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1 ABREVIATIONS

BRAF : v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CCR : cancer colorectal

CCRm : cancer colorectal métastatique

CIN : chromosomal instability

CMS : consensus molecular subtypes

dMMR : deficient mismatch repair

HSP110 : heat shock protein 110

HT17 : répétition mononucléotidique T17 du géne Hsp110
IHC : immunohistochimie

hMLH1 : human MutL homolog 1

hMSH2 : human MutS homolog 2

hMSH®6 : human MutS homolog 2

HR : hazard ratio

MSI : microsatellite instabilility

MSS : microsatellite stable

PCR : polymerase chain reaction

PD-1 : programmed death 1

hPMS2 : human postmeiotic segregation increased 2
PMMR : proficient mismatch repair

SAR : survie apres récidive

SG : survie globale

SSM : survie sans maladie

SSR : survie sans récidive



INTRODUCTION

2 INTRODUCTION

Le cancer colorectal (CCR) est responsable du 2¢ plus grand nombre de décés par cancer en France
(INCa 2013). Cette maladie, biologiquement hétérogene, se développe a travers différentes voies de
carcinogénese : I’instabilit¢é chromosomique (CIN: chromosomal instability), [’instabilité
microsatellitaire (MSI : microsatellite instabilility) et le phénotype méthylateur des Tlots CpG (CIMP :
CpG island methylator phenotype). Ce dernier, qui présente un certain de degré de chevauchement avec
les voies CIN et MSI, correspond a une instabilité épigénétique aboutissant a une répression aberrante

d’expression génique™.

Le phénotype MSI est di a une déficience du systeme de réparation des mésappariements de I’ADN
(dMMR : deficient mismatch repair), qui peut étre d’origine sporadique et liée a une inactivation
épigénétique du géne hMLH1 (human MutL homolog 1), ou d’origine germinale, liée alors a une
mutation germinale de 1’un des génes du systtme MMR, a savoir hMLH1, hMSH2 (human MutS
homolog 2), hMSH6 (human MutS homolog 6) et hPMS2 (human postmeiotic segregation increased 2)
et correspondant alors aux 2 a 5% de CCR liés au syndrome de Lynch (prédisposition génétique au CCR
et au cancer de I’endométre principalement, et dans une moindre mesure aux cancers urothéliaux, des

ovaires, de I’estomac, du pancréas et de I’intestin gréle)?.

Les CCR dMMR présentent des caractéristiques clinico-pathologiques particuliéres. Généralement
situées au niveau du cblon droit, ce sont des tumeurs peu différenciées, souvent mucineuses avec une
importante infiltration lymphocytaire péri- et intra-tumorale® ® . Les CCR dMMR sont retrouvés dans
15220 % des CCR localisés ; ce sont plus souvent des tumeurs de stade 11 que de stade Il1. Le phénotype
MSI est moins fréquent en situation métastatique, représentant environ 3 a 5 % des CCR de stade IV
(CCRm)E.

Les cas sporadiques de CCR dMMR, au contraire des cas liés au syndrome de Lynch, sont fréquemment
associés a la mutation V600E de BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) [tableau 1]°.
Cette mutation consiste en un remplacement d’une valine en position 600 du géne BRAF par un acide
glutamique et aboutit a une protéine BRAF mutée, constitutionnellement active, qui induit I’activation
de la voie des MAPK (mitogen-activated protein kinase) via la phosphorylation de MEK (mitogen-
activated protein kinase kinase) en aval. Cette mutation oncogénique est de mauvais pronostic, associée
a une médiane de survie globale (SG) en situation métastatique de I’ordre de 11 mois®. En outre, elle
permet de distinguer, en cas de perte d’expression tumorale de hMLH1, les CCR dMMR sporadiques

des cas héréditaires liés au syndrome de Lynch®13,
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Tableau 1. Prévalence de la mutation BRAFV600E dans les cancers colorectaux dMMR et du statut
dMMR dans les cancers colorectaux BRAFV600E mutés

BRAFMT dMMR

dMMR  pMMR BRAFMT  BRAFWT

% ) (%) (%)

Cancers colorectaux de stade 11-111
NSABP C-07 et C-08% 29 71 35 65
PETACC-3® 46 54 24 76
PETACC-8% 36 64 32 68
MOSAICY 21 79 24 76

Cancers colorectaux métastatiques
CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS?® 21 79 35 65

BRAFMT: BRAFV600E muté; BRAFWT: BRAF sauvage

Les CCR dMMR et/ou BRAF mutés s’intégrent dans un sous-groupe moléculairement et cliniqguement
particulier, nommé « consensus molecular subtype 1 » selon la classification du CRCSC (Colorectal
Cancer Subtyping Consortium). L’impact pronostique positif du statut AIMMR et le caractére péjoratif
de la mutation BRAFV600E s’entremélent et aboutissent a un profil pronostique intrigant. Alors qu’ils
sont associés a des taux de survie sans récidive (SSR) favorables aux stades localisés, les CCR BRAF
mutés et dAMMR ont un pronostic trés péjoratif en situation métastatique, avec respectivement des
médianes de survie d’environ 12 et 15 mois® 8. Ces tumeurs représentent un défi thérapeutique

particulier et plusieurs stratégies novatrices sont en cours de développement.

En particulier, I’immunothérapie anti-tumorale, représentée par les anticorps monoclonaux anti-PD1
(programmed death 1) +/- anti-CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4), est une voie
prometteuse puisque de récents travaux ont montré que les patients avec un CCRm dMMR présentent
des taux de réponse tumorale objective supérieurs & 25%, au contraire des patients avec des tumeurs

présentant un systeme MMR efficient ()MMR) (taux de réponse : 0%)*2,

Bien que phénotypiquement (MSI) et génotypiquement (AMMR) homogene, I’entit¢ « CCR dMMR »
regroupe des patients aux profils pronostiques variés, des tumeurs aux caractéristiques moléculaires

différentes (mutation BRAFV600E notamment) et des voies de carcinogénese distinctes (syndrome de
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Lynch et mutation germinale des genes MMR, tumeurs sporadiques et phénotype hyperméthyateur). Si
I’hétérogénéité du groupe des CCR dMMR de stades 11 et |11 a été explorée, la faible fréquence du statut
dMMR en situation métastatique (5%) en limite les possibilités d’analyse précise a ce stade avancé de

la maladie cancéreuse®.

Notre travail a pour objectif de caractériser sur le plan clinique et moléculaire les CCRm dMMR, avec

un intérét particulier porté au caractére sporadique ou familial de ces tumeurs.

10
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3 REVUEDE LA LITTERATURE

3.1 SYSTEME DE REPARATION DES MESAPPARIEMENTS DE L’ADN

3.1.1 Systéme de réparation des mésappariements de ’ADN
La réplication de I’ADN lors de la division cellulaire est une étape majeure pour assurer 1’intégrité du

génome. Les ADN polymérases réplicatives sont des enzymes d’une haute fiabilité. Des erreurs

d’incorporation de nucléotides peuvent néanmoins apparaitre, créant des mésappariements de bases ou

des boucles d’insertion-délétion. Le systtme MMR est un mécanisme de correction d’erreur hautement

conservé qui corrige ces erreurs générées lors de la réplication de I’ADN. Ce systeme fait intervenir un

complexe protéique comprenant hMLH1, hMSH2, hMSH6 et hPMS2, sous forme d’hétérodiméres
(hMLH1-hPMS2, hMSH2-hMSHS) et fonctionne en 4 grandes étapes [figure 1]?% %,

Figure 1. Représentation schématique du systtme MMR

Mismatched DNA

/\

!

MutS homologs
(MSH2 + MSH3/6)

Ea\‘ﬂ

ATP )
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l
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) EXO1

l

° DNA polymerases

<«

l
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Les 4 grandes étapes schématiques du systeme MMR :

- reconnaissance du mésappariement de bases ou de la
boucle d’insertion-délétion par hMutS (hMSH2/hMSH6 ou
hMSH2/hMSH3)

- fixation de hMutS a la lésion de I’ADN, induisant une
modification conformationnelle qui initie le recrutement de
hMutL (hnMLH1/hPMS2)

- recrutement par hMutL de multiples partenaires
protéiques et notamment des exonucléases pour couper la
zone d’erreur sur le brin d’ADN lésé

- comblement du vide au niveau du brin 1ésé par une ADN
polymérase et raccordement du brin par des ADN ligases.
d'aprés Hewish et collégues, Nat. Rev. Clin. Oncol. (2010)
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3.1.2 Indications a la recherche d’une déficience du systeme MMR
La détermination du statut MMR a pour objectif primaire 1’identification des patients porteurs d’une

mutation germinale d’un géne MMR, et donc des apparentés pouvant présenter une prédisposition

génétique aux cancers du spectre du syndrome de Lynch.

Les recommandations d’Amsterdam II ont proposé d’orienter les patients d’emblée vers une
consultation oncogénétique a la recherche d’une mutation germinale d’un géne MMR, sans recherche

préalable d’une déficience du systtme MMR, selon les critéres suivants®* :
- au moins trois cas de cancers colorectaux ou de cancers du spectre du syndrome de Lynch ;
- chez des apparentés au premier degré ;
- sur au moins deux générations successives ;
- dont au moins un cas diagnostiqué avant 50 ans ;
- une polypose adénomateuse familiale ayant été exclue.

Les recommandations de Bethesda, révisées en 2004, proposent un pré-criblage somatique au travers de
la recherche d’une instabilité microsatellitaire, préalablement a toute consultation d’oncogénétique, chez

les patients remplissant I’un des critéres suivants? :
- CCR diagnostiqué avant 50 ans ;
- CCR diagnostiqué entre 50 ans et 60 ans avec histologie évocatrice ;

- cancers multiples (synchrones ou métachrones) du spectre du syndrome de Lynch chez un méme

patient, quel que soit son age ;

- CCR chez un patient avec antécédents familiaux de cancer(s) du spectre du syndrome de Lynch
(chez au moins un apparenté au premier degré diagnostiqué avant 50 ans ou chez au moins deux

apparentés, au premier ou second degré, quels que soient les ages).

Jugés trop complexes, ces criteres sont également modérément sensibles. Comparés a des stratégies de
test systématique sur tous les patients, il a été montré que 12 a 28 % des cas de syndrome de Lynch
identifiés auraient été manqués avec les critéres de Bethesda révisés? 2’. Les dernieres recommandations
publiées par un groupe d’experts européens proposent de tester les CCR de tous les patients de moins

de 70 ans®.

Indépendamment de I’identification des cas associés au syndrome de Lynch, 1’évaluation du statut MMR
a également pour intérét de préciser le profil pronostique des patients, notamment pour les CCR de stade
Il pour lesquels il n’y a pas d’indication & une chimiothérapie par fluoropyrimidines en cas de déficience
du systeme MMR, en raison de leur pronostic excellent et de ’absence d’impact de la chimiothérapie

adjuvante dans cette situation?®. Par ailleurs, compte-tenu des résultats impressionnants de
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I’immunothérapie dans les CCRm dMMR*2 il semble nécessaire de connaitre le statut MMR des
patients atteints d’'un CCR de stade IV, bien que I’'immunothérapie (pembrolizumab, nivolumab,

ipilimumab) n’ait pas d’autorisation de mise sur le marché dans cette indication.
Ainsi, la recherche d’une déficience du systéme MMR a pour objectifs de :
- identifier les patients potentiellement porteurs du syndrome de Lynch ;

- préciser le profil pronostique de la maladie tumorale et discuter I’indication d’une chimiothérapie

adjuvante pour les CCR de stade I ;
- orienter les patients avec un CCRm vers des stratégies thérapeutiques innovantes.

La recherche du statut dAMMR devrait donc probablement étre réalisée pour tous les patients présentant
un CCR, indépendamment de leurs antécédents personnels et familiaux, des caractéristiques

anatomopathologiques de la tumeur ou du stade de la maladie.

3.1.3 Méthodes diagnostiques

3.1.3.1 Immunohistochimie
Les mutations des génes MMR résultent en la perte d’expression de la protéine correspondante et

peuvent étre détectées par immunohistochimie (IHC) en utilisant des anticorps ciblant sur les 4 protéines
[figure 2]. Les pertes de hMLH1 et de hMSH2 sont responsables d’une perte des protéines hPMS2 et
hMSH6, respectivement, les secondes étant dégradées en 1’absence de leur protéine partenaire.
L’absence de hPMS2 ou de hMSH6 n’est a I’inverse pas systématiquement associée a une perte de
hMLH1 ou hMSH2, mais ces cas sont rares® 3, La technique IHC peut néanmoins étre mise en défaut
par les mutations faux-sens, qui n’induisent pas nécessairement une perte d’expression de la protéine.
La technique IHC reste cependant aussi performante que le génotypage des microsatellites dans la
détection des CCR dAMMR*,

3.1.3.2 Polymerase chain reaction
La déficience du systtme MMR résulte en une instabilité des microsatellites. Les microsatellites sont

des séquences d’ADN de 1 a 6 nucléotides, hautement répétées et distribuées sur I’ensemble du génome
et fréquemment copiées de maniére incorrecte par la machinerie cellulaire. Le systtme MMR permet la
détection de ces erreurs de copie et leur correction. Le génotypage des microsatellites par PCR

(polymerase chain reaction) est une méthode standard de détection du phénotype MSI.

Les premicres recommandations sur l’analyse du statut MSI proposaient I’utilisation d’un panel
référence, dit de Bethesda, de 5 microsatellites comprenant 2 séquences mononucléotidiques (BAT-25
et BAT-26) et 3 répétitions dinucléotidiques (D2S123, D55346 et D17S250)%*, Cette méthode compare
les tailles de ces microsatellites entre le tissu tumoral et le tissu normal, le phénotype MSI étant défini

par I’instabilité d’au moins 2 des 5 microsatellites. Le panel de Bethesda a cependant certaines limites,
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Figure 2. Etude immunohistochimique des protéines du systtme MMR
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Source : Dr Magali Svrcek

notamment liées a la difficulté d’interprétation de I’amplification des microsatellites dinucléotidiques.
Ainsi la révision des recommandations Bethesda propose actuellement I’utilisation de marqueurs

mononucléotidiques uniquement?,

Un test PCR alternatif, dit PCR Pentaplex, a été développé en intégrant 5 microsatellites
mononucléotidiques quasi-monomorphiques (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et NR-27), le caractére
MSI étant défini par I’instabilit¢ d’au moins 2 microsatellites®*. La PCR Pentaplex (Pentaplex
Promega®) est aussi sensible et spécifique que le panel de Bethesda et présente 1’avantage de ne pas

avoir besoin d’une comparaison avec I’ADN non tumoral®,

Il a été réecemment été montré que I’analyse unique du microsatellite T17 du géne codant pour la protéine
chaperonne HSP110 (HT17) permet de détecter plus simplement et de maniére fiable les tumeurs MSI®®,
En effet HT17 est plus sensible, présente la méme spécificité que la PCR Pentaplex, reclasse
correctement les cas dont la conclusion de la PCR Pentaplex est incertaine, et présente 1’avantage de ne
pas utiliser qu’un seul microsatellite. HT17 pourrait donc devenir une méthode de référence pour la

détection de ’instabilité microsatellitaire.
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Figure 3. Taille allélique des 5 marqueurs de la PCR Pentaplex
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3.2 STATUT MMR ET CANCER COLORECTAL LOCALISE

3.2.1 Effet pronostique
L’analyse des essais comparant la chirurgie seule a la chirurgie associée a une chimiothérapie adjuvante

par fluoropyrimidine a permis de démontrer I’ influence pronostique favorable du statut dIMMR dans les
CCR localisés (stade I & I11). S’appuyant sur les résultats de 5 essais de phase III concernant des CCR
de stade Il ou Ill, Ribic et collegues ont montré une amélioration significative de la SG & 5 ans des
patients atteints d’'un CCR dMMR traité par chirurgie seule®. L’étude complémentaire de Sargent et

collégues validait ces résultats en termes de SSR et de SG*,

L’analyse des essais de chimiothérapie adjuvante a permis de préciser I’impact du statut IMMR dans le
contexte de patients traités par chimiothérapie au décours de la chirurgie d’exérése. En 2011, I’étude de
Sinicrope analysait 2141 patients inclus dans différents essais randomisés de chimiothérapie adjuvante
a base de fluoropyrimidines. En analyse multivariée, les 344 patients avec une tumeur dAMMR avaient
une SSR et une SG significativement prolongées par rapport au groupe pPMMR®. Ces résultats étaient

retrouvés chez les patients traités et non traités avec des tumeurs dMMR de stade Il et III. L’étude
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QUASAR a confirmé I’impact pronostique positif du statut dMMR pour les CCR de stade Il, avec un
taux de rechute ou de déces a 10 ans de 10 % dans le groupe dMMR contre 27% dans le groupe pMMR
(P < 0.00001)%.

L’analyse de I’essai PETACC-3 montre que 1’avantage en survie conféré par le statut IMMR est majeur
pour les tumeurs de stade 11, sur la SSR (hazard ratio (HR) = 0.26, intervalle de confiance a 95 % (1C95)
0.10-0.65) et la SG (HR = 0.16, 1C95 0.04-0.64), mais est moindre pour les CCR de stade IlI, restant
significatif en SSR (HR = 0.67, 1C95 0.46-0.99), mais pas en SG (HR = 0.70, 1C95 0.44-1.09)*> 41,

3.2.2 Statut MMR et chimiothérapie adjuvante
Les patients présentant une tumeur dAMMR de stade 11 semblent ne pas tirer bénéfice de la chimiothérapie

adjuvante a base de 5-fluorouracile®”°. Par ailleurs, différentes études ont montré que I’ajout
d’oxaliplatine a la chimiothérapie adjuvante (FOLFOX) semblait conférer un bénéfice en terme de SSR
aux patients avec des CCR dMMR de stade Il a haut risque (tumeur T4, perforation, moins de 12

ganglions analysés) ou de stade 11174243,

Ainsi, en 1’état actuel des connaissances, il n’y pas d’indication a une chimiothérapie par
fluoropyrimidines pour les CCR dMMR de stade Il en raison de leur pronostic excellent et de I’absence
d’impact de la chimiothérapie adjuvante dans cette situation. Le statut IMMR n’a a ce jour pas démontré
son intérét pour poser I’indication et déterminer le type de traitement adjuvant pour les CCR de stade

M1, pour lesquels le standard reste 1’association d’une fluoropyrimidine a I’oxaliplatine.

3.2.3 Biomarqueurs d’intérét

3.2.3.1 Tumeurs sporadiques versus tumeurs liées syndrome de Lynch
Les CCR dMMR localisés sporadiques et ceux liés au syndrome de Lynch semblent ne pas avoir la

méme sensibilité a la chimiothérapie. Sinicrope et collégues ont en effet montré que les patients avec
une mutation germinale d’un géne MMR avait un bénéfice statistiquement significatif de la
chimiothérapie adjuvante a base de 5-fluorouracile (HR = 0.31, P = 0.006), tandis que les patients avec
une inactivation somatique du systéme MMR ne présentaient pas d’amélioration de la SSR avec le 5-

fluorouracile (HR = 1.50, P = 0.182)*.

11 est donc possible que ’effet potentiellement délétére des fluoropyrimidines pour les tumeurs dAMMR
de stade Il soit réel pour les patients avec un CCR sporadique, mais pas pour les patients avec un

syndrome de Lynch.

3.2.3.2 Heat shock protein 110
Dorard et collegues ont montré que, dans les CCR dMMR, le géne codant pour la protéine chaperonne

HSP110 est systématiquement mutée au niveau d’une répétition nucléotidique T17 dans I’intron 8. Cette
mutation se présente sous forme de délétions microsatellite T17 de 1 a 7 pb dont la taille corréle avec la

synthése d’un ARN messager délété au niveau de 1’exon 9, nommé HSP110 DE9. La protéine HSP110
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DE9 joue le role de dominant négatif inhibant I’activité de la chaperonne HSP110 sauvage via une

interaction directe**.

La mutation du géne Hsp110 dans les tumeurs dMMR semble associée a un meilleur pronostic chez les
patients ; en outre, elle confére aux cellules tumorales une sensibilité accrue au 5-fluorouracile. Dans
une série de 329 tumeurs dMMR de stade Il ou 11, la présence de larges délétions de Hsp110 T17 était
associee a une efficacité de la chimiothérapie adjuvante (HR = 0.16, P = 0.03). Approximativement 25%
des CCR dMMR localisés expriment cette protéine chaperonne mutée®. D’autres études seront

nécessaires afin de mieux appréhender ce biomarqueur potentiel et I’intégrer dans la pratique clinique.

3.2.3.3 Infiltrat inflammatoire
L’infiltrat inflammatoire des tumeurs dMMR permet de distinguer des profils pronostiques différents

au sein méme du groupe des CCR dMMR“. Aiinsi il a été montré que les signes de réponse immunitaire
intra-tumorale étaient associés a une amélioration de la SSR et de la SG*'. La présence de lymphocytes
T régulateurs intra-tumoraux est ainsi de bon pronostic dans les CCR dMMR*® 49, Une analyse post hoc
de I’essai de phase 3 PETACC-8 a montré que I’importance de I’infiltrat lymphocytaire est associé€ avec
une amélioration du taux de récidive a 3 ans (14.4% versus 21.1%, P = 0.02) et de la SG (HR = 1.7,
IC95 1.1-2.7, P = 0.02) chez les patients présentant un CCR de stade 3. Les tumeurs dMMR étaient plus
fréqguemment retrouvées dans le groupe avec un fort infiltrat lymphocytaire. Les analyses en sous-

groupes ne montraient pas de différence significative au sein des CCR dMMR®,

Par ailleurs, il a récemment ét¢ démontré qu’un score immunitaire (« immunoscore »), basé sur la
quantification des lymphocytes T cytotoxiques et mémoire au niveau intra-tumoraux et des berges
d’invasion, permettait d’identifier les patients a haut risque de récidive au sein méme du groupe
dMMR® %2, L’¢étude standardisée de 1336 CCR localisés a montré en analyse multivariée une
association entre un immunoscore élevé et une amélioration du temps jusqu’a récidive (HR = 0.46, 1C95
0.24-0.87, P = 0.0142)%. Cet outil, pertinent et robuste, semble particulierement intéressant dans la

perspective des stratégies immunothérapeutiques du CCR.

3.3 STATUT MMR ET CANCER COLORECTAL METASTATIQUE

3.3.1 Effet pronostique
L’impact du statut IMMR sur le pronostic des patients atteints d’un CCR a un stade métastatique n’est

pas encore totalement élucidé. La faible prévalence des CCRm dMMR comparativement aux stades 1l
et 111 (5% versus 15-20%) souligne la faible capacité de ce type tumoral a développer des métastases.
Peu de données sont disponibles concernant le pronostique des patients avec un CCRm dMMR. Jusqu’a
récemment, les études ayant évalué I’impact pronostique du statut MMR dans cette situation avaient
inclus de tres faibles échantillons, rendant les résultats statistiquement non significatifs et difficilement

interprétables [tableau 2].
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Tableau 2. Valeur pronostique du statut MMR dans le cancer colorectal métastatique

Auteur, année N (dAMMR/pMMR) SG (mois) P

dMMR  pMMR

Brueckl, 2003 43 (7/36) 33 19 0.021*
Des Guetz, 2007 40 (9/31) 16 225 0.16
Koopman, 2009°¢ 515 (18/497) 10.2 17.9 0.41
Tran, 201157 350 (40/310) 11.1 221 0.001*
Venderbosch, 20142 3063 (153/2910) 13.6 16.8 0.001*

* . statistiquement significatif

L’analyse poolée de 4 études de phase 111 en situation de 1° ligne métastatique (études CAIRO, CAIRO2,
COIN et FOCUS) a permis de mieux appréhender le profil pronostique des CCRm dMMR®. Parmi les
3063 patients présentant un CCR de stade 1V, ceux avec une tumeur dMMR (n = 153 ; 5%) avaient une
SSP et une SG significativement réduite (HR = 1.33, IC95 1.12-1.54 ; HR = 1.35, IC95 1.13-1.61,
respectivement). La prise en compte de I’association forte entre AMMR et BRAFV600E permet de
préciser ces données et semble indiquer que le pronostic défavorable observé pour les patients présentant
un CCRm dMMR est lié a I’impact péjoratif de la mutation BRAFV600E, retrouvée dans 34% des cas
dMMR [tableau 3 et figure 4].

Tableau 3. Médianes de survie globale selon les statuts MMR et BRAF dans I’analyse poolée des
essais CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS

BRAFMT BRAFWT dMMR pPMMR

dMMR dMMR dMMR pMMR  BRAFMT BRAFYT  BRAFMT BRAFWT

Nombre de patients 53 197 100 2713 53 100 197 2713
SG, médiane

11.7 113 150 173 11.7 15.0 11.3 17.3
(mois)
HR 1.05 1.22 151 1.94*
(1C95) (0.68-1.63) (0.91-1.65) (0.93-2.46) (1.57-2.40)

* : statistiquement significatif ; BRAFM™ : BRAFV600E muté ; BRAF"" : BRAF sauvage
d’apres Venderbosch et collegues, Clin. Can. Res. (2014)
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Figure 4. Courbes de survie globale selon les statuts MMR et BRAF dans I’analyse poolée des essais
CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS
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d’aprés Venderbosch et collegues, Clin. Can. Res. (2014)

3.3.2 Immunothérapie
Les stratégies thérapeutiques d’inhibition des points de contrdle immunitaires (« immune checkpoints »)

semblent étre sur le point de révolutionner la prise en charge thérapeutique des patients atteints de
cancers dAMMR. La preuve du concept a été apporté par une étude de phase 2 présentée en juin 2015 au
congrés annuel de I’association américaine d’oncologie médicale (ASCO) et publiée simultanément
dans le New England Journal of Medicine®. 1l s’agissait de résultats préliminaires portant sur des
patients préalablement traités pour un CCRm dMMR ou pMMR par pembrolizumab, un anticorps
monoclonal anti-PD-1. Cette étude montrait que seuls les CCR dMMR étaient sensibles a 1’inhibition
de PD-1. L’actualisation des résultats présentée au congrés annuel 2016 de I’ASCO a confirmé
I’efficacité majeure de cet anticorps anti-PD-1 dans cette indication. Le taux de réponse dans la cohorte
dMMR (N = 28) est de 50% contre 0% dans la cohorte pMMR (N = 25). Les médianes de SSP et de SG
ne sont toujours pas atteintes dans la cohorte dAMMR, contre respectivement 2,4 mois (HR = 0.135, 1C95
0.043-0.191, P < 0.0001) et 6 mois dans la cohorte dAMMR (HR =0.247, 1C95 0.117-0.589, P = 0.001)%.

D’autres inhibiteurs de points de controle immunitaires sont également en cours d’évaluation pour les
CCRm dMMR. Ainsi le nivolumab, un anticorps monoclonal anti-PD-1 est testé seul ou en association

a ’ipilimumab, un anticorps anti-CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). Des résultats
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préliminaires ont été rapportés au congrés annuel 2016 de I’ASCO?L. De la méme maniére que pour le
pembrolizumab, les résultats sont décevants pour les patients de la cohorte pMMR avec une seule
réponse tumorale et une SSP médiane de 2.26 mois (N = 20). La cohorte AMMR a inclus 100 patients ;
70 patients ont recu le nivolumab seul @ 3 mg/kg ; 30 patients ont été traités par nivolumab 3 mg/kg
associé a ipilimumab 1 mg/kg pour 4 cycles (J1 = J21) puis nivolumab 3mg/kg seul tous les 15 jours
jusqu’a progression. Le taux de réponse objectif est respectivement de 25,5% et 33,3%, avec des
réponses prolongées. La médiane de SSP, de 5,3 mois dans la cohorte traitée par nivolumab seul, n’est

pas atteinte dans le bras combinant nivolumab et ipilimumab.

Ces premiers résultats, avec des patients contrdlés durablement par I’immunothérapie, incitent a
poursuivre le développement de ces thérapeutiques dans le cadre des tumeurs dMMR, colorectales ou
autres.

La recherche de biomarqueurs prédictifs de 1’efficacité de ces nouvelles immunothérapies représente
I’un des défis a relever pour les patients présentant un CCR dMMR. Ainsi, I’expression de PD-L1
(ligand de PD-1) par les cellules tumorales ou le microenvironnement n’est pas corrélée a 1’efficacité
du pembrolizumab®®. 11 est & noter que les analyses rapportées n’ont pas différencié les tumeurs selon
leur statut mutationnel BRAF ni selon leur caractére sporadique ou héréditaire. L’une des voies de
recherche actuelle consiste en I’analyse de la charge mutationnelle des tumeurs. En effet, les tumeurs
dMMR exhibent 20 fois plus de mutations somatiques que les tumeurs pMMR, et par conséquent un
nombre plus élevé de néo-antigénes tumoraux*® %8 %, Ces données suggeérent que la réponse immunitaire
spécifique est liée a la génétique tumorale, ce qui parait pertinent compte-tenu de ’association forte
entre tumeurs AMMR et infiltrat inflammatoire intra-tumoral. De plus il a été montré qu’une charge néo-
antigénique élevée est associée a une densité élevée de lymphocytes intra-tumoraux et a des taux de
survie favorables® 1, Les tumeurs dMMR seraient donc plus sensibles a I’immunothérapie du fait de

leur incapacité a réparer les erreurs d’appariements de base de leurs molécules d’ADN.

Tableau 4. Immunothérapie et cancer colorectal métastatigue AMMR

N CR PR SD PD SSP SG
) () () (%)  (mois)  (mois)

Pembrolizumab?® 28 11 46 32 4 NA NA
Nivolumab® 47 0 26 30 36 5.3 17.1
Nivolumab + ipilimumab? 27 0 33 52 11 NA NA

CR : réponse tumorale complete ; PR : réponse tumorale partielle ; SD : stabilité tumorale ;
PD : progression tumorale

20



MATERIEL ET METHODES - CONSIDERATIONS ETHIQUES

4 MATERIEL ET METHODES

4.1 CONSIDERATIONS ETHIQUES
Cette étude a été approuvée par le comité de protection des personnes lle de France IV de I’hdpital Saint-

Louis (N° IRB 00003835) le 27 novembre 2014 et a fait ’objet d’une déclaration a la commission

nationale de I’informatique et des libertés (CNIL).

4.2 SELECTION DES PATIENTS
Deux cohortes de patients présentant un CCRm dMMR ont été constituées.

La premiére cohorte, rétrospective et multicentrique, concerne les patients suivis pour un CCRm dMMR
et n’ayant pas été traités par immunothérapie. Ces patients ont été identifiés rétrospectivement via les
registres des services d’anatomo-pathologie et/ou des services d’oncologie médicale de 6 centres
hospitaliers francais : hopital Lariboisiére (Paris), hopital Pitie-Salpétriere (Paris), hopital Saint-Louis
(Paris), hépital Saint-Antoine (Paris), Institut du Cancer de Montpellier, Centre Hospitalier Régional et

Universitaire de Lille.

La seconde cohorte, prospective et monocentrique, est constituée des patients traités par immunothérapie
a I’hopital Saint-Antoine dans le cadre d’essais thérapeutiques. Il s’agit des patients inclus dans I’essai
de phase 2 MSD-3475-164/KEYNOTE-164 (NCT02460198) évaluant le pembrolizumab, et dans I’essai
de phase 2 BMS CA209-142/CHECKMATE-142 (NCT02060188) évaluant le nivolumab avec ou sans
ipilimumab. Les données de survie des patients ont été censurées a la date de leur inclusion, les résultats
des essais MSD-3475-164 et BMS CA209-142 n’étant pas encore publiés.

Les critéres d’exclusion de 1’étude étaient : (i) absence d’échantillon tumoral disponible ; (ii) tumeur

PMMR (PCR Pentaplex®) et MSS (IHC).

4.3 RECUEIL DES DONNEES CLINIQUES
Tous les dossiers médicaux des patients inclus ont été analysés. Les données démographiques, les

critéres cliniques orientant vers une prédisposition génétique (critéres d’ Amsterdam modifiés : 4ge au
diagnostic, antécédents personnels et familiaux de cancers du spectre du syndrome de Lynch), les
caractéristiques tumorales, les types de traitements regus, les réponses aux traitements et les données de

survie ont été collectés.

4.4 ETUDE ANATOMO-PATHOLOGIQUE
Les échantillons de tissu tumoral de la tumeur primitive et/ou de métastases ont été identifiés dans

chaque centre participant en utilisant le logiciel DIAMIC (Infologic-Santé). Les échantillons, fixés au

formol et inclus en paraffine (FFPE : formalin-fixed, paraffin-embedded), ont été recueillis et regroupés
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au sein d’une collection biologique centralisée dans le service d’anatomie-pathologique de 1’hdpital

Saint-Antoine.

Les données de I’analyse anatomo-pathologique effectuée par le laboratoire d’origine ont été
recueillies : niveau d’invasion pariétale, nombre de ganglions métastatiques et nombre de ganglions
analysés, présence d’emboles vasculaires veineux et lymphatiques, présence d’engainements péri-
nerveux, évaluation des marges de résection, degré de différenciation (bien, moyennement ou peu
différencié), type histologique (intestinal, mucineux, médullaire, a cellules indépendantes). Le degré de
différenciation et le type histologique ont été réévalués sur une lame en coloration standard
(hématoxyline et éosine ou hématoxyline, phloxine et safran) Les adénocarcinomes mucineux étaient
définis en accord avec la classification OMS 2010, a savoir un contingent mucineux représentant plus
de 50% de la tumeur. Les stades pTNM ont été évalués selon la classification TNM 2010, 7¢ édition
(AJCC).

Les tumeurs primitives ont été catégorisées en « cOté droit » et « c6té gauche », selon qu’elles étaient
développées entre le caecum et I’angle colique gauche ou entre le colon descendant et la jonction
anorectale. Lorsque plusieurs tumeurs colorectales avaient été mises en évidence du c6te droit et du coté

gauche, la localisation de la tumeur primitive du CCRm était considérée comme indéterminée.

Le statut MMR des tumeurs a été étudié par IHC dans le laboratoire d’anatomie pathologique de I’hdpital
Saint Antoine (Paris). L’expression des protéines MMR par les cellules tumorales a été évaluée en
utilisant des anticorps anti-hMLH1, anti-hMSH2, anti-hMSH®6 et anti-hPMS2. Le tissu non tumoral était

utilisé comme témoin interne.

4.5 ANALYSES MOLECULAIRES

45.1 Phénotype microsatellitaire
Une analyse confirmatoire du phénotype MSI a été réalisée par PCR Pentaplex au sein du laboratoire

de I’équipe « Instabilité des microsatellites et Cancers » (équipe labellisée par la Ligue Nationale contre
le Cancer) du Centre de Recherche Saint-Antoine, INSERM, UPMC Paris 06, Sorbonne Universités.

L’ADN a été extrait a partir de deux coupes de 10um d’épaisseur de tissu fixé en formol et inclus en
paraffine, réalisées a partir des blocs aprés macrodissection des zones d’intérét. Cette extraction a été
réalisée avec un kit d’extraction (DNeasy Blood and Tissue DNA isolation kit, Qiagen, Hilden,

Germany). Les ADN ont été dosés sur spectrophotométre en UV.

Tous les marqueurs pentaplex (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et NR-27) ont été analysés avec
I’analyseur génétique ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Les

tumeurs étaient considérées comme MSI en cas d’instabilité d’au moins 2 marqueurs.
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452 Méthylation du promoteur du gene hMLH1
En cas de perte d’expression tumorale de hMLH1 en IHC, une analyse de 1’état de méthylation du

promoteur du géne hMLH1 était effectuée par la plateforme de biologie moléculaire de 1’hdpital Saint-
Antoine (Paris), permettant de distinguer les cas sporadiques (hyperméthylation) des cas liés au
syndrome de Lynch (absence d’hyperméthylation). L’ADN tumoral a été traité avec du bisulfite qui
convertit les cytosines non méthylées en uracile tandis que les cytosines méthylées ne sont pas modifiées
par le traitement, en utilisant le kit EZ DNA Methylation-GoldTM (ZYMO Research Corp.). Le profil
de méthylation a été déterminé apres amplification par PCR avec deux couples d’amorces différentielles
suivie d’un séquengage (Genetic Analyzer 3500xL, Applied Biosystem). L’analyse de fragment a été
réalisée avec le logiciel Genemapper (Applied Biosystem), qui distingue par la taille, les fragments
méthylés et non méthylés, avec des lignées cellulaires contrdles méthylées (RKO) et non méthylées
(ITS3)

4.5.3 Statuts mutationnels des génes KRAS, NRAS et BRAF
La détection des mutations pour KRAS exons 2, 3 et 4, NRAS exons 2 et 3 et BRAF exon 15 a été réalisée

par PCR en temps réel (Light Cycler 480, Roche diagnostic) en amplifiant chacun des exons étudiés des
trois genes d’intérét KRAS, NRAS et BRAF. Les cas mutés ainsi détectés ont été analysés par
pyroséquencage (Pyromark Q24, Qiagen) en utilisant les kits dédiés therascreen® KRAS, NRAS et BRAF
Pyro Kit CE (Qiagen). En cas de discordance, un séquencage direct a été réalisé (ABI PRISM 3500L
Dx genetic analyzer, Applied Biosystem).

4.6 ANALYSES STATISTIQUES
La base de données a été figée au 1 juillet 2016.

Les patients inclus dans 1’étude ont été séparés en 2 groupes :

- cas héréditaires liés au syndrome de Lynch, avéré (présence d’une mutation constitutionnelle d’un
géne MMR) ou hautement probable (perte d’expression de hMSH2/hMSH6, de hMSH6 ou hPMS2
de maniére isolée, ou perte de hMLH1/hPMS2 sans mutation BRAFV600E ni hyperméthylation du
promoteur de hMLH1) ; en cas de perte de hMLH1/hPMS2 sans mutation BRAFV600E mais avec
un statut de méthylation indéterminé, les patients répondant aux critéres d’ Amsterdam ou étant agés
de moins de 40 ans étaient considérés comme porteurs du syndrome de Lynch de maniére hautement
probable ;

- cas sporadiques (perte d’expression de hMLH1 avec mutation BRAFVG600E et/ou avec
hyperméthylation du promoteur de hMLH1).

Les caractéristiques clinico-pathologiques et moléculaires entre les groupes « Lynch » et « sporadique »
ont été comparées en utilisant le test exact de Fisher. Pour les analyses de survie globale, les patients
inclus dans les essais KEYNOTE-164 et CHECKMATE-142 ont été censurées a la date d’inclusion
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dans ces essais. La survie avant récidive loco-régionale ou métastatique correspond au temps entre la
date d’exérése de la tumeur primitive et la date de récidive et la survie apres récidive au temps entre la
date de récidive et la date de décés ou de dernieres nouvelles. La survie globale en situation métastatique
a été calculée depuis la date de diagnostic de la maladie métastatique jusqu’a la date de déces, toute
cause confondue, en censurant les patients toujours vivants a la date des derniéres nouvelles ou a la date
d’inclusion dans les essais d’immunothérapie. La survie sans maladie a été calculée pour les patients
ayant eu une résection de leur maladie métastatique (chirurgie ou radiofréquence) depuis la date de
résection jusqu’a la date de récidive. La survie sans progression en 1¢ ligne correspond au temps entre
la date de début de traitement par chimiothérapie prescrite en 1° ligne métastatique et la date de la 1°
observation d’une progression tumorale ou d’un déceés, toute cause confondue. Les courbes de survie
ont été établies par la méthode de Kaplan-Meier et comparées par le test de Log-rank (Mantel-Cox). Le
calcul du hazard ratio a été effectué selon la méthode de Mantel-Haenszel en utilisant le logiciel
GraphPad Prism version 7.00 pour Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com.
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5 RESULTATS

5.1 POPULATION ETUDIEE

Cent quarante-sept patients présentant un CCRm dMMR diagnostiqué entre mars 1998 et mars 2016 ont

été identifiés via les registres des services d’anatomie pathologique et des services cliniques des hdpitaux

participant a 1I’étude (N = 107) et via les inclusions du service d’oncologie médicale de 1’hopital Saint-
Antoine dans les essais d’immunothérapie KEYNOTE-164 et CHECKMATE-142 (N = 40). Parmi ces

147 patients, 29 ont été exclus en raison de 1’absence de matériel tumoral disponible (N = 21) et en

raison d’un statut pMMR (IHC) et MSS (PCR) selon les analyses confirmatoires effectuées a 1’hopital

Saint-Antoine (N = 8). Aucun patient n’avait émis d’opposition a I’utilisation du matériel tumoral

disponible. Les 118 patients restants ont été inclus dans 1’étude pour analyse des caractéristiques clinico-

pathologiques et moléculaires [figure 5].

Figure 5. Diagramme de flux des inclusions

107 patients identifiés via les
registres des services cliniques et

d’anatomie pathologique

40 patients inclus dans les essais
KEYNOTE-164 et
CHECKMATE-142

25 patients exclus

- pas d’échantillon de
| tissu tumoral (N =17)

- tumeur pMMR et MSS
(N=8)*

82 patients inclus dans la cohorte
« sans immunothérapie »
- 50 syndromes de Lynch
- 24 sporadiques

- 8 inclassés

4 patients exclus

»{ - pas d’échantillon de

tissu tumoral (N =4)

A

36 patients inclus dans la cohorte
« avec immunothérapie »
- 22 syndromes de Lynch
- 8 sporadiques

- 6 inclassés

4

- 32 sporadiques

- 14 inclassés

Analyse clinico-pathologique et
moléculaire (N = 118)

- 72 syndromes de Lynch

* . 7 cas initialement considérés comme MSI et 1 cas comme dAMMR d’apres les résultats du laboratoire

d’origine ; les analyses confirmatoires ont conclu a un statut pMMR et MSS pour ces 8 patients.
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5.2 CAS SPORADIQUES ET CAS LIES AU SYNDROME DE LYNCH
Le statut MSI ou dMMR des tumeurs a ét¢ confirmé pour 1’ensemble de la population incluse. Les

résultats des analyses par PCR et IHC étaient discordants dans 9 cas (8%) : 4 cas sans aucune perte
d’expression en THC mais MSI en PCR, 5 cas MSS en PCR mais dMMR en THC (3 cas avec perte de
hMLH1/hPMS2, 2 cas avec perte isolée de hMSH®6) [tableau 5].

Tableau 5. Croisement des résultats de PCR Pentaplex® et d’immunohistochimie

Statut MMR (IHC)

dMMR pPMMR Total
Statut microsatellitaire (PCR)
instabilité des microsatellites (MSI) 97 4* 101
stabilité des microsatellites (MSS) 5* 0** 5
en cours de détermination 12 0 12
Total 114 4 118

* : cas discordants ; ** : aprés exclusion des 8 cas pMMR et MSS

Une perte d’expression de hMLH1/hPMS2 et hMSH2/hMSHG6 a été mise en évidence pour 58% et 27%
de la population totale, respectivement. Le statut de méthylation du promoteur du géne hMLH1 était
connu pour 37 des 68 cas avec perte d’expression de hMLH1/hPMS2 ; les autres cas étaient encore en

cours d’analyse a la date de point [tableau 6].

Soixante-douze patients (61%) présentaient un CCR dMMR relié au syndrome de Lynch [figure 5 et
tableau 6] :

- 26 patients porteurs d’une mutation constitutionnelle d’un géne du systtme MMR (hMLH1, N =
10 ; hMSH2, N = 14 ; hMSH6, N = 2), dont 1 cas hMSH2 muté sans perte d’expression associée de
hMSH2 en IHC ;

- 31 cas avec perte d’expression tumorale de hMSH2/hMSH6, de hMSH®6 isolée ou de hPMS2

isolée ;

- 8 cas avec perte d’expression tumorale de hMLH1/hPMS2, BRAF sauvages, sans hyperméthylation
du promoteur de hMLH1 ;

- 7 cas avec une perte d’expression tumorale de hMLH1/hPMS2, BRAF sauvage, de statut de
méthylation indéterminé, mais remplissant les critéres d’Amsterdam (N = 3) ou 4gés de moins de 40
ans (N =4).
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Trente-deux cas (27%) ont été considérés comme d’origine sporadique :

- 21 cas avec perte d’expression tumorale de hNMLH1/hPMS2, BRAFV600E mutés (dont 12 tumeurs
avec une hyperméthylation du promoteur de hMLH1) ;

- 11 cas avec perte d’expression tumorale de hMLH1/hPMS2, BRAF sauvages, présentant une
hyperméthylation du promoteur de hMLH1.

Quatorze tumeurs (13%) n’ont pas pu étre classées entre origine sporadique et origine héréditaire :

- 11 cas avec perte d’expression tumorale de h\MLH1/hPMS2, BRAF sauvages, avec un statut de
méthylation du promoteur de hMLH1 indéterminé, sans critére clinique discriminant ;

- 3 cas sans perte d’expression tumorale de hMLH1, hMSH2, hMSH6 et hPMS2 en IHC, BRAF
sauvage, avec un statut de méthylation du promoteur de hMLH1 indéterming, sans critere clinique

discriminant.

Tableau 6. Identification des tumeurs dMMR sporadiques ou liées au syndrome de Lynch

Population Groupe Groupe Cas
totale  «sporadique » « Lynch » inclassés

N (%) N (%) N (%) N (%)

Nombre de patients 118 (100) 32 (100) 72 (100) 14 (12)
Perte de hMLH1/hPMS2 68 (58) 32 (100) 25 (35) 11 (79)
hMLH1 constitutionnellement muté 10 0 10 0
BRAFMT 21 21 0 0
BRAFWT / hyperméthylé 11 11 0 0
BRAFYT / non hyperméthylé 8 0 8 0
BRAFWT / méthylation inconnue 18 0 7* 11
Perte de h(MSH2/hMSH6 32 (27) 0(0) 32 (44) 0(0)
Perte de hMSHB6 isolée 9 (8) 0 (0) 9 (13) 0 (0)
Perte de hPMS2 isolée 5(4) 0(0) 5(7) 0(0)
Pas de perte d’expression 4 (3) 0 (0) 1()** 3 (21)***

(PMMR mais MSI en PCR)

* . cas remplissant les critéres d’ Amsterdam (N = 3) ou age inférieur a 40 ans (N =4)
** . 1 cas sans perte d’expression en IHC mais avec mutation constitutionnelle identifiée de hMSH2

*** 3 cas sans perte d’expression en IHC, BRAFWT avec un statut de méthylation indéterminé
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5.3 CARACTERISTIQUES CLINIQUES
Les caractéristiques démographiques des patients au diagnostic de CCRm sont résumees dans le tableau

7. Les caractéristiques tumorales sont présentées dans le tableau 8. Dans la population totale de CCRm
dMMR (N = 118), I’age médian au diagnostic était de 56 ans. Il s’agissait préférentiellement de maladies
s’étant développées initialement au niveau du colon proximal (66%), de stade 3 (70%) et métachrones
(57%). Les principaux organes atteints a distance étaient le péritoine (42%), le foie (36%) et les
ganglions (32%).

Comparés au groupe « Lynch », les patients atteints d’'un CCRm d’origine sporadique étaient plus
fréqguemment des femmes (ratio hommes/femmes : 0.28 versus 3.24, P < 0.001), avec un age plus élevé
au diagnostic (71 versus 47 ans, P < 0.001) et des tumeurs primitives préférentiellement proximales
(88% versus 58% ; P = 0.004). Les cas sporadiques étaient plus fréquemment diagnostiquées a un stade
d’emblée métastatique que les tumeurs entrant dans le cadre d’un syndrome de Lynch (56% versus 39%,
P =0.13). Le nombre d’organes atteints au moment du diagnostic de la maladie métastatique ne différait
pas entre les 2 groupes (atteinte de 2 organes ou plus : 25% versus 28% ; P = 0.60). Les CCRm
sporadiques semblaient plus fréquemment associés a une atteinte métastatique initiale péritonéale et
ganglionnaire a distance (respectivement 50% versus 40% et 41% versus 26% ; seuils de significativité
non atteints), et présentaient, de maniére non significative, moins de métastases hépatiques (25% versus
43%, P =0.12).

Tableau 7. Caractéristiques démographiques et cliniques au diagnostic de cancer

Population Groupe Groupe Cas
totale  «sporadique »  «Lynch » inclassés
N (%) N (%) N (%) P N (%)
Nombre de patients 118 (100) 32 (100) 72 (100) 14 (100)
Sexe ratio (homme/femme) 151 0.28 3.24 <0.001* 1.8
(71/47) (7/25) (55/17) (9/5)
Age au diagnostic

médiane, min-max 56, 22-95 71,45-95  47,22-74 <0.001* 66, 53-92

Maladie métastatique
synchrone 51 (43) 18 (56) 28 (39) 5 (36)
métachrone 67 (57) 14 (44) 44 (61) 0.13 9 (64)

* . statistiqguement significatif
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Tableau 8. Caractéristiques de l’atteinte tumorale primitive et secondaire

Population Groupe Groupe Cas
totale «sporadique » « Lynch » inclassés
N (%) N (%) N (%) P N (%)
Nombre de patients 118 (100) 32 (100) 72 (100) 14 (100)
Tumeur primitive plurifocale 12 (10) 1(3) 10 (14) 0.17 1(7)
Localisation du primitif
droite 78 (66) 28 (88) 42 (58) 8 (57)
gauche 34 (29) 3(9) 26 (36)  0.004* 5 (36)
indéterminée 6 (5) 1(3) 4 (6) 1(7)
Chirurgie du primitif 115 (97) 31(100) 71 (100) 0.52 13 (93)
Stade pTN du primitif
T3-T4b NO 30 (25) 6 (19) 20 (28) 4 (29)
T1-T4b N1-N2 83 (70) 25 (78) 49 (68) 0.46 9 (64)
inconnu 5(4) 13) 3(4) 1(7)
Sites métastatiques initiaux
atteinte > 2 organes 31 (26) 8 (25) 20 (28) 0.82 3(21)
foie 43 (36) 8 (25) 31(43)  0.12 2 (14)
péritoine 50 (42) 16 (50) 29 (40) 0.40 3(21)
ganglion 38 (32) 13 (41) 19 (26) 0.17 3(21)
autres 19 (16) 2 (6) 15(21)  0.09 3(21)

* . statistiqguement significatif
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5.4 CARACTERISTIQUES MOLECULAIRES
Les caractéristiques moléculaires concernant les statuts mutationnels RAS et BRAF sont regroupées dans

le tableau 9. Une mutation de RAS ou BRAF a été retrouvée chez 27% et 20% respectivement des patients
de la population générale. Trente-trois patients (28%) étaient porteurs d’un CCRm « all wild-type »,
sans mutation détectée pour KRAS, NRAS et BRAF. Trente patients (20%) avaient un statut mutationnel
inconnu (N = 23) ou incomplet (N = 7). Parmi ces derniers, 4 cas avaient été testés pour BRAF
uniquement, 1 cas pour KRAS (exons 2, 3, 5) uniquement et 2 cas pour KRAS et BRAF, sans mutation

détectée.

Parmi les 32 cas RAS mutés, la mutation détectée siégeait au niveau 1’exon 2 (N =22), de ’exon 3 (N =
4) et de ’exon 4 (N = 6). Une mutation de NRAS a été détectée dans un seul cas (exon 2), associée a une
mutation de KRAS (exon 2). Un autre cas avec double mutation a été diagnostiqué chez un patient ayant
présenté a 39 ans un cancer du rectum d’emblée métastatique avec perte d’expression tumorale de

hMSH6 ; il s’agissait d’une mutation de KRAS (exon 2) et de BRAF (exon 15).

Toutes les mutations détectées de BRAF étaient des mutations V60OE de 1’exon 15. Trois tumeurs liées
au syndrome de Lynch présentaient une mutation de BRAF : 1 cas avec perte d’expression tumorale de
hMSHS6, associé a une mutation de KRAS (voir ci-dessus) et 2 cas avec perte d’expression isolée de
hPMS2.

Tableau 9. Statuts mutationnels RAS et BRAF

Population Groupe Groupe Cas

totale «sporadique » « Lynch » inclassés

N (%) N (%) N (%) P N (%)

Nombre de patients 118 (100) 32 (100) 72 (100) 14 (100)

KRAS ou NRAS muté 32 (27) 3(9) 25(35)  0.008* 4 (29)

BRAF muté 24 (20) 21 (66) 3(4) <0.001* 0 (0)

KRAS, NRAS et BRAF 33 (28) 7 (22) 23 (32) 0.35 3(21)
sauvages

statut incomplet ou inconnu 30 (25) 13) 22 (31) 7 (50)

* . statistiqguement significatif

30



RESULTATS - CARACTERISTIQUES ANATOMO-PATHOLOGIQUES

5.5 CARACTERISTIQUES ANATOMO-PATHOLOGIQUES
Les caractéristiques anatomo-pathologiques en termes de différenciation tumorale et de sous-types

histologiques sont résumées dans le tableau 10. L analyse anatomo-pathologique a mis en évidence une
prolifération tumorale peu différenciée dans 45 cas (38%). Les tumeurs sporadiques étaient plus
fréquemment peu différenciée que les tumeurs liées au syndrome de Lynch (50% versus 33%, P = 0.02).
Il n’y avait pas de différence statistiquement significative en termes de sous-types histologiques, avec

notamment 34% et 32% d’adénocarcinomes mucineux.

Tableau 10. Caractéristiques anatomo-pathologiques

Population Groupe Groupe Cas

totale «sporadique » « Lynch » inclassés

N (%) N (%) N(%) P N (%)

Nombre de patients 118 (100) 32 (100) 72 (100) 14 (100)
Degré de différenciation

moyennement a bien différencié 73 (62) 16 (50) 48 (67) 9 (64)

peu différencié 45 (38) 16 (50) 24 (33) 0.02* 5 (36)

Type histologique

intestinal 71 (60) 20 (63) 44 (61) >0.99 5 (36)

mucineux 40 (34) 11(34) 23(32) 0.82 6 (43)

médullaire 4 (3) 1(3) 2(3) 1(7)

a cellules indépendantes 3(3) 0(0) 3(4) 0(0)

* . statistiqguement significatif

5.6 EVOLUTION DE LA MALADIE AU TRAVERS DES STADES
La figure 6 représente le flux des patients de la cohorte selon le caractéere initialement localisé ou non

de leur maladie cancéreuse et selon 1’accessibilité initiale de leur atteinte métastatique a une prise en
charge loco-régionale a visée curative. Au total, 48 patients (41%) ont été traités de leur maladie
métastatique avec une intention curative par chirurgie (N = 47) et/ou par radiofréquence (N =
4). L’atteinte métastatique initiale était moins fréquemment accessible a une prise en charge loco-
régionale curative dans le groupe « sporadique » que dans le groupe « Lynch » (16% versus 53%, P <
0.001).
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Quinze patients (13 cas liés au syndrome de Lynch, 2 cas inclassés), soit 13% de la population totale,

étaient considérés en rémission complete aprés chirurgie(s) des métastases a la date des derniéres

nouvelles (suivi médian = 34 mois).

Figure 6. Diagramme de flux selon le caractére synchrone ou métachrone et ’accessibilité a un

traitement local curatif de la maladie métastatiaue
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5.7 ANALYSES DE SURVIE

5.7.1 Maladies initialement localisées : survie avant récidive
Tous les patients ayant présenté un CCRm métachrone (N = 67) ont été pris en charge initialement par

chirurgie carcinologique de la tumeur primitive colique. Huit des 22 CCR de stade Il et 39 des 45
tumeurs de stade Il ont recu une chimiothérapie adjuvante contenant du 5-fluorouracile (N=3 et N =
13, respectivement) ou de type FOLFOX (N =5 et N = 26, respectivement). La médiane de survie avant
récidive métastatique des patients avec un CCR dMMR initialement localisé est de 11.6 mois [figure 7].
Il n’y a pas de différence significative entre le groupe « sporadique » et le groupe « Lynch » (11.4 mois
versus 12.1 mois ; HR = 1.33, 1C95 0.69-2.56, P = 0.34).

Figure 7. Maladies initialement localisées : survie avant récidive
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5.7.2  Survie globale en situation métastatique
Les courbes de SG a partir du diagnostic de maladie métastatique selon le caractere sporadique ou

héréditaire sont présentées dans la figure 8. Trente et un décés ont été recensés, dont 12 dans le groupe
« sporadique » (N = 32) et 18 dans le groupe « Lynch » (N = 72). La médiane de SG, de 40.7 mois dans
la population globale de CCRm dMMR, est significativement inférieure dans le groupe « sporadique »,
comparé aux patients atteints d’un CCRm lié au syndrome de Lynch (18.5 versus 40.7 mois ; HR = 3.93,
1C95 1.57-9.88, P = 0.004) [figure 8A].

Au sein de la population non traitée par immunothérapie, la médiane de SG est de 37.4 mois. Les patients
atteints d’un CCRm dMMR sporadique ont un pronostic défavorable en comparaison aux cas liés au
syndrome de Lynch (12.2 mois versus 39.1 mois ; HR = 4.59, 1C95 1.78-11.8, P = 0.002) [figure 8B].
Il est a noter que 2 patients avec un CCRm dMMR d’origine sporadique étaient toujours vivants apres
un suivi de 50 et 65 mois a compter du diagnostic de maladie métastatique. Au sein du groupe
« sporadique », aucune différence n’était retrouvée selon le statut mutationnel de BRAF (HR = 1.67,
1C95 0.49-5.72, P = 0.41).
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La médiane de survie globale aprés récidive (SAR) des patients ayant présenté un CCR dMMR
initialement localisé n’était pas atteinte a la date de point [figure 8C]. Les patients avec un CCRm
dMMR d’origine sporadique ont une médiane de SAR significativement inférieure a celle du groupe
« Lynch » (12.2 mois versus non atteinte ; HR = 16.15, 1C95 3.26-79.95, P < 0.001).

Figure 8. Survie globale a partir du diagnostic de maladie métastatique
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A. survie globale avec censure des patients traités par immunothérapie a la date de leur inclusion dans les essais
thérapeutiques ; B. survie globale dans la population non traitée par immunothérapie ; C. survie globale apres

récidive des patients avec un CCRm dMMR initialement localisé)
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5.7.3  Survie sans maladie : métastases prises en charge dans une intention curative
La survie sans maladie (SSM) a été évaluée pour les patients ayant eu une résection de leur atteinte

métastatique (N = 48), par chirurgie (N = 47) et/ou radiofréquence (N = 4) [figure 6]. Il s’agissait
majoritairement de patients atteints d’un syndrome de Lynch (N = 38). Six patients entrant dans le cadre
du syndrome de Lynch n’avaient pas récidivé apres la résection initiale, a la date des derniéres nouvelles.
Tous les cas sporadiques (N = 5) ont récidivé. La médiane de SSM est de 9.7 mois dans la population
totale. Les patients entrant dans le cadre du syndrome de Lynch ont une SSM médiane supérieure a celle
des cas sporadiques (10.6 versus 6.9 mois ; HR = 0.05, 1C95 0.008-0.29, P < 0.001) [figure 9].

Figure 9. Survie sans maladie des cas métastatiques traités dans une intention curative
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5.7.4  Survie sans progression en 1° ligne métastatique
Tous les patients ayant recu une chimiothérapie de 1° ligne métastatique ont été inclus dans 1’analyse de

SSP (N =89). La médiane de SSP est de 8.5 mois dans la population globale. Soixante-treize événements
(progression de la maladie ou déceés de toute cause) ont été recensés, pour notamment 17 cas du groupe
« sporadique » (N = 21) et 46 cas du groupe « Lynch » (N = 57). Les patients entrant dans le cadre du
syndrome de Lynch ont une SSP médiane supérieure a celle des cas sporadiques (9.2 versus 6.4 mois ;
HR = 0.87, 1C95 0.49-1.56, P = 0.65) [figure 10].

Figure 10. Survie sans progression en le ligne métastatique
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6 DISCUSSION

6.1 MISE EN PERSPECTIVE ET CRITIQUE
Notre étude constitue la premiére cohorte historique multicentrique de CCRm dMMR caractérises sur

le plan clinique et moléculaire permettant de différencier les cas sporadiques des syndromes de Lynch.
Nous montrons que les CCRm dMMR d’origine sporadique ont eu une histoire naturelle différente de
celle des tumeurs liées au syndrome de prédisposition génétique dit de Lynch, avec un pronostic plus

défavorable.

Venderbosch et collegues avaient étudié une large cohorte de patients en situation métastatique inclus
dans des essais randomisés de phase 3%. Cette analyse mettait en évidence le caractére péjoratif de la
mutation BRAFVG600E (impact pronostic particulierement défavorable) et du statut dMMR
indépendamment du statut BRAF. Cependant, du fait de I’absence d’analyse immunohistochimique du
statut MMR, les auteurs ne pouvaient pas distinguer les tumeurs sporadiques des cas liés au syndrome
de Lynch, mis a part les cas BRAFV600E mutés. Par ailleurs, Tran et collégues avaient étudié le type
d’atteinte métastatique et le pronostic des CCRm selon leurs statuts BRAF et MMR®’. Comportant 40
patients avec un CCRm dMMR dont 12 cas BRAF mutés, cette étude montrait que la mutation
BRAFV600E était associée a un pronostic défavorable au sein des tumeurs dAMMR. S’ils montraient que
la mutation BRAFV600E était significativement associée au développement de métastases péritonéales
et ganglionnaires a distance, les auteurs n’intégraient pas le statut MMR dans leur analyse du profil
métastatique des CCR. Ainsi aucune donnée n’était disponible concernant le type d’atteinte métastatique

selon le statut BRAF au sein-méme de la population dMMR.

Notre étude présente certaines limites, essentiellement dues a son caractére rétrospectif. Nous avons
identifié les patients via des registres incrémentés prospectivement et automatiquement dans chacun des
centres participants. L’exclusion des patients pour lesquels aucun échantillon tumoral n’était disponible
a limité le risque d’intégrer a notre cohorte des cas pMMR, en permettant un contrble systématique
centralisé des statuts microsatellitaire et MMR de chaque tumeur. Nous avons identifié par cette analyse
centralisée 8 tumeurs MSS et pMMR qui avaient été initialement identifiées comme MSI ou dAMMR
dans le centre participant, et qui ont par conséquent été exclues de notre cohorte. Par ailleurs, la présence
de cas inclassés (N = 14) et de cas identifiés au syndrome de Lynch par des criteres cliniques (critéres
d’Amsterdam, age inférieur a 40 ans ; N = 7) est un second point critique de notre étude. Les résultats
des analyses en cours de 1’état de méthylation du promoteur de hMLH1 permettront de classer
I’ensemble de la population de la cohorte entre cas sporadiques et cas héréditaires en s’affranchissant
des criteres cliniques (critéres d’ Amsterdam, age inférieur a 40 ans) et ainsi d’affiner les résultats avant

publication.
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6.2 METHODES ET DISCORDANCES

6.2.1 PCR et immunohistochimie
La présence dans notre cohorte de cas discordants entre les techniques diagnostiques améne a discuter

des modalités d’évaluation des statuts MMR et microsatellitaire des tumeurs. Grace a I’analyse
centralisée effectuée a I’hdpital Saint-Antoine, nous avons identifié et exclus de la cohorte 8 cas pMMR
et MSS alors qu’ils avaient été considérés comme MSI (N = 7) ou dMMR (N = 1) par le laboratoire du
centre participant. Cette variabilité dans la réalisation et/ou I’interprétation de la PCR Pentaplex est en
cours d’étude afin de comprendre ces différences dont I’impact est important, tant sur le plan de

I’évaluation du risque héréditaire et que sur le plan thérapeutique.

L’analyse centralisée des statuts MMR et microsatellitaire a mis en évidence 9 cas discordants entre les
2 techniques. Cingq tumeurs dAMMR en IHC ne présentaient pas d’instabilité microsatellitaire en PCR
dans notre cohorte. Cette discordance peut étre expliquée par une contamination de 1’échantillon d’ADN
tumoral par de I’ADN de cellules non tumorales, qui constitue la principale limite de la PCR en pratique
courante®®. La nécessité d’analyser de I’ADN tumoral en qualité et en quantité suffisantes, non
contaminé par de ’ADN non tumoral, rend cette technique potentiellement complexe, pour des
préléevements pauvres en cellules tumorales, notamment pour les tumeurs mucineuses et les tumeurs
rectales irradiées en pré-opératoire. Ces limites expliquent notamment les 12 cas de notre cohorte pour
lesquels le statut microsatellitaire n’a pas pu étre déterminé. Par ailleurs, 1’identification de 4 cas MSI
sans perte d’expression des 4 protéines en IHC peut étre expliquée par 1’existence de mutations faux-
sens, qui ne s’accompagnent pas nécessairement d’une perte de 1’expression protéique et pour lesquelles
la méthode immunohistochimique est donc mise en défaut. D’interprétation parfois difficile, ’IHC des
protéines MMR, en particulier h(MSH6 et hPMS2, devrait selon certains auteurs étre réalisée et analysée

en centres experts®? 3,

6.2.2 Syndrome de Lynch et mutation BRAFV600E
Il est important de noter que nous avons retrouvé 3 CCRm dMMR liés au syndrome de Lynch et porteurs

de la mutation V600E de BRAF. L’un des cas, avec perte isolée de hMSHS6, était également porteur
d’une mutation de KRAS ; les 2 autres cas étaient associés a une perte isolée de hPMS2. Cela souligne
le fait que les CCR dus au syndrome de Lynch, hors mutation constitutionnelle de hMLH1, peuvent étre
mutés BRAFV600E® %, Ainsi il a été proposé, dans le cadre des tumeurs AMMR avec perte d’expression
de hMLH1, d’utiliser le statut mutationnel de BRAF dans les algorithmes décisionnels de détection des
patients possiblement porteurs d’un syndrome de Lynch'? 136670 | a majorité de ces études concernaient
cependant des échantillons relativement faibles, et il a été décrit de rares cas AMMR BRAFV600E mutés
avec mutation constitutionnelle de hMLH1 6469 | 3 présence d’une mutation V60OE de BRAF ne
semble donc pas suffisante pour éliminer la possibilit¢ d’un syndrome de Lynch chez les patients
porteurs d’'un CCR dMMR avec perte de hMSH2/hMSHS, ou perte isolée de hMSH6 ou de hPMS2 seul.
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6.3 CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION ETUDIEE

6.3.1 Prévalence des cas sporadiques et des cas liés au syndrome de Lynch
La caractérisation clinique et moléculaire de notre cohorte a permis d’identifier 27% de patients

présentant un CCRm dMMR d’origine sporadique, et 20% de tumeurs BRAFV600E mutées, ce qui est
legerement inférieur aux 25% a 35% de tumeurs dMMR avec mutation BRAFV600E précédemment
rapportés® %’. Nous attendons les résultats des 13% de cas inclassés de notre étude, pour lesquels le statut
de méthylation du promoteur du géne hMLH1 est en cours d’évaluation. Pour autant, la proportion
retrouvée de cas mutés BRAFV600E au sein des CCRm dMMR sporadiques (66%), est en accord avec
les 40 a 72% rapportés dans la littérature!> > 7, Par ailleurs, la sous-représentation des cas dAMMR
sporadiques dans notre cohorte est trés probablement en rapport avec un biais de sélection lié au fait que
plusieurs centres de cette étude participent a la prise en charge et a la surveillance des patients porteurs
d’un syndrome de Lynch, ainsi que de leur famille. L’hopital Saint-Antoine, notamment, participe au
suivi multidisciplinaire des personnes prédisposées héréditairement au cancer colorectal au sein du
Réseau lle-de-France PRED-IdF, et traite des patients dans le cadre d’essais d’ immunothérapie réservés
spéecifiguement aux CCRm dMMR et/ou MSI. Ainsi, seulement 10% de la population de notre étude
avait plus de 75 ans au diagnostic. 1l semble donc que le sous-groupe classiquement décrit des CCR

sporadiques BRAF mutés de la personne agée soit faiblement représenté dans notre cohorte’,

6.3.2 Caractéristiques cliniques et anatomo-pathologiques
Nous montrons que les CCRm dMMR sporadiques sont plus fréguemment retrouvés chez des personnes

agées, de sexe féminin et au niveau du colon droit que les tumeurs liées au syndrome de Lynch. Ces
données sont en accord avec la littérature et, méme si les CCR liés au syndrome de Lynch sont
classiguement décrits comme se développant au niveau du célon proximal, une part minoritaire mais
non négligeable d’entre eux est retrouvée au niveau du célon gauche (39%)*. Sur le plan morphologique,
les tumeurs sporadiques étaient plus fréqguemment peu différenciées. Nous avons identifiés 34% de
carcinomes mucineux, sans différence entre tumeurs sporadiques et liées au syndrome de Lynch, et
plusieurs cas de carcinomes médullaires et a cellules indépendantes. Ces résultats en termes de sous-
types histologiques étaient attendus, méme s’il a été rapporté une plus grande fréquence de carcinome

mucineux dans les tumeurs dAMMR sporadiques®.

6.3.3  Profil pronostique des CCRm dMMR

6.3.3.1 Résécabilité de I’atteinte métastatique

Seulement 16% des CCRm dMMR sporadiques ont eu une résection chirurgicale ou par radiofréquence
de leur maladie métastatique, contre 56% des cas liés au syndrome de Lynch. Cette différence peut en
partie étre expliquée par le type d’organes atteints a distance, avec une tendance des CCRm dMMR
sporadiques a développer des métastases ganglionnaires et péritonéales, profil qui avait déja été rapporté

par Tran et collégues dans le cadre des CCR BRAF mutés®’. Par ailleurs, les CCRm dMMR sporadiques

38



DISCUSSION - CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION ETUDIEE

semblent présenter un profil plus agressif, avec 56% de cas d’emblée métastatiques contre 39% pour les

tumeurs liées au syndrome de Lynch (P = 0.13, non significatif).

6.3.3.2 Analyses de survie

Aucune étude publiée n’a analysé la survie des patients atteints d’'un CCRm dMMR selon le caractere
sporadique ou héréditaire de leur maladie. Seuls Sinicrope et collégues avaient analysé de maniere
exploratoire I’impact de la chimiothérapie adjuvante a base de fluoropyrimidine dans les CCR localisés
dMMR sporadiques ou liés au syndrome de Lynch, montrant un effet positif du traitement pour les
tumeurs héréditaires, au contraire des cas sporadiques pour lesquels aucun effet n’était retrouvé®. En
situation métastatique, les seules données de survie disponibles concernent I’impact péjoratif de la
mutation BRAFV600E au sein des CCRm dMMR? %, Notre étude a I’avantage de pouvoir analyser la
survie des patients atteints d’'un CCRm dMMR sporadique ou héréditaire, classés grace a ’analyse
moléculaire des échantillons tumoraux recueillis. Cependant ces analyses de survie restent soumises a
caution, du fait du caractere rétrospectif de notre travail, avec de probables biais de sélection discutés

précédemment.

Concernant 1’analyse des survies des CCRm dMMR initialement localisés, notre étude est particuliére
dans le sens ou, par définition, tous les patients ont récidivé sous une forme métastatique. Si aucune
différence n’a été retrouvée en terme de SSR entre les cas sporadiques et ceux liés au syndrome de
Lynch, la SAR est nettement inférieure chez les patients avec un CCR dMMR sporadique (HR = 16.15,
IC95 3.26-79.95, P < 0.001). Ces résultats rejoignent ceux de Gavin et collégues, qui montraient que si
la mutation BRAFV600E était associée a une diminution de la SG, cet effet délétere se retrouvait non
pas en SSP, mais bien en SAR™. Des études ont confirmé 1’absence d’impact péjoratif de BRAFV600E
dans les CCR localisés dMMR, au contraire des tumeurs pMMR?*® 41, Ainsi nous montrons pour la
premicére fois que les patients atteints d’un CCR dMMR sporadique initialement localisé ont une SAR

significativement inférieure a celle des patients porteurs d’un syndrome de Lynch.

Les données de survie que nous rapportons, avec notamment une médiane de SG de 40.7 mois dans la
population globale, sont supérieures a celles retrouvées dans 1’étude de Tran et collégues et dans
I’analyse poolée des essais CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS® %', Cela est probablement expliqué par
le fait que, dans ces essais thérapeutiques de 1° ligne métastatique, les patients inclus présentaient une
maladie métastatique irrésécable, tandis que, dans notre étude, la SG était calculée a partir du diagnostic
de la maladie métastatique qu’elle soit ou non résécable. Notre étude met en évidence une SG nettement
inférieure pour les patients avec un CCRm dMMR sporadique, avec une médiane de SG de 18.5 contre
40.7 mois (P = 0.004). Ces résultats, obtenus en excluant les patients traités par immunothérapie a la
date de leur inclusion dans ces protocoles, ont été retrouvés de maniére similaire en analysant
uniquement les patients n’ayant pas été traités par immunothérapie. Cette différence en termes de SG

semble principalement expliquée par la trés faible proportion de maladies métastatiques accessibles a
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une prise en charge meédico-chirurgicale a visée curative dans le groupe « sporadique » (16% versus
53% dans le groupe « Lynch »). De plus, pour les patients opérés de leurs métastases, la médiane de
SSM est significativement inférieure dans les cas sporadiques (6.9 versus 10.6 mois, P < 0.001). De
méme, la SSP en 1° ligne de chimiothérapie est inférieure pour les patients avec un CCRm dMMR

sporadique comparés aux patients porteurs d’un syndrome de Lynch (9.2 versus 6.4 mois, P = 0.65).

6.4 AVENIR
Notre travail a permis de constituer une collection biologique de CCRm dMMR enrichie d’une base de

données clinico-pathologiques et qui va faire I’objet d’une thése de science. Incluant actuellement 118
CCRm dMMR, cette collection continue a étre incrémentée de nouveaux cas, et notamment des patients

actuellement en cours d’inclusion dans les essais d’immunothérapie.

Dans le contexte de I’émergence de I’immunothérapie, un intérét particulier sera porté a I’infiltrat
inflammatoire des tumeurs et a 1’expression des points de controle immunitaires (PD-1, PD-L1, PD-L2,
CTLA-4, LAG-3... : immunohistochimie et technologie Nanostring®). Les tumeurs seront ainsi
caractérisées sur le plan moléculaire via des explorations « géne-candidat » et des analyses non
supervisées. Ces paramétres seront mis en relation avec les données de survie des patients, afin d’en
évaluer le caractere pronostique. Nous serons & méme de comparer les profils moléculaires des tumeurs
primitifs et de leurs métastases, avec plus de 60 couples de blocs tumoraux. L’étude des cas traités par
immunothérapie, dans le cadre de collaborations avec les promoteurs des essais thérapeutiques,
s’intéressera a la recherche de biomarqueurs prédictifs d’efficacité, qui font jusqu’a présent défaut a ces

thérapies innovantes et prometteuses.
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7 CONCLUSION

Cette étude rétrospective et multicentrique a permis la mise en place d’une cohorte de patients avec
CCRm dMMR dont la caractérisation moléculaire (IHC des protéines MMR, mutation BRAFV600E,
méthylation du promoteur de hMLH1) a permis d’individualiser les tumeurs sporadiques et les cas
héréditaires liés au syndrome de Lynch. Nous montrons que ces 2 entités présentent des caractéristiques
cliniques, moléculaires et anatomo-pathologiques distinctes. Les patients avec un CCRm lié au
syndrome de Lynch ont un meilleur pronostic que les cas dMMR sporadiques. Alors qu’aucune
différence de SSR n’a été mise en évidence, la SAR des tumeurs initialement localisées est plus longue
pour les patients avec un syndrome de Lynch que pour les cas sporadiques. Les CCRm dMMR
héréditaires sont associés a une meilleure SG (40.7 versus 18.5 mois, P = 0.004). La médiane de SSP en
cas de chimiothérapie de 1° ligne métastatique est respectivement de 9.2 et 6.4 mois (P = 0.65). Plus
fréquemment opérés de leur atteinte métastatique, les patients avec un syndrome de Lynch ont une SSM

plus longue que les cas sporadiques en cas de résection des métastases (10.6 versus 6.9 mois, P < 0.001).

La mise en évidence de cas discordants entre les statuts microsatellitaire et MMR (N = 9) et entre les
analyses des laboratoires d’origine et de ’analyse centralisée de 1’étude (N = 8) souligne I’importance
de la réalisation conjointe des 2 techniques diagnostiques, PCR et immunohistochimie des 4 protéines
MMR (hMLH1, hPMS2, hPSH2, hMSH®6). Par ailleurs, cette étude confirme la nécessité de définir
précisément le profil moléculaire des CCRm. Associés a un pronostic particuliérement péjoratif, les
patients présentant un CCRm dMMR sporadique, incluant les tumeurs mutées BRAFV600E, doivent
étre ’objet d’une attention particuliere et de stratégies spécifiques, si possible dans le cadre d’essais
thérapeutiques. Si leur profil pronostique est moins défavorable, les patients atteints d’un CCRm lié au
syndrome de Lynch doivent étre pris en charge de maniére multidisciplinaire, médico-chirurgicale.
Indépendamment du caractére sporadique ou héréditaire de leur cancer, ces patients doivent étre orientés
vers des essais d’immunothérapie, qui constitue une voie thérapeutique prometteuse pour la prise en

charge des tumeurs dAMMR.

Notre cohorte est constituée de patients traités soit en dehors d’essais thérapeutiques, soit dans le cadre
d’essais d’immunothérapie. Notre travail apporte donc des informations essentielles pour la mise en
perspective des résultats des essais d’immunothérapie. En ayant systématiquement recherché les
échantillons tumoraux des tumeurs primitives et/ou des métastases, nous avons créé une collection
biologique qui continue d’étre implémentée et qui permettra d’approfondir le démembrement
moléculaire des CCRm dMMR. Avec plus d’une quarantaine de cas inclus dans des essais
d’immunothérapie, nous serons a méme d’identifier d’éventuels facteurs prédictifs d’efficacité de ces
nouvelles thérapeutiques. En conclusion, par son caractére translationnel, notre travail met en exergue
la nécessité de développer des collaborations entre cliniciens, pathologistes et scientifiques, pour mieux

définir la prise en charge thérapeutique des patients.
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Caractérisation clinique et moléculaire des patients atteints d’un cancer colorectal
métastatique avec déficience du systéme de réparation des mésappariements de ’ADN

Résumé :

CONTEXTE : Sporadiques (SP) ou liés au syndrome de Lynch (LS), I’évolution sous traitement des
patients (pts) atteints d’un cancer colorectal métastatique (CCRm) MSI (microsatellites instables)
avec déficience du systtme MMR (dMMR) est mal connue.

MATERIEL ET METHODES : Les pts avec un CCRm dMMR et/ou MSI ont été identifiés
rétrospectivement. Le statut dAMMR et MSI a été confirmé de maniére centralisée. Les critéres
d’exclusion étaient : absence de matériel tumoral disponible, tumeur pMMR (proficient MMR) et
MSS (MS stables). Les statuts RAS, BRAF et 1’état de méthylation du promoteur de hMLH1 ont été
analysés.

RESULTATS : Cent dix-huit pts dont 72 LS et 32 SP ont été inclus. Les statuts microsatellitaire et
MMR étaient discordants pour 9 cas. La mutation BRAFV600E était présente dans 24 cas (20%), dont
3 cas LS. Comparés au LS, les cas SP étaient associés avec : sexe féminin, age éleve, cdlon proximal.
L’atteinte métastatique était été moins fréquemment résécable (16% vs 53%, P<.001). La médiane de
survie globale des SP a partir du stade métastatique était inférieure a celle des LS (18.5 vs 40.7 mois,
P=.004). La survie sans progression médiane en 1° ligne métastatique (N=89) était de 6.4 et 9.2 mois
(P=.65). La survie sans maladie des cas métastatiques réséqués (N=48) de 6.9 et 10.6 mois (P<.001) ;
15 pts (13 LS et 2 cas inclassés) étaient en rémission compléte a la date des derniéres nouvelles. Pour
les cas initialement localisés, la survie sans récidive était identique dans les 2 groupes, mais la survie
aprés récidive était inférieure pour les SP (P<.001).

CONCLUSION : Au sein des pts avec CCRm dMMR traités, les cas SP ont un pronostic plus
défavorable que les LS.

Mots clés : cancer colorectal, instabilité des microsatellites, MSI, mésappariements de 1’ADN,
MMR, syndrome de Lynch, HNPCC, BRAF, immunothérapie

Clinical and molecular characterization of patients with DNA mismatch repair deficient
metastatic colorectal cancer

Abstract:

BACKGROUND: Patients (pts) with metastatic colorectal cancers (mMCRC) harbouring microsatellite
instability (MSI) due to sporadic (SP) or inherited (Lynch syndrom: LS) MMR deficiency (dAMMR)
are poorly characterized.

MATERIAL AND METHODS: Pts with dMMR or MSI mCRC were retrospectively identified.
dMMR and MSI statuses were centrally confirmed. Exclusion criteria were: no available tumor
specimen, pMMR (proficient MMR) and MSS (MS stable) tumor. RAS and BRAF mutational status
and hMLH1 promotor methylation were evaluated.

RESULTS: One hundred and eighteen pts, of which 72 LS and 32 SP, were included. Discrepancies
between MMR and microsatellite statuses were observed for 9 tumors. BRAFV600E mutation were
harboured by 24 tumors, of which 3 LS (20%). Compared with LS, SP were associated with female,
older age, proximal colon. Metastatic disease were less frequently resectable (16% versus 53%,
P<.001). Median overall survival from mCRC diagnosis was 18.5 months (m) for SP and 40.7 m for
LS (P=.004). Median progression-free survival for first-line chemotherapy (N=89) was respectively
6.4 and 9.2 m (P=.65). Disease-free survival was 6.9 and 10.6 m (P<.001) for patients with resected
metastatic disease (N=48); at the data-cutoff date 15 pts (13 LS and 2 unlabelled pts) were still in
complete remission. For initially localized dMMR mCRC, survival after relapse was significantly
inferior for SP (P<.001) but disease-free survival was similar between both groups.

CONCLUSION: Among treated pts with dMMR mCRC, SP tumors exhibit worse prognosis than LS.

Keywords: colorectal cancer, microsatellite instability, MSI, DNA mismatch repair, MMR, Lynch
syndrome, HNPCC, BRAF, immunotherapy
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