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Généralités

Pancréas : 2¢™Me cause de mortalité par cancer en 2020-2030

Oncologie moléculaire

Somatique Constitutionnelle

CaFaPa



Population a risque de cancer du pancreas

Susceptibilité génétique dans 5 a 10% des cancer pancréatiques

Histoire familiale Syndrome génétique

AP chez au moins 2 apparentes au 1" degré Mutation germinale connue :
Au moins 3 cas de la méme branche quels que e BRCA2
soient le degré de parenté et I'age de survenue  CDKN2A
(TNCD) « STK11
« PRSS1

Risque de cancer du pancréas > 5%

Established and Suggested Pancreatic Cancer Susceptibility Gene

Gene(s) Genetic syndrome Risk of pancreatic cancer
High penetrance genes BRCA2 Hereditary breast and ovarian OR =35 (95% CI 1.87-6.58) [28]
cancer
STK11/LKB1 Peutz-Jeghers SIR =132 (95% CI 44-261) [75]
PALB? Familial breast cancer Increased [18]
PRSS1 Hereditary pancreatitis SIR =53 (95% CI 23-105) [50]
SPINK1
CDKN2A Familial melanoma SIR = 13-38 [76]
Unknown Familial pancreatic cancer SIR =6-32 [25,77]

Possible high to moderate
penetrance genes

Mismatch repair genes

Hereditary non-polyposis
colorectal cancer

No effect up to SIR 8.6 (95% CI,4.7-15.7)
[42-44]

BRCAl Hereditary breast and ovarian No effect up to OR =2.26 (95% CI 126 to
cancer 4.06) [30,34 35]
Low penetrance genes ABO OR =120 (95% CI1.12-1.28, per allele) [19]
CFIR OR =1.40; 95% CI, 1.04-1.89 [78]
Genomic regions with 19321 OR =0.77,95% CI10.71-0.84 [58]

genome-wide significant
evidence of association (P<
5x107%)

13¢22.1

OR =1.26,95% CI 1.18-1.35 [58]




Etude POLO NCT02184195

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

Maintenance Olaparib for Germline

BRCA-Mutated Metastatic Pancreatic Cancer

Talia Golan, M.D., Pascal Hammel, M.D., Ph.D., Michele Reni, M.D.,

Patients with:
metastatic gBRCAm
pancreatic cancer:

1. On afirst-line
platinum regimen

Have not
progressed at
time of
randomization

After at least

16 weeks of
platinum, but
need not still be
on platinum

Screening for gBRCA

Study is double blinded

Olaparib 300-mg
tablet twice
daily

* Primary endpoint is PFS (by central review)
» Secondary endpoints are OS, PFS2 by investigator assessment, ORR, DCR, safety, quality of life

Golan T, et al. J Clin Oncol. 2016;34:TPS4152-TPS4152.

Progress

by RECIST:

resume
chemo-
therapy

Progress
by local
standard:

treatment

according
to local
standard
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Maintenance olaparib
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Progression-free Olaparib Placebo

Survival Group Group
mo %
6 53.0 23.0
12 33.7 14.5
18 27.6 9.6
24 22.1 9.6

Median, 7.4 mo vs. 3.8 mo
Hazard ratio, 0.53 (95% Cl, 0.35-0.82)

P=0.004

Olaparib (N=92; 60 events)
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AP : une place pour la biologie moléculaire ?

Imagerie Biologie
(CA 19-9)

Diagnostic d’AP
Classification
Opérabilité
Pronostic

Anapath




Profil mutationnel des AP
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Consequences Ductal Adenocarcinoma

% of Cases Affected
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Mutations somatiques vs constitutionnelles
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KRAS ?

: Growth factor
Ligand «@— Cytokine =3
Hormone RTK
GPCRs r
11
~ ano /" PIPj=—> PIP
80 4 90% des AP P TR P cRas [ ua
sont mutés KRAS
PH Domain Raf

PDK1 MEK
v y

STAT
AKT ERK
) ) ‘ ~ MSK <4
KRAS active la voie
des MAP Kinases mTOR
Nuclear \
membrane

Cell growth and proliferation

Fig. 1 The overview of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway
A

-> KRAS est de loin le géne le plus étudié dans les tumeurs pancréatiques

Yang et al. Molecular Cancer (2019) 18:26
doi.org/10.1186/s12943-019-0954-x



Quels prélevements et quelles techniques ?

Analyse de la tumeur ADN tumoral circulant
Biopsie ou piece opératoire

Autres liquides

Copeaux Lames -> ASCite
(inclus en paraffine)
- | o Analyse constitutionnelle
Sang Frottis buccal ...
Techniques ciblées Panel de génes
Sanger NGS
gPCR
Exome

ddPCR
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ADN circulant

normal cfDNA xox<ax

XX

circulating tumor cell

-

healthy cell
tumor cell

®

ADN tumoral circulant

-> recherche de mutations

ADN circulant

plasma

| leukocytes

RBCs

:

secretion

4
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Recherche d’ADN (tumoral) circulant

STRECK &

Acheminement a

10.0ml

D : température ambiante au
Ei laboratoire
1l >
:
I . 7 .
E " Renseignements Pas de délai
cliniques obligatoires (stable 5 jours)

»

- Diagnostic anapath
Tubes - Stade

spécifiques - Contexte de la demande :

- Diagnostic

- Opérabilité

- Pronostic

- Suivi
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ADN circulant et/ou ADN tumoral circulant ...

Nous avons tous de I’ADN circulant
Cette concentration augmente dans de nombreuses circonstances

e Exercice physique * Maladies inflammatoires
 Tabagisme e Sepsis
* Grossesse * Traumatisme

e Réanimation

Intérét potentiel de ce nombre de copies dans le diagnostic et le pronostic ?7?

Il est donc préférable de recherche d’ADN tumoral circulant ? -> mutation KRAS ?

Table 2. Liquid biopsy mutant KRAS all rates

Stage of disease cfKRAS mutant call rate (%4)

ESMD:=

ORIGINAL ARTICLE

High prevalence of mutant KRAS in circulating Discovery cohort

exosome-derived DNA from early-stage pancreatic Healthy 8754 (14.8)
cancer patients Lacalized 15/33 (45.5)
Localized postsurgical /20 (0)
Lacally advanced 4713 (30.8)
. , Metastatic 11419 [57.9)
Mutation KRAS détectable dans le Validation cohort
sang des individus sains Healthy -

Localized -



Interét potentiel dans le diagnostic différenteiel

Endoscopic Ultrasound-guided Fine-Needle Aspiration
Biopsy Coupled With a KRAS Mutation Assay Using Allelic
Discrimination Improves the Diagnosis of Pancreatic Cancer

Barbara Bouwrnet, MD, PhD*{ Janick Selves, MD, 1} David Grand, MSc,§ Marie Danjoux, MD,}
Naima Hanoun, MSc,7 Pierre Cordelier, PhD,{ and Louis Buscail, MD, PhD* 7

TABLE 4. Performances of Cytopathology Alone, of KRAS-mutation Analysis, and Both Tests Together Using EUS—guided Fine-MNeedle

Aspiration to Assess the Diagnosis of Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Versus Other Malignant or Benign Solid Pancreatic Lesions
(95% Confidence Intervals are Given in Parenthesis)

Adenocarcinoma vs. Other Pancreatic Lesions Sensitivity Specificity PPV NPV Accuracy
Cytopathology alone 72% (62-80) 100% (95-100) 100% (95-100) Td% (64-82) B4% (T6-8E)
KRAS analysis alone T1% (61-79) 9% (93-99) 99% (92-99) T3% (73-80) B3% (75-87)

Combination of cytopathology and KRAS analysis a0% (83-95) 99% (93-99) 90%, (92-99) BO% (T3-80) 94%, (83-97)

TABLE 5. Performances of Cytopathology Alone, of KRAS-mutation Analysis, and Both Tests Using EUS—guided Fine-Needle Aspiration

to Assess the Diagnosis of Pancreatic Malignancies Versus Benign Solid Pancreatic Lesions (95% Confidence Intervals are Given in
Parenthesis)

Malignant vs. Benign Lesions Sensitivity Specificity PPV NPY Accuracy

Cytopathology alone 77% (68-84) 100% (94-100) 100% (96-100) 67% (57-77) 84% (71-88)
KRAS analysis alone 59% (49-67) 99% (91-99) 99% (93-99) 53% (53-63) T1% (58-77)
Combination of cytopathology and 91% (83-95) 90%, (93-99) Q9% (94-99) S8% (80-94) 04%, (83-97)

KRAS analysis

Une recherche de mutation de KRAS dans les biopsies pourrait permettre d’aider au
diagnostic différentiel entre AP et les autres |ésions pancréatiques



Combinaisons avec des marqueurs sériques

Combined circulating tumor DNA and protein

biomarker-based liquid biopsy for the earlier 2 =
3
1 1 D ®
etection ot pancreatic cancers o ¢
T 5%
o€
o = |
% samples detected (95% confidence interval) % 8 :[
wCc
<15cm, 1520an, 2.0-25cm, 25-3.0cm, 3.0-35cm 3.540cm,  >4.0an, °Q 50%
Assay type 24 cases 12 cases 47 cases 38 cases 36 cases 22 cases 42 cases k5] :.E
CtDNA 21 (7-42) 17 (2-48) 9 (2-20) 32 (18-49) 42 (26-59) 45 (24-68) 43 (28-59) _5 g
CA19-9 25 (10-47) 33 (10-65) 43 (28-58) 45(29-62) 58 (41-74) 59 (36-79) 67 (50-80) 101 L 25%
CEA + HGF + OPN 25(10-47)  8(0-38) 17 (8-31) 21(10-37) 8 (2-22) 18 (5-40) 24 (12-39) an
CtDNA + CA19-9 38(19-59) 50(21-79) 47(32-62) 55(38-71)  78(61-90) 73 (50-89) 74 (58-86) o2 L
CtDNA + CEA + HGF + OPN 38 (19-59) 25 (5-57) 26(14-40)  47(31-64) 47 (30-65) 55 (32-76) 50 (34-66) o
CA19-9 + CEA + HGF + OPN 38 (19-59) 33 (10-65) 47 (32-62) 53(36-69) 64 (46-79) 64 (41-83) 67 (50-80) 0%
Combination assay 46 (26-67) 50(21-79)  51(36-66) 61(43-76)  81(64-92) 77 (55-92) 74 (58-86) IA 1A 1&11
AJCC Stage
100%
A ciDNA CA19-9 ‘

Proportion of cases detected g

(95% confidence interval)

75%
| 21 31\ 49 :

\ l '-._1_1__'II o

N, \ 50%
AN ﬁ // 18
VA - __5|

i | ; 0]

x\ 8 / 25%

.y 0%

CEA + HGF + OPN
<15 1520 2025 2530 3035 3540 >40

Tumor Size (cm)

M ctDNA ctDNA + CA19-9 [ Combination Assay

Intérét de I'association entre ADNtc et dosage du CA19.9
15



RoOle pronostique de

la recherche d’ADNtc

Type of Tumour: Resected,

%% of Mulations or

N PD:QC ]21'1&{11[ i Locally Advanced, Site Target for ctDNA Genetic Alterations in r D;agnos-is P]':Sim: Corre!aligl;wilhs Reference
umber (Control) Metastatic, All PDAC Patients ‘erformances a Poor Prognosis (05) (p)
. LA + Met: Yes—p < 0.001 . a1
135 (No) Al Plasma KRAS mutation 41 (LA and Meta.) - Resected: Yes—0.027; Pletrasz et al, 2017
NGS/dPCR [69]
Yes—0.03 **
60 (No) LA + Meta. Flasma KRAS mutation BEAMing 65 - Yeﬁ&gl” Van T_aeﬂnle;r;]el al, 2017
= . 28 genes 7 (=10 _ i Henriksen et al,, 2017
95 (No) All Plasma Methylation-specific FCR hypermethylated genes) Yes [85]
KFAS mutation dPCR . _ -
26 (26: 14 CPand All Plasma  NGS: KRAS, SMAD4, CDKN2A NGE: 7 - Yes—0.018 *+* Adamoet al, 2017
12 HC) dPCR: 23 [66]
and TP53
27 (43 HC) LA + Meta. Plasma KRAS mutation 704 - No—0.16—0.24 % Del Re et al, 2017
dPCR [72]
KEAS mutation Sensitivity: 30% Cohen et al,, 2017
21(182HC) R Plasma PCR Safe-Sequencing System 30 Specificity: 99.5% [73]
. ) NGS: 25 genes 25 penes: 74 _ . ! Pishwvaian et al., 2017
34 (No) All Plasma (inchuding KRAS) KRAS only: 29 Yes—0.045 [74]
. . - - Sensitivity: 78% Yes—0.008 Kim et al,, 2018
3] 72 S - - . N
106 (No) All Plasma KFRAS mutation dPCR 68(R), 72(LA), 87(M) Specificity: 33% Yos_ 0,008 *** 75
KEAS mutation . - Lin et al., 2018
- ; _ 23 .
65 (20 HC) All Plasma 4PCR 80 MNo—0. (7]
Pre-operative samples:
45 (No) R Serum KRAS mutation teal-time 55 ~ No—0.258 0,710 = Nakano et al., 2018

quantitative PCR

Post-operative samples:

Yes—0.027 **

[76]

La présence d’ADN tumoral circulant est un facteur de mauvais pronostic
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Role pronostique de 'ADNtc

D — e Journal of Circulating Tumor DNA as a Sensitive

Hematology & Oncology . N o .
Marker in Patients Undergoing Irreversible
[SHORTREPORT ______ Open Access] i i
SHORT REPORT b Electroporation for Pancreatic Cancer

Clinical correlates of blood-derived

circulating tumor DNA in pancreatic cancer ) _ )
, Paul Fanta', Charmi Patel”, Richard B. Lanman’, Victoria M. Raymond”, Dete Ctlo n d AD Ntc KRAS+

dans 29% des cas

Check for
updates

Hitendra Patel"", Ryosuke Okarmura'™!
Shumei Kato' and Razelle Kurzrock

Conclusions: Our findings showed that ctDNA often harbored unigue alterations some of which may be targetable
and that significantly greater numbers of ctDNA alterations occur in advanced versus resectable disease. Furthermore,
higher ctDMNA levels were a poor prognostic factor for survival.

-a- -
A CtONA- 1 56,001
-
100 . CiDNA+
N Median (95%CI) 0S 26mos l__
1
b — Total %ctDNA <0.6% 44 11.7 months (8.8-14.6)  76.8% = 80- i
1
—— Total %ctDNA 20.6% 50 6.3 months (3.4-9.2) 50.9% = L
Z |
08 Log rank test P=0.001 3 60+ L‘
3 5 ‘
S 06 § 40+ !
- g B
“ |
= & 20+ '
§ 04 l
6 !
0 B T - T 1
02 0 - 10 15 20
Median OS after IRE (months)
0.0
0 6 12 18 24
Meonths from blood draw for ctDNA O S
Fig. 2 Kaplan-Meier curve for overall survival from ctDNA analysis depending on total 3ctDNA (chamcterized alterations only) dichotomized at
the median among patients with advanced pancreatic ductal adenocarcinoma (N = 94)

ADNtc +: 11,4 mois
ADNtc - : 14,3 mois
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ADNItc ne se substitue pas a une analyse tissulaire

Patel et al. Journal of Hematology & Oncalogy (2019) 12:130

httpsy/doiorg/10.1186/513045-019-08244 Journal of

Hematology & Oncology

La corrélation entre

Clinical correlates of blood-derived ® mutations tissulaires et

circulating tumor DNA in pancreatic cancer ADNtc n’est pas parfaite

. t . 1% 1 - . ! g - ~
Hitendra Patel'", Ryosuke Okarnura' '@, Paul Fanta’, Charmi Patel”, Richard B. Lanman’, Victoria M. Raymond”,
Shurnei Kato' and Razelle Kurzrock

Patients with pancreatic ductal adenocarcinoma who had both ctDNA and tissue DNA sequencing (N = 66)

|' issue DNA (+) lissue DA (—) Cherall Kappa (&)
concordance® (%)
KRAS ctDNA - 28 (429%) 0 (0.0%) 52 014 {0.1)
(+)

DN 6 9.1%
()

Dans certains cas la mutation présente dans la tumeur n’est pas retrouvée dans le sang

Sensibilité de la recherche de mutations de KRAS dans le plasma :
- 70 — 80% pour les stades métastatiques ou localement avancés
- 30— 68% pour les tumeurs résécables

- Faibles quantités d’ADN tumoral circulant ?
- ADN dégradé non amplifiable ?
- Manque de sensibilité de la technique utilisée ?



Conclusion

Différentes techniques de BM peuvent étre utilisées dans le cancer du
pancréas, essentiellement la PCR digitale et le NGS

KRAS : principal gene muté dans les AP

Intérét potentiel dans le diagnostic des AP en association avec les marqueurs
sériques comme le CA19.9

Intérét dans le pronostic des AP : la présence d’ADNtc détectable est associée a
une PFS/OS plus courte

Néanmoins : attention a I'interprétation des résultats d’ADNtc
— Certains patients n‘ont pas d’/ADNtc y compris lors des stades avancés
— De ’ADNtc KRAS+ a été décrit chez des sujets « sains »



