, elle recrute
différents partenaires protéiques dont la CIN85 et les endophilines afin de former un
complexe nécessaire au processus d’endocytose de MET (Take et al. 2000). Les endophilines
sont des acyltransférases capables de modifier les phospholipides membranaires afin
d’induire une courbure négative et une invagination de la membrane plasmique (Petrelli et al.
2002). Les endophilines se lient a la CIN85 via le domaine SH3. Elle interagissent également
avec la dynamine et la synaptojanine impliquées dans la voie de I'endocytose clathrine-
dépendante (Verstreken et al. 2002; 2003). Une fois internalisé, MET emprunte la voie des
endosomes précoces, pour étre dégradé (endosome de tri) ou recyclé a la membrane
(endosome de recyclage) (Teis et Huber 2003). Dans les endosomes, a 'instar des autres RTK,
MET continue a interagir avec différents partenaires tels que les ERK, STAT3 et GRB2 (Joffre et
al. 2011 ; Kermorgant et Parker 2008). De maniére intéressante, il a été observé, en présence
d’une mutation activatrice située dans le domaine kinase de MET (M1268T et D1246N), une
accumulation intracellulaire du mutant MET, couplée a un important recyclage de ce dernier
a la membrane. Il a également été démontré que I'endocytose du mutant MET est essentielle

a la migration cellulaire et que I'utilisation d’un inhibiteur de la dynamine (dynasore) diminue
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la prolifération tumorale des cellules exprimant la forme mutée de la protéine MET (Joffre et

al. 2011).

Bien que la voie séparant le recyclage et la dégradation de MET ne soit pas completement
élucidée, il semblerait que I'ubiquitination de la protéine joue un role essentiel. Il a ainsi été
prouvé que la mono-ubiquitination de MET participe au recrutement de la protéine HRS
(HGF-regulated tyrosine kinase substrate) nécessaire au transfert de MET de la voie des
endosomes précoces vers la voie des endosomes tardifs, appelé également complexe

multivésiculaire (Raiborg, Rusten et Stenmark 2003).

Il a également été constaté que la présence d’'une mutation au niveau de la tyrosine 1003 de
MET conduit a un défaut de recrutement de la protéine CBL et a une diminution de la
phosphorylation de I’'HRS (Abella et al. 2005). Le protéasome semble également jouer un réle
dans la dégradation du récepteur MET. En effet I'utilisation d’un inhibiteur spécifique du
protéasome (MG132) réduit la dégradation de MET aprés stimulation par I'HGF (Lee et al.
2018).

3.3.2 Voie de régulation HGF-indépendante

3.3.2.1 Réle des métalloprotéases

Les métalloprotéases de la famille ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase), liées a la
membrane, sont des enzymes impliquées dans la régulation de MET dont le membre le plus
étudié est 'ADAM 10 (Foveau et al. 2009) (Figure 7). Par des expériences d’invalidation
génique, il a été démontré que |'expression de I’ADAM 10 est corrélée a |'expression

membranaire de MET (Schelter et al. 2010).

L’action des métalloprotéases conduit a la génération de deux fragments ; un fragment libéré
dans le milieu extracellulaire appelé MET soluble (ou MET-NTF) et un fragment intra
membranaire appelé MET-CTF. Le fragment MET-NTF se compose de la chaine a et d’'une
partie tronquée de la chaine B formant ainsi un fragment de 130 kDa. Le fragment MET-CTF
de 55 kDa subit un second clivage au niveau du domaine transmembranaire par des

y-sécrétases libérant un fragment cytosolique qui sera par la suite dégradé dans le
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protéasome (Ancot et al. 2012). Il a ainsi été remarqué que le clivage de MET par 'ADAM

pouvait s’effectuer au niveau de la membrane plasmique mais également en intracellulaire.

3.3.2.2 Réle des caspases

En condition de stress apoptotique, MET peut étre clivé et dégradé par les caspases au niveau
des résidus D1002 et D1374 (Figure 7), ce qui entraine la formation d’un fragment
intracellulaire appelé pAOMET (Lefebvre et al. 2013). Un fois libéré dans le cytosol, le fragment
p40MET se localise dans la région de la membrane du réticulum endoplasmique associée a la
mitochondrie (MAM). En favorisant le transfert de calcium entre le réticulum endoplasmique

et les mitochondries, le fragment p4dOMET a un role proapoptique (Duplaquet et al. 2020).

3.3.2.3 Réble de la sérine 985

En dépit de son implication dans la régulation du récepteur MET, le role de la sérine 985 dans
la régulation est mal connu. En 1994, Gandino et al. ont observé qu’un stress oxydatif conduit
a la phosphorylation de la sérine 985 entrainant ainsi une réduction de la phosphorylation des
tyrosines du domaine kinase de MET, ce qui contribue a diminuer I'activité du récepteur
(Gandino et al. 1994). Une étude menée par Hashigasako et al. a permis de constater que la
phosphorylation de la sérine 985 est régulée de maniere bidirectionnelle par la protéine
kinase C (PKC), responsable de la phosphorylation du site, et la protéine phosphatase 2A
(PP2A), responsable de la déphosphorylation (Hashigasako et al. 2004). Des données plus
récentes ont suggéré que la sérine 985 phosphorylée participait a la diminution de
I’expression membranaire de MET en favorisant I'endocytose de ce dernier (Nakayama et al.
2013). Les auteurs ont également démontré que la présence d’une sérine 985 phosphorylée
diminuait la capacité de I'HGF a activer le récepteur MET et a induire le pouvoir mitogéne de

ce dernier.
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Figure 7 : Représentation schématique des voies de régulation HGF-dépendantes et HGF-indépendantes du récepteur MET
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4 Les altérations de MET dans le cancer

De nombreuses altérations du géne MET, conduisant a I'activation constitutive de la protéine
MET, sont décrites dans les cancers humains. |l s’agit des mutations ponctuelles situées dans
le domaine kinase de MET (MET/DK) et dans le domaine SEMA (MET/DS), des mutations
responsables de |'épissage de I'exon 14 de MET (METex14), des fusions impliquant différents

partenaires et des amplifications du gene MET.

4.1 Les mutations du domaine kinase de MET (MET/DK)

Les mutations du domaine kinase de MET (MET/DK) ont été décrites pour la premiére fois
dans les formes sporadiques et héréditaires des carcinomes papillaires rénaux (HPRC)
(Schmidt et al. 1997). Ces mutations sont maintenant repérées dans de nombreux cancers tels
gue les CBNPC, les gliomes de haut grade, les hépatocarcinomes, les cancers ORL et les cancers
mammaires (Liu et al. 2015 ; Ghadjar et al. 2009 ; Lee et al. 2000 ; Di Renzo et al. 2000 ; Tovar
et Graveel 2017).

A I'instar de celles des autres récepteurs a activité tyrosine kinase, ces mutations conduisent

a une forme constitutivement active du récepteur MET, indépendante du ligand HGF.

Les mutations MET/DK impliquent différents sites, bien que les plus fréquentes se situent sur
les valines 1092, 1188, 1200 et 1232, I’histidine 1094, les méthionines 1131 et 1250, les lysines
1228 et 1246 et les tyrosines 1230 et 1248 (Tovar et Graveel 2017) (Figure 8). En établissant
par transfection stable plusieurs modéles de lignées NIH 3T3/METDK, Jeffers et al. ont
démontré le potentiel tumorigene de ces mutations grace a la formation de tumeurs sur

modele murins (Jeffers et al. 1997).

Afin de comprendre comment |'activation de MET par une mutation du domaine kinase
affecte la tumorigenése, des modeles de souris knock-in germinales ont été créés, portant des
mutations MET D1226N, Y1228C, M1248T et M1248T/L1193V. Il est intéressant de noter que

les différentes lignées de souris présentant une forme mutée de la protéine MET développent
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différents types histologiques de cancer incluant des carcinomes, sarcomes et lymphomes

(Graveel et al. 2004).

Dans les CBNPC avec mutation METex14, I'apparition d’'une mutation dans le domaine kinase
du récepteur est la principale cause de résistance aux inhibiteurs de MET. A ce jour, plus d’une
guinzaine de mutations ont été décrites dans ce modeéle (cf discussion « 7.1.2 Revue des

mécanismes de résistance et des biomarqueurs de réponse aux ITK MET»).

4.2 Les mutations du domaine sémaphorine (MET/DS)

Les mutations MET/DS sont des altérations bien décrites dans les cancers
bronchopulmonaires. Le domaine sémaphorine joue un réle essentiel dans la fixation du
ligand HGF et la dimérisation du récepteur (Kong-Beltran, Stamos et Wickramasinghe 2004).
A l'instar des autres mutations du récepteur, les mutations MET/DS constituent un groupe
hétérogene incluant les mutations MET E168D, L299F, S323G, N375S (Tovar et Graveel 2017)

(Figure 8).

La mutation MET N375S est la plus fréquente des mutations MET/DS observées dans les
cancers gastriques et pulmonaires (Liu et al. 2012 ; Kong et al. 2017). Toutefois, a ce jour, nous
disposons de peu de données clinicobiologiques concernant l'efficacité des ITK MET en
présence de cette mutation. Dans une étude de phase |, a été traité sans succeés une patiente
porteuse d’un adénocarcinome gastrique avec mutation MET N375S (Jardim et al. 2014). En
outre, des données cliniques suggerent un pronostic défavorable des patients porteurs d’une

mutation MET N375S (Xu et al. 2018).
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Figure 8 : Représentation des mutations du domaine SEMA, du domaine juxtamembranaire et

du domaine kinase de MET identifiées dans les CBNPC
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4.3 Les fusions du gene MET

Comme nous I'avons vu précédemment, la premiére fusion du géne MET a été décrite en 1984
(Cooper et al. 1984). Il s’agissait de la fusion entre I'oncogene TPR et le gene MET, découverte
au sein d’une lignée cellulaire (NIH3T3) modifiée chimiqguement par le MNNG. Depuis,
plusieurs cas de fusions du géne MET ont été identifiées dans des cancers tels que les CBNPC,
les carcinomes hépatocellulaires et les gliomes de haut grade (Wang et al. 2018 ; Gow et al.
2018 ; Zhu et al. 2019 ; Xu et al. 2018). Les fusions du gene MET peuvent étre intra ou
interchromosomiques. A ce jour, plus d’une dizaines de génes partenaires ont été identifiés
dont TPR, TRIM4 (Tripartite motif-containing protein 4), KIF5B (Kinesin-1 heavy chain),
ZKSCAN1 (Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains), PPFIB1 (Liprin-beta-1), LRRFIP1
(Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1), EPS15 (Epidermal Growth Factor
Receptor Pathway Substrate 15), DCTN1 (dynactin subunit 1), PTPRZ1 (protein tyrosine
phosphatase receptor type Z1), NTRK1, CLIP2 (CAP-Gly Domain Containing Linker Protein 2),
TFG (TRK-Fused Gene), HLA-DRB1 (HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1 beta chain) et
CAPZA2 (F-actin-capping protein subunit alpha-2) (Bao et al. 2014 ; Chowdhury et al. 2020 ;
Nuga et al. 2018 ; Blanc-Durand et al. 2020 ; Yeh et al. 2015) (Figure 9). Les fusions du gene
MET englobent généralement I'exon 15 du récepteur codant pour le domaine de kinase de
MET et peuvent exclure I’'exon 14 du gene et ainsi mimer les altérations METex14 (Yeh et al.
2015). Des données précliniques ont permis d’observer que la protéine chimérique issue
d’une fusion de MET est associée a une phosphorylation constitutive du domaine kinase de
MET et a des propriétés tumorigénes in vivo (Yeh et al. 2015). De maniére intéressante, la
fusion PTPRZ1-MET, englobant la quasi-totalité du gene MET (exon 2-21), est également
associée a une phosphorylation constitutive du domaine kinase de MET et a une surexpression

de la protéine (Chen et al. 2015).

Nous disposons de peu d’informations concernant I'efficacité des inhibiteurs de MET au sein
de tumeurs arborant une fusion du gene MET. Quelques cas d’efficacité des ITK MET chez des
patients porteurs de gliomes et de CBNPC ont été rapportés dont, notamment, une réponse
partielle de huit mois obtenue chez un patient traité par crizotinib pour un CBNPC porteur de

la fusion HLA-DRB1-MET (Davies et al. 2017).
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Figure 9 : Représentation schématique des fusions du géne MET. Figure issue de la publication

« The multiple paths towards MET receptor addiction in cancer » par Duplaquet et al.
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4.4 Les amplifications du gene MET

Une amplification se définit par une augmentation du nombre de copies d’un géne.
L’amplification se distingue d’une polysomie par un ratio géne/centromeére supérieur a 1

(Liang et Wang 2020).

Les amplifications du gene MET sont décrites de novo dans 2 a 5% des cas de CBNPC
(Kawakami et al. 2014) et leur présence est associée a un mauvais pronostic (Finocchiaro et

al. 2015).

Des études ont proposé une définition du niveau de I'amplification : (Alexander Drilon,

Cappuzzo, et al. 2017; Noonan et al. 2016)

- faible, lorsque le ratio MET/CEP7 (Pericentromeric regions of chromosomes 7) est
comprisentre>1,8et<2,2;
- intermédiaire, lorsque ce ratio est compris entre > 2,2 et<5;

- forte, lorsque ce ratio est > 5.

Le taux d’incidence des cancers bronchiques avec une amplification forte de MET est rare
(0,34 %) (Liang et Wang 2020). Par ailleurs, contrairement aux amplifications faibles, aucun
driver oncogénique n’est retrouvé dans les tumeurs arborant une amplification forte
(MET/CEP7 >5), ce qui témoigne du fait que cette altération peut agir comme un driver

oncogénique (Noonan et al. 2016).

Les amplifications ont également été dépeintes comme un mécanisme de résistance aux
thérapies ciblées avec des taux allant de 5 a 20 % des patients traités par ITK EGFR pour un
CBNPC EGFR-muté (Cortot et Janne 2014a). Ce mécanisme a également été identifié chez des
patients traités par inhibiteur de ALK et de RAF dans des fréquences plus faibles (Dagogo-Jack
et al. 2020).

D’un point de vue thérapeutique, de nombreux essais ont été menés pour évaluer I'efficacité
des inhibiteurs de MET chez des patients atteints de tumeurs avec amplification de MET.
L’étude PROFILE 1001 a évalué le crizotinib chez des patients porteurs d’'un CBNPC répartis en
trois groupes selon le niveau d’amplification. Il a ainsi pu étre observé un taux de réponse de

67 % dans le groupe avec un niveau fort d’amplification versus 17 % et 0 % dans les groupes
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de niveaux intermédiaire et faible (Tsang Shaw et al. 2019). Une récente étude de phase Il a
également évalué le crizotinib chez des patients porteurs d’'un CBNPC avec une amplification
mesurée a six copies du géne MET et un ratio MET/CEP7 > 2,2 (Camidge et al. 2014). Le taux
de réponse globale était de 31 %. Lors de I’ASCO (American Society of Clinical Oncology) 2020,
les données de I'essai GEOMETRY évaluant le capmatinib chez les patients porteurs d’un
CBNPC METex14 ou d’'une amplification forte du géne MET (nombre de copies du gene > 10)
ont été présentées : le taux de réponse était de 40 % chez les patients n’ayant recu aucun
traitement précédent I'inclusion dans I'étude et de 29 % pour les patients prétraités (Wolf et

al. 2020).

Dans les autres tumeurs solides, nous disposons a ce jour de données dans I’hépatocarcinome
avec un taux de réponse du capmatinib de I'ordre de 10 % pour I'ensemble des patients et
pouvant atteindre 30 % chez des patients avec un nombre de copie du géne MET 25 et une
surexpression de MET d’au moins 50 % de la tumeur (Qin et al. 2019). Dans les cancers
cesophagiens et gastriques présentant une amplification de MET, les taux de réponse étaient

de 18 % avec ’'AMG 337 (Van Cutsem et al. 2019).

En présence d’'une amplification de MET acquise secondairement aux ITK EGFR, plusieurs
essais ont évalué une combinaison de thérapie ciblée par un ITK MET et EGFR. Le tepotinib en
association avec le géfitinib a été évalué dans une étude de phase Il incluant des patients
porteurs d’un CBNPC (T790M négatif) préalablement traités par un ITK EGFR de premiére ou
deuxiéme génération et ayant développé une amplification de MET (Park et al. 2019). Le taux
de réponse objective était de 67 % avec une PFS de 16,6 mois. Le savolitinib et le capmatinib
ont également été examinés en association avec le géfitinib chez des patients porteurs d’un
CBNPC EGFR muté, préalablement traités par un ITK EGFR et ayant développé une
amplification de MET (Wu et al. 2018 ; Yang et al. 2017). Les taux de réponse étaient plus
faibles, respectivement de 25 et 29 %. Il convient de noter que le taux de patients porteurs
d’'une mutation T790M n’était pas connu. Le savolitinib a également été évalué en
combinaison avec I'osimertinib dans trois essais de phase | (Sequist et al. 2020 ; Oxnard et al.
2020 ; Oxnard et al. 2019). Ces derniers ont inclus des patients porteurs d’'un CBNPC EGFR
muté, préalablement traités par un ITK EGFR de premiere, deuxi€me ou troisieme génération
et ayant développé une amplification du gene MET avec ou sans mutation T790M. Les taux de

réponse étaient compris entre 64 et 67 % chez les patients n’ayant jamais recu d’inhibiteur

53



EGFR de troisieme génération et de 23 % chez les patients prétraités par un ITK EGFR de

troisieme génération.

4.5 Les mutations METex14
4.5.1 Découverte des mutations METex14

L’existence d’altérations susceptibles d’induire a un épissage alternatif conduisant a un saut
de I’'exon 14 de MET a été décrite pour la premiére fois en 2003 (Ma, Kijima, et al. 2003). En
2005, I'analyse d’ADN complémentaire dans une cohorte de 127 patients atteints d’un CBPNC
a permis d’identifier un patient (0,78 %) porteur d’un saut de I'exon 14 de MET (Ma et al.
2005). En 2006, Kong et al. se sont intéressés aux conséquences fonctionnelles des mutations
METex14. Aprés avoir identifié une lignée cellulaire (lignée H596) et deux lignées issues de
patients porteurs d’un saut d’exon 14 de MET, les auteurs ont mis en évidence une
surexpression du récepteur MET couplée a une expression prolongée de la forme
phosphorylée de MET en réponse a I’HGF ainsi qu’une perte de fixation de I'ubiquitine ligase
CBL (Kong-Beltran 2006). L'ensemble de ces résultats témoignent de I'impact des mutations
METex14 dans la régulation du récepteur MET. De maniere intéressante, |'efficacité d’un
anticorps monoclonal ciblant MET (OA-5D5) sur la viabilité de la lignée H596 en présence de
I'HGF a également été démontrée pour la premiére fois, ouvrant la voie aux possibilités
thérapeutiques. En 2015, Frampton et al. ont rapporté I'analyse génomique de tumeurs (tous
types) issues de 38 028 patients (Frampton et al. 2015). 221 cas ont été identifiés comme
porteurs d’un saut de I'exon 14 de MET. Les altérations METex14 ont principalement été
repérées dans 3 % des adénocarcinomes pulmonaire, 2,3 % des autres CBNPC, 0,4 % des
gliomes et 0,4 % des tumeurs sans primitifs retrouvés. Par ailleurs, contrairement a ce qui est
observé dans les autres modeles d’addiction oncogénique, le nombre d’altérations

susceptibles d’induire un saut de I’exon 14 de MET était important avec 126 variants recensés.
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4.5.2 Caractéristiques cliniques histologiques et moléculaires des patients
porteurs d’un CBNPC avec mutation METex14

En 2016, une étude a analysé ces caractéristiques sur 298 patients atteints d’'un CBNPC muté
METex14 (Schrock et al. 2016). Il s’agissait principalement de femmes (60 %) d’age médian
élevé (73 ans). Le statut tabagique était réparti de maniére homogene. Les altérations
METex14 étaient plus communes dans le sous-type histologique adénosquameux (8,2 %), suivi
du sous-type sarcomatoide (7,7 %) puis adenocarcinome (2,9 %) et épidermoide (2,1 %). Les
altérations les plus fréquentes étaient des substitutions sur le site d’épissage donneur (49,1 %)
des insertions et/ou délétions sur le site accepteur (32,9 %) et des insertions/délétions sur le

site donneur (13,8 %) (Figure 10).

Plus récemment, Awad et al. ont présenté, lors de I’ASCO 2020, les résultats d’'une étude
portant sur 1 393 prélévements issus de 1 387 patients porteurs d’'un CBNPC METex14 (Awad
et al. 2020). Ces patients ont été identifiés a partir d’'une analyse génomique d’une cohorte
de 60 495 patients portant ainsi le taux de mutation METex14 a 2,3 %. Les données cliniques
n’étaient pas détaillées. Toutefois, sur le plan moléculaire, les mutations étaient réparties de

maniére hétérogéne :

- surle site donneur uniquement (42 % des cas) ;

- sur le site accepteur (4,7 %) ;

- sur le tractus polypyrimidine (15 %) ;

- alafois sur I'accepteur et le tractus polypyrimidine (13 %) ;
- sur l'acide aspartique 1010 (23 %) ;

- sur latyrosine 1003 (2,1 %).

Concernant les co-altérations, les amplifications MDM2, CDK4 et MET ont été observées dans
respectivement 32 %, 19 % et 12 % des cas. Dans 66 cas (4,8 %), une altération sur un autre

oncogéne driver a été identifié incluant KRAS (68 %) et EGFR (14 %).
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Figure 10 : Représentation schématique des mutations des sites d’épissage de I'exon 14 de
MET. Schéma issu de I'article « MET exon 14 splicing sites mutations: a new therapeutic
opportunity in lung cancer » de Baldacci et al.
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4.5.3 Revue des ITK MET dans la prise en charge des CBNPC mutés METex14

A ce jour, ’ANSM (L'agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé)
autorise ['utilisation des inhibiteurs de MET : ils sont disponibles en ATU (Autorisation
temporaire d’utilisation) dans la prise en charge des CBNPC METex14 aprés échec d’'une

premiere ligne thérapeutique.

Les résultats de sept essais cliniques évaluant un ITK MET dans la prise en charge des CBNPC

METex14 ont été communiqués (Tableau 1).

L'étude de phase | PROFILE 1001 a inclus 69 patients avec un CBNPC METex14 traité par
crizotinib (Drilon et al. 2018). Le taux de réponse objective était de 32 % avec une médiane de

survie sans progression de 7,2 mois (5,4-9,2 mois). L’étude ACSE a évalué le crizotinib chez 28
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patients porteurs d’'une mutation de MET, dont 24 d’'une mutation METex14 (Moro-Sibilot et
al. 2018a). Le taux de réponse objective était de 18 % (4-32) avec une médiane de survie sans

progression de 8,1 mois (4,1-12,7 mois).

L’essai de phase Il METROS a inclus 26 patients porteurs CBNPC avez une dérégulation de MET
traités par crizotinib (Landi et al. 2019). Seize tumeurs portaient une amplification de MET,
neuf une mutation et une tumeur présentait a la fois une mutation et une amplification Le
taux de réponse objective était de 27 % (IC 11-47 %) et le taux de contréle de la maladie était
de 69 %. La survie sans progression et la survie globale médiane étaient respectivement de
4,4 mois (95 % IC 3,0-5,8) et de 5,4 mois (95 % IC 4,2-6,5). Aucune différence de réponse selon

le type d’altération de MET n’a été constatée.

GEOMETRY est une étude prospective, non randomisée et ouverte, évaluant le capmatinib,
un inhibiteur de type | compétitif de I’ATP spécifique de MET, chez 97 patients adultes atteints
d’'un CBNPC METex14 localement avancé ou métastatique (Wolf et al. 2018). Le taux de
réponse globale (ORR) était de 68 % chez les patients n’ayant jamais été traités et de 41 %
chez les patients ayant au moins recu une ligne de traitement. La durée médiane de la réponse
était respectivement de 11,14 mois (IC a 95 % : [5,55-NE]) et de 9,72 mois (ICa 95 % : |5,55-
12,98]). Le capmatinib a également été évalué, dans un essai de phase |, chez 55 patients
atteints de CBNPC et de dérégulation de MET (Schuler et al. 2020). Bien que I'étude se soit
particulierement focalisée sur des patients présentant un CBNPC avec une amplification de
MET, des patients porteurs d’'un CBNPC avec un saut de I'exon 14 de MET ont également été
inclus. Le taux de réponse objective était de 100 % (4 sur 4) dans les CBNPC présentant une
mutation responsable d’un saut I'exon 14 de MET, de 16,6 % (2 sur 12) dans les CBNPC
présentant une amplification mesurée entre quatre et six copies du gene et de 46,6 % (7 sur
15) dans les CBNPC présentant une amplification supérieure a six copies du géne (dont trois
avec une mutation METex14). En I'absence d’amplification du gene, le taux de réponse était

de 0 %.

VISION est un essai de phase || mono-bras qui a évalué le tepotinib, un inhibiteur de type |
compétitif pour I’ATP, spécifique de MET, chez des patients atteints d’'un CBNPC METex14, de
stade IlIB/IV, ayant recus une ou deux lignes de traitements systémiques (Paik et al. 2017 ;

Felip et al. 2018 ; Paik et al. 2020). Deux cohortes ont été établies en fonction du type de
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biopsie effectuée pour I'identification des mutations METex14 (biopsie liquide [LBx] ou biopsie
tumorale [TBx]). Le taux de réponse était de 48 % (IC a 95 %, 36 a 61) chez les 66 patients du
groupe LBx et de 50 % (IC a 95 %, 37 a 63) chez 60 patients du groupe TBx. Le taux de réponse
évalué par l'investigateur était de 56 % (IC a 95 %, 45 a 66) et s’avérait similaire quel que soit

le traitement antérieur regu.

Le savolitinib, un inhibiteur de type | spécifique de MET est en cours d’évaluation dans le cadre
d’un essai ouvert de phase |l multicentrique, mono-bras, chez des patients atteints de CBNPC
METex14 (Lu et al. 2020). Des résultats préliminaires aprées inclusion de 70 patients ont été
récemment annoncés. Le taux de réponse globale (ORR) était de 47,5 % (34,6 %, 60,7 %) et la

survie sans progression de 6,8 mois (4,2, 13,8).

Le telisotuzumab vedotin (ABBV-399) est un anticorps conjugué composé de l’anticorps
monoclonal humanisé anti-MET (ABT-700) couplé a la monométhylauristatine E (MMAE)
cytotoxique (Wagar et al. 2019). L’ABBV-399 a été évalué dans un essai de phase | chez des
patients présentant des tumeurs solides avancées avec sur expression de MET (IHC H-score
>150) ou une amplification de MET (Camidge et al. 2019). Un des 48 patients inclus était
porteur d’'un CBNPC avec une amplification de MET et une mutation METex14. Ce patient a

présenté une progression de sa maladie.

Le cabozantinib, un inhibiteur de type Il qui cible les récepteurs MET, VEGFR2, RET, KIT,
FLT-1/3/4, TIE2, et AXL (Yakes et al. 2011), et le mérestinib, un inhibiteur de type Il qui cible
les protéines MET (2nM), MST1R, FLT3, AXL, MERTK, TEK, ROS1, NTRK1/2/3, DDR1/2 et
MKNK1/2 (Yan et al. 2013). Ces deux molécules sont actuellement en cours d’évaluation dans
deux études de phase Il multicentriques, mono-bras, chez des patients porteurs d’un CBNPC

METex14 (NCT03911193, NCT02920996).
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Table 1 : Essais cliniques des ITK MET dans les CBNPC METex14

Molécule Cible Type Essai Phase Résultats
METexon14 :
Capmatinib MET ITK1b GEOMETRY Il 1LORR:67,9% ; DOR:11,1 mo
2L+ ORR : 40,6 % ; DOR: 9,7 mo
Tepotinib MET ITK1b VISION Il TBx ORR : 48 % ; LBx ORR : 50 %
o MET, ALK,
Crizotinib ITK1la | PROFILE1001 I ORR:32%
ROS1
MET, ALK
izotini ' ’ ITK1 ACSE Il RR: 189
Crizotinib ROS1 a CS 0] 8 %
o MET, ALK,
Crizotinib ITK1a METROS Il ORR:27 %
ROS1
Savolitinib MET ITK1b | NCT02897479 Il ORR:47,5%
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5 Objectif de la these

La détection d’altérations moléculaires susceptibles de répondre a des thérapies ciblées ainsi
qgue lidentification des mécanismes de résistance a ces thérapies sont cruciaux pour

I’amélioration de la prise en charge en oncologie.

Dans les CBNPC METex14, les taux de réponse aux ITK MET sont sensiblement inférieurs a
ceux observés dans d’autres modéles d’addiction oncogénique ce qui suggére la présence de
mécanismes de résistances primaires. De nombreux travaux ont mis en évidence un lien étroit

entre la voie PI3K-AKT et le récepteur MET.

e Mon premier objectif a été d’évaluer I'impact des altérations de la voie PI3K-

AKT dans la résistance aux ITK MET dans les CBNCP METex14.

L'arrivée des ITK MET offre de nouvelles perspectives thérapeutiques pour les patients

porteurs d’une altération du récepteur MET responsable d’une addiction oncogénique.

e Mon deuxieme objectif a été d’étudier de potentiels nouveaux biomarqueurs

prédictifs de réponse aux ITK MET.

Enfin, I'identification des mécanismes de résistance en routine clinique s’avere un enjeu

essentiel.

e Mon 3éme objectif est d’évaluer la faisabilité de la recherche de mécanismes
de résistance aux ITK ainsi que d’étudier I'impact sur le choix thérapeutique.
Pour ce 3eme objectif nous avons choisi d’étudier le modele des CBNPC ALK+

traités par ITK ALK.
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ABSTRACT

Hepatocyte growth factor receptor (MET) tyrosine kinase
inhibitors (MET TKls) have been found to have efficacy
against advanced NSCLC with mutations causing MET
exon 14 skipping (METexI4 mutations), but primary
resistance seems frequent, as response rates are lower
than those for targeted TKls of other oncogene-addicted
NSCLCs. Given the known interplay between MET and
phosphoinositide 3-kinases (PI3K]), we hypothesized that
in METex14 NSCLC, PI3K pathway alterations might
contribute to primary resistance to MET TKls We
reviewed clinical data from 65 patients with METexI14
NSCLC, assessing PI3K pathway alterations by targeted
next-generation sequencing (mutations) and immuno-
histochemistry (loss of phosphatase and tensin homolog
[PTEN]). Using a cell line derived from a patient with
primary resistance to a MET TKI and cell lines harboring
both a METexI4 mutation and a PISK pathway alter-
ation, we assessed sensitivity to MET TKls used alone or
with a PI3K inhibitor and investigated relevant signaling
pathways. We found a phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit alpha (PIK3CA) mutation in two of 65
samples (3%) and loss of PTEN in six of 26 samples
(23%). All three of the MET TKl-treated patients with a
PI3K pathway alteration had been found to have pro-
gressive disease at first assessment Likewise, MET TKIs
had no effect on the proliferation of METexI4-mutated
cell lines with a PI3K pathway alteration, including the
PTEN-lacking patient-derived cell line. Treatment

combining a MET TKI with a PI3K inhibitor caused in-
hibition of both PI3K and MAPK signaling and restored
sensitivity to MET TKls. PI3K pathway alterations are
common in METexI4 NSCLC and may confer primary
resistance to MET TKls. In preclinical models, PI3K in-
hibition restores sensitivity to MET TKls.

© 2020 International Association for the Study of Lung
Cancer. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

Splice site mutations located in the regions flanking
exon 14 of the hepatocyte growth factor receptor (MET)
oncogene (METexI14) have been reported in 3% of pa-
tients with NSCLC'® Elderly persons and smokers
constitute a larger proportion of patients harboring
these mutations than those with alterations affecting
other key oncogene drivers, such as epidermal growth
factor receptor (EGFR) or anaplastic lymphoma kinase
[{ALK).* MET exon 14 skipping, which causes the ahsence
of the MET juxtamembrane domain (containing several
negative regulation sites), leads to increased MET re-
ceptor stability and activation.* This activation results in
recruitment of effector proteins, such as GRB2Z-associ-
ated-binding protein 1 {GAB1), growth factor receptor-
bound protein 2 (GRBZ), Src homology 2 domain-
containing (SHC), signal transducer and activator of
transcripion (STAT), and phosphoinositide 3-kinase
(PI3K), leading to activation of downstream signaling
pathways, including the PI13K, mitogen-activated protein
kinase [MAPK), and Janus kinase ([JAK)-STAT path-
'm.aag.-'s.“"5 As METex14 mutations can confer sensitivity to
MET inhibition, several clinical trials have evaluated
MET tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in METexi4
NSCLC. Reported objective response rates [(ORRs) range
from 32% to 67.9%." " These results are somewhat
lower than those observed with targeted therapies for
other oncogene-addicted NSCLCs, such as EGFR-mutated
or ALK-rearranged NSCLC. This may be due to a higher
frequency of primary resistance mechanisms in METex14
NSCLC, including concurrent molecular alterations.

The PI3K signaling pathway is involved in several
cell functions induced by activation of the MET receptor,
including cell migration and survival.'”" The MET re-
ceptor interacts with class | PI3K isoforms directly
through their SH2 domain and indirectly through acti-
vation of GAB1, focal adhesion kinase (FAK), and RAS."
PI3K promotes phosphorylation of phosphatidylinositol
(45)-bisphosphate  (PIPZ) to phosphatidylinositol
(3.4,5)-trisphosphate (PIP3), favoring plasma membrane
recruitment of the PDK1 kinase, leading notably to AKT
phosphorylation. The phosphatase and tensin homolog
(PTEN), in contrast, causes PIP3 dephosphorylation and
thus acts as the main regulator of the PI13K pathway. The
PI3K pathway is frequently dysregulated in NSCLC
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha
(PIK3CA) and AKT! mutations are found in 41% to
520%'""Y and 0.2% to 19%'"" of lung cancers,
respectively, and loss of PTEN has been reported in 24%
of NSCLC Several articles report the role of PI3K
pathway alterations in resistance to cancer therapy,
including TKI treatment’”'" Given the role of the MET
receptor in direct activation of the PI3K pathway, we
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hypothesized that alterations in this pathway might
contribute to the resistance of METex14 NSCLC to MET
inhibitors.

Results

PI3K Pathway Alterations Are Common in
METex 14 NSCLC

Considering the involvement of the PI3K pathway in
resistance to TKls in several oncogene-addicted cancer
models, we focused retrospectively on PI3K pathway
alterations in a multicentric cohort of patients with
NSCLC whose turnors displayed METexI4 mutations. All
tumor samples were obtained at diagnosis, before any
systemic treatment. Screening for mutations had been
done using the CLAPv1 optimized next-generation
sequencing (NGS) panel combined with fragment
length analysis, as previously described.” All these mu-
tations were previously described or predicted to induce
MET exon 14 skipping (Supplementary Table 1). The
median age was 75.0 years (range 49-88 y); there were
as many men as women (49%) and as many smokers as
never smokers (55%). Most patients had been diagnosed
at an advanced stage (67%). A total of 17 of them had
received a MET TKI, either off-label or as part of a
clinical trial (Fig. 14).

The METex14 mutations detected in this cohort were
of the following types: deletions in 30 patients (46%),
substitutions in 28 patients (42%), and indels in seven
patients (12%). A total of 39 samples had been tested for
MET gene amplification by fluorescence in situ hybridi-
zation, of which five (13%) were positive: one with low
amplification (MET/CEP7 ratio 1.8), one with interme-
diate amplification (MET/CEF7 ratio 3.2), and three with
high amplification (clusters in 53%-78% of tumor cells)
(Supplementary Table 1).

Samples from all 65 patients had been tested for PI3K
pathway alterations (PIK3CA4, AKT, and PTEN mutations)
by targeted NGS, revealing two PIK3CA mutations (3%)
(Fig. 1E) but no AKT or PTEN mutation. We further
evaluated PTEN expression by immunochistochemistry
(IHC) performed on 26 available tumor samples
(Supplementary Table 3). This revealed six samples
(23%) with total loss of PTEN expression (Fig. 1C)
(Supplementary Fig. 1).

In addition, the observed mutations included 15 tu-
mor protein 53 (TP53) mutations (27%), two KRAS
mutations (G13C), one NRAS mutation (Q61L), one EGFR
mutation (V774M), and one SMA- and MAD-related
protein 4 (SMAD4) mutation (D351N) (Supplementary
Table 1). Overall, six of the 26 samples tested by both
NGS and PTEN IHC (23%) displayed a PI3K pathway
alteration. This makes the PI13K pathway one of the most
altered pathways in METex14 NSCLC
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Patients With METex14 With Concurrent
Alterations in the PI3K Pathway Display Primary
Resistance to MET TKis

To determine whether PI3K pathway alterations
might affect sensitivity to MET inhibition, we analyzed
responses to treatment in 17 patients with METex14
NSCLC having received a MET TKL

Tumor samples from three of these patients seemed,
on the basis of either NGS or PTEN IHC, to have an
impaired PI3K pathway (Fig 1D).

In 14 patients, no alteration of the PI3K pathway was
detected. This means that NGS revealed no PIK3CA, AKT,
or PTEN mutation and that the corresponding tumor
samples were either PTEN positive (four samples) or
had not been analyzed by PTEN IHC (10 samples). Of
these 14 patients, nine displayed an ORR (64%), one
achieved disease stability for 6 months, and four had
progressive disease at first assessment. Although none of
these last four harbored a PIK3C4 mutation, one of them,
identified as PTEN positive, harbored an EGFR V774M
mutation likely to explain primary resistance to MET
TKL The PTEN status of the other three was not avail-
able. The three patients positive for PTEN but with no
EGFR, KRAS, or TP53 mutation all responded to MET TKI
treatment

In contrast, all three patients with an impaired PI3K
pathway, including one with a PIK3CA mutation and two
with total loss of PTEN expression, were found to have
progressive disease at first radiological assessment
(Fig. 1D and E). The clinical courses of these three pa-
tients are detailed in the subsequent texts.

Patient CHUL#11, who harbored a c.3082+1G=>T
MET mutation, was a 49-year-old former-smoker woman
diagnosed with stage 1V NSCLC. She received first-line
platinum-based chemotherapy, but progression was
observed after four cycles of treatment The patient then
received a MET TKI as part of a clinical trial The treat-
ment was stopped at first radiological assessment
because of rapid disease progression (Fig. 1E). The pa-
tient further received an anti-programmed cell death
protein 1 agent followed by a new course of chemo-
therapy with no efficacy. She died 9 months after the
diagnosis. PTEN IHC performed on a right cervical lymph
node obtained before treatment with the MET TKI
revealed loss of PTEN expression (Fig. 1€).

Patient CHUL#18, whao harbored a
c.3067_3082+1delinsC MET mutation, was a 75-year-old
woman diagnosed with advanced adenocarcinoma. She
received six cycles of platinum-based chemotherapy with
maintenance pemetrexed for 1 year. She then received a
MET TKI as part of a clinical tdal The treatment was
stopped at first radiological assessment because of new
bone and adrenal gland metastases (Fig. 1E). The patient
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died three months later. PTEN IHC performed on a pre-
treatment bronchial biopsy specimen revealed loss of
PTEN expression (Supplementary Fig. 1).

Patient CHUL#20, who harbored a c30824+1G=A
MET mutation, was a 75-year-old woman diagnosed with
metastatic pulmonary sarcomatoid carcinoma. The pa-
tient was not eligible for chemotherapy and therefore
received a MET TKI as first-line therapy. The treatment
was stopped at first radiological assessment because of
lymph node progression (Fig. 1E). The patient died
within 2 weeks after discontinuing the treatment Tar-
geted NGS performed on the lung tumor revealed an
activating PIK3CA mutation (N1044K).

These three cases suggest that in patients with
METex14 NSCLC, alterations in the PI3K pathway are
associated with primary resistance to MET TKls.

PTEN Loss Is Associated With Sustained
Activation of the PI3K Pathway and Resistance
to MET TKIs in METex 14 Cancer Cells

To decipher the role of PI3K pathway alterations in
resistance to MET TKls, we derived a cell line from a
pleural effusion sample from patent CHUL#11, collected
at progression on third-line therapy. The tumor sample
from this patient harbored a METex14 mutation and
displayed no PTEN expression detectable by [HC
(Fig. 1C). Targeted NGS confirmed the presence of
METex14 mutation ¢.3082+41G>T in this cell line (named
ZORG), identical to that found in the patient tumor
sample. As expected, the mutation leads to exon 14
skipping, as walidated by fluorescence reverse-
transcriptase polymerase chain reaction with primers
located in MET exons 13 and 15. As shown in Figure 24,
the amplicon amplified from ZORG cells migrated as
expected to 128 base pair, as observed with cell lines
known to harbor METexl4 mutations [Hs746T and
H596). The amplicons from MET wild-type cell lines
(A549, P09, and GTL16) migrated to 286 base pair. In
addition, the dissociation temperature of the amplicon
from ZORG cells [74.8°C) was in agreement with that of
MET lacking exon 14. Finally, Western blotting revealed
a lack of PTEN in ZORG cells (Fig 2B).

MET expression and downstream signaling in ZORG
cells stimulated or not by the MET ligand hepatocyte
growth factor (HGF) were investigated by Western
blotting. As ilustrated in Figure 2C unstimulated
METex14 and ERK displayed no phosphorylation,
whereas HGF stimulation induced MET phosphorylation
and subsequent activation of ERK In contrast, as an
expected consequence of PTEN loss, AKT was activated
by its ligand even in the absence of MET activation.
Simulation by HGF led to overactivation of the PI3K
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pathway. All further experiments were performed under
HGF supplementation.

The sensitivity of ZORG cells to MET TKls was then
analyzed in viability assays using methyl-thiazolyl-
tetrazolium (MTT). Four MET TKls (type | inhibitors
crizotinib, capmatinib, and tepotinib and type 11 inhibitor
foretinib) were tested at increasing doses. The viability
of ZORG cells was practically unaffected by capmatinib
or tepotinib at doses as high as 10 gM. Crizotinib (a
multitarget inhibitor of MET, ROS, and ALK) and fore-
tinib displayed low viability-reducing activity on ZORG
cells, with a half-maximal inhibitory concentration (ICsq)
above 1 uM after a 72-hour exposure to the drug. By
comparison, all four TKls reduced the viability of
Hs746T cells, known to harbor both METex14 mutation
and amplification, with an 1Csp below 0.1 pM (Fig 2D).

Investigation of signaling pathways by Western
blotting revealed that all four MET TKls inhibit MET
phosphorylation in both ZORG and Hs746T cells. MET
TKls nearly abolished both AKT and ERK phosphoryla-
tion in Hs746T cells, but they had litde effect in the
ZORG cells (Fig. 2E). Overall, these results suggest that
PTEN loss is associated with resistance to type | and type
11 MET TKls in METex14 cells through sustained activa-
tion of the PI3K pathway.

Inhibition of PI3K Restores Sensitivity to MET
TKls in METex14 Cells Exhibiting PTEN Loss

To further establish the role of PI3K pathway alter-
ations in resistance to MET TKls, we tested whether
P13K inhibition might restore sensitivity of ZORG cells to
MET TKls. Proliferation of ZORG cells was unaffected by
treatment with capmatinib, one of the most selective and
potent MET TKls,'” and was only slightly slowed down
by GDCO941, a specific inhibitor of PI3Ke and & (Fig. 34).
When these two inhibitors were combined, however,
proliferation of ZORG cells was significantly reduced
(p < 0.0001). The same inhibitor combination had no
effect on cell lines with no MET alteration, such as A549
(KRAS G12S mutation) (p = 033; NS) and PC9 (EGFR
E746-A750 deletion) (p = 0.79; NS). For the ZORG cells,
the IC, for capmatinib shifted from over 10 uM, when
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the inhibitor was used alone, to 0,034 uM, when it was
used in combination with GDC0941 (1 pM) (Fig. 3B).
Analysis of the downstream signaling pathway
revealed that addition of capmatinib or GDC0941 alone
only slightly reduced the phosphorylation levels of ERK
and AKT, whereas combination of both inhibitors fully
abolished AKT activation and drastically inhibited ERK
activation (Fig. 3€). Overall, these results reveal that the
ZORG cells, which display both a METex14 mutation and
PTEN loss, rely on both the PI3K and MET pathways for
cell growth, and that combining a MET inhibitor with a
PI3K inhibitor is required to achieve cell growth arrest.

Inhibition of PI3K Restores Sensitivity to MET
TKIs in METex14 Cells Displaying a PIK3CA
Mutation

Given the action of the PI3K-MET inhibitor combi-
nation on METex14 cells with concurrent PTEN loss, we
investigated whether the same is true when PI3K act-
vation is due to a PIKICA mutation. For this, we used the
lung adenocarcinoma cell line H596, known to harbor
the activating ES45K PIK3CA mutation along with a
METex14 mutation.

We first confirmed in a viability assay that H596 cells
are resistant to crizotinib, as previously revealed,” and to
the MET TKIs capmatinib, tepotinib, and foretinib
(Fig. 44). We then studied the effect of MET and PI3K
inhibitors, added alone or in combination, on cell growth.
Like that of the ZORG cells, H596 cell proliferation was
unaffected by capmatinib alone. It was slowed down in
the presence of GDCO%41 alone. In the presence of
combination of both inhibitors, full cell growth arrest
was achieved (Fig. 4B).

Signaling pathway analysis revealed only a slight ef-
fect of capmatinib on AKT and ERK activation. When the
MET and PI3K inhibitors were combined, both phospho-
AKT and phospho-ERK levels decreased markedly
(Fig. 4C). For the H596 cells, the ICs, for capmatinib
shifted from over 10 gM, when the inhibitor was used
alone, to 0.06 M, when it was used in combination with
GDCO941 (Fig. 4D). Taken together, these results

Figure 1. Alterations in the phosphoincsitide 3-kinases (PI3K) pathway are common in METex14 NSCLC. (4) Baseline char-
acteristics of and treatments received by the patients with an advanced METex14 NSCLC. (B) Pie charts displaying the fre-
quencies (%) of alterations of the examined genes in the cohort (n = 65) and phosphatase and tensin homolog (PFTEN)
expression within each twmor sample tested by immunohistochemistry (n = 19). (C) Left panel (PTEN negative) displays
undetectable PTEN in cancer cells of tumor specimen from patient CHUL#1 1. Right panel (PTEN positive) displays expression
of PTEN in cancer cells of tumor specimen from patient CHUL#15. Thin arrows indicate cancer cells, and large arrows indicate
endothelial or immune cells (intemal positive control). (D) Schematic presentation of patients based on the response to
hepatocyte growth factor receptor (MET) tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment and to the presence or absence of a PI3K
pathway alteration (n = 17). Del, deletion; indel, insertion-deletion; sub, substitution (E) Computed tomography scans of
CHUL#11, revealing multiple lymph node metastases at baseline (upper left) and progression after 2 months of MET TEI
treatment (upper right). Scans of CHUL#E, revealing emergence of bone metastases after 2 months of MET TKI treatment
(middle right panel). Lower abdomen scans of CHUL#20, revealing lymph node metastases at baseline (lower left), which
significantly increased after 1 month of MET TKI treatment (lower right panel).
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Figure 2. Patient CHUL#1 1-derived cell line with phosphatase and tensin homolog los reveals sustained activation of the
phosphoinositide 3-kinases (PI3K) pathway and resistance to hepatocyte growth factor receptor (MET) tyrosine kinase in-
hibitor (TKI). (A} Melting curve analysis of MET splicing isoforms and agarose gel electrophoresis of the amplicons generated
by fluorescence reverse-transcription polymerase chain reaction. cDMA from cell lines expressing a characterized MET exon
14 skipping alteration (Hs746T, H596) or a wild-type MET (A549, PC9, GTL16) were used ascontrols. (B) Immunoblots for ZORG
cells versus phosphatase and tensin homolog-expressing cell lines. Tubulin was used as a loading control. (C) ZORG cells were
serum-starved for 24 hours and stimulated or not for 30 minutes with 50 ng/mL hepatocyte growth factor. Cells were har-
vested and subjected to Westem blotting with the indicated antibodies. (D) The viability of ZORG cells in response to MET
TKls was assessed by methyl-thiazolyl -tetrazolium (MTT) assay after 72 hours of treatment. The sensitive Hs746T cell line was
used as control. Results are presented as means + SEM of at least three independent experiments. (E) Serum-starved Z0RG
and Hs746T cells were treated for 30 minutes with each MET TKI or dimethylsulfaxyde (DMSO) at 1 gM in the presence of
hepatocyte growth factor. Expression and activation of MET and its related signaling pathways were investigated by Western

blotting. bp; base pair.

establish that the inhibition of both MET and PI3K is
required to achieve full cell growth arrest and to sup-
press activation of the PI3K and MAPK pathways in
METex14 cells harboring a concurrent PIK3CA mutation.

METex 14 Mutations Contribute to Resistance to
PI3K Inhibition in PIK3CA-Mutated Cells

Because PI3K pathway alterations confer resistance
to MET TKls in METex14 cells, we investigated whether
METex14 mutations might similarly confer resistance to
a PI3K inhibitor in PIK3CA-mutated cells.

For this purpose, we chose the epithelial cell line
T47D, harboring a H1047F-activating FIK3CA mutation
and expressing low levels of endogenous MET. To
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observe the specific effect of METex14 on the biological
responses of such cells, we created the T47DMETex14
cell line by stable transfection with a vector expressing a
mutant MET (METex14, c. 2887_3028del).

First, we confirmed the presence of the exogenous
METex14 in the T47DMETex14 cells and its absence in
the parental T47D cells (Supplementary Fig 24). We
then evaluated the sensitivity of these cells to MET TKls.
We found both T47D and T47DMETex14 cells to be
resistant to all tested MET TKls (Supplementary Fig. 2B).

We further studied the effect of MET and PI3K in-
hibitors, alone and in combination, on cell proliferation.
In T47D cells, we found GDCO941 alone to suppress cell
growth. Adding capmatinib had no additional impact.
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Figure 3. Phosphoinositide 3-kinases (PI3K) inhibition restores sersitivity to hepatocyte growth factor receptor (MET)
tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in ZORG, a METex14 cell line with phosphatase and tensin homolog loss. (4) Proliferation of
I0RG cells treated with a MET TKI (capmatinib) at 0.50r 1 uM, a PI3Ka/ § inhibitor at 0.5 or 1 oM (GDCO%41), or both (each at
0.5 or 1 uM) plus hepatocyte growth factor at 20 ng/ml. IncuCyte confluence measurements were performed every 4 hours for
196 hours. Results are presented as means + SEM of three independent experiments. Statistical significance was calculated
with the Wilcoxon test. {B) Dose-response curve of ZORG cells treated for 3 days with capmatinib, GDC09%41, or both and
assessed by methyl-thiazolyl-tetrazolium (MTT) assay. (C) ZORG cells were serum-starved for 24 hours and treated for 30
minutes with dimethylsulfoxyde (DMS0), 1 uM capmatinib, 1 uM GDCO%41, or capmatinib plus GDCO%41 (at 1 uM each) and
hepatocyte growth factor at 50 ng/ mL. Western blot analyses with the indicated antibodies were performed on cell lysates.

Tubulin was used as loading control.

Proliferation of these cells thus seems to depend strictly
on the PI3K pathway (Fig. 54). In contrast, treating
T47DMETex14 cells with GDC0941 only slowed down
cell growth. Capmatinib alone slightly increased cell
growth. To achieve full cell growth arrest, combining
GDCO941 with capmatinib was required. This suggests
that proliferation of these cells relies on both the PI3K
and MET pathways.

Analysis of the signaling pathways revealed that PI3K
activation depends partdly on MET activation in
T47DMETex14 cells but not in T47D cells. ERK activa-
tion was found to depend strictly on MET activation. It
proved necessary to combine MET and PI3K inhibitors to
fully inhibit both AKT and ERK activation (Fig. 5B). For
the T47DMETex14 cells, the ICs; for capmatinib shifted
from over 10 uM, when the inhibitor was used alone, to
0.007 uM, when it was used in combination with
GDCO941 (Fig 5C).
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Taken together, these results reveal that METex14
can induce MET addiction even in the presence of a
concurrent oncogene mutation, such as a PIK3C4 muta-
tion, and that this leads to resistance to a MET or PI3K
inhibitor used alone. Combined inhibition thus seems
required in the case of concurrent alterations activating
MET and a second signaling pathway.

Discussion

METex 14 mutations define a new subgroup of patients
with NSCLC who may benefit from targeted therapies
against MET. Several MET TKls have been found to have
efficacy in ongoing clinical trials for patients with METex14
NSCLE, with 32% to 67.9% ORR and a 7.3- to 10.8-month
median progression-free survival”™ Yet, the observed
ORR is lower than that for TKI treatment of EGFR-mutated
or ALK-rearranged NSCLC, wsually found to be 70% to
80%. Accordingly, the proportion of patients with METex14
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Figure 4. Inhibition of phosphoinositide 3-kinases (PI3K) restores sersitivity to a hepatocyte growth factor receptor (MET)
tyrosine kinase inhibitor (TKI) in a METex14 cell line with a PIK3CA mutation. (A) Viability curves of H596 cells treated with
increasing doses of MET TKI. Viability was assessed by methyl-thiazolyl-tetrazolium (MTT) assay. ICsp values were calculated
with GraphPad Prism version 5.01, as the means of three independent experiments. (B) IncuCyte analysis of proliferation
measured as confluence per well of H5%6 cells treated with dimethylsulfoxyde (DM50), capmatinib, GDC0%41, or capmatinib
plus GDCO941 (each at0.5 or 1 uM) and hepatocyte growth factor at 20 ng/ml. Results are presented as means + SEM of three
independent experiments. Statistical significance was calculated with the Wilcoxon test. {C) MET expression and downstream
signaling were investigated in H596 cell line by Western blotting. For 30 minutes before lysis, serum-starved cells were
treated with each inhibitor alone and with both combined. (D) Dose-response curve of H596 cells treated for 3 days with

capmatinib, GDCO%41, or both and assessed by MTT assay.

NSCLC having progressive disease as best response to MET
TKIs ranged up to 32%," " suggesting that these cancers
are not driven by MET-dependent mechanisms only.

Primary resistance of oncogene-addicted cancers to
targeted therapies may have several causes, including
concurrent genomic alterations.” In this study, based on
a cohort of 65 patients with METex14 NSCLC, we find
that alterations in the FI3K pathway, including PTEN
loss and PIK3CA mutations, are common and can be
associated with resistance to MET TKls We confirm
here, using a patient-derived cell line combining
METex 14 mutation with PTEN loss, that PI3K pathway
alterations confer resistance to type 1 and type Il MET
TKls. Importantly, we found that adding a PI3K inhibitor
to the treatment can restore the sensitivity of these cells
to the MET TKI. Similar results are obtained with
METex14 cells harboring a concurrent PIK3CA mutation.
Overall, our data suggest that alteration of the PI3K
pathway is one of the main mechanisms of primary
resistance to MET TKls in METex14 NSCLC.
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The most common PI3K pathway alteration observed
in our cohort was PTEN loss. PTEN loss has been re-
ported in 8% to 42.4% of patients with NSCLC, but
previous studies have included different populations and
used various thresholds for PTEN expression (stained
cells ﬂ%,“ =-:1Cl'q-'i:,22 or <50% of all cancer r:ellsz:;]. The
frequency of PTEN loss in oncogene-addicted NSCLC is
poorly known. PTEN mutations have been reported in
5% of EGFR-mutated NSCLC,”* and homozygous deletion
of PTEN has been reported in one of 24 patients with
EGFR-mutated NSCLC.*" The wide diversity of genetic
and epigenetic alterations affecting PTEN makes it hard
to get a comprehensive molecular profile of the PTEN
gene. This explains why IHC has emerged as an attractive
and reliable technique for detecting PTEN loss. Like
Soria et al.,”' we have chosen to define PTEN loss as the
total absence of PTEN expression (0% stained cells).
Using this criterion, we found a 23% rate of PTEN loss.
One should note that as IHC misses PTEN mutations
leading to loss of function without loss of expression, the
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Figure 5. Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA) mutations contribute to hepatocyte growth factor
receptor (MET) inhibitor resistance in METex14 cells. (A) IncuCyte analysis of proliferation, measured as confluence per well,
of T47D parental cells versus T47TDMETex14 cells treated with imethylsulfoxyde (DMS0), capmatinib, GDCO%41, or capmatinib
plus GDCO%41 (at 0.5 or 1 uM each) and hepatocyte growth factor at 20 ng/mL. Results are presented as means + SEM of three
independent experiments. Statistical significance was calculated with the Wilcoxon test. (B) MET expression and downstream
signaling were investigated in T47D and TA7DMETex14 cell lines by Western blotting. For 30 minutes before lysis, serum-
starved cells were treated with each inhibitor alone and with both combined. (C) Dose-response curve of TATDMETex14

cells treated for 3 days with capmatinib, GDC0%41, or both and assessed by methyl-thiazolyl-tetrazolium (MTT) assay.

rate of true PTEN loss may be underestimated in our
cohort The functional consequences of PTEN loss on
responses to TKls in oncogene-addicted cancers are still
largely unknown.” In patients with EGFR-mutated
MSCLC, PTEN expression is associated with prolonged
survival”” In METex14 NSCLC, the impact of PTEN loss
has never been addressed so far. Our results strongly
suggest that PTEN loss contributes to resistance to MET
TKls in METex14 cancer cells through sustained activa-
tion of the PI3K pathway.

PIK3CA mutations are found in 4% to 5% of
NSCLCs'™™ and can occur concurrently with other
oncogenic drivers, such as EGFR and KRAS" EGFR-
mutated NSCLC is the only oncogene-addicted NSCLC
in which the impact of PIK3CA mutations on responses to
TKls has been studied, and results remain controversial.
Preclinical data suggest that the PIK3CA mutation E545K
decreases sensitivity of EGFR-mutated cells to EGFR
TKls.*” Moreover, PIK3CA mutations were initially pro-
posed as an acquired mechanism of resistance to EGFR
TKI in patients with EGFR-mutated NSCLC™ and were
recently found in 3% of patients showing disease pro-
gression after first-line osimertinib.”® Yet, recent
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findings indicate that the PIK3CA mutation rate in pa-
tients with EGFR-mutated NSCLC is similar whether the
patients have been treated with EGFR TKIs or not.™ This
suggests a limited role of PIK3CA mutations in resistance
to EGFR TKls. For patients with EGFR-mutated NSCLC,
Eng et al.™ report worse overall survival in the presence
than in the absence of a concurrent PIK3C4 mutation, but
these authors observed no significant difference in ORR
or time to progression in patients on EGFR TKls. Our
present findings suggest that alterations in the PI3K
pathway may be associated with resistance to MET TKls,
because all the patients with METex14 NSCLC whose
tumors harbored such an alteration displayed disease
progression as best response on MET TKls. The view
that alterations of the PI3K pathway are involved in
resistance to MET TKls is further validated by our re-
sults obtained with cell lines, including a patient-derived
cell line.

Besides the PI3K pathway alterations, other concur-
rent molecular alterations have been described in
METex14 NSCLC, including KRAS mutation and amplifi-
cation, murine double minute 2 (MDMZ) amplification,
murine double minute 2 (TP53) mutation, and EGFR
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mutation. Frampton et al.”* and Awad et al.” found a
concurrent alteration in 100 of 114 (88%) and 26 of 28
(92%) METex14 samples, respectively. This high fre-
quency of concurrent molecular aberrations may reflect
the higher rate of smokers and eldedy among patients
with METex14 NSCLC than those with EGFR-mutated or
ALK-rearranged NSCLC. Interestingly, concurrent alter-
ations may also impair the response to MET TKls.
Recently, KRAS mutations were found in 4.4% of patients
with METex14 NSCLC, and most of these mutations were
identified before any treatment with MET TKL® Ampli-
fication of wild-type KRAS has also been described in
patients with METexI4 NSCLC as a mechanism of pri-
mary and acquired resistance.”™™ Thus, extensive mo-
lecular profiling of METexI4 tumors seems important in
identifying patients who may benefit from MET TKls,
and this profiling should include screening for PTEN loss
and PIK3CA mutations.

We find here that a combination of MET and PI3K
inhibitors can inhibit the proliferation of cells harboring
a METex14 mutation and a concurrent PIK3CA mutation
or PTEN loss. As PIK3CA mutations and PTEN loss lead to
activation of the PI3K pathway, these results suggest that
PI3K pathway alterations cause resistance to MET TKls.
Interestingly, Bahcall et al.”® have found that the same
combination can inhibit tumor growth in METexI4 tu-
mors with concurrent wild-type KRAS amplification
Taken together, these results strongly suggest that a
combination of MET and PI3K inhibitors might overcome
several mechanisms of resistance to MET TKls in
METex14 NSCLC. So far, in the clinical setting, the use of
panPI3K inhibitors, either alone or in combination, has
been hindered by safety issues.”” A phase I study eval-
uating a combination of capmatinib and buparlisib in
adult patients with recurrent glioblastoma was dis-
continued because of poor tolerance.”™ Yet, more selec-
tive drugs have recently been developed and might offer
a better safety profile with promising activity. This
would pave the way for future combinations.

In conclusion, although METex14 mutations are
associated with efficacy of MET TKls in a number of
patients, concurrent alterations can frequently occur and
may impair the response to MET inhibition. Our results
suggest that the PI3K pathway alterations are common
and should be screened to identify patients most likely
to benefit from MET TKls. Combining MET and PI3K
inhibitors could overcome resistances owing to PI3K
pathway alterations.
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Table S1 Molecular characterization of the 65 NSCLC patients whose tumors harbored
METex14 mutations. Histological type was determined after hematin/eosin/safran staining.
METex14 mutations and other molecular alterations were diagnosed on FFPE tumor samples
with the targeted CLAPvl NGS Panel.. The PTEN expression status established by

immunohistochemistry is indicated when determined.

Gene Reference sequence | Exons analyzed
ACVR1 NM_001105.4 6-9

AKT1 NM_005163.2 3

ALK NM_004304.4 22232425
BRAF NM_004333.4 1115

CTNNB1 NM_001904.3 3

EGFR NM_005228.3 12 18192021
ERBB2 NM_004448.3 8192021
ERBB4 NM_005235.2 3

FGFR1 NM_023110.2 471214
FGFR2 NM_000141.4 791214
FGFR3 NM_000142.4 79141618
GNA11 NM_002067.4 45

GNAQ NM_002072.4 45

GNAS NM_000516.5 8

H3F3A NM_002107.4 2

H3F3B NM_005324.4 3

HIST1H3B NM_003537.3 1

HIST1H3C NM_003531 1

HRAS NM_005343.2 234

IDH1 NM_005896.2 4

IDH2 NM_002168.3 4

KIT NM_000222.2 891113141718
KRAS NM_033360.3 234

MAP2K1 NM_002755.3 236

MET NM_001127500.1 214151617 1819 20
NRAS NM_002524.4 234

PDGFRA NM_006206.4 121418
PIK3CA NM_006218.2 238101421
PTEN NM_000314.6 135678
PTPN11 NM_001330437.1 378

SMAD4 NM_005359.5 468910111213
TP53 NM_000546.5 24567810
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Table S2 Targeted NGS CLAPv1 panel genes.

Patient PTEN expression Topography

identification

CHUL#1 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#2 Positive Cytoplasmic

CHUL#3 Positive Nuclear and nucleolar
CHUL#7 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#9 Negative

CHUL#11 Negative

CHUL#13 Positive Cytoplasmic

CHUL#14 Negative

CHUL#15 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#18 Negative

CHUL#31 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#33 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#34 Positive Cytoplasmic

CHUL#35 Positive Cytoplasmic

CHUL#38 Positive Cytoplasmic and nucleolar
CHUL#40 Positive Nucleolar

CHUL#43 Positive Nucleolar

CHUL#44 Positive Cytoplasmic

CHUL#47 Positive Nucleolar

CHUL#48 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#50 Positive Cytoplasmic and nuclear
CHUL#54 Negative

CHUL#55 Positive Cytoplasmic and nucleolar
CHUL#56 Positive Nucleolar

CHUL#57 Positive Cytoplasmic. nucleolar and nuclear
CHUL#65 Negative

Table S3 PTEN immunohistochemistry of patient tumor samples. The expression and

distribution of PTEN expression were evaluated for 26 METex14-mutated NSCLC tumors.

(;ell Site Histology Mutations

line

ZORG Lung Sarcomatoid carcinoma | METex14 (c.3082+1G>T)/PTEN negative
H596 Lung Adenocarcinoma METex14 (c.3251+1 G>T)/PIK3CA E544K
A549 Lung Adenocarcinoma KRAS G12S

PC9 Lung Adenocarcinoma EGFR E746-A750del

GTL16 Gastric | Adenocarcinoma MET amplification

T47D Breast Ductal carcinoma PIK3CA H1047F

Hs746T | Gastric | Adenocarcinoma METex14 (c.3082+1G>T)/MET amplification

Table 54 Cell lines characteristics. The site of derivation and histological subtype are
indicated
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Figure S1

PTEN negative panel indicate undetectable PTEN in FFPE sections from five patients; PTEN
positive panel indicate expression of PTEN in tumor specimens from 1 representative

METex14 NSCLC patients.

Figure S2 (A) Agarose gel electrophoresis of amplicons generated by fluorescence reverse-
transcription PCR. Amplicons from cell lines expressing a MET-exon-14-skipping alteration
(T47DMETex14, H596, and ZORG) migrate to the expected position, corresponding to a size of
128 bp, whereas a wild-type MET amplicon (T47D or GTL16) migrates to 286 bp. (B) Viability
curves of TA7DMETex14 cells treated for three days with increasing doses of the MET TKI

capmatinib, crizotinib, tepotinib, or foretinib before the MTT assay.
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Introduction

Cholangiocarcinoma is the second most common liver cancer after hepatocellular
carcinoma. In case of metastatic or unresectable disease, the recommended first-line
treatment is platinum-based chemotherapy. There is no standard treatment for further
lines. The prognosis remains poor with a median survival of less than 12 months (1).
Several targeted therapies are currently being evaluated including FGFR, IDH1,
PARP, ROS1, ALK and BRAF inhibitors (2). MET inhibitors have also been tested in
cholangiocarcinoma. Cabozantinib, a non-specific MET tyrosine kinase inhibitor (TKI),
was evaluated as a single agent in a phase 2 trial in patients with chemotherapy-
refractory cholangiocarcinoma, but showed poor efficacy (median PFS 1.7 months,
median OS 5.2 month (3). Tivantinib, another non-specific MET TKI, was evaluated in
a phase | trial in combination with gemcitabine in patients with solid tumor. Eight
patients with cholangiocarcinoma were included and one partial response was
observed (4). These disappointing results may be due to the lack of specificity of these
MET TKIs on the one hand, and the absence of any biomarker-based selection of

patients on the other hand.

Here, we present the case of a patient with chemotherapy-refractory metastatic
cholangiocarcinoma harboring a CAPZA-2-MET fusion along with MET amplification

who dramatically responded to capmatinib, a specific MET TKI.
Case presentation

In January 2019, a 49 years old male with no medical history was diagnosed with stage
IV intrahepatic cholangiocarcinoma which was revealed by painful osteolytic
metastases. MRI showed typical features of intrahepatic cholangiocarcinoma. He
received radiation therapy on main bone metastases and a first-line chemotherapy
cisplatin and gemcitabine (Gemcis protocol) which yielded an objective response that
lasted 6 months. He then received a second-line chemotherapy with mFOLFOX but

had disease progression at first radiological assessment.

A liver rebiopsy was performed to obtain tissue for molecular analysis. A
comprehensive molecular analysis was performed using the Oncomine

Comprehensive Assay (OCA V3) which revealed a fusion between exon 1 of CAPZA2
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and exon 6 of MET (Figurel). The CAPZA2-MET fusion was predicted to lead to a
chimeric protein with an intact MET kinase domain. Molecular analysis also detected
a TP53 mutation (c.991C>T) and a RB1 mutation (c.[2087G>C;2099T>C])). FISH
analysis revealed an elevated MET gene copy number (GCN) of 6.3, with a low ratio
of GCN between MET and centromere of chromosome 7 of 2.1. IHC analysis revealed
a high MET expression (100%).

Following multidisciplinary discussion in a molecular tumor board, and taking into
account the lack of any approved alternative treatment and the efficacy of MET TKIs
in cancer patients harboring a MET fusion, it was decided to propose the patient for a

compassionate use of capmatinib.

Treatment with capmatinib (400 mg bid) was started on January 2020 in the context of
an expanded access program. The first radiological assessment performed 2 months
later showed a partial response (-36%) (Figure 2). Tolerance was good. However, the
following radiological assessment performed 4 months after starting capmatinib
showed progression of the primary tumor with stable bone lesions. Radiation therapy
on the primary tumor was performed. Capmatinib was withdrawn during radiation
therapy and then resumed. At the same time, a new liver biopsy and a circulating free
DNA analysis were performed. Analysis of the tumor biopsy did not reveal the MET
fusion anymore, but the TP53 and RB1 mutations were still detected. Circulating free
DNA revealed the presence of TP53 and RB1 mutations and an additional MET domain
kinase mutation D1228N. A new CT scan performed 2 months after the end of radiation

therapy showed stable disease.

Discussion

Here we describe for the first time a case of response to MET TKI in a
cholangiocarcinoma patient with a CAPZA-2-MET fusion.

MET alterations are rare in cholangiocarcinoma. MET amplifications and mutations are
found in 2% and 0.7% of all cases, respectively (5,6). MET fusion-positive
cholangiocarcinoma has been described only once in a 41-year-old patient with a
EHBP1-MET fusion (7). Clinical studies evaluating MET inhibitors have failed so far.
However, none of these studies has selected patients according to their molecular
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status. However, MET alterations have been associated with efficacy of MET TKI in
other types of cancer. In non small cell lung cancer (NSCLC), MET mutations affecting
the splice sites of exon 14 are predictive of efficacy of capmatinib or tepotinib, two new-
generation specific MET TKIs (Paik et al. NEJM 2020; Wolf et al. NEJM 2020). MET
amplifications have also been found to predict efficacy of capmatinib in NSCLC, only
in case of high-level amplification (GCN =10). In the present case, although GCN was
increased, the ratio between MET and CEP7 was only 2.1, indicating a low-level of
MET amplification. Such levels of MET amplification are usually associated with the
presence of other oncogenic driver mutations and are not predictive of activity of MET
inhibitors, suggesting that this amplification had no role in the response to capmatinib
in the present case (Noonan et al. JTO 2016; Wolf et al. NEJM 2020).

MET fusions have been described at a low frequency in various cancers such as
NSCLC, glioma, melanoma, colorectal cancer, and hepatocellular carcinoma. To date,
more than ten MET fusion partners have been identified. The most frequent fusion
gene partners described are HLA-DRB1 (HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1
beta chain), CAPZA2 (F-actin-capping protein subunit alpha-2) and KIF5B (Kinesin-1
heavy chain). Clinical cases have reported clinical activity of MET TKI in MET fusion-
positive tumors (8).

We have identified two potential mechanisms of resistance in this patient. First, we
found the emergence of a MET D1228N kinase domain mutation on circulating free
DNA. MET kinase mutations have already been described as a potential mechanism
of resistance to MET TKiIs in MET-driven cancers. Preclinical data have demonstrated
a variable sensitivity to MET TKI according to the type of MET kinase mutation (9). The
D1228X mutations are predicted to be resistant to Type | MET TKIs but sensitive to
Type Il MET TKIs. However, clinical data are still sparse which prevented us to use a
type Il TKI in this patient(9).

The second potential mechanism of resistance in this patient was the loss of MET
fusion based on the biopsy performed at progression. Loss of the fusion has been
previously proposed as a mechanism of resistance to targeted therapies but has never

been reported with MET fusions. In this patient, MET fusion was initially detected at a

81



low frequency and was not detected at progression anymore, suggesting that the
fusion could be present as a sub-clonal variant. This hypothesis could explain the short
response observed on capmatinib.

Finally, we did not observe any adverse due to capmatinib in this patient, apart from a
grade | asthenia. Contrary to multikinase inhibitors, capmatinib is usually well tolerated.
The most common adverse events reported in METex14 NSCLC patients treated with
capmatinib were peripheral edema, nausea, and vomiting. However, these patients
were mostly elderly and had comorbidities, which may explain why tolerance was

better in this patient.

Overall, these results support molecular testing in cholangiocarcinoma patients, as
recently recommended (10). The low rate of MET alterations in this setting could justify

a basket clinical trial.
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Figure 1: Schematic representation of CAPZA2- MET fusion.
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Figure 2: Computed tomography (CT) scan of the abdomen/pelvis performed between March 2019 and April 2020.
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Abstract

Anaplastic lymphome kinase [ALK) mutations are responsible for resistance to ALK tyrosine kinase inhibitors
(TKls) in ALK-rearanged non—small-cell lung cancer but their frequency and relevance has not been assessed
in routine practice. In this retrospective multicenter study, the ALK mutation rate was 15% and 33% after failure
of treatment with 1 and 2 TKls, respectively. Most of the patients harboring an ALK mutation achieved an
objective response with subsequent ALK TKI treatment.

Background: Anaplastic lymphoma kinase (ALK) tyrosine kinase inhibitors (TKls) have shown efficacy in the treatment of
Al K-rearranged non—small-cell lung cancer (NSCLC), but the diseaseeventually progresses in all patients. In marny cases,
resistance to ALK TKls arises through ALK mutations. Athough clinical and biclogical data suggest variations in TKI ef-
ficacy according to the mechanism of resistance, ALK mutations are still rarely investigated in routine practice. Materials
and Methods: We performed a retrospective multicentric study with an aim to determine the frequency and clinical
relevance of ALK alterations detected using targeted next-genemtion sequencing in patients with advanced ALK-
rearranged NSCLC after progression during an ALK TKI treatment. Data on clinical, pathological, and molecular char-
acteristics and patient outcomes were collected. Results: We identified 23 patients with advanced AlK-rearranged
NSCLC who, between January 2012 and May 2017, had undergone at least 1 repeat biopsy at progression during an
ALK TKI treatment. A resistance mechanism was idertified in 9 of the 23 patients (39%). The anomalies irvolved
included 9 ALK mutations in 8 patients and one ALK amplification. The ALK mutation rate was 15% after failure of a first
ALK TKI and 33% after failure of 2 ALK TKI treatments. Five of 7 patients who received a different ALK TK] after detection
of an ALK mutation achieved an objective response. All of the patients who received a TKl presumed to act on the
detected ALK mutant achieved disease control Conclusion: Targeted next-generation sequencing is suitable for
detecting ALK resistance mutations in ALK -rearranged NSCLC patients in routine practice. It might help select the best
treatment at the time of disease progression during treatment with an ALK TKL.

Clinical L ung Cancer, V. 20, No. 4, 297-304 @ 2019 Hsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Anaplagtic hmphoma kinase, Lung neoplasm, Mutation, Real-world evidence, Resistance
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Resistance to ALK Inhibitors in Routine Practice

Introduction

Anaplastic lymphome kinase (ALK) FEArTANEEMEnts are found in
approximately 4% of nonsquamous non—small-cell lung anca
(NS(J..(.'LJ.I The fusion protein rr_iull:i.ng from ALK rEAMTANEEMEnts
has a construtivdy activared ALK kinase chc[ing to activation of
downstream ngnaling pathways involved in cell proliferanon and cell
survival.”” The discovery of ALK rEArTANEEmen s has led to the
devdopment of tyrosine kinase inhibitors (TEIs) GrgeTing the ALK
kinase. Crizotinib and ceritinib have shown superiority over chemo-
:hcrapy inuntreated advanced ALK—rcz:rz.ngc[ NSCLC pa:b:nu,znl:[

- - - 5 4-6
Zlﬁlfl:ll'l.lh ha.:shnwnsup:rmn:yw:rcrlm:m lh I EI'E SamE ODMEXT. ’

Several TKIs have proved active afier failure of crizodnib trearment,
induc[ingccril:inih. alecrinib, hri.g:{:inib, and lorlarinib, ™"

Mechanisms of resismnce ro ALK THls in ALK-rearranged
MNSCLC paricnts are parly known and are of 2 main types: (1)
on-target miechanisms, induding mutation of the ALK kinase
domain and amplificarion of the ALK-rearranged gene and (2) off-
targer mechanisms, including acrivarion of an alrernative signaling
pathway such as epidermal growth facror recepror (EGFR) or stem
cell growth facror recepor  (SCFR/EIT) and  parhological
rransformarion. '

Anaplastic lymphome kinase mumtions are the main cuse of
resistance to ALK TKlz With high-throughpur methods of derec-
tion," " they are found in 20% to 50% of rumor samples ohmined ar
the rime of progression during rearment with an ALK TKIL
Mumerous ALK kinase mumtions can confer resistance o ALK TKIs
in ALK-rearranged NSCLC,"™ " and the frequency and type of ALK
mutations detected ar the time nfpmg;r_ssi.nn depend on the type of
ALK TKI received.!” Thus, each ALK TKI has its own spectrum of
activity against ALK kinase mutants,”™ and a gven ALK kinase
mutant is not resistant © all ALK TKls. For ﬂa.mch. the L1196M
mutation is reported  confer resismnae only to @izotinib, the
C1156Y mutation is associated with resistance to crizotnib and
certinib but remains senaove to alectinib and brLg:n:i.nih. and the
G 1202R mutation leads to resistance © most ALK TKl: but not to
lorlatinib, '

Thus, i.,:[:nl:iﬁri.ng the medhanism of resismnce to an ALK TKI
l'l'.li.ghl: helpin d‘lcnsing the most appropriate trearment afeer disease
pmgrr_ui.nn c[uring treatment with thar ALK TKI, pan:i.culz.rly
because several ALK inhibitor are now available for use in this
context. Herein we show that :zrgcn:n:[ NEXC-FENErANON SEqUENCIng
(NGS) performed in routine practice is suitable and relevant for
dcn:c:ing ALK mutations in tumor tssue samples or circula:ing
tumor DNA from ALK-positive NSCLC patients whose discase has
prngrr_uu:[ after trearment with an ALK TEKL

Materials and Methods
Stuedy Design and Patients

In this observational, multicentric, retrospectve s:uc[y. we iden-
tified patients with advanced ALK-positive NSCLC from whom
tumor samples had been obtained ar the time of disease progression
during wearment with an ALK TKlas parr of the rourine procedure.
Tissue biopsies and circulating mmor DNA samples were consid-
ered. Clinical and maolecular dara were colleceed retrospecavely at
each center. The investigames used Response Evaluadon Crireria In
Solid Tumors 1.1 to evaluate responses to ALK TKls. The objective
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response rate was defined as the raw of complere or partial response.
The disase control rate was defined as the rate of complete o
partial response or stable discase. Owerall survival was calanlamed
from the start of the Arst ALK TKI meatment received.

All of the data repored in this study were extraced from a
database approved by the French Nadonal Dara Prowction
Authority. This noninterventional study was conducted in accor-
dance with the Dedaration of Helsinka and Geoed Clinical Practice
gu.i.dcli.nﬁ. It was approved by a national ethics committee and by
the French Advisory Committee on Infommation Processing Related
te Research in the Field of Health, Al induded patients received
informaton from their r:E:rring physician.

Detection of ALK Mutations

'I'arg:ﬂ:d NGS analysis was conducted s ng the MNGS commercial
panel “lon Ampliseq Colon and Lung Research Panel V2" (Thermo
Fisher Sdentific, Waltham, MA) at 2 molecular centers cernfied h}' the
French Narional Cancer Instieee. In the cas of tisuc samples
genomic DINA was extracted from formalin-fixed paraffin embadd ed
(FFI'E) samples received in the 2 laboramries baween February 2012
and Fcbn.lz.ry 2017, DMNA was extracted usi.ng the 'Q_I..‘hmp FFPE
tissue kit ('Q_'L:{gi:rnP Duesecldod, Germany) accnrc[ing to the manufic-
turer’s instructons. In the case of blood _u.rnph-_:. cdl-free DINA was
exrracted from plasma with the QlAamp Ciraularing Muckic Acid Kir
(Q'Lag:n] :m:nrding to the manufacnirer's instructions, Fxtracred DMA
was quantfied with the Quant-it PicoGreent dsDNA Assay Kir
(Thermofisher Scientific) using a Xenius XCspecrofiuoromerer (Safas
Monaco, Monam). AmpliSey librariess were prepared with the lon
AmpliSeq Library Kit2.0 lon Xpres barcode adaprers kit, primes (lon
AmpliSeq cusmm panel or Colon and Lung ¥2; Themofsher Sci-
entific), and 10 ng or l=s of each DMNA sample according to the
manufacturer's instrucions (see Supplemental Table | in the online
wversion). Emulsion polymerase dhain racton, enrichment, and chip
loading were performed using an lon Chef insrrument with the lon P1
Hi-() Chef Kit or the lon 540 Chef Kit (Thermofisher Scientific).
Samples were sequenced with Lon PL chips using an lon Promn Sysem
or lon 540 chips on the lon S5XL system (T hemofisher Scienrific).
Dara were analyzed using the Torrent suite software version 5.2.2
(Thermohsher Scienofic). For the ALK EGFR, and Kirsten rar sacoma
viral oncogene homolog (KRAS) genes, mamual inspecrion of sequences

was done using an INEErave Fenomic Viewer.

Statistical Analysis

Quantitative variables are expresed as mean (SD) in the case of a
normal distabution or as median (interguartile mnge) otherwise,
(.';an:gnri.ml vanables are expressad as numbers (pcrccnl:a.g:ij. The
normality of distributions was assessed using hi.smgrams and the
Shapiro—Wilk wst. Survival rares were calculared from the date of
inmoduction of the first ALK TKI until the dae of death or last
news and derived from Kaplan—Mader survival aarves. Medians of
survival were calculared with confidence intervals, Searistical Tesm ng
was conducted at a 2-tailed & level of .05. Dam were analyzed using
SAS software version 9.4 (SAS Instinte, ("ar:r, N

Results
The sudy included 23 parients with advanced ALK-posinve
NSCLC who had uru:[crg'm: at least 1 biopsy at the time of discase
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Characteristic Value
Medan Age [Rangé), Years 57 (17-70)
Sex, n (%)

Male 12 52
Female 11 48
Adenocarcinoma, n (%) 23 (100)

Stage at Diagnosis, n (%)
] 20
N 21 @1)
MNever Smaker, n (%) 19 B3
Number of Lines of Treatment
Before First ALK TKL n (%)
0 7 B0
1 13 67
2 of moe 303
Type of ALK TKI Received, n (%)
First generafion 22 @6
Second generafion 17 74
Third generafion 303

Atrevlions ALK = anaplastc lynphome kinas; TH = tymeine kinasa infilbitor.

progression during treatment withan ALK TKI between January 2012
and May 2017 (Table 1). The pariens wer mostly never smokems
{n = 19; 83%) and the nmc[iana.g: was 57.0 years (mnge, 17-70 years).
Sicteen padonts (n = 16; 70%) had recaved plarinum-based chemo-
therapy before ALK TE] trearment. Twenty owo patients (n = 22;
9% ) had reccived crizoonib 2 the fime ALK TEIL. A second-
generarion ALK TKI (alecrinib, ceritinib, or bri.garinib] had been
given to | patient (4%) as firs-line creatment and to 17 patiens (74%)

Philippe Jamme et al

after failire of crizotinib tearment. Three patients who had first
received crizotinib and then a second-genemrion ALK TKI had sub-
sequently recdved a third-generaton ALK TKI (lodarinib).

The number of biopsics perfformed on the 23 pagens wraled 42,
including 26 tissue biopsies and 106 liquid biopsies (ell-fre DNA
samples). This corrsponds © a mean of 1.83 biopsies per pagent
(range, 1-7). Main biopsy sites were lu:lgs in 8§ paricnes, pleural
cffusion in 5 paticnts, and liver in 4 patients (see Supplemental
Table 2 in the online version). The samples studied were from 13
of the 23 patents (57%) who had discase prqgrr_isi.nn c[uring
treamnent with a first TKL, 12 of the 15 paticnes (80%) who had
discase progression du:i.ng treamment with a second TR, and 3 of
the 7 patients [“-i'ﬂ-%,'l who had disease prngrr_:sinn c[u.ring rearment
with a TKI given as athird TKI or further. The studied samples alo
included 5 biopsics performed ar the time of discase progression
during therapies other than ALK TKls.

The resules of mrgl:u:[ MNGS applied to these samples are as follows.
ALK mutations were detecred in 8 panents (35%). They includad 4
G1202R mutarions and 1 C1156Y, 1 VI180L, 1 11171N, and 1
L1196M mutation. In one of the patiens in whom a G1202R mu-
taton was detected inil:i.all:.ua G1202R/G1 269Acnmpnunc[ MU non
was found in a larer biopsy. Seven ALK mumrtions wer dereced in
tizsue biopsics and 3 in circulat ng free DINA. For 3 patients, liquid and
tissue biopsics were paformad ar the same tme. The reuls were
consistent in 1 parient.

An ALK amplificarion with no concomitant ALK mutation was
detecrad using Ruorescence in sim hybridizanon in 1 biopsy (4.34
%; Figure 1). In addition to an ALK mutation, 7 patients had a
TP53 mutation (A138P, RI175H, (C238R, C277G, R2480Q),
R337C, R337P) and 1 had a N—mcd‘lyl—l\"'-ni:mm—guanidin: -
man OSEosSArcoma :ransﬁ'hrming gene mumrion in ocxon 18
(c.3686_3686 + 3del). Mo mutation was identified in any othe
onmgene tesied with this NGS panel.

Fgure 1 Distribution of Mechanisms of Resistance i ALK TKis

Linknawn
Mechanism
[61%)

ALK mutation
[25%)

C1156Y

11171N

ALK, amplification
(4.5%)

Antvevelionz ALK = anapietc ynphome kinase; TH] = ymsEne kinxse nhbior, * Ona pafient with a 612028 mutation wes found, after testment with loriatinh, fo harbor & G1202R/G12634

compound mutation.
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Fgure 2
Before the First ALK TKI are Not Represenied

Treatment of ALK-Positive NSCLC Patients. Swimming Plot Showing, for Each Patient, the Treatments Received and the
Number, Type{s), and Time of Completion of the Biopsies Performed. Each Bar Represents 1 Patient Treatments Received
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Abtreviating ALK = anaplastic lynphome Kihas; NSCLE = non—amalkcall g anoer, TR = tymsine kinass infilior.

Amngrh: 9 ALK muranons derecred, one was found in a sample
takenat the time of disease progression dudrlgcrimtin ib treatment as
the first TKIL The 8 remaining mumtions were identified in samples
from patients ex posed to a second- urﬂ'l.ird—g:n:mtinn TKIL The rate
of derection of ALK muratons ar the time of discase progression was
15% afver a first T K1 (2 of 13 patients tested ), 33% afrer a scoond TKI
(4 of 12 padents tested), and 66% afer a third TK] or more (2 of 3
patients tested; Figure 2).

Among paricnts d'l.u‘ing trearmient with the firse ALK T, the
objective response rate was 74% (17/23) and the dismse control rate
was 91% (21/23). By the end of dara collecion, 12 panens (52%)
had died. Median overall survival (05) from the star of the first ALK
TKI trearment was 37.28 months (95% confidence interval, 19.58-
not reachad ). We did not observe any difference in Q8 berween pa-
tienes with or without TP53 mucations. Among the 8 paticn in
whom an ALK mumrion was identified, 7 (87%) recaved a new ALK
TEI after the mutation was found (Figare 3)." Inthese 7 patients the
objective response rare (DRR) with the new TEI was 71% (5/7).
Annngrh: patients in whom no ALK mumtion was found, the ORRE
with the third ALK TKI was 33% (1/3).

Clinical Lung Cancer July 2019

Amngrh:? patents with an ALK murarion who received a sub-
sequent ALK TKI, 6 reccived a TKI presumed on the basis of in vitro
dara w act againg the idenrified mumnt,'’ Among these 6 parients, 5
achieved an objective respone and 1 showead smble disease, To the
rermaining parient alecrinib was given despite dewcrion of a G 12021
mutation, because at the time alecanib was the unl_f,r available next-
generation TKI and dara were still sparse regarding che acivity of
different ALK TKls according w the ALK mutation present. This
parient showed progressive disease ar first assessmenr (Figue 3).

Discussion

The present study focused on t:.lg:bnd NGS, a wchnique now
widdy used in daily molecular wsting. We show that its use in
routine pracice allowed identifying an ALK TKI resismnce mech-
anism in 9 of 23 padens (39%) with advanced ALK-positive
NSCLC. Gainor et al reported a similar rate of ALK mumrions
for other NGS p:u.nds.” Thus, t:i.lg:td WNGS appears suimble for
derecting ALK muratons in routine practice.

It is anticipated that ALK mutations will be detecred more
frequently in the near furure; Gainor e al have shown thar they arise
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Clinical Review of Patients Treated With a TKI After idenfification of an ALK Mutation. Presumed Activity Was Defined by

Sensifive or Iniermediate IC50 on the Basis of in Vitro Data by Gainor et al

identification Mutation
number

TKI with presumed activity

]

"2

and

treatment

EMLA/ALK
C1156Y
Brigatinib

EMLA/ALK
L1196M
Alectinib

EMLA/ALK
G1202R
Brigatinib

EMLA/ALK
G1202R
Lorlatinib

EMLA/ALK
G1202R
Brigatinib

EMLA/ALK
171N
Ceritinib

Pre Tumor
treatment response

Stable disease

Partial Response

—

Partial Response

—

Partial Response

—_—

Partial Response

Partial Response

TKI with no presumed activity

EMLA/ALK

G1202R
Alectinib

First Duration of
assessment treatment

15.4 months
(ongoing)

5.8 months
(stopped because
of progression)

A

S~

r—v —
3.4 months
(stopped because
" 3 of taxicity)
-~
=
11.4 months
(ongoing)

4.7 months
(ongoing )

7.7 months
(stopped because
of progression)

2.3 months
(stopped because
of progression)

Antrevations ALK = anaplastc iymphoma khase; €50 = haf maxima inhibitory concenration; TKE = tyoshe knas inhbior.
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more frequently after second- or :Elir-:[ﬂcn:ra:i.nn Tl weatment
(54%-719%) than after crizotinib (20% of patients).' ' Meanwhile 2
sncnnd—gcnera:i.nn TKls, ceritinib and alecrinib, have shown dhcacy
as first-line :rml:rn:nl:,i"l'.' and nngning dinical wials are currcnl:ly
evaluaring nexe-generation TKls (NCT03052608, NCT02737501,
NCT02767804) in this conpect. .‘Ud‘mug,h no report so far has pro-
vided rares of ALK mumrions afrer disease progrssion during trear-
ment with sncnnc[#ncm:inn TKls given as first-line therapy, it is
reasonable m speculate that they will exoced the 20% observed after
failure of crizotinib treatment. Dara furcher suggest that the ALK
muration rare also increases when several ALK TKls are given
sequentally. Solomon e al repored ALK muration rames of 16.6%
(14/84) after first-line ALK TKI treatment and 29.2% (31/106) after
treamment with ar least 2 ALK TKIs ™ We have likewise observed a
15% ALK mutanon rate after meatment filure of 2 frse ALK TK L and
a 33% ALK mumtion rate after failure of 2 ALK TK] treatments,
Whether this is becuse of the number of ALK TEKls administered or
to the use of nexr-generarion TKls remains ro be derermined.

All of these ﬁnc[ings, and because AlK-posiove paticnts have
been shown to bendit from mu:i.vi.ng mull:i.pl: Tl suggest
that the furure will see an increase in the pmpomion of panents
exposed m next-generation ALK TKs, alnngwil:h an increase in the
rate of ALK mutatons.

Detection of ALK mutatdons in patgents with disease progression
after ALK TKI treamment is becoming crucial o derermining the
oprimal therapeuric seraegy. In viro, different ALK muranons have
been reported @ predicr different sensitivities m a sinﬁ,c ALK TEIL,
and ALK TKls do not all share the same spectrum nfmi.'-'i.rya.gp.ins:
ALK mumnes. """ Similar findings have been reported in patens,
although extrapolating from in vitro data ro patients requires caurion,
In 2 patients, for cxample, the 1117 1N mutarion was reporeed to drive
resistance to alectinib and sensitvity ™ centnib”" " In another
patient, the L1152R. mumtion has on the conmary been repored to
confer resistance o ceritinib and to predict a response to alectinib.™
CnnsL:l:cnl:ly. we have found that all & patents who were treated with
an ALK TKI presumed to acr against the dewcred mumrion achieved
disease control, whereas the only patient who was treared with an ALK
TKI not presumed m act effectvely agai nst the detected mumrtion
showed pmg;:ui.wdi.im:zl: firstassessment. Inﬂ:rr_il:ingly, 1 pagents
harboring a G1202R murarion achieved a pardal response during
treamment with hri.gal:inih, which is repored to exert inermediate
activity on G1202R mutants in vitro.

To daw, no dinical tnal has assessed the clinical relevance of
identifying ALK mumrtions ar the dme of disease progression during
rreamment with an ALK TKL Bsides the previously mentioned case
reports, data from prospedive mials suggest that patiens ha.rl':nringa.n
ALK mutation are more likely to respond to subsaquent meatmens
with ALK TKls. In patients who receive the third-generadon TKI
lorlatinib afrer failure of wearment with 2 or 3 previous ALK TKIs,
Shaw et al reportad objective response rates of 26% in patients with no
ALK mutation and 61% in patients with at last 1 ALK mutation.™
Imzrc:l:ingly. we have found a similar trend in our set of pabents
treated in routine practice: we ohserved 2 71% ORR with suhmqu:nl:
TKl weatmentin patients known to have an ALK mutation and a 33%
ORRin patients with no ALK murarion, after mearmentwith a third
TKI; the presence of an ALK mutarion mi.shl: reveal sustained
dependence on the ALK pathway and thus predict sensiavity m ALK
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ingL:mn,Jﬁmﬂ :hccyp: nF.fIiKmuml:i.nnshnuldguidc the choice of
the ALK TKI to be used. Imversely, the absence of any ALK mumrion
sugpests that resistance mighr be because of an ALK parhway-
independent mechanism that is not sensitive w ALK inhibition.
Various ALK-independent  msistance mechanisms  have heen
described, 'mrluding aaivarion of EGFR, insulin grnwth factor | re-
ceptor, and viml onmgene hnmnlng. mutarion of KR4S or phos-
phatdylinositol 3-kinase, amplification of stem cell g;nw:h factor
receptor (SCFRICKTT) and gene fasions, ™"
studies, alls ha.vi.ng acquired resistance to an ALK TKI via an ALK-
independent mechanism showed  cross-resistance m otha ALK
TKls, but sensitivity © ALK TKIs could be restored by combined
treament with another TR Efficacy of ALK TE] in patenis
having aoquired resistance to a given ALK TEl via an ALK-
independent mechanism is still poorly known.” Pariens having
prng;r:uu‘.f duri.ng crizotinib trearment with no evidence of an ALK

47 s
In in vitro

mutation have been shown to benefir from second-generation ALK
TKIs,™ bur whether their resistance was because of an ALK-
indcp:n:[:nl: mechanism, an ALK—dcpcnd:cn: mechanism  not
inmlﬁng an ALK mutation, or an ALK muation that mpnd:
detection because of sensitiviry 1ssues remains unknown.

Sequenrial rrearment with severl ALK TKls might sdecr resismnt
clones ha.rhnring muldple (ie, compound) ALK mutations, In a reaent
study, Yoda ot al reported 2 35% compound muztion raw in patents
treated with hrh:inibm; in our ser, 2 patients had disese progression
with loclarinib trearment and a compound muration was detecrad at
the time of disese progression in a padent known to harbor a
G1202R mutaden. In vitro, compound mumtions have been re-
ported o confer resistance to most ALK TKls, including loclainib, *
However, a patient having acquired resismnae to crizotinib, ceritinib,
and lorlaonib succasively and who was found © harbor 2 C1156Y/S
L1196M compound mutation achieved an objective response with
crizonnib treatment. It is necessary to further determine the sena-
tivity of compound mutants to ALK TKls. e

Ei.nzﬂy, othe molecular aleeratons rn.i.ghl: atfect patient outomes,
Recent findings have shown thar TP33 murarions or ALK variants
might be assodared with shorter progresd on-free survival and O in
ALK-positive NSCLC p:a.l:'l:nL:.'il 42 In our s:udy. no difference in 08
was found berween p:al:i.cnuwi.l:h or without TP53 mutadons, but the
number of padents in ech subgroup was too low ro draw any
conclusion from this resule. ALK vanans werenot asessed in ourstody.

Conclusion

Owr findings show thar mechanisms of resisrance to ALK TKls
can be detected in routine pracrice in a third of ALK-positive
NSCLC patients. Id:n:i.l:_ving ALK resistance mu@tions mi.ll,hl:
hdp in selecring the best subsequent rreamment,

Clinical Practice Points

e Anaplastic lymphome kinase (ALK) mutations confer resismna
mw ALK TKls in ALK—rm.rra.ng:c[ NSCLC. The frequency and
type of ALK murarions thar ocour ar progression depends on the
ype of ALK TKl received. Thoe muragons are srill rarely
i.rr'pul:i.ga:ud in routine practice,

o Using I:;IIFEEE[ NGS, we idenafied 8 patienms ha.rl':nring an ALK
mumtion among 23 ALK—rwrz.nﬁ:c[ NSCLC patients whose
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disease pmgrmnd |:|1.u‘ing ALK TKl geatment. Our resuls
suggese thar rargered NGS is suitable for dewcring ALK resis-
mnoe muGtions in ALK-ma.mmg:d NSCLC patents in routine
practice.

# The ALK mumrion rae was 15% afrer failure of the first ALK
Tl and 33% after failure of trearment with 2 ALK TKls.
Furthemmore, all of the patients who received a TKI presumed to
act on the detected ALK mutant achieved disease conirol, stg-
gosting, that the identifi@iion of ALK muradon could hdp o
select the best treamment ar progression.
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7 DISCUSSION

La médecine de précision a pour but de proposer un traitement adapté aux caractéristiques
moléculaires des tumeurs. La détection d’altérations moléculaires susceptibles de répondre a
des thérapies ciblées ainsi que I'identification des mécanismes de résistance a ces thérapies
représentent deux aspects majeurs de la médecine de précision qui ont été étudiés dans mes

travaux de thése.

Nous nous sommes d’abord intéressés aux mécanismes de résistance primaire aux ITK MET
dans les CBNPC avec mutations METex14 (représentant entre 2 et 3 % des CBNPC) (article
n°1). Dans les CBNPC METex14, |'efficacité des ITK MET est plus faible que dans les autres
modeles d’addiction oncogénique, ce qui suggere la présence de mécanismes de résistance
primaires. Compte tenu des interactions entre la voie PI3K et le récepteur MET (Hervieu et
Kermorgant 2018), nous nous sommes focalisés sur I'étude des altérations de la voie PI3K-AKT
comme potentiel mécanisme de résistance aux ITK MET. En constituant une cohorte de 65
patients, nous avons étudié les anomalies de la voie PI3K et mis en évidence deux patients
porteurs d’une mutation PIK3CA et six porteurs d’une perte totale d’expression de PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog). En corrélant les données cliniqgues avec les données
histologiques et moléculaires, nous avons observé que le taux de réponse a un ITK MET des
patients porteurs d’une co-altération MET/PI3K était sensiblement inférieur (0 %) a celui de
ceux ne présentant pas d’altération de la voie PI3K (63 %). L'étude in vitro de trois lignées
cellulaires porteuses de co-altération MET/PI3K a permis de confirmer I'implication de ces
altérations dans la résistance aux ITK MET. L'utilisation d’un inhibiteur PI3K en combinaison
avec un ITK MET a permis de bloquer la prolifération de ces lignées. Ces résultats peuvent
permettre d’envisager, a terme, un essai thérapeutique pour les patients porteurs d’'un CBNPC

METex14 avec altération de la voie PI3K.

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux mutations rares susceptibles de répondre aux
ITK MET (article n°2). Nous avons identifié un patient porteur d’un cholangiocarcinome avec
fusion et amplification de MET. Ce patient, initialement réfractaire a la chimiothérapie, a recu
un ITK MET permettant I'obtention d’une réponse objective. Aprés plusieurs mois de

traitement, une progression tumorale nous a conduit a rechercher un mécanisme de
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résistance acquis. Nous avons mis en évidence I'émergence d’une mutation du domaine

kinase de MET connue pour induire une résistance aux ITK MET de type 1.

Enfin, nous nous sommes intéressés a la faisabilité de la recherche des mutations de résistance
ALK par NGS ciblé chez les patients porteurs d’un CBNPC ALK+, traités par un ITK ALK
(article n°3). Les mécanismes de résistance aux ITK ALK sont majoritairement des secondes
mutations ALK affectant le domaine kinase. Les ITK ALK de deuxieme et troisieme génération
ont été développés afin de surmonter ces mécanismes. Dans ce travail, nous avons établi une
cohorte rétrospective de 23 patients ayant recu un ITK ALK et pour lesquels une biopsie a
progression était disponible. Une analyse par NGS des tumeurs a progression a été réalisée.
Nous avons identifié neuf patients porteurs d’une altération ALK (neuf mutations du domaine
kinase ALK et une amplification ALK) conférant une résistance aux ITK ALK. Parmi ces patients,
sept ont recu un ITK ALK de nouvelle génération a progression. Parmi les six patients ayant
recu un ITK ALK présumé actif contre la mutation ALK de résistance, cinq ont présenté une
réponse partielle et un une stabilité prolongée. Le patient ayant recu un ITK présumé non actif
sur la mutation de résistance a progressé a la premiere évaluation. Ces données semblent
confirmer l'utilité de rechercher les mécanismes de résistance afin d’orienter les choix

thérapeutiques.

Dans cette discussion, nous aborderons, tout d’abord, I'étude des mécanismes de résistance
aux ITK, en proposant une revue des mécanismes identifiés aux ITK MET. Ensuite, nous nous
intéresserons a la voie PI3K-AKT et aux enjeux soulevés par la découverte de ces
co-altérations. Enfin, nous évoquerons le challenge de la détection des anomalies

moléculaires.

7.1 Médecine de précision et mécanisme de résistance
7.1.1 Définition d’un mécanisme de résistance

Nous avons vu, précédemment, que I'identification des mécanismes conduisant a la résistance
aux thérapies ciblées a permis le développement de stratégies thérapeutiques innovantes afin
de surmonter cette résistance. Dés lors, la recherche des mécanismes de résistance est

essentielle si I'on souhaite améliorer la prise en charge des patients. |l existe deux notions
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importantes afin de définir un mécanisme de résistance : sa temporalité par rapport a la

thérapie regue et sa position par rapport a la cible thérapeutique.

Concernant la temporalité, les altérations responsables d’une résistance peuvent étre
présentes initialement dans la tumeur (mécanisme primaire) ou émerger aprés un traitement
(mécanisme acquis) (Lin et Shaw, n. d.). Les mécanismes de résistance acquis sont définis
comme |'apparition d’une progression sous traitement apres une réponse initiale (Westover
et al. 2018). Plusieurs critéres doivent étre respectés : la thérapie recue par le patient doit étre
délivrée en monothérapie et la progression doit survenir aprés une premiére réponse
documentée partielle ou compléete ou aprés une période de six mois de stabilité. Toutefois, il
est intéressant de noter que I'amélioration des techniques de détection a permis d’observer
que certains mécanismes de résistance acquis, émergeant sous la pression sélective des
thérapies, peuvent étre présents initialement dans la tumeur. Dans le cadre de nos travaux de
these, nous avons identifié les altérations de la voie PI3K comme un mécanisme primaire de
résistance conduisant a une progression sous ITK MET (article n°1). Nous avons également
identifié les mutations du domaine kinase de MET et ALK comme des mécanismes acquis ayant

émergé sous ITK MET et ALK (articles n°2 et n°3).

S’agissant de la position par rapport a la cible thérapeutique, les mécanismes de résistance
peuvent survenir sur la cible (mécanisme on-target) ou survenir en dehors de la cible
(mécanisme off-target). Les mécanismes on-target correspondent généralement a des
mutations du domaine kinase pouvant augmenter I’affinité du récepteur a I’ATP et induisant
un blocage stérique du site de fixation. En prenant pour exemple les CBNPC EGFR mutés et
ALK+, la mutation EGFR T790M représente 50 a 60 % des résistances aux ITK EGFR de premiere
et deuxieme génération tandis que la mutation du domaine kinase ALK représente entre 20
et 40 % des résistances aux ITK ALK (Lin et Shaw, n. d). D’autres mécanismes on target ont par
ailleurs été identifiés comme I'amplification du gene cible retrouvé dans 8 a 10 % des CBNPC
EGFR mutés traités par ITK EGFR et 7 a 18 % des CBNPC ALK+ traités par ITK ALK (Sequist et al.
2011 ; Katayama et al. 2012 ; Doebele et al. 2012). Les mécanismes de résistance off target
sont plus hétérogeénes, regroupant |'activation de voies de signalisation paralleles et les
transformations phénotypiques. Les voies de signalisation paralleles peuvent étre activées via
la présence d’altérations sur d’autres RTK, comme, par exemple, les amplifications de MET

dans les CBNPC EGFR-mutés et les CBNPC ALK+ (Baldacci et al. 2018 ; Gouji et al. 2014), mais
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également par la présence de mutations en aval, comme les mutations de MEK et de PIK3CA
(Crystal et al. 2014). Les transformations phénotypiques, quant a elles, correspondent le plus
souvent dans les CBNPC EGFR mutés et ALK+ a de modifications histologiques en carcinome a
petites cellules (CPC) (Lin et Shaw n. d.; Miyamoto et al. 2016 ; Sequist et al. 2011). Les
mécanismes conduisant a la transformation des CBNPC en CPC sont inconnus. La présence au
sein de la tumeur initiale d’'un contingent cellulaire de CPC qui aurait été sélectionné sous ITK

EGFR est une hypothése proposée (Cortot et Janne 2014b).

Dans le cadre de mes travaux de these, les altérations de la voie PI3K sont des mécanismes de
résistance off target car activant une voie de signalisation paralléle (article n°1) alors que les
mutations du domaine kinase de MET et ALK ainsi que I'amplification du géne ALK sont des

mécanismes on target (articles n°2 et 3).

7.1.2 Revue des mécanismes de résistance et des biomarqueurs de réponse aux
ITK MET

A ce jour, différents mécanismes de résistance (acquis et primaires) aux ITK MET ont été
observés en clinique. Dans mes travaux de thése, nous avons identifié les altérations de la voie
PI3K comme mécanismes de résistance primaires (article n°1) et les mutations du domaine
kinase de MET comme mécanisme de résistance acquis (article n°2). Dans la pratique clinique,
les ITK MET sont uniquement recommandés chez les patients porteurs d’'un CBNPC METex14.
Dés lors, I'essentiel des mécanismes de résistance ayant été identifiés concerne les patients

porteurs d’un CBNPC METex14.

7.1.2.1 Les mécanismes de résistance primaires aux ITK MET

A ce jour, aucun mécanisme de résistance on target responsable d’une résistance primaire

aux ITK MET n’a été observé dans les CBNPC METex14.

Concernant les mécanismes off target, deux principaux mécanismes de résistance primaires
ont été décrits : les mutations de KRAS et les altérations de la voie de signalisation PI3K. Des
mutations du géne KRAS ont été identifiées de novo chez respectivement 4,4 % et 5,2 % des

patients atteints de CBNPC METex14 (Rotow et al. 2018 ; Suzawa et al. 2019). Il s'agit
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majoritairement de substitutions impliquant la guanine en position 12 (G12 C/D/S/V) et, plus
rarement, des mutations KRAS G13C, Q22K et Q61H. Les données précliniques suggérent que
la présence d’'une mutation de KRAS entraine une résistance aux ITK MET dans le CBNPC
METex14 et que la combinaison des ITK MET et d’un inhibiteur MEK pourrait surmonter cette
résistance (Rotow et al. 2018). En pratique clinique, la sensibilité aux ITK MET reste mal
connue. Suzawa et al. ont décrit cinq patients présentant un CBNPC avec une co-altération
METex14 et KRAS. Dans quatre cas, la mutation a été identifiée dans la tumeur initiale. Le
traitement par un ITK MET a pu étre initié dans deux cas et a entrainé une stabilisation
transitoire de la maladie. Dans I'étude METROS, I'utilisation du crizotinib chez deux patients
atteints d’'un CBNPC METex14 avec une mutation de KRAS a conduit a une absence de réponse
objective (Landi et al. 2019). L’amplification du gene KRAS a également été décrite de novo
chez 2,6 % des patients, mais I'impact sur I'efficacité d’un TKI MET n’est pas connu (Suzawa et

al. 2019).

Concernant les altérations de la voie PI3K, nous avons observé que les mutations du gene PI3K
et les pertes d’expression de la protéine PTEN étaient fréquentes dans les CBNPC METex14.
Nous avons également rapporté, aprés une analyse d’une cohorte de 65 patients porteurs
d’un CBNPC METex14, un taux de réponse aux ITK MET plus faible chez les patients porteurs
d’une altération de la voie PI3K. De récentes données semblent confirmer nos observations.
L’analyse d’une cohorte de 75 patients ayant recu un ITK MET pour un CBNPC METex14 a mis
en évidence un taux de réponse objective ainsi qu’une survie plus faible pour les patients
porteurs d’une altération de la voie PI3K par rapport aux patients non porteurs de ces
altérations (13 % versus 41 %) (Guo et al. 2020). Toutefois, nous notons des différences par
rapport a nos travaux. Concernant la fréquence des altérations, Guo et al. ont retrouvé une
altération de la voie PI3K dans 11 % des cas. Bien que nous ayons identifié une altération de
la voie PI3K dans 12 % des cas, cette fréquence est probablement sous-estimée compte tenu
du fait que I'analyse de I'expression de PTEN (principale altération identifiée) n’a pu étre
réalisée que sur 40 % des tumeurs. Concernant les altérations de PTEN, Guo et al. se sont
intéressés aux mutations survenant sur le géne PTEN, alors gue nous nous sommes focalisés
sur l'expression de la protéine PTEN. Il existe de nombreuses altérations post-
transcriptionnelles pouvant moduler I'expression de la protéine PTEN, ce qui peut expliquer

la différence de fréquence observée dans nos deux études (Lee, Chen et Pandolfi 2018).
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7.1.2.2 Les mécanismes de résistance acquis aux ITK MET

A ce jour, nous disposons des résultats d’analyse de deux cohortes de patients porteurs d’un
CBNPC METex14, traités par ITK MET et pour lesquels une biopsie a progression a été réalisée.
Une premiére cohorte de 20 patients a mis en évidence un mécanisme on target dans 35 %
des tumeurs et un mécanisme off target dans 45 % d’entre elles (Recondo et al. 2020). Une
seconde cohorte de quinze patients a permis de retrouver un mécanisme on target dans 20 %

des cas et un mécanisme off target dans 33 % des cas (Guo et al. 2020).

7.1.2.2.1 Les mécanismes de résistance acquis et on target

L'un des mécanismes de résistance acquis et on target aux ITK MET le plus décrit chez les
patients atteints d’'un CBNPC METex14 est la survenue d’une mutation secondaire du géne
MET (le plus souvent dans le domaine kinase). Nous avons également observé un cas similaire
d’émergence d’une mutation du domaine kinase de MET apres un traitement par capmatinib
(article n°2). Les mutations de MET sont responsables d’une modification de la conformation
du domaine kinase de la protéine MET interférant avec la liaison a I'lTK MET (Fujino et al.
2019). A ce jour, plus de dix mutations différentes ont été rapportées. Les plus fréquentes se
situent sur la leucine 1195, la lysine 1228, 1246 et la tyrosine 1230 (Heist et al. 2016 ; Guo et
al. 2019a; Li et al. 2017 ; Jin et al. 2019 ; Dong et al. 2016 ; Rotow et al. 2018 ; Zhang, Yin et
Peng 2017 ; Ou et al. 2017 ; Awad et al. 2018 ; 2020). Par ailleurs, la présence de mutations
kinases composites a également été observée. En effet, Awad et al. ont rapporté trois cas de
mutations composites : un apres un traitement au crizotinib (MET Y1230H ; D1228N ; D1228S)
et deux (MET D1228N ; G1163R; L1195V et H1049Y ; L1195V ; L1195F) apres un traitement

au glesatinib.

Parmi les autres mécanismes on target décrits, on retrouve une amplification du gene MET
(17 copies), survenue chez un patient traité par glesatinib ainsi qu’un cas d’amplification du

géne HGF apres traitement par crizotinib (Guo et al. 2019b ; Recondo et al. 2020).

Il est intéressant de noter que la sécrétion autocrine d’'HGF et I'amplification EGFR ont été

décrits comme des mécanismes de résistance potentiels aux ITK EGFR (Yano et al. 2008).
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7.1.2.2.2 Les mécanismes de résistance acquise et off target

L'amplification du gene KRAS est le mécanisme de résistance acquis et off target le plus
fréquemment mis en évidence. En 2018, Bahcall et al. ont identifié trois patients atteints d’un
CBNPC METex14 ayant acquis, aprés une réponse initiale au crizotinib, une amplification du
géne sauvage de KRAS ((Bahcall et al. 2018). En 2019, Rotow et al. ont décrit un cas
d'amplification du géne KRAS (22 copies du géne) aprés une réponse initiale au crizotinib
(Rotow et al. 2018). La méme année, Han et al. ont rapporté un cas d’amplification de KRAS
apres neuf mois de traitement par savolitinib chez un patient atteint d’'un CBNPC METex14
(Han et al. 2019). Plus récemment Awad et al. ont observé I'émergence d’une amplification
de KRAS chez deux patients préalablement traités par crizotinib. Il est intéressant de noter
que chez ces deux patients une amplification EGFR était également retrouvée (Recondo et al.
2020). Parmi les autres mécanismes identifiés, la mutation KRASG12D a été retrouvée chez un
patient traité par crizotinib et une co-amplification de ERBB3 et EGFR a été identifiée chez

deux patients traités par capmatinib (Recondo et al. 2020).

7.1.2.3 Les biomarqueurs prédictifs de réponse aux ITK MET

Il existe des données significatives concernant des marqueurs prédictifs de réponse. En 2020,
Guo et al. se sont intéressés a I'impact de I'expression du récepteur MET, analysé par
spectrométrie de masse (SM) et par immunohistochimie (IHC), sur la réponse aux ITK MET
dans les CBNPC METex14. Les auteurs ont ainsi observé que les tumeurs n’exprimant pas le
récepteur MET étaient résistantes aux ITK MET (0 % versus 60 %). De plus, le taux de réponse
était dépendant du H-score (proportion de cellules positives) avec un taux de 62 % sile H score
était > 200 versus 28 % pour un H-score compris entre 1 et 199. La survie était également
impactée, avec une survie sans progression a 10,4 mois pour les H-scores > 200 contre

5,5 mois pour les H-score < 200 (Guo et al. 2020).

Concernant la recherche de biomarqueurs de réponse, au sein du laboratoire nous travaillons
actuellement sur I’évaluation du role de I’'HGF dans les CBNPC METex14 (cf. annexe article 1).
Dans un premier temps, nous avons évalué le réle de I'HGF dans le potentiel oncogénique des

mutations METex14. Pour cela, nous avons inséré (via une technique de CRISPR-Cas9) une
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mutation ponctuelle de MET responsable d’un saut de I'exon 14 de MET dans une lignée
épithéliale bronchique immortalisée mais non transformée (16HBE140-). Ainsi, nous avons
obtenu la lignée 16HBE-Ex14. Nous avons également établi une lignée 16HBE140- exprimant
le récepteur MET sauvage, 16HBE-WT. Plusieurs expérimentations ont été menées dont des
expériences de tumorigenese in vivo pour lesquelles des xénogreffes de cellules 16HBE-Ex14
et16HBE-WT ont été réalisées dans deux modeles de souris SCID. Nous avons utilisé un modeéle
de souris SCID exprimant I’'HGF humain (hHGFki-SCID) et un modele de souris SCID contréle
(NSG). Nous avons, dans un premier temps, observé que les cellules 16HBE-Ex14 injectées
dans des souris hHGFki-SCID, formaient plus de tumeurs comparées aux cellules 16HBE-WT
(100% versus 14%) (Annexe n°1 A). Par la suite, nous avons pu observer que le pourcentage
de souris présentant des tumeurs était nettement supérieur lorsque les cellules 16HBE-ex14
étaient injectées dans les souris hHGFki-SCID que dans les souris NSG (86 % versus 35 %)
(Annexe n°1 B). Nous avons également démontré, que I'ajout d’un inhibiteur de MET,
permettait de bloquer la prolifération des cellules 16HBE-ex14 dans les souris hHGFki-SCID
(Annexe n°1 C). Ces résultats témoignent de I'impact de I'HGF dans le potentiel oncogénique
des altérations METex14. Par la suite, nous nous sommes intéressés au role de I'HGF comme
potentiel biomarqueur de réponse prédictif aux ITK MET dans les CBNPC METex14. Nous
avons constaté que 33 % des tumeurs expriment I’'HGF, ce qui confirme la faisabilité de cette
recherche. Toutefois, aucune donnée clinique d’efficacité des ITK MET n’est disponible pour
ces patients, ce qui ne permet pas, a ce jour, d’évaluer ’'HGF comme un éventuel biomarqueur

de réponse.

7.1.2.4 Stratégies proposées afin de surmonter les résistances acquises on target aux
ITK MET

Nos travaux de recherche sur les CBNPC ALK+ (article n°3) nous ont permis de montrer que
I'utilisation d’un ITK ALK, choisi en fonction du mécanisme de résistance identifié, était
associée a un taux de réponse important. Concernant les mécanismes de résistance aux ITK
MET, a l'instar d’autres modeéles d’addiction oncogénique, la survenue de mutations dans les
exons codant pour le domaine kinase du récepteur MET est le mécanisme de résistance acquis
et on target le plus fréguemment observé. S’agissant de la prise en charge des patients

présentant ces mutations de résistance, des données précliniques, obtenues dans le modeéle
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cellulaire Ba/F3 exprimant la mutation METex14, ont permis de classer les différentes
sensibilités aux ITK MET selon le type de mutation kinase de MET (Fujino et al. 2019). Ainsi, il
a été observé que les mutations impliquant la lysine 1228 et la tyrosine 1230 sont toutes
résistantes aux ITK de type la et Ib et pourraient étre surmontées, pour la majorité d'entre
elles, par un ITK de type Il, a I'exception des mutations D1228A et D1228Y. En revanche, les
mutations impliquant la leucine 1195 et la phénylalanine 1120 sont principalement sensibles
aux ITK MET de type 1 et résistantes aux ITK de type 2. Des données cliniques semblent

confirmer ces observations.

Le cas d’un patient suivi pour un CBNPC METex14 et ayant présenté I'émergence d’une
mutation de résistance du domaine kinase de MET (Y1230H) aprés un traitement par crizotinib
a été rapporté. Un traitement par glesatinib, un ITK MET de type II, a pu étre initié, ce qui a
permis I'obtention d’une réponse partielle (Engstrom et al. 2017). Recondo et al. ont
également rapporté plusieurs cas de patients porteurs d’'un CBNPC METex14 et ayant
développé un ou plusieurs mécanismes de résistance on target. Un premier cas concernait un
patient ayant développé une mutation MET Y1230H aprés un traitement de quinze mois de
crizotinib, un traitement par mérestinib, un inhibiteur de type Il, a été introduit et a permis
I'obtention d’une réponse. Un deuxieéme cas rapportait I'’émergence d’'une amplification de
MET (17 copies) sous glesatinib, un traitement par crizotinib a été initié conduisant a une
réponse partielle pendant dix mois. Enfin, un troisieme cas était celui d’un patient traité par
crizotinib et pour lequel six mutations ont été identifiées (les mutations MET D1228N/H,
Y1230S/H et G1163R, connues pour induire une résistance aux ITK MET de type 1, et la
mutation MET L1195V, responsable d’une résistance aux ITK MET de type ll), le glesatinib a

été introduit et a conduit a une progression aprés un mois de traitement (Recondo et al. 2020).

Ces données offrent des perspectives intéressantes pour les patients porteurs d’un cancer
avec une addiction oncogénique a MET et développant une mutation du domaine kinase de
MET sous ITK. En effet, nous avons observé chez les patients porteurs d’'un CBNPC ALK+ avec
une mutation du domaine kinase ALK que l'utilisation d’une stratégie thérapeutique visant a

surmonter la résistance est associée a un taux de réponse (86 %) (article n°3).

Il est également intéressant d’explorer d’autres stratégies en cas de mécanismes on target,

comme l'inhibition de voies de signalisation paralléles pouvant étre suractivées, et ce, en
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I'absence d’altération spécifiqgue de ces voies. Par exemple, des données précliniques
suggerent que la voie NOTCH est suractivée en présence de la mutation de résistance aux ITK
EGFR de premiére génération (EGFR T790M) et également en présence de la mutation de
résistance a I'osimertinib (EGFR C797S). Il a aussi été observé que |'utilisation d’un inhibiteur

de la voie NOTCH permet de restaurer la sensibilité aux ITK EGFR (Mur et al. 2020).

7.2 Voie PI3K et résistance aux thérapies anticancéreuses

Durant mes travaux de théses, nous nous sommes spécifiquement focalisés sur les altérations
de la voie PI3K comme mécanismes de résistance aux ITK. Ce choix tient a I'existence d’une

forte interaction entre MET et la voie PI3K.

L'impact réel des altérations de PI3K dans la survenue de résistances aux thérapies
anticancéreuses est peu connu. Toutefois, les altérations de PI3K ont été décrites comme un
mécanisme de résistance aux thérapies ciblées, a la chimiothérapie, a I'hormonothérapie et
I'immunothérapie témoignant, ainsi, d’'un réle prépondérant des acteurs de cette voie dans
I’échec thérapeutique (Huang et Fu 2015 ; Mills, Rutkovsky et Giordano 2018 ; Wang et al.
2016 ; Hwu et Davies n. d. ; Barrueto et al. 2020).

Dans les CBNPC avec addiction oncogénique, les altérations de PI3K (tout particulierement les
mutations PIK3CA) ont été décrites comme des mécanismes de résistances aux ITK. Engelman
et al. ont démontré qu’insérer une mutation PIK3CA (E545K) dans une lignée cellulaire de
CBNPC (HCC827) sensible aux ITK EGFR conduit a une résistance a ces derniers (Engelman et
al. 2006). Dans les adénocarcinomes pulmonaires, la présence d’une co-altération EGFR-PI3K
est détectée dans 13 % des cas. Ce taux est ailleurs enrichi aprés exposition a un ITK EGFR (Yu
et al. 2018). La présence d’une co-altération EGFR-PI3K est associée a un plus mauvais
pronostic (survie globale de 18 mois versus 33, p : 0,006) sans pour autant modifier le taux de
réponse aux ITK EGFR (83 % versus 62 %, p = 0,80) (Engelman et al. 2015).

Des données issues de 324 patients ayant progressé sous ITK EGFR de premiere génération
ont montré que 14,9 % des tumeurs étaient porteuses d’une altération de PI3K (mutation de
PIK3CA, mutation de AKT ou mutation de PTEN), suggérant que cette derniére est un potentiel
mécanisme de résistance acquis (Fang et al. 2020).

Les résultats récents obtenus avec les inhibiteurs de la voie PI3K dans les cancers du sein
offrent I'espoir d’utiliser ces thérapeutiques dans les années a venir dans différents cancers
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(Verret et al. 2019). Toutefois, de nombreux essais ayant évalué les inhibiteurs PI3K en
combinaison avec la chimiothérapie ou des thérapies ciblées ont échoué a démontrer la
supériorité de I'ajout de ce traitement (Rodon et al. 2018).

La dérégulation conjointe de MET et de PI3K a été identifiée dans de nombreux cancers
(Hervieu et Kermorgant 2018). Il s’agit principalement d’études précliniques ayant relevé la
présence d’une activation conjointe de MET et de PI3K dans des lignées cellulaires résistantes
a la chimiothérapie et a la radiothérapie (Jung, Choi et Kwak 2015 ; Ettl et al. 2015).

Les stratégies visant a combiner des ITK de PI3K et des inhibiteur de MET ont été évaluées a
plusieurs reprises. Nous avons pu montrer que |'utilisation d’un inhibiteur de la voie PI3K
permettait de restaurer la sensibilité aux ITK MET en cas de co-altération MET/PI3K (article
n°1). Une observation similaire a également été effectuée en cas d’amplification de KRAS. En
effet, dans ce modele, la voie PI3K-AKT (médiée par la sécrétion autocrine du ligand EGF) était
activée. L'ajout d’un inhibiteur de la voie PI3K couplé a une inhibition de MET a permis de
surmonter la résistance. Sur le plan clinique, a ce jour, nous disposons d’une seule étude ayant
évalué la possibilité d’'une co-inhibition de MET et de PI3K. Cette étude s’est intéressée aux
patients porteurs d’un glioblastome avec altération de PTEN. Il s’agit d’un essai de phase Ib/Il,
ayant évalué le capmatinib en combinaison avec le buparlisib. En raison d’'un manque
d’efficacité clinique notable, caractérisé par I'absence de réponse objective et un taux de
stabilité de 30 %, cet essai a été interrompu. Toutefois, il est intéressant de noter un profil de
tolérance acceptable avec un taux d’évenement indésirable de grade Il de 36,4 %, suggérant,
a terme, la possibilité d’évaluer cette combinaison chez des patients porteurs d’'un CBNPC

METex14 avec une altération de la voie PI3K.

7.3 Détection des biomarqueurs : enjeux et problématiques

Durant mes travaux de theses, la détection des biomarqueurs de réponse aux thérapies
ciblées était centrale. Dans un premier temps, nous avons cherché a optimiser nos outils de
détection afin de mieux identifier les patients porteurs d’'un CBNPC METex14 (Descarpentries
et al. 2018). Afin de mieux identifier les altérations de PTEN, nous avons proposé une analyse
par IHC de I'expression de PTEN (article n°1). Nous avons travaillé a la détection d’un nouveau
driver oncogénique, la fusion de MET (article n°2). Nous avons essayé d’étudier la faisabilité

de la recherche des mécanismes de résistance en routine clinique par NGS ciblé réalisé sur

105



biopsie solide et liquide (article n°3). Enfin, nous travaillons actuellement sur le réle de I'HGF
en tant que biomarqueur de réponse aux ITK MET et proposons une analyse par IHC de I'HGF

sur tumeur (Fernandes et al.).

7.3.1 Place des différents outils de biologie cellulaire et moléculaire dans la
détection des altérations moléculaires en oncologie

Nos travaux sur les mutations METex14 et les fusions de MET soulignent la difficulté
d’identifier certaines cibles thérapeutiques. La premiére étape indispensable précédant la
mise en place d’une thérapie ciblée consiste a identifier les patients porteurs d’une altération
moléculaire actionnable. Historiquement, la détection de ces altérations était effectuée selon
une stratégie de test d’un géne unique. Plusieurs outils sont disponibles (dont certains encore
largement utilisés) tels que la technique de Sanger, la RT-PCR (réaction de polymérisation en
chaine par transcription inverse) ou la FISH (Sabari et al. 2017). La technique de Sanger a été
I'une des premiéres méthodes de détection des mutations dans le cancer du poumon, dont,
notamment, les mutations des génes EGFR et KRAS. La RT-PCR et la FISH sont utilisées afin de

détecter des fusions de genes.

L’arrivée des ITK en oncologie coincide avec une révolution en biologie moléculaire : le
séquencage a haut débit ou de nouvelle génération (NGS). Contrairement a la technique de
Sanger, le NGS permet la lecture en parallele de milliers de brins d’ADN. Ce progrés
technologique a, notamment, réduit la vitesse de séquencage du génome humain initialement
de quinze ans a une journée (Sabari et al. 2017). Il existe trois techniques différentes : le
séquencage ciblé, le séquencage des régions codantes (Whole exome sequencing) et le
séquencage du génome entier (Whole genome sequencing). A ce jour, le séquencage d’un
panel de génes est la technique la plus couramment employée en routine clinique pour des

raisons de cout et de rapidité d’interprétation.

En cancérologie pulmonaire, le NGS a révolutionné la détection des mutations. En 2014, le
TCGA (the cancer genome atlas) a publié les profils moléculaires de 230 adénocarcinomes
pulmonaires obtenus par Whole exome sequencing. Le NGS a permis de détecter des
mutations qui n’étaient pas retrouvées par les techniques anciennes. En 2015, une étude

rétrospective effectuée sur des patients porteurs d’'un adénocarcinome, peu ou non fumeurs
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et ne présentant pas d’altération actionnable apres analyse par les techniques antérieures au
NGS, a permis d’observer que le séquencage a haut débit d’un panel conduisait a identifier

65 % des patients avec des altérations moléculaires actionnables (Drilon et al. 2015).

Comme toute technique, le NGS présente des limites. Le WES et le WGS sont des techniques
couteuses et difficiles d’interprétation compte tenu des données produites et du nombre de
variants identifiés (Kamps et al. 2017). Le séquencgage d’un panel de génes, quant a lui, est
limité par rapport aux cibles que I'on souhaite analyser. Dans le cas de nos travaux de
recherche, nous avons été confronté a la problématique que pose la détection des mutations
METex14 car, contrairement aux mutations EGFR, ces dernieres sont nombreuses (plus d’une
centaine ont été décrites) et hétérogenes (délétions, insertions et substitutions). De plus, elles
surviennent dans les introns, qui sont des régions habituellement non couvertes par les panels
de NGS classiques. L'utilisation du panel Colon and Lung (largement utilisé en routine clinique),
ne permettait d’identifier que 0,2 % des cas nécessitant d’optimiser la technique. En
développant un panel spécifique, couplé a une analyse des fragments longs, nous avons pu
obtenir un taux de détection des mutations METex14 dans les CBNPC de 2,2 % (Annexe 2)

(Descarpentries et al. 2018).

Une autre problématique repose sur les fusions de génes. Au cours des derniéres décennies,
le nombre de fusions impliquant des oncogenes identifiés n’a cessé de croitre. L'arrivée de
thérapies efficaces contre ces altérations a rendu indispensable leur recherche en routine
clinique. Au-dela des fusions bien connues comme celles impliquant ALK ou ROS1, on peut par
exemple citer les fusions NTRK, NRG1, RET. Concernant le récepteur MET, le nombre de
fusions de MET détectées augmente dans de nombreux cancers et 'utilisation d’un ITK MET
semble efficace en présence de cette altération (article n°2). Néanmoins, les techniques
actuelles de détection des fusions utilisées en routine clinique reposent essentiellement sur
la FISH. La recherche de I'ensemble des fusions par FISH est chronophage, car cette technique
permet I'analyse d’un seul gene. Afin de pallier cette problématique, de nouvelles techniques
de NGS basées sur la détection d’ARN ont été développés et sont disponibles
commercialement (Schram et al. 2017). Ces techniques, sensibles et permettant de tester
plusieurs échantillons en méme temps, se heurtent néanmoins aux problémes liés a la qualité

des échantillons et au co(t.
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7.3.2 Enjeu et défi de la détection des mécanismes de résistances en routine
clinique

La détection des mécanismes de résistance est un enjeu majeur de la médecine de précision.
Toutefois, cette détection est délicate car elle impose de disposer de matériel tumoral

suffisant et dépend du mécanisme recherché.

L’accessibilité du matériel tumoral concerne essentiellement la recherche de mécanismes
acquis. Elle suppose que le site de progression soit accessible a une biopsie et que le patient
présente un état général compatible avec la réalisation de ce geste invasif. En effet, une étude
menée par le groupe francais de pneumo-cancérologie (GFPC) a montré que sur 100 patients
pour lesquels une biopsie était proposée, 18 % n’étaient pas éligibles a sa réalisation. De plus,
sur I'ensemble des biopsies effectuées, 34 % n’étaient pas contributives (Chouaid et al. 2014).
Une alternative, que nous présentons dans les articles n°2 et n°3, consiste a utiliser de la
biopsie liquide. Cette derniére regroupe les analyses des cellules tumorales circulantes (CTC),
de ’ADN tumoral circulant (ADNc), des miARN circulants et des exosomes (petites vésicules
extracellulaires). La biopsie liquide offre plusieurs avantages : peu invasive, ce qui implique
une notion de répétabilité, elle peut étre utilisée pour suivre une réponse sous traitement
(Lianidou et Pantel 2019) et permet, enfin, de mieux refléter I’'hétérogénéité tumorale et de
mieux identifier le mécanisme de résistance. Par ailleurs, cette technique est recommandée
dans la détection des mutations EGFR. Néanmoins, I'utilisation de la biopsie liquide comporte
une limite importante : une sensibilité plus faible que celle de la biopsie tissulaire dans la
détection des mutations, généralement entre 40 et 70 % selon les techniques. En outre, les
biopsies liquides ne permettent pas de détecter 'ensemble des mécanismes de résistance,

comme les amplifications et les transformations histologiques (Chang et al. 2020).

L'autre point important concerne le type de mécanisme recherché. Dans I'article n°1, nous
présentons la perte d’expression de PTEN comme mécanisme de résistance. Nous avons défini
un seuil de négativité lorsque 0 % des cellules exprime la protéine. La mesure de I'expression
de PTEN est bien codifiée et de nombreux anticorps sont disponibles pour I'analyse. Toutefois,
I’'analyse de I'expression de PTEN n’est pas réalisée en routine dans tous les centres, ce qui
limite la détection de ce mécanisme. De surcroit, le seuil de négativité peut varier, certaines

équipes incluant une expression faible de la protéine < 10 % comme un résultat négatif (Lotan
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et al. 2011). Il convient alors de bien standardiser les techniques afin d’offrir une meilleure

reproductibilité.

7.3.3 Impact de la détection de co-altérations sur le choix thérapeutique

Comme nous I'avons décrit précédemment, 'utilisation de traitements capables de surmonter
les mécanismes de résistance a considérablement modifié la prise en charge des patients
porteurs de tumeurs avec une addiction oncogénique. De plus, des stratégies visant a
surmonter les résistances avant que ces derniéres n’émergent semblent offrir des résultats

supérieurs aux stratégies développées initialement.

La plupart des travaux ayant étudié des co-altérations ont établi des stratégies thérapeutiques
dont le plus grand nombre repose sur I'utilisation de combinaisons de traitement afin de
bloquer les différentes altérations. Bien que les résultats obtenus soient prometteurs, en

pratique cliniqgue aucune combinaison n’est actuellement recommandée.

L'une des raisons principales tient au contraste observé entre les données obtenues sur des
modeles précliniques et les données de vie réelle. En prenant pour exemple la co-altération
de la voie RAS identifiée chez des patients porteurs de CBNPC METex14, des données publiées
par Guo et al. n"ont pas mis en évidence de différence de survie et de taux de réponse selon
le statut RAS de la tumeur chez des patients traités par ITK MET. Ce contraste entre les
données cliniques et fondamentales repose essentiellement sur [I’hétérogénéité
intratumorale définie par la présence de plusieurs populations cellulaires dont les anomalies
moléculaires different au sein d’'une méme tumeur (Hinohara et Polyak 2019). En effet, il n’est
pas rare d’observer la présence d’'une co-altération sur une fraction de la tumeur analysée,
suggérant qu’une partie de la tumeur ne porte pas de co-altération susceptible de conférer

une résistance.

7.4 Conclusion

En conclusion, ce travail de thése a permis d’identifier une nouvelle voie de résistance aux ITK
MET dans les CBNPC METex14 et de proposer une stratégie thérapeutique afin de surmonter

ce mécanisme. Ce travail de thése a également offert 'opportunité de confirmer la fusion de
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MET comme une cible potentielle et d’identifier la mutation kinase de MET comme
mécanisme de résistance acquise, dans un autre modele d’addiction a MET. Enfin, il a donné
la possibilité d’évaluer la faisabilité et la pertinence de la recherche de mutations de résistance
dans les CBNPC ALK+. Ces résultats illustrent la nécessité de poursuivre dans la recherche des

mécanismes de résistance afin de proposer des stratégies thérapeutiques innovantes.
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9 Annexe

Annexe 1

Figure extraite de I'article « Ligand -dependent oncogene addiction of the MET exon14

skipping ; » ; soumission prévue en janvier 2021 » (A) Expérience de tumorigenése in vivo sur
souris hHGFki-SCID ; injection des lignées 16HBE6WT et 16HBE-Ex14 (B) Expérience de tumorigenése
in vivo sur souris hHGFki-SCID et NSG contréle, injection de la lignée 16HBE-Ex14 (C) Efficacité de
I’'OMO-1 (inhibiteur MET) sur la croissance in-vivo de la lignée 16HBE-Ex14 dans les souris hHGFki-
SCID.
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ABSTRACT

Introduction: Genomic alterations affecting splice sites of
MNNG HOS transforming gene (MET) exon 14 were recently
identified in NSCLC patients. Objective responses to MET
tyrosine kinase inhibitors have been reported in these pa-
tients. Thus, detection of MET exon 14 splice site mutations
represents a major challenge. So far, most of these alter-
ations were found by full-exome sequencing or large
capture-based next-generation sequencing (NGS) panels,
which are not suitable for routine diagnosis.

Methods: Aiming to provide a molecular testing method
applicable in routine practice, we first developed a fragment-
length analysis for detecting deletions in introns flanking
MET exon 14. Second, we designed an optimized targeted NGS
panel called CLAPv1, covering the MET exon 14 and flanking
regions in addition to the main molecular targets usually
covered in genomic testing. In patients with MET exon 14
mutations, MET gene amplification, gene copy number and
MET receptor expression were also determined.

Results: Among 1514 formalindfized paraffir-embedded
NSCLC samples, nonoptimized NGS allowed detection of MET
exon 14 mutations in only 0.3% of the patients, and fragment
length analysis detected deletions in 1.1% of the patients. Com-
bined, the optimized CLAPv1 panel and fragment-length analysis
implemented for routine molecular testing revealed MET exon
14 alterations in 22% of 365 additional NSCLC patients.
MET gene amplification or high gene copy number was observed
in & of 30 patients (20%) harboring MET exon 14 mutations.

Conclusions: These results show that optimized targeted
NGS and fragment-length analysis improve detection of MET
alterations in routine practice.
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Introduction

Targeted therapies have recently changed the care of
patients with cancers displaying well-defined oncogene-
addiction-causing alterations. Several such genomic
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alterations have been evidenced, including mutations,
ranslocations, and gene amplifications. In NSCLC, mu-
tations occurring in the kinase domain of EGFR or BRAF
and rearrangements involving the tyrosine kinase re-
ceptor ALK receptor tyrosine kinase [ALK) or ROS1
define unique subsets of patients who benefit from
tyrosine kinase inhibitors (TKIs). Point mutations, in-
sertions, and deletions are usually investigated by next-
generation sequencing (NGS), with the help of commer-
cial panels covering the main oncogenes amenable to
targeted therapies. However, the spectrum of targetable
molecular alterations is constantly expanding with the
regular discovery of novel driver alterations in onco-
genes and tumor suppressor genes. Recent publications
describe a set of novel mutations located within splice
sites of MNNG HOS transforming gene (MET) exon 14,
causing constitutive activation of the MET receptor.

MET is a receptor tyrosine kinase produced pre-
dominantly in cells of epithelial origin. It is activated by
its stromal ligand, the hepatocyte growth factor, also
called scatter factor.” Hepatocyte growth factor and MET
are essential to embryonic development and tissue
regeneration in adults.” " Amplification of the MET gene,
leading to its massive expression and ligand-
independent activation, has been reported in 1% to 5%
of gastric and lung cancers."”"? MET kinase domain
mutations have also been described in various cancer
types, including renal and lung cancers.” In a recent
study, mutations at MET exon 14 splice sites were found
in approximately 3% of the profiled lung tumors."* To
date, more than 130 different mutations altering splice
sites of MET exon 14 have been described. These mu-
tations include point mutations, deletions, insertions,
and complex mutations (indels), all of which affect
conserved sequences of splice donor or acceptor sites. At
the 5" end of the exon, most of the alterations are de-
letions, insertions, and indels affecting the splice
acceptor site, the branch point, or the polypyrimidine
tract At the 3' end, most are point mutations affecting
the splice donor site."” All these alterations are thought
to induce in-frame exon 14 skipping, which leads to
deletion of the juxtamembrane domain of the MET re-
ceptor. This juxtamembrane domain is a well-known
negative regulatory domain containing at least three
regulatory sites: (1) a ligand-dependent phosphorylated
tyrosine residue (Y1003) involved in receptor degrada-
tdon through recruitment of the ubiquitin ligase CBL
proto-oncogene (CBL), (2) a phosphorylated serine res-
idue (5985) involved in downregulation of MET kinase
activity, and (3) a caspase cleavage site involved in MET
degradation during apoptosis. Thus, MET exon 14
splicing and subsequent juxtamembrane domain skip-
ping result in constitutive MET activation (for a review
see Cortot et al."").
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Importantly, several case reports describe objective
responses to MET-targeting TKls in patients with such
mutations, and preliminary results of a phase | clinical
trial reported a 39% objective response rate with cri-
zotinib.™™'™*  Thus, identifying NSCLC patients
harboring MET exon 14 splice site mutations has become
an important goal. Given the expected low rate of such
mutations, clinicians need a sensitive routine method for
detecting them to identify all patients liable to benefit
from MET TKI treatment.

MET exon 14 splice site mutations have been found
mainly by whole-exome sequencing, large-hybrid-
capture-based NGS5, or Sanger sequencing of
MET'*'5#50 guch technologies are not applicable in
routine practice because of high cost, the need to use
large tumor samples, or a lack of sensitivity. In contrast,
targeted NGS, now widely implemented in molecular
laboratories, allows comprehensive routine molecular
profiling of tumor samples enabling the detection of
known altered oncogenes and tumor Suppressors.
Commercially available panels, however, are not suitable
for detecting the wide range of MET exon 14 splice site
mutations because of the great diversity and specific
localization of these alterations.™

Here we describe a method for detecting MET exon
14 splice site mutations. It can be implemented in
routine practice and is based on combining fragment-
length analysis with optimized targeted NGS.

Materials and Methods

Tumor Samples and DNA/RNA Extraction
Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples
from non-small cell lung tumors were received in our
laboratory between October 2015 and December 2017,
in the context of daily practice. Before molecular anal-
ysis, a hematoxylin-and-eosin-stained slide was pre-
pared from each tumor and examined by a pathologist.
The pathologist evaluated the tumor cell content If
easily feasible, macrodissection was performed to
enhance the tumor cell content. DNA was extracted from
FFPE tumor blocks. Briefly, 10-pm-thick sections were
cut from each block. After removing the paraffin with
Deparaffinization  Solution  (Qiagen, Courtaboeuf,
France), DNA was extracted with the QlAamp FFPE tis-
sue kit (Qiagen) according to the manufacturer's in-
structions. Extracted DNA was quantified with the
Quant-it PicoGreent dsDNA Assay Kit (Thermofisher
Scientific, Courtaboeuf, France) on a Xenius XC spectro-
fluorometer (Safas, Monaco). Immunochistochemistry
(IHC) (for MET expression) and fluorescence in situ
hybridization (FISH) (for detection of MET gene ampli-
fication) were performed on 4-pm-thick FFPE sections.
RNA was extracted from three 20-pm-thick sections of
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each available FFPE mumor block. This was done with the
Total RNA FFPE tissue kit (Macherey-Nagel, Inc, Beth-
lehem, Pennsylvania) according to the manufacturer's
instructions.

NGS5 Panel Design

The panel designed for FFPE samples was developed
with the AmpliSeq designer software ([Thermofisher
Scientific) with white glove assistance to cover some
positions. These targets were partially selected from the
lon AmpliSeq Colon and Lung Research Panel V2, and the
panel was optimized to cover the whole MET exon 14 to
detect most of the described variants. Additional targets
included partial or entire exons of the following selected
genes: ACVRI, AKT1, ALK, BRAF, CTNNE1, EGFR, ERBEZ,
ERBB4, FGFR1, FGFRZ, FGFR3, GNAII, GNAQ GNAS,
H3F3A, H3F3B, HISTIH3EB, HISTIH3C, HRAS, IDH1, IDHZ,
KRAS KIT MAP2K1, MET, NRAS, PDGERA, PIK3CA, PTEN,
PTPN11, SMAD4, and TP53. The designed panel named
CLAPv1 is provided in Supplementary Table 53.

Library Preparation

AmpliSeq libraries were prepared with the lon
AmpliSeq Library Kit 2.0, the lon Xpress Barcode Adapter
Kit, and primers (lon AmpliSeq custom panel or Colon
and Lung VZ) [Thermofisher Scientific). Ten nanograms
of each DNA sample were used as template to prepare the
library according to the manufacturer's instructions.
Quality control and quantification of all libraries were
performed on the Agilent 2200 [Agilent Technologies,
Inc., Wilmington, Delaware) Tapestation using the High
Sensitivity D1000 ScreenTape assay. After normalization,
the libraries were pooled. Emulsion polymerase chain
reaction (PCR) was used to clonally amplify the obtained
library pool, diluted to 65 gpmol/L. Emulsion PCR,
enrichment, and chip loading were performed on an lon
Chef instrument with the lon P Hi- Chef Kit or the lon
54 Kit-Chef (Thermofisher Scientific). Samples were
sequenced using lon P1 chips on the lon Proton System or
lon 540 chips on the lon S5XL system [Thermofisher
Scientific). Forty-eight barcoded samples were loaded per
chip, that is, 45 patient tumor samples and 3 control
samples. A positive control, a negative control, and a
nontemplate control were analyzed on each run to ensure
the analytical performance of the assay. Data were
analyzed with Torrent Suite Software v.5.2.2 (Thermo-
fisher Scientific). Variant calling was performed with
optimized settings (available on demand). The variants
obtained were annotated with the Variant Effect Predic-
tor.”* Control sample analysis and quality metrics were
checked on each sample to avoid false results: mean read
length greater than 108 bp and number of variants less
than 35. If these quality metrics were not achieved, the
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sample was considered not interpretable. The lower
limit of detection for our NGS assays was approximately
5% mutated DNA (e, 10% tumor cells). If a sample
contained less than 10% tumor cells and no mutation on
any driver gene, it was considered not interpretable
(risk of false-negative results). For a wild-type (WT) call,
a minimum of 500> was required.

IHC

For MET IHC staining, the Ultra automated slide
processing system (Ventana Roche, Tucson, Arizona)
was used according to the manufacturer's protocol, with
rabbit monoclonal primary antibody against MET
(CONFIEM Anti-Total MET, clone SP44, Ventana), as
previously described. ™

FISH

Gene copy number (GCN) and MET gene amplification
were determined by FISH as previously described.”
FFPE tissue sections were hybridized with SPEC Zyto-
light Dual Color probe MET/CEN7q (Zytovision ref Z-
2087-200 GmbH, Bremerhaven, Germany) according to
the manufacturer's instructions.

Evaluation of MET GCN was performed on the whole
slide for each sample. Signals were counted in at least
100 nonoverapping nuclei per slide, with an epifluor-
escence microscope (Olympus BX63) and an autemated
imaging application (BioView, Abbott, Berkshire, United
Kingdom). The following data were recorded for each
sample: mean MET GCN per cell and the MET/CEN7Y
ratio.

Tumors were classified according to the MET ampli-
fication status, which provides the clearest definition of a
MET-GCN-gain-addicted state. This status was defined as
follows: high-level amplification, when the MET/CEN7Y
ratio was greater than or equal to 5 or when 10% or
more of the tumor cells displayed clusters or 15 or more
copies of the MET gene; intermediate-level amplification
when the MET/CEN7 ratio was greater than 2.2 but less
than 5; low-level amplification when the MET/CEN7 ratio
was 1.8 or more but less than or equal to 2.2. All other
tumors were classified as negative ™"

Fragment-Length Analysis

Intron sequences flanking exon 14 of MET were
amplified with two primer pairs in one tube. The primer
pair for MET1 was: MET1_F 5-CATGAGTTCTGGG
CACTGG, MET1_R 5'6-FAM-CTTCTGGAAAAGTAGCTCGG
and the primer pair for MET 2 was: MET2_F
S5 TAAGTGCCCGAAGT GTAAGC, METZR S5HEX-CAA
CAATGTCACAACCCACTG. PCR was performed in a 25-uL
final volume containing 1 x Multiplex Master Mix (Qia-
gen), 0.4 pmol/L MET1 primer pair, 0.2 gmol/L MET2



1876 Descarpentries et al

primer pair, and 5 to 25 ng DNA. The cycling conditions
were: 95°C for 15 minutes, followed by 33 cycles of 95°C
for 30 seconds, 62°C for 30 seconds, 72°C for 30 sec-
onds, and a final extension of 72°C for 10 minutes.
Fluorescent amplified products were separated on an
ABI Prism 3130XL analyzer [Thermofisher Scientific).
Data were interpreted with GeneMapper software
version 4.1 [Thermofisher Scientific) followed by visual
inspection. The lower limit of detection of the fragment
analysis assay was approximately 10% mutated DNA
(ie., 20% tumor cells).

Real-Time Reverse Transcribed-PCR and Melting
Curves

Total cDNA was reverse-transcribed from total RNA
with random hexamers, using the High Capacity cDNA
Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems, Foster
City, California). Two primer pairs in exons flanking exon
14 of MET were designed to generate fragments of
different sizes and melting temperatures for wild type
MET and MET displaying exon 14 skipping The primer
pair Awas: MET3: 5-GGTTTTTCCTGTGGCTGAAA, MET4:
5-GGCATGAACCGTTCTGAGAT and the primer pair B
was: METS5: 5'CCAGATCAGAATTTCACAGG and MET4.
Fragments were amplified with Fast SYBR Green mix
(Applied Biosystems) in an Mx3005P instrument (Agi-
lent), as described by the supplier. The cycling condi-
tions were: 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of
95°C for 15 seconds, 60°C for 30 seconds, and a final
cycle 95°C for 1 minute, 55°C for 30 seconds and 95°C
for 30 seconds. The dissociation curves of the amplified
products were analyzed with MxPro software version
4.10. The PCR products were separated on 2.0% agarose
gels and visualized under ultraviolet light.

Copy Number Analysis of the NGS5 Data

The count assigned to each amplicon for each sample
was computed from bam files with bedtools coverage
[bedtools], taking into account only reads showing a
950 overap with the amplicon.” Log read counts were
normalized on the basis of the GC percentage and size of
each amplicon, the Guanine Cytosine (GC) percentages of
the forward and reverse primers, and also the GC per-
centage of a 150-kb window around the amplicon as in
[WACAL®" We also normalized the read count with
respect to the derivative log ratio spread (DLRS) intro-
duced by Agilent Technologies for comparative genomic
hybridization arrays to take DNA quality into account All
normalizations were performed with a multiple linear
model in one step. The log2 ratio of each amplicon for
each sample was computed as the log2 of the number
obtained by dividing the normalized read count for a
particular sample by the median read count of all
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samples. Segmentation of the log2 ratio was performed
with the CNA package of R, implementing the circular
binary segmentation method.”” We only kept segments
with a mean log2 ratio above max (15 x DLRS 1) or
below min (-1.5 = DLRS, -0.5) and encompassing at least

3 amplicons.

Results

Optimization of Targeted NG5 and Fragment
Analysis for Detecting MET Exon 14 Splice Site
Mutations

Between November 2015 and August 2017, 1826
FFPE tumor samples from 1722 NSCLC patients were
received in our laboratory for molecular screening as part
of its routine practice. All samples were tested with the
“Colon&Lung V2" NGS panel. For 208 of the 1722 patients
(129%), the sequencing data were not interpretable
because of poor DNA quality or insufficient quantity (138
patients) or a low number of tumor cells (70 patients).
Among the 1514 remaining patients, the main mutations
detected were KRAS (36.2%), EGFR (13.1%), BRAF (4%),
and ERBBZ (0.3%) mutations (Fig 14). MET exon 14
gplice site mutations were detected in 4 patients (0.3%)
(Fig. 14, Supplementary Table 14).

To optimize detection of the wide range of MET exon
14 splice site mutations, we developed two alternative
molecular screens, one based on fragment-length analysis
and one on optimized targeted NGS. We set up a fragment-
length analysis with primers surrounding either the 5
(225 bp) or the 3" end (142 bp) of exon 14, covering 91%
of the previously identified deletions (Fig. 2)."*Among the
1514 samples screened by fragment-length analysis and
yielding interpretable results, 16 MET exon 14 splice site
mutations (1.1%) were detected, including mutations in
both the 5" and 3" ends of exon 14 (Fig. 34, Supplemental
Table 14). Differences between mutant and WT alleles
ranged from 1 to 55 bp. Representative fragment analyses
of WT and mutant samples are shown (Supplemental
Figs. 14, B, and C). One complex indel (patient 21) detec-
ted with the Colon&Lung V2 panel (mutant allele fre-
quency: 3%) (Supplemental Table 14) was not picked up
by the fragment analysis.

An optimized NGS panel named CLAPv1 (Colon&Lung
Adapted Panel Version 1) was derived from the Colon&-
Lung V2 panel It contained 182 amplicons ranging from
62 to 154 bases in size (mean, 112 bases) and spanning
1293 kb of the human genome (hgl9) in 2 pools. This
CLAPv1 panel was notably designed to better cover MET
exon 14 splice site mutations, using 3 amplicons respec-
tively covering the 140 bp of exon 14, 97 bp of intron 13,
and 36 bp of intron 14. These amplicons thus cover 87% of
the MET exon 14 alterations previously described
(Fig 2)."" The CLAPv1 panel was also designed to allow
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Figure 1. Percentage of genomic alterations found in NSCLC patients according to different next-generation sequencing
{NGS) panel assays. The pie charts show the percentages of main genomic alterations found by the targeted NGS panels (4)
Colont &Lung V2 on 1514 tumor samples and (B) CLAPv1 on 365 tumor samples. WT (wild-type) indicates the absence of any

mutation in EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2, and MET.

detection of all main moleculartargets previously covered
by the Colon&Lung V2 panel, including key genes involved
in NSCLC and colorectal cancer, melanoma, stromal
gastrointestinal tumors, and glioma.

To assess the efficacy of using the CLAPv1 panel to
detect MET exon 14 alterations while maintaining accu-
rate detection of all the other targeted genomic regions,
we selected 52 samples already known to harbor various
mutations, including 20 samples harboring MET exon 14
splice site mutations. These 52 samples were sequenced
again with CLAPv1. Coverage depth analysis of the first
sequencing run showed efficient sequencing with an
average of 8510x (Supplemental Fig. 2). Only 3 amplicons
among the 182 amplicons had a median coverage depth
below 500, corresponding to ERBBZ exon 19: AA 761 to
769 (NM_004448.3) and FGFR3 exons 6 and 9: AA 229 to
247 and 369 to 375 (NM_000142.4) (Supplemental
Fig. 2). Eighteen of the 20 MET exon 14 splice site muta-
tions were detected with the CLAPv1 panel. The two
remaining mutations were two large deletions (50 and 55
bp, patients 14 and 15) preventing primer hybridization
(Supplemental Table 14). Importanty, these two de-
letdons were detected by fragment-length analysis, sug-
gesting that the two techniques are complementary.
Furthermore, all known mutations in other genes were
confirmed with the CLAPv1 panel (data not shown). For
example, 10 EGFR mutations with allelic fractions be-
tween 3.5% and 88% were picked up.

Routine Detection of MET Exon 14 Mutations in
NSCLC Cancer Patients

On the basis of these results, both the CLAPv1 panel
and fragment-length analysis were further implemented
in routine practice for molecular testing of NSCLC
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patients. Among 402 samples analyzed over 5 months,
365 samples [91%) had interpretable sequencing re-
sults, among which 8 tumors (2.2%) displaved MET exon
14 splice site mutations. All were found with the CLAPv1
panel and 4 of them were also detected by fragment-
length analysis (Fig 35 and Supplemental Tables 14
and B). Other oncogenic drivers detected in this series of
patients included 47 EGFR mutations (12.9%), 133 KRAS
mutations (36.4%), 18 BRAF mutations (4.9%), and 3
ERBBZ mutations (0.8%) (Fig 1B).

Altogether, MET exon 14 splice site mutations were
found in 30 patients (Fig. 4). The CLAPv1l panel assay
detected 26 mutations among the 28 samples tested
(93%), and combining fragment-length analysis with the
CLAPv1 panel assay allowed detection of 100% of the
mutations (Fig 4). The main clinical characteristics of
the 30 MET-mutated NSCLC patients are presented in
Table 1 (see also Supplemental Table 2 for individual
patient data).

Validation of MET Exon 14 Skipping

To assess MET exon 14 skipping in the patients dis-
playing splice site mutations, mRNA was extracted from
seven tumor samples of six patients and analyzed by
SYBR green fluorescence real-time PCR. We designed
two sets of specific primers both able to discriminate
splicing isoforms on the basis of the melting curves of
the PCR products. PCR with the primers set A from a
control WT MET FFPE sample or from EBC1 cell line
having a WT MET isoform, amplified a 216 bp product
and the melting curve analysis revealed a single peak at
77.4°C. The amplicon size of PCR from Hs746T and H596
cells, showing MET exon 14 skipping was 58 bp and
the melting curves displayed a separate peak at
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Figure 2. Positions of the amplicons of targeted next-generation sequencing (NGS) panels and fragment analysis products
below MET exon 14. Exon 14 of MET (140 bp located between genomic positions g.1164121902 and g.1164122042 on Homo
sapiens chromosome 7, GRCh37, GenBank: CMO00669.1 or between cDMA positions ¢.2942 and c. 3082 NM_00127500.1) and its
flanking intronic regions are represented, with its coverage by the single amplicon of the Colon&lung V2 panel and by the
three amplicons of the CLAPv1 parel. Fragment analysis products covering 225 bp of the 5" end and and 144 bp of the 3" end
of exon 14 are also shown.

approximately 72°C (Supplemental Figs. 34 and C). PCR
with the primers set B generated a 286 bp amplicon,
from the control WT MET FFFPE sample or cell line, with
a dissociation temperature of 77.3°C and a 128 bp
amplicon from the MET exon 14 skipping cell lines with
a dissociation temperature of 74.8°C (Supplemental
Figs 38 and D). For six patients, paraffin-embedded tu-
mor material was available (for patient 7, two samples
were available and thus analyzed) and messenger RNAs
were extracted, retrotranscribed and analyzed by PCR
For five patients of six, analysis showed exon 14 skip-
ping with both primers sets. For patient 14, the exon 14
skipping was revealed with the primers set A, whereas
primer set B did not allow PCR product detection. These
results show that the identified genomic mutations of
these six patients lead to MET exon 14 skipping
Furthermore, the mutations of eight patients have been
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previously reported to induce exon 14 skipping on RNA
(Supplemental Table 1) and the remaining 17 mutations
were predicted to induce exon 14 skipping based on in

silico tools. #2123 Thyg, all identified mutations are
anticipated to induce MET exon 14 skipping.

MET Expression Level and MET GCN in Tumors
Harboring Exon 14 Splice Site Mutations

To evaluate MET expression in patients harboring
MET exon 14 splice site mutations, IHC staining of MET
was performed on the available paraffin-embedded tu-
mor slides. Of 30 samples, 25 were available for 1HC
analysis. The samples were divided into 4 grades, from
no to high expression. Two patients did not express MET
(IHC 0) and 7 patients showed low-level expression (1HC
1+). MET overexpression (IHC 2+ and 34) was found in
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Figure 3. Percentage of tumors with MET exon 14 splice site mutations found in NSCLC patients by means of next-generation
sequencing (NGS) panel assays and fragment analysis. (4) Percentage of tumor samples displaying MET exon 14 mutations as
determined on 1514 NSCLC tumor samples by Colon&lung V2 or fragment-length analysis. (B) Percentage of tumor samples
displaying MET exon 14 mutations by CLAPv1 and fragment-length analysis combined, as determined on 365 NSCLC tumor

samples.

16 of 25 patients [64%) (Fig. 4 and Supplemental
Tables 14 and B). Next, we performed FISH analysis on
the 25 available paraffin-embedded tumor slides. Three
patients displayed MET pene amplification (MET/CEN7
ratio 1.8 or the presence of clusters) and one displayed
an increased MET gene copy number (=5 copies) but no
significant MET/CEN7 ratio increase. All four patients
displayed MET overexpression (IHC 2+ or 3+) (Fig. 4
and Supplemental Tables 14 and B).

In parallel, CLAPv1 sequencing data were analyzed to
measure potential MET GCN increases on the basis of

read counts. Read count analysis was performed on 23 of
the 25 samples for which FISH results were available. [t
revealed two samples (patients 20 and 22) with a sig-
nificant MET copy number increase (Fig. 4 and
Supplemental Tables 14 and B). According to the FISH
analysis, one of these patients displayed MET gene
amplification (patient 20), and the other, a high copy
number without any MET/CEN7 ratio increase (patient
22). Patient 29 displayed MET gene amplification ac-
cording to the FISH analysis, whereas the read count did
not reveal any significant MET pene copy number

Colon&Lung V2|
Fragment analysis
CLAPV1

ND ND

MET exon 14 mutation

IHC ME
FISH MET (Ampl. or Copy number)

NGS Count Read (copy number),

Patentipg] 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2B 29 30

o fl e =+ [FEE o FEE - [ FEEE - s o [E e s FEw
H-BAHEEEEE-E-EEE-EEEE-ENEEEEER

ND ND ND WD WD ND ND ND

Figure 4. Molecular features of the 30 patients harboring somatic MET exon 14 alterations. Synthetic view of the METexon 14
mutations detected (vellow squares) or not (grey squares) by the Colon&Lung V2 panel assay or by fragment-length analysis

and CLAPv1

panel. Tumors examined by immunohistochemistry were each attributed one of four scores (0 to 3+) according to

their level of MET expression. Score 0: no expression; score 3+ maximal expression. Samples displaying MET gene amplifi-
cation {as determined by fluorescence in situ hybridization [FISH]) or an increased copy number (as determined by FISH or by
counting reads from the NGS CLAPv1 panel) are indicated by red squares. ND, not determined.

145



1880 Descarpentries et al

Table 1. Clinical and Histologic Data Pertaining to NSCLC

Patients Harboring MET Exon 14 Mutations (N = 30)

Age, mean, y (range) 73 (45-N)
Sex, n (&)
Male 13 (43)
Female 17 (57)
Smoking status
Current 4 {13)
Former 12 (40)
Newer 14 (47)
Histalogy
Adenccarcinoma 24 (B0)
PsSC 3 (10)
NSCLC NOS 3 (10)
Stage
1 o 1l 12 (40)
v 16 (53)
Unknown 2 {7}
Type of MET exon 14 splice site mutations
Point mutations 9 (30)
Insertions, deletions or indels 21 {70)

Walues are presented as n (%) unless otherwie specified.
ADC, adenocarcinoma; MSCLC NOS, not otherwise spedfied; PSC, pulmanary
saromatoid carcinoma.

increase. In this sample, however, the read count dis-
played a high background, preventing accurate data
interpretation (data not shown). Tumor samples from
five patients with no tissue available for FISH analysis
were subjected to read count analysis, and two were
found to harbor an increased MET copy number (pa-
tents 10 and 16). Accordingly, these two tumor samples
displayed high MET expression (IHC 3+). Raw data are
shown for samples 10, 16, 20, and 22, which displayed
an increased copy number, and for sample 1, which did
not (Supplemental Fig. 4). Taken together, the FISH and
NGS data analyses revealed six MET gene amplifications
or copy number increases among 30 patients [20%).

Discussion

MET exon 14 splice site mutations are different from
most receptor tyrosine kinase mutations amenable to
targeted therapies. Firstly, they occur either within the
introns flanking exon 14 or at the junction between
intron and exon 14. Secondly, MET exon 14 splice site
mutations are molecularly diverse, including small and
large deletions, point mutations, and indels. Conse-
quently, detection of MET exon 14 splice site mutations
requires a specific approach. Here we show that
combining fragment-length analysis with adapted tar-
geted NGS allows detection of MET exon 14 splice site
mutations in 2.2% of patients in routine practice, as
compared to the 0.3% detection rate obtained with
nonoptimized targeted NGS alone.

MET exon 14 mutations were first reported on large
retrospective cohorts. Various methods were used to
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detect them, including mRNA and whole-exome
sequencing large-scale targeted NGS based on hybrid
capture (including 4557 exons of 287 genes), and Sanger
sequencing of MET regions known to harbor such al-
terations."*"**"*" These approaches are not suitable for
molecular testing in routine practice, as they are
expensive, time consuming, or require both large quan-
tities of genomic DNA and in-depth bicinformatic anal-
ysis. Targeted NGS panels vsed in routine practice
usually cover hotspots known to harbor genomic alter-
ations. These panels, however, have not been specifically
designed to cover intronic mutations such as MET exon
14 splice site mutations. It has recently been reported
that none of the eight amplicon-based NGS panels
commercially available is able to detect more than 63%
of MET exon 14 mutations.”' For instance, the ability of
the Colon&LungV2 panel to detect MET exon 14 splice
site mutations has been estimated in silico at 24%.
Accordingly, we found this panel to detect only 4 MET
exon 14 splice site mutations among 1514 NSCLC pa-
tents. This is only 0.3%, far below the expected rate. In
contrast, the optimized CLAPv1 panel detected MET
exon 14 mutations (half point mutations and half de-
letions) in 2.2% of NSCLC patients. In addition, the
CLAPv1 panel accurately covered most of the other tar-
geted genes, yielding rates of EGFR, KRAS BRAF, or
ERBBZ mutations similar to those reported so far.*" As
the CLAPv1 panel allows accurate identification of MET
exon 14 mutated patients liable to benefit from MET TKI
treatment, we provide the details of this panel in
Supplementary Table 3.

Although amplicon-based NGS assays such as the
CLAPv1 panel are suitable for routine molecular
screening, some well-known intrinsic limitations
remain.*’ For instance, the usual bicinformatic work-
flows might fail to detect some deletions or insertions, or
primers might fail to hybridize to the regions affected by
such modifications. As approximately half of all MET
exon 14 mutations are deletions or insertions, we have
avoided this drawback by developing another molecular
assay based on fragment length analysis. We show that
two large deletions undetected by the CLAPv1 panel for
lack of primer hybridization to the deleted sequence
were successfully detected by fragment length analysis.
Yet fragment length analysis also has potential draw-
backs. First, its sensitivity is lower than that of amplicon-
based NGS, as shown by the case of patient 21, whose
deletion was detected with the CLAPv1 panel but not by
fragment-length analysis. Second, fragment-length anal-
ysis does not provide the sequence of the mutant allele
and has to be combined with sequencing of the amplified
fragment. Another approach to detecting MET exon 14
alterations is mRNA analysis. We show here that melting
curve analysis of fluorescent reverse transcriptase
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(RT)-PCR products allows effective discrimination of
mBNAs with and without MET exon 14 skipping. This
method is sensitive, specific, and can be applied to FFPE
samples where the RNA quality is not optimal, thanks to
the small size of the amplicons. This method could thus
be useful, for instance, in further characterizing MET
genomic mutations not initially identified as splice site
mutations. Indeed, it is accepted that mutations affecting
splice sites lead to exon 14 skipping, but it could be
difficult to predict effect of mutations located deeper in
intron 13 or within exon 14. Exon 14 mutations are
highly diverse and their effect on RNA is published only
for a few of them." ™% Overall, we identified 30 NSCLC
patients harboring MET exon 14 splice site mutations. In
line with previous reports, this group of patients was
characterized by an advanced age (median age, 73
years), a high proportion of women (57%), and a high
proportion of never-smokers (47%).

MET exon 14 skipping leads to in-frame deletion of
the juxtamembrane domain. This regulatory domain
contains the phosphorylated tyrosine residue 1003
involved in recruiting the E3 ubiquitin ligase CBL."”
Mutation of this residue prevents degradation of the
receptor and causes its aberrant activation.” Juxta-
membrane deletion has been proposed to cause similar
effects.'” Patients with MET exon 14 mutations might
thus display increased MET expression. Here we found
64% of the patients displaying MET exon 14 splice site
mutations to show high expression of MET (IHC 2+ and
34), as compared to approximately 50% of unselected
NSCLC patients.™ Two patients, however, had tumors
with MET exon 14 splice site mutations but no MET
expression. Whether such patients can still benefit from
MET TKI treatment must be investigated.

MET gene amplification is a rare event in NSCLC. It
can be viewed as an oncogenic driver and has been
associated with MET TKI efficacy.** In NSCLC patients
harboring MET exon 14 splice site mutations, MET gene
amplification appears more frequent (15% to 20% of
tumor samples) than in other patients, but its impact on
patient clinicopathologic characteristics and disease
outcomes remains unclear.”” FISH analysis of 25 tumor
samples of our cohort showed the presence of
increased GCN (due to gene amplification, chromosome
7 polysomy, or both) in several patients. In parallel, we
set up a bicinformatic analysis to evaluate GCN on the
basis of the CLAPv1 NGS data. This analysis confirmed
the MET GCN increases observed by FISH and allowed,
when FISH was not possible, identifying additional
patients potentially harboring such alterations. Because
NGS data analysis does not unambiguously identify
gene amplification [which relies on observation of
gene clustering or on calculating the ratio of the num-
ber of gene copies to the number of chromosome
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centromeres) this method remains indicative and
cannot substitute for FISH analysis. Constitution of a
larger cohort of MET exon 14 splice site mutations
might be needed to assess whether FISH and bio-
informatic analysis of NG5 data are in total agreement.
Taken together, both our FISH analysis and our NGS
data analysis revealed probable MET gene amplification
and MET GCN increases in approximately 20% of tested
patients, all of whom displayed MET overexpression as
determined by IHC. Analysis of MET mutations and
MET amplification raises the question of the mutant
allele specific imbalance phenomenon which could have
an impact on prognosis or response to treatment ™"
Based on analysis of mutant allele frequency, we
observed mutant allele specific imbalance in four
samples from our series. Further characterization of
this phenomenon in MET-mutated samples is
warranted.

In conclusion, optimized targeted NGS and fragment
analysis allow better routine identification of NSCLC
patients harboring MET exon 14 splice site mutations.
This shows that these technologies can be rapidly
adapted to the routine diagnosis of recently discovered
molecular alterations.
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