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INTRODUCTION

I. Le cancer colorectal métastatique

a. Epidémiologie
Au niveau mondial, le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer par ordre
d’incidence (10,2 %) et le second pour la mortalité (9,2 %). En 2018, on estimait a 1,8 million
le nombre de nouveaux cas et a 881 000 le nombre de déces causés (1). L’incidence du CCR
est environ trois fois plus élevée dans les pays développés que dans ceux en voie de

développement (1).

Figure 1 : Répartition de I’'incidence du CCR chez les hommes (Source modifiée d’apres

GLOBOCAN, 2018).
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Les observations, menées dans le cadre du programme SEER (Surveillance, Epidemiology
and End Results) aux Etats-Unis, retrouvent 20 & 25 % de CCR diagnostiqués au stade
métastatique et 1’apparition métachrone de métastases chez 50 % des patients ayant un CCR

initialement localisé (2). Le taux de survie a 5 ans au stade métastatique est de 13,8 % (2).



b. Facteurs de risque

i.  Comportementaux et environnementaux

Il existe des facteurs de risques modifiables tels que : la consommation d’alcool (Risque
Relatif (RR)= 1,82 [IC95 % (Intervalle de Confiance a 95 %) 141 — 2,35] pour une
consommation de 100g d’alcool par jour), le tabagisme (RR = 1,25 [IC95 % 1,04 — 1,51]),
I’obésité (RR = 1,334 [IC95 % 1,253 — 1,420]), le diabete (RR = 1,27 [IC95 % 1,21 — 1,34]) et
la consommation de viande rouge (RR = 1,18 [IC95 % 1,10 — 1,28] pour une augmentation de
consommation de 100g par jour) (1,3).

Il existe d’autres facteurs de risques, non modifiables, tels que les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (RR =24 [IC95 % 2,1 —2,7]),1’age et le sexe masculin.

Des facteurs protecteurs sont établis comme [’activité physique réguliere (RR = 0,73
[IC95 % 0,66 — 0,81]), le traitement hormonal substitutif (RR = 0,74 [IC95 % 0,68 — 0,81]), la
prise d’aspirine (RR = 0,60 [IC95 % 0,42 — 0,86] pour 75mg d’aspirine par jour) et 1’ablation
endoscopique des lésions précancéreuses (RR = 0,23 [IC95 % 0,19 — 0,27] chez les patients

ayant bénéficié d’une coloscopie dans les 10 années précédentes) (3).
ii.  Génétiques
Indépendamment des syndromes de prédisposition génétique, un antécédent familial au

premier degré de CCR constitue un facteur de risque majeur de développer un CCR (RR =205
[IC95 % 1,96 —2,14]) (4).

Concernant les syndromes de prédisposition génétique, les deux plus fréquents sont :

e Le syndrome de Lynch ou syndrome HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal

Cancer)

Sa transmission est autosomique dominante. Il est présent dans 3 % des CCR. Le
mécanisme repose sur une mutation soit, directement au niveau d’un gene de réparation des
mésappariements de I’ADN : MLHI ou MSH2, majoritairement, dans 60 a 80 % des cas ; MSH6
ou PMS2 plus rarement, soit indirectement au niveau du gene EPCAM entrainant I’inactivation
épigénétique secondaire de MSH2. En population générale, la fréquence mutationnelle globale
est de 0,359 % et elle est respectivement pour MLHI, MSH2, MSH6 et PMS2 de : 0,051 %,
0,035 %, 0,132 % et 0,14 % (5). Les mutations les plus fréquemment retrouvées (MSH6 et
PMS?2) sont celles les moins fréquemment retrouvées chez les patients développant un CCR.

La mutation de MLHI expose a un risque cumulé de CCR a I’age de 70 ans de 34 %



[IC95 % 25 — 50 %] chez I’homme et de 36 % [IC95 % 25 — 51 %] chez la femme. La mutation
de MSH2, expose a un risque cumulé de CCR a I’age de 70 ans de 47 % [IC95 % 36 — 60 %]
chez I’homme et de 37 % [IC95 % 27 — 50 %] chez la femme (6). Ces données illustrent le fait

que la pénétrance est incompléete.
e LaPAF (Polypose Adénomateuse Familiale

La PAF est caractérisée par la survenue précoce (dans l’enfance ou 1’adolescence)
d’adénomes recto-coliques multiples (des centaines, voire des milliers), en particulier. La PAF
associée a la mutation du géne APC est un syndrome a transmission autosomique dominante.
Les mutations peuvent néanmoins survenir de novo dans 25 % des cas. La pénétrance de la
PAF est proche de 100 %. Elle est responsable d’environ 1 % des CCR. La fréquence de la
mutation du gene APC est estimée a 1/8000 dans la population générale (7).

Le gene APC est un gene suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 5 (5q21-22)
comportant 15 exons. Il participe au complexe de phosphorylation qui controle de maniere post
traductionnelle le taux de P-caténine. La B-caténine phosphorylée est ainsi dégradée par un
systeme ubiquitine / protéasome permettant de maintenir des taux cytoplasmiques bas. La
mutation du géne APC entraine une augmentation des taux de [3-caténine libre cytoplasmique
ce qui active la voie de signalisation Wnt entrainant la translocation de la $-caténine en exces
dans le noyau avec la formation d’un complexe nucléaire P-caténine-TCF4. Ce complexe
possede une activité transcriptionnelle notamment pour certains proto-oncogenes comme c-
MYC ou la cycline D1 (8). Il joue un role dans les phénomenes d’adhésion et de migration
cellulaire. Il intervient dans 1’organisation du cytosquelette au niveau des microtubules et du
fuseau mitotique nécessaire a la ségrégation chromosomique lors de la mitose et au maintien
de I’euploidie (7).

Dans la PAF il existe une corrélation génotype-phénotype avec une grande hétérogénéité
de présentation clinique selon le codon muté. La mutation du codon 1309 est associée a un age
de début jeune, a partir de 20 ans. C’est la plus fréquente, elle concerne 10 % des patients
atteints de polypose. Les mutations situées entre les codons 168 et 1580 (codon 1309 exclu)
sont associ€es a un age de début moyen autour de 30 ans. Les mutations localisées entre les
codons 1250 et 1464 sont associées a une polypose plus sévere, profuse. Les mutations a
I’extrémité 5’ du codon 168 et a ’extrémité 3’ du codon 1580 sont associ€es a une entité
différente : la PAF atténuée, dont 1’age de début est plus tardif, en moyenne a 52 ans et la

polypose est moins sévere (moins de 100 adénomes) (9).



La PAF associée au gene MUTYH est une entité décrite plus récemment. Il concerne 15 a
20 % des patients atteints de polypose non liée a APC. C’est un syndrome a transmission
autosomique récessive. En population générale, on estime a 2 % la fréquence des mutations
mono-alléliques et entre 1 et 2 / 10 000 celle des mutations bi-alléliques. Les manifestations
cliniques sont similaires a celles de la PAF atténuée et le risque cumulé de CCR est d’environ

80 % chez les patients avec une mutation bi-allélique (9).

c. Traitement du CCR métastatique (CCRm) non résécable d’emblée

Le traitement repose en premicre intention sur une chimiothérapie cytotoxique + une
thérapie ciblée dont les objectifs seront conditionnés par le projet thérapeutique : 1) stratégie
curative pour les formes résécables ou potentiellement résécables ; ii) stratégie palliative pour
les formes jamais résécables avec comme but la prolongation de la survie, le controle des
symptomes et I’amélioration de la qualité de vie du patient.

La réponse précoce a cette premiere ligne de traitement est essentielle quel que soit le projet
thérapeutique. Ainsi, I’existence d’une relation entre la réponse tumorale a la premiere ligne de
chimiothérapie et ’allongement de la survie globale (SG) a été décrite par Buyse et coll. en
2000 avant 1’utilisation des thérapies ciblées (10), des données similaires ont été retrouvées
pour un effectif plus important de patients traités par 5-FLUOROURACILE (5FU) et
IRINOTECAN ou IRINOTECAN et OXALIPLATINE (11). Cette relation a été confirmée par
Cremolini et coll. en mettant en évidence dans I’essai TRIBE que la réduction tumorale précoce
et la profondeur de la réponse augmentaient a long terme la SG et la survie sans progression
(SSP) chez les patients atteints d'un CCRm traités par une chimiothérapie de premiere ligne
associée au BEVACIZUMAB (12). La réponse tumorale précoce semble essentielle dans la
prise en charge des CCRm potentiellement résécables. En effet, Karoui et coll. ont montré une
corrélation entre le nombre de cycles de chimiothérapie pré opératoires et la morbidité post
métastasectomie hépatique. Il était mis en évidence des modifications du parenchyme hépatique
avec l’apparition de dilatation sinusoidale, d’atrophie des hépatocytes ou de nécrose
hépatocytaire exposant au risque d’insuffisance hépatique transitoire (13).

Concernant la stratégie thérapeutique, les recommandations francaises du Thésaurus
National de Cancérologie Digestive (TNCD) concernant la premiere ligne de traitement sont

indiquées en Figures 2 et 3 selon le statut mutationnel RAS déterminé lors du diagnostic (14).



Figure 2 : Stratégie thérapeutique d’un CCRm RAS non muté, modifiée a partir du TNCD (14).

Stratégie CCRM RAS WT (KRAS et NRAS exon 2, 3 et 4)

grades (Gr) de recommandation

Jamais Jamais
D’embliée Potentiellement Résécables Résécables
résécables résécables Symptomatiques Asymptomatiques
Volume tumoral Volume tumoral non
menacgant ou BRAFM menagant
- FOLFOX / FOLFIRI +/- cetux ou Pani (Gr B) :,_ m{:, Pani SFU+/-beva
FOLFOXIRI +/- beva (Gr B) (1ére intention si (GrB) (GrA)
Folfox BRAFM)
Périop (Gr B) FOLFOX / FOLFIRI +/- beva (Gr C) FOLFOX / FOLFIRI
+/-beva (Gr
Option: Option:  -CIAH (GrC) {GeB)
- chir d’emblée =Folfoxirl + antiEGFR (Gr C) FOLFOXIRI +/- Beva
Gr B
(Avis Expert) (GrB) v a
Si pas de résection envisageable aprés 8 a 12 cures et si pas de Progression
progression : et évaluation
Discuter entretien par SFU/capecitabine (Gr B) +/- beva (Gr B) Tous les 2 mois)

Ou pause (si réponse majeure) (Gr C)

CCRM : Cancer colorectal métastatique ; RAS WT : RAS Wild Type ; Cetux : Cetuximab ; Pani : Panitumumab ;
Beva : Bevacizumab ; CIAH : Chimiothérapie intra artérielle ; CT : Chimiothérapie ; BRAFM : BRAF muté.

Figure 3 : Stratégie thérapeutique d’un CCRm RAS muté, modifiée a partir du TNCD (14).

Stratégie CCRM RAS M (KRAS et NRAS exon 2, 3 et 4)
et grades (Gr) de recommandation

Jamais Jamais
D'embiée Potentiellement Résécables Résécables
résécables résécables Symptomatiques Asymptomatiques
Volume tumoral Volume tumoral non
L = —
Folfox +- beva (Gr B) (GrA)
Périop FOLFOX / FOLFIRI +/- beva (Gr C)
(GrB) FOLFOXIRI +/-
Option: '
- chir d'emblée ‘ (Jusqu'a S
LR Si pas de résection envisageable aprés 6 a 8 cures et si pas de :
progression :

Discuter entretien par SFU/capecitabine (Gr B) +/- beva (Gr B)
Ou pause (si réponse maieure) (Gr C)

CCRM : Cancer colorectal métastatique ; Beva : Bevacizumab ; CIAH : Chimiothérapie intra artérielle ; CT :
Chimiothérapie ; RAS M : RAS muté.



Le choix du schéma de chimiothérapie, notamment pour les CCRm potentiellement
résécables, est ensuite guidé par deux principes : 1) obtenir une efficacité maximale et ii) limiter
la toxicité induite par le traitement. Dans ce contexte déterminer précocement la réponse

thérapeutique est un enjeu majeur.

II. Méthodes d’évaluation de la réponse au traitement dans le

CCRm

a. Radiologiques — Criteres RECIST 1.1

Les recommandations Francaises du TNCD et Européennes de ’ESMO (European Society
for Medical Oncology) indiquent que ’efficacité de la chimiothérapie doit étre évaluée par une
tomodensitométrie thoraco-abdomino-pelvienne (TDM TAP) tous les 2 a 3 mois, interprétée

selon les « Response Evaluation Criteria in Solid Tumors » (RECIST 1.1), actualisés en 2009.

Ces criteres, classent et évaluent les 1ésions métastatiques en « 1ésions cibles » et « 1ésions
non cibles ». Dans la détermination des l€sions cibles, sont prises en compte au maximum deux
1ésions d’organes = 10 mm, pour les adénopathies est pris en compte le diametre du petit axe
qui doit étre > 15 mm. La réponse au traitement se fait sur ’interprétation de la variation des
sommes des plus grandes longueurs des lésions cibles en comparaison au scanner initial.
L’évaluation permet ainsi de définir 4 types de réponse : « réponse complete » en cas de
disparition totale ; « réponse partielle » (RP) en cas de diminution d’au moins 30 % ; « maladie
progressive » (PD) en cas d’augmentation d’au moins 20 % ou en cas d’apparition de nouvelles
lésions; « maladie stable » (SD) en cas d’absence des criteres ci-dessus (15). La réponse

objective (RO) comprend les entités « réponse compleéte » et « réponse partielle ».

Cette évaluation présente plusieurs limites. Les mesures répétées d’une méme 1ésion sont
faiblement reproductibles entre les observateurs. Bellomi ef coll. ont évalué la variabilité inter
observateurs dans la somme des plus grands diametres des l1ésions mesurés selon RECIST 1.1.
et ’'influence sur I’évaluation de la réponse chez des patients présentant des métastases
hépatiques. Différents cas ont été évalués par un expert et ont été présentés a 100 radiologues
observateurs. Plus de 30 % des observateurs inclus n’étaient pas en accord avec 1’évaluation de
la réponse réalisée par I’expert. La maladie stable semble 1’entité la plus difficile a définir, ce
cas a obtenu le plus faible accord entre observateurs, 52 %, et la variation de la somme des

diametres entre observateurs la plus élevée avec un coefficient de variation (défini comme le



quotient de I’écart type relatif et de la moyenne des mesures) de 76,9 %. Les principales
explications retrouvées sont le manque d’expérience du radiologue et le choix initial des 1ésions
cibles (16).

Certains patients peuvent également ne pas avoir de maladie « mesurable » selon les
critetres RECIST 1.1. C’est le cas des lésions de diametres inférieurs a ceux définis. Les
épanchements (péritonéaux, pleuraux, cardiaques, ...) sont non mesurables de facon fiable et
ne peuvent pas constituer une lésion cible (15). Concernant les métastases osseuses seules les
1ésions osseuses lytiques ou mixtes, lytiques-condensantes, présentant une extension au sein
des tissus mous peuvent étre considérées comme mesurables si elles répondent aux criteres
énoncés précédemment. Les lésions ostéocondensantes a prédominance ostéoblastiques ne sont
pas mesurables (15).

Enfin, ces critéres reposent uniquement sur des mesures unidimensionnelles et ne prennent
pas en compte les changements fonctionnels. La nécrose tumorale rend 1’évaluation difficile
car elle n’entraine pas de diminution précoce de la taille des 1ésions, alors qu’elle entraine une
chute du volume tumoral viable. Les thérapies ciblées notamment anti-angiogéniques (comme
par exemple le BEVACIZUMAB, anticorps anti- VEGF), induisent peu de changement de taille
ou alors de maniere tardive. Chez les patients recevant ces thérapies il a été montré une
mauvaise corrélation entre le taux de réponse selon les criteres RECIST 1.1 et les parametres
de survie (17). Leur action est surtout cytostatique et non cytotoxique. Chun et coll. ont étudié
la relation entre la SG et 1’évaluation radiologique selon RECIST 1.1. en comparaison a une
évaluation scannographique basée sur des criteres morphologiques (atténuation tumorale,
interface foie sain — tumeur et aspect péri tumoral) chez des patients ayant un CCRm au niveau
hépatique recevant une chimiothérapie et du BEVACIZUMAB. La réponse optimale définie
selon les criteres morphologiques était significativement prédictive d’ une SG plus longue avec
une médiane de 31 mois [IC95 % 26,8 — 35,2] versus 19 mois [IC95 % 14,6 — 23 4] chez les
non répondeurs (p = 0,009). En revanche, 1’évaluation selon les criteres RECIST 1.1. n’était
pas associée a la SG. Les patients présentant une RO avaient une SG médiane de 28 mois
[IC95 % 22,5 —33,5] contre 22 mois [IC95 % 15,3 — 28,7] chez les non répondeurs (p = 0,45)
17).

Plusieurs thérapies ciblées ont ainsi été approuvées au niveau international par la Food and
Drug Administration (FDA) ou ont obtenu une autorisation de mise en marché (AMM) en
France malgré des taux de réponse selon les criteres RECIST < a 10 % dans des essais de phase

III (18). A titre d’exemple, 'EVEROLIMUS est utilis€ pour le traitement des tumeurs



neuroendocrines (TNE) pancréatiques avancées. Les taux de réponse objectifs restent faibles
selon les criteres RECIST (5 % versus 2 % pour le placebo) mais I’inhibition de la croissance
tumorale est prolongée. Dans 1’étude RADIANT-3, la SSP médiane était ainsi de 11 mois
versus 4,6 mois avec placebo (HR (Hazard Ratio) = 0,35 ; [IC95 % : 0,27 — 0,45] ; p < 0,001)
(19).

Le REGORAFENIB est un inhibiteur multikinase oral ayant une activité anti angiogénique
et anti tumorale. Il a obtenu I’AMM dans le CCRm apres échec des autres lignes de traitement
alors que les taux de réponse selon RECIST 1.1 étaient faibles. Dans ’essai de phase III
CORRECT, 753 patients ont été randomisés pour recevoir le REGORAFENIB (n = 500) ou le
PLACEBO (n =253). La SG médiane était de 6,4 mois dans le groupe REGORAFENIB contre
5 mois dans le groupe PLACEBO (RR = 0,77 ; [IC95 % : 0,64 — 0,94] ; p = 0,0052). Cela se
traduisait par une réduction de 23 % du risque de déces. Aucun patient n'a présenté de réponse
complete, 5 patients (1 %) du groupe REGORAFENIB et 1 patient (0,4 %) du groupe
PLACEBO ont présenté une RP (p =0,19) (20).

Dans le carcinome hépato cellulaire (CHC) avancé, une amélioration significative de la SG
sous SORAFENIB a été mise en évidence dans 1’étude SHARP. Les taux de réponse selon les
criteres RECIST 1.1 étaient proches de 2 %. Une version modifiée des criteres RECIST a alors
été développée : mRECIST. Les taux de réponse étaient significativement différents entre ces
deux criteres. Chez 42 patients présentant une maladie stable selon les criteres RECIST 1.1,
apres une nouvelle évaluation de la réponse selon les criteres mRECIST, la SG moyenne était
de 17 mois, 10 mois et 4 mois, respectivement, selon le classement en RO (n =11),SD (n =29)
et PD (n=2),p=0,016 (21).

Le gold standard pour I’évaluation de la réponse a la chimiothérapie reste la TDM TAP en
appliquant les criteres RECIST 1.1. Cependant, ces criteres présentent plusieurs limites,
notamment en cas d’utilisation de thérapies ciblées, largement employées dans le CCRm.

D’autres méthodes d’évaluation morphologique de la réponse tumorale ont donc été étudiées.

b. Imagerie fonctionnelle

i. La Tomographie par émission de positons (T.E.P.)

Le 18F-fluorodésoxyglucose (18F-FDG) est un analogue du glucose. Il est absorbé via
le transporteur GLUT-1. Puis, il est métabolisé en FDG-6-phosphate par une iso enzyme,
I’Hexokinase II. Ce métabolite s’accumule dans le cytoplasme de la cellule car il n’est pas

reconnu par les enzymes de dégradation du glucose de la voie de la glycolyse. Cette



accumulation se fait préférentiellement dans les cellules tumorales. L’absorption du 18-FDG
est proportionnelle a la prolifération cellulaire et au nombre de cellules métaboliquement
actives. Le FDG-6-phosphate est détecté via un marquage par un radionucléide, le Fluor-18.

L’atout de la TEP, est de mesurer les changements fonctionnels tumoraux en
différenciant la maladie tumorale active du tissu cicatriciel et nécrotique. Elle fournit aussi des
parametres quantitatifs reproductibles de 1’activité de la maladie via la mesure de la Standard
Uptake Value (SUV).

La principale limite est la non spécificité de 1’absorption du 18F-FDG par les cellules
malignes. Celle-ci est également élevée dans les tissus de granulation, inflammatoires ou le
tissu hépatique sain. Cela rend plus difficile la détection de 1€sions présentant une réponse
métabolique importante dont 1’absorption est quasiment similaire a celle du tissu hépatique sain
(22). La qualité de la résolution anatomique est tres limitée ce qui explique le succes du
couplage a un examen tomodensitométrique qui s’est imposé comme un outil de repérage
anatomique précieux pour localiser et rattacher a une structure précise un foyer d’hyper
métabolisme.

D’apres les recommandations Francaises du TNCD et Européennes de 'ESMO, la TEP
n'est actuellement pas indiquée pour 1'évaluation thérapeutique et le suivi du CCRm en cours
de traitement palliatif. Sa réalisation est uniquement recommandée en cas de projet de résection
chirurgicale de métastases hépatiques, afin de s’assurer de I’absence de 1ésions secondaires
extra-hépatiques, et, en cas de doute sur une récidive hépatique apres destruction focalisée par
radiofréquence.

La TEP, suscite néanmoins de I’intérét quant a sa capacité a prédire de maniere précoce
la réponse tumorale (23). Des criteres de réponse pour les tumeurs solides ont d’ailleurs été
développés par 1’Organisation européenne pour la recherche et le traitement du cancer
(EORTC) et sont nommés criteres PERCIST (Positron Emission Tomography Response
Criteria In Solid Tumors) (24).

Il existe donc des données contradictoires quant a ’utilisation de la TEP comme
marqueur précoce de la réponse tumorale dans le CCRm. Les résultats, non exhaustifs, des
études ayant évalué la place de la TEP dans cette indication sont indiqués dans le Tableau 1.
Ces études présentent des résultats et des méthodologies hétérogenes notamment concernant le
délai de réalisation de la TEP et sur les criteres d’inclusion des patients. Ainsi, Bystrom et coll.
ont mis en évidence une corrélation significative entre la RO et la réponse métabolique
(p =0,00001). En revanche, la réponse métabolique n’était pas corrélée de manicre significative

au délai jusque la progression (p = 0,5) ou a la SG (p = 0,1) (25). Liu et coll. ont évalué la



réponse métabolique de la TEP en utilisant 2 méthodes : i) les criteres PERCIST ; ii) la
définition de la non réponse par une augmentation de la SUV.,.. Les résultats étaient divergents.
Avec la premiere méthode le taux de réponse a S1 (1 semaine) était de 37 % et a S4 (4 semaines)
de 52 % versus 74 % et 67 % respectivement pour la seconde méthode. Il en était de méme pour
les résultats concernant les parametres de survie. La SSP et la SG n’étaient pas corrélées a
I’évaluation de la réponse selon les criteres PERCIST (p = 0,316 et p = 0,404, respectivement),
mais, il existait une corrélation significative avec 1’évaluation basée sur la SUV.,.. (p =0,001 et
p < 0,001, respectivement) (26).

En résumé, la TEP n’est actuellement pas recommandée pour le monitoring de la
réponse a la chimiothérapie chez les patients ayant un CCRm. Mais, elle semble intéressante,
notamment en la couplant aux examens anatomiques, car elle est bien corrélée a la réponse au
traitement. Des essais de plus grande envergure, randomisés, sont nécessaires pour préciser sa

place exacte, le délai de sa réalisation et pour standardiser les parametres évalués.
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Tableau 1: Evaluation de la TEP dans le monitoring de la réponse tumorale dans le CCRm.

Auteur
Année

Findlay et coll.
1996 (27)

Bender et coll.
1999 (28)

De Geus-Oei et
coll. 2008 (29)

Bystrom et coll.
2009 (25)

Hendlisz et coll.
2012 (30)

Hong et coll.
2013 (31)

Liu et coll. 2015
(26)

Woff et coll.
2016 (32)
Mogensen et
coll. 2017 (33)

Effectifs

n=27

n =38

n =39

Localisation
Meétastatique

Hépatique
=3 cm

Hépatique

Toutes

Pulmonaire ou
hépatique

Toutes
> 15 mm

Extra
Hépatique

Toutes
Toutes

Hépatique
> lcm

Traitement

SFU % IFNa

SFU

CT toutes lignes

1= ligne
SFU + Irinotécan

CT

1= ligne
FOLFOX

3= ligne
CETUXIMAB +
IRINOTECAN
SORAFENIB +
CAPECITABINE

1= ligne

Gold Standard

TDM ou IRM a SO et S12

Criteres OMS

US, TDM ou IRM a SO et S6

Criteres OMS

NA

TDM a S4 et S8
RECIST

TDM apres C3
RECIST

TDM a S6
RECIST

TDM a M3
RECIST

TDM a I’inclusion et a S6-S8

RECIST
TDM apres C3
RECIST

Timing
TEP
Inclusion

S4 - S5
Inclusion
H72

Inclusion
M2
M6

Inclusion
Apres C2
JO

J14

1-cycle :
J0/32/15

Inclusion
S1
S4
Inclusion
S3

Apres C1

Résultats

Réponse globale : 4 T: L > 15 %
Se=100 % ; Sp=75%

Réponse : ASUV H72=-22+10%
Non réponse : ASUVH72=+13+17 % ; p=0,01

4 SG: { SUVM2>20%;p=0017; 4 SUV M6 >20 %
p=0048

4 SSP:J SUVM2>20% ;p=0035;SUVM6>-20 %
p=0,081

Corrélation pour la RO ; r=0,57, p = 0,00001
Se=77% ; Sp=76 %

Réponse : 4 SUV J14 > 15 %

Se =100 % ; [IC95 % : 69 — 100]

Sp =57 % ; [IC95 % : 37 —75]

VPN = 100 % ; [IC95 % : 80 — 100]

VPP =43 % ; [IC95 % : 23 — 66]

Réponse :

P SUV..J2<458 % ;Se=100% ; Sp=692 % ; p=0,029
$SUV.L.I5>10,6 % ;Se=100 % ; Sp =769 % ; p = 0,007
Non RO =T SUV.,..

Corrélé ala SSPa S1,p=0,001 et 2 S4, p < 0,001

Corrélé 21a SG 2 S1,p <0001 et 2 S4,p < 0,001

Réponse :

{SUV,..>15% ; VPN=95% ; VPP =72 %

Absence de corrélation ; p = 0,24

{ : Diminution ; T Augmentation ; S4-S5 : semaine 4 — 5 ; H72 : 72 heures ; M2 : 2 mois ; JO : Jour O ; C2 : 2= cure.
T : L : Ratio d’absorption tumeur / foie sain ; SUV : standard uptake value ; A SUV : différence de SUV ; r : corrélation de Spearman ; SUV.,., : standard uptake value maximale
SG : Survie globale ; SSP : Survie sans progression ; VPP : Valeur prédictive positive ; IC95 % : Intervalle de confiance a 95 % ; VPN : valeur prédictive négative ; Se :

Sensibilité ; Sp : Spécificité ; US : Ultrasons ; RO : Réponse Objective ; CT : Chimiothérapie.
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ii. IRM de diffusion

Le principe repose sur la quantification du degré de diffusion des protons au sein de
I’espace extra cellulaire tissulaire. Il se traduit par le « Coefficient de Diffusion Apparente
» (ADC) exprimé en mm?/s et permet une caractérisation non invasive de la cellularité tissulaire.
Dans les tissus tumoraux faiblement cellulaires, les protons se déplacent librement dans I'espace
extracellulaire, ce qui entraine un ADC élevé. A I’inverse, dans les tissus avec une cellularité
élevée, comme le tissu tumoral, I’espace extracellulaire est plus restreint, donc, la diffusion des
protons est limitée et I’ADC est bas. La chimiothérapie cytotoxique entraine le phénomene de
mort cellulaire. Les protons pourront donc diffuser plus librement et on observera une

augmentation de I’ADC.

Il a été montré que ces modifications de diffusion des protons se produisaient de maniere
plus précoce que les changements morphologiques tumoraux (34). Cette technique de suivi de
la réponse au traitement a été surtout étudiée dans les tumeurs cérébrales (35). Les mouvements
physiologiques internes des organes ont constitué un frein initial a une application aux tumeurs
extra cérébrales. Koh et coll. ont mis en évidence une augmentation des valeurs d’ADC chez
des patients ayant un CCRm au niveau hépatique et ayant répondu a la chimiothérapie selon les
criteres RECIST 1.1 (36). Donati ef coll. ont montré une corrélation positive entre la mesure de
I’ADC et le degré de régression histologique de métastases hépatiques de CCRm apres
chimiothérapie préopératoire (37). Ces données suggerent que I’IRM de diffusion pourrait étre
un bon moyen de suivi des métastases hépatiques des CCR. D’autres études ont montré des
données prometteuses concernant 1’évaluation d’autres sites tumoraux (métastases osseuses

vertébrales (38), CHC (39) ou cancer du rectum apres radio-chimiothérapie (40)).

Des études complémentaires, une standardisation des protocoles d’acquisition et de
mesure sont nécessaires avant de pouvoir intégrer I’IRM de diffusion en tant que marqueur de

la réponse au traitement (41).

c. Biomarqueurs

i.  L’Antigene Carcino Embryonnaire

Il a été décrit pour la premiere fois en 1965 par Gold et Freedman (42).11 a été identifié
comme un antigene présent a la fois au sein des adénocarcinomes coliques et dans le tissu
colique embryonnaire feetal durant les 6 premiers mois de gestation, d’ou 1’appellation,

Antigene Carcino Embryonnaire (ACE).
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C’est une glycoprotéine appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Sa
structure est proche de celles de molécules d’adhésion telles que ICAM-1 et ICAM-2, ce qui
suggere son role dans les phénomenes d’adhésion cellulaire et dans I’invasion métastatique. Ce
role a ét€ mis en évidence in vitro, par la transfection dans un clone de cellules tumorales
colorectales d’un ADN complémentaire codant pour I’ACE, leur induisant un potentiel
métastatique (43). In vivo, Duffy et coll. ont montré que le nombre de métastases hépatiques
augmentait de 2 % a 48 % apres injection d’ACE a des modeles murins préalablement greffés
d’un CCR (44).

L'ACE est synthétisé chez I’individu sain en concentration faible avec des valeurs
normales situées entre 2,5 et 5 pg/l. Sa demi vie est de 2,8 jours (45). Son taux est augmenté
chez plus de 80 % des patients ayant un CCRm (44). Il existe ainsi une proportion significative
de patients pour lesquels le taux d’ ACE reste bas et donc, non informatif pour le suivi.

Les recommandations américaines (American Society of Clinical Oncology, ASCO) de
2000, européennes (European Group on Tumor Markers, EGTM) de 2007 et francaises
(TNCD) indiquent I'utilisation du dosage de I’ACE pour le suivi du CCRm en association aux
autres méthodes d’évaluation, notamment radiologiques. Les données actuelles ne sont pas
suffisantes pour le recommander comme seul marqueur d’évaluation. Les recommandations de
I’ASCO indiquent toutefois que deux valeurs supérieures a la valeur de base doivent faire
considérer la maladie comme évolutive méme en 1'absence de progression radiologique (46).
En cas de maladie de stade II ou III il est recommandé de monitorer I’ACE tous les 2 a 3 mois
pendant les 2 a 3 ans suivant le traitement initial pour aider a la détection précoce des récidives
en particulier hépatiques.

Plusieurs travaux ont montré que la diminution de I'ACE pendant la chimiothérapie était
prédictive d’une meilleure SG et inversement qu’une augmentation de I’ACE prédisait une
maladie évolutive. Iwanicki Caron et coll. ont mis en évidence une augmentation significative
de la SSP médiane chez les patients avec un CCRm au niveau hépatique ayant une pente
d’ACE < - 0,2 par rapport a ceux ayant une pente > - 0,2 de 10 mois a 6 mois respectivement
(p <0,0001). La pente d’ACE était calculée a partir des prélevements réalisés le jour de la 1=
et de la 6= cure de chimiothérapie (47). Ces données ont été confirmées par I’étude COCA-
COLON qui a mis en évidence une association entre une pente d’ACE > 0,05 et la progression
(p < 0,0001). Cette pente s’avérait discriminante pour le diagnostic de progression avec une
sensibilité (Se) = 46 % [IC95 % 31 — 63], une spécificité (Sp) = 95 % [1C95 % 89 — 98], une
valeur prédictive positive (VPP) = 76 % [IC95 % 55 — 91] et une valeur prédictive négative
(VPN) =83 % [IC95 % 76 — 89]. En analyse multivariée, la cinétique de I’ACE était associée
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de maniere significative a la progression radiologique (OR (Odds Ratio) = 16,64 [1C95 % 5,89
— 47,03], p< 0,0001), a la SSP (HR = 347 [IC95 % 2,18 — 5,53], p< 0,0001) et a la SG
(HR =2,17 [IC95 % 1,34 —3,5], p=0,0015) (48).

Un « flare up » initial du taux d’ACE, est décrit chez environ 15 % des patients malgré
I’absence de progression ultérieure documentée. Ainsi, dans une série de 27 patients, recevant
une chimiothérapie pour un CCRm, 4/27 ont présenté une élévation initiale transitoire du taux
d’ACE qui n’était pas prédictive de la réponse au traitement. Trois d’entre eux présentaient une
réponse partielle et un patient présentait une stabilité¢ de la maladie (49). Ces données laissent
a penser que ce biomarqueur ne semble pas constituer un candidat idéal pour 1’évaluation

précoce de la réponse tumorale apres une a deux cures de chimiothérapie.

ii. Les Cellules Tumorales Circulantes

Les cellules tumorales circulantes (CTCs) proviennent soit d une libération passive dans
la circulation sanguine par la tumeur ou alors d’un envahissement du stroma et des capillaires
sanguins. En situation métastatique elles circulent a des taux tres faibles de I’ordre de 1 a 10
par mL de sang. L’enjeu est de les isoler dans la circulation sanguine griace a leurs
caractéristiques physico-chimiques ou molécules de surface qui permettent de les distinguer
des cellules sanguines physiologiques. Pour cela 2 étapes sont nécessaires : une premiere
d’enrichissement puis une seconde de détection détaillées dans la Figure 4. Le systéme
CellSearch® est la seule technique approuvée par la FDA pour la détection des CTCs.
L’enrichissement est basé sur 1’isolement d’un couple Anticorps (Ac) — Antigene (Ag) formé
par la reconnaissance d’un Ag épithélial, I’Ag EPCAM qui est isolé apres exposition a un

champ magnétique. La détection se fait ensuite par immunofluorescence (50).
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Figure 4: Techniques d’enrichissement et de détection des CTCs, modifiée d’aprés Pantel et

coll. (50).
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Cohen et coll. ont montré qu’il était possible dans le CCRm de détecter des CTCs, de les
quantifier et de les caractériser. Ils ont étudié€ 50 patients avant le début d’une nouvelle ligne de
traitement. Le taux médian de CTCs détectées était de 2/7,5 mL de sang et 77 % des
échantillons comptaient au moins 1 CTC/7,5 mL en cytométrie de flux. L’étape
d’enrichissement était faite par immunosélection positive via la détection de I’Ag EPCAM puis,
I’isolement se faisait par des billes électromagnétiques. La détection était réalisée via une RT-
PCR multigenes. (51)

Les CTCs ont été évaluées dans le monitoring de la réponse au traitement dans le CCRm et
en tant que marqueur pronostic, les résultats des principales études sont indiqués dans le
Tableau 2.

Il ressort de ces études qu’un taux initial élevé de CTCs, de méme qu’une absence de
diminution sous traitement est souvent associée a un pronostic péjoratif. Ainsi, Cohen et coll.
ont mis en évidence que les patients avec un taux de CTCs initial > 3 /7.5 mL avaient une SSP
médiane et une SG médiane plus courte que ceux présentant un taux initial <3 /7,5 mL : 44

versus 7,8 mois (p = 0,004) et 9.4 versus 20,6 mois (p < 0,0001), respectivement (52).
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Néanmoins les données pour utiliser les CTCs en tant que biomarqueur prédictif de
I’évaluation radiologique restent insuffisantes.

Tol et coll. se sont intéressés aux CTCs en tant que biomarqueur précoce. Les prélevements
sanguins étaient réalisés a S1 — S2, pour la prédiction de la maladie progressive a S9 selon les
critetres RECIST 1.1. Les performances diagnostiques obtenues étaient insuffisantes et donc
d’un impact en pratique clinique faible. La sensibilité était de 20 % exposant un grand nombre
de patients parmi ceux présentant une maladie progressive a un risque de faux négatif (53).

Une des limites de 1'utilisation des CTCs vient de la méthode de détection. Le systeme
CellSearch® est la seule technique standardisée et approuvée mais il reste trés couteux. Les
autres techniques disponibles ou en développement manquent de standardisation.

Aussi, les plages étroites de variation du nombre de CTCs / 7,5 mL (< ou =3 /7,5 mL)
limitent sa valeur prédictive en tant que biomarqueur dans le cadre d’un monitoring de la

réponse tumorale nécessitant des dosages répétés (53,54).
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Tableau 2: Principales études ayant étudié la valeur pronostique / prédictive des CTC dans le CCRm.

Auteurs
Année

Cohen et
coll. 2006
(51)

Cohen et
coll. 2008
(54

Tol et coll.
2010 (53)

Barbazan et
coll. 2014
(55)

Souza e Silva
et coll. 2016
(56)

Effectif

n =430

n =467

n =50

n =54

Traitement

Thérapie
Systémique

1=/ 2= ligne
Ou

3= ligne + anti
EGFR

Essai CAIRO2

1= ligne

(SFU + Oxaliplatine
+ Bevacizumab +/-

Cetuximab)

CT de 1-ligne

CT + Thérapie
ciblée

Méthode de
détection

Immunicon
CellPrep™
MF

Cell-
search®

Cell-
search®

CELLection

™

TagMan®

ISET®

Valeur seuil

NA

23 CTC/7,5mL

>3 CTC/7,5mL

Haut :

> Percentile a
75 %

Bas:

< Percentile a
75 %

CTC1 (+) >
2CTC/mL

CTC2 (+) >
3CTC/mL

Evaluation
réponse

S6 —S10
RECIST

NA

S9
RECIST

M3
RECIST

/2 a 4 mois

RECIST

Timing
Préléevement

SO = Inclusion

S6 —S10

SO = Inclusion

S3-S5

S0 = Inclusion

S1-S2

SO = Inclusion
S4

S16
(confirmation)

Inclusion
=CTCl1
M2 =CTC2

Valeur prédictive / pronostique

Non RO : + 6,7 CTC/7,5mL
RO:+02CTC/7,5mL
p=0,001

A SO : Haut vs Bas :

SSP : 4,5 vs 7,9 mois ; RR = 1,74 ; p = 0,0002

SG:94 vs 18,5 mois ; RR =245 ; p <0,0001
Conversion Haut SO — Bas S3 — S5 vs Haut SO et S3 — S5 .
SSP: 6,2 vs 1,6 mois ; p=0,02

SG: 11 vs 3,7 mois ; p < 0,0002

A SO : Haut vs Bas :

SSP : 8,1 vs 10,5mois ; RR = 1,5 ; p =0,0003

SG: 13,7 vs 22 mois ; RR =22 ; p <0,0001

Performances pour la prédiction de la PD :

SO : Se =16,7 % [IC95 % 4 —41] ; Sp = 70,1 % [IC95 % 65 —
75]

S1-S2 : Se =20 % [IC95 % 6 — 44] et Sp = 95,1 % [IC95 %
92 —97]

A SO : Haut vs Bas :

SSP : 6,3 vs 12,7mois ; p = 0,0003

SG: 12,7 vs 24,2 mois ; p = 0,044

CTC : Non répondeurs vs répondeurs (S4 et S16) :
SSP: 6,6 vs 12,7 mois ; p = 0,004

SG : 13,1 vs 24,3 mois ; p = 0,007

SSP :

CTC1 (+) / CTC2 (-) 14,7 mois

vs CTC1 (-) / CTC2 (+) 6,9 mois ; p = 0,06CTC progression >
non progression ; p = 0,04

CT : Chimiothérapie ; MF : microscopie a fluorescence ; RO : Réponse Objective ; CTC : Cellule tumorale circulante ; SSP : Survie sans progression ; vs : versus ; RR : Risque
relatif ; SG : Survie globale ; PD : Maladie progressive ; Se : sensibilité ; Sp : spécificité ; ISET : Isolation by size of tumor ; S6 : Semaine 6 ; M3 : 3 mois.
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III. ADN Circulant

a. Généralités

L’ADN circulant correspond a des molécules d’ADN fragmentées, présentes dans la
composante non cellulaire du sang sous forme de fragments double brin. Un pic de
concentration d’ADN a été identifié par séquencage entre 150 et 200 paires de bases associ€ au
nucléosome suggérant une origine apoptotique (57). Il a été mis en évidence des fragments
beaucoup plus longs (> 1000 paires de bases) suggérant une libération par nécrose avec un
processus de dégradation plus aléatoire. L’ ADN tumoral est une partie de I’ADN circulant dont
la fraction peut varier de < 0,1 % a > 90 % (57). L’ADN tumoral (ADNtum) est identifié au
sein de I’ADN total circulant (ADNtot) via des mutations, des altérations du nombre de copies
du gene, ou encore via des séquences de méthylation de I’ADN (57).

Il a été décrit pour la premicre fois par Mandel et Metais en 1948. Son application clinique
en oncologie n’a été appréciée qu’en 1977 par Leon et coll. qui I’ont retrouvé a des niveaux
plus élevés chez les patients atteints de cancer par rapport a des témoins sains. Ils ont mis en
évidence une corrélation entre la concentration en ADN circulant et le stade tumoral ainsi
qu’une évolution de cette concentration sous traitement (58).

L’ADN circulant est libéré par des mécanismes de sécrétion active, de nécrose ou
d’apoptose cellulaire au niveau du tissu tumoral (primitif ou métastatique) ou des cellules
tumorales circulantes (59). Ces mécanismes sont illustrés par la Figure 5. En conditions
physiologiques normales, sa clairance a lieu au niveau du foie, des reins et de la rate de maniére
rapide entrainant une demi vie courte < une heure (60). Chez le sujet témoin, sain, I’ADN
circulant est habituellement détecté dans le plasma a de faibles concentrations (environ 10 a 15
ng/mL) (58). Sa concentration peut néanmoins s’élever dans certaines situations de stress en
dehors des phénomenes néoplasiques comme en cas d’exercice physique, d’inflammation ou
de chirurgie (57). Chez les patients atteints d’un cancer, les concentrations d’ADN circulant et
d’ADN tumoral sont habituellement supérieures a celles des sujets témoins et augmentent de
maniere parallele au stade néoplasique (58,61,62). Les mécanismes a 1’origine d’un relargage
« excessif » restent largement incompris mais 1’ensemble des travaux publiés jusqu’a présent
s’accordent pour indiquer qu’il existe une corrélation assez nette entre la concentration et le
pronostic. Autrement dit, plus la concentration augmente et plus le pronostic devient péjoratif

(63).

18



Figure 5 : Origine de I’ADN circulant et de I’ADN tumoral circulant, modifi€e d’apres Crowle

et coll. (59).
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b. Conditions pré-analytiques et analytiques

Les principales difficultés de détection sont liées a la faible fraction d’ADN tumoral

circulante et a sa demi vie courte. Les grandes étapes de la détection sont les suivantes :

- Etape pré analytique :

Le prélevement doit se faire sur un tube EDTA et la détection préférentiellement sur le
plasma. Il a ét€ démontré la supériorité de 'EDTA par rapport aux autres anticoagulants
(héparine, citrate). L héparine inhibe la réaction de PCR et ne doit pas étre utilisée (64). Le
plasma induit une contamination moindre de I’ADN circulant par I’ADN génomique. Ainsi,
plusieurs travaux ont montré des concentrations d’ADN circulant plus élevées dans le sérum
que dans le plasma mais, cette élévation proviendrait d’une contamination par de ’ADN
leucocytaire libéré suite a la lyse des leucocytes dans les tubes de prélevements liée au
processus de coagulation (64). 1l est possible d’utiliser des tubes spécifiques pour I’analyse de
I’ ADN circulant, ceux-ci contiennent des fixateurs pouvant stabiliser a la fois I’ADN circulant

et les cellules sanguines intactes, ce qui permet d’éviter la contamination par leur ADN
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génomique pendant 7 a 14 jours a température ambiante. Cela permet de constituer des lots
provenant de prélevements multicentriques tout en centralisant le conditionnement des
échantillons. Le prélevement doit €tre centrifugé dans un délai < 4 heures suivant le recueil. Le
plasma centrifugé est ensuite aliquoté afin d’éviter d’effectuer par la suite plusieurs séquences
de décongélations - congélations. L’extraction d’ADN se fait en utilisant des kits spécifiques
(exemple : QIAGEN, QIAmp circulating nucleic acid kit) basés sur I’enrichissement en courts

fragments d’ADN caractéristiques de I’ADN circulant.

- Etape analytique :

La distinction entre ' ADN tumoral et ' ADN génomique se fait via la détection de mutations
somatiques présentes uniquement dans le génome des cellules cancéreuses. Il existe plusieurs

méthodes ultra sensibles de détection de ces altérations génétiques décrites dans la Figure 6

(65).

Figure 6 : Sensibilité des méthodes de détection des altérations génétiques et conditions

d’applications, modifiée d’aprés Pantel et coll. (50).
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ADNtot: AND total circulant; PCR: Polymerase Chain Reaction; NGS: next-generation sequencing; ddPCR:
droplet digital PCR; BEAMing: Beads Emulsion Amplification Magnetics; CAPP-Seq: cancer personalized
profiling by deep sequencing.

Ainsi, la détection peut se faire en se basant sur des altérations génétiques identifiées au
préalable dans le tissu tumoral, c’est le cas de la PCR digitale (dPCR) et la PCR spécifique
d’allele. Elle peut aussi se faire en se basant sur des altérations génétiques du tissu tumoral non
identifiées au préalable grace au séquencage a haut débit (NGS) ou a la COLD-PCR.

Nous ne détaillerons que la méthode choisie dans cette étude qui est la dPCR dont le
principe est décrit dans la Figure 7. Un échantillon d’ADN est partitionné en des milliers de
compartiments distincts qui se comportent ensuite comme des réacteurs de PCR indépendants.

Si la cible contient la mutation recherchée, elle est amplifiée et détectée de maniere binaire :

20



«0» ou « 1 », par le lecteur de fluorescence. La loi de Poisson est ensuite appliquée pour
estimer le nombre de mutations présentes dans 1’échantillon de départ. Cette méthode a
I’avantage d’étre rapide et peu couteuse. Elle présente une sensibilité élevée pour la détection
d’événements rares et minoritaires ce qui correspond a I’ADN tumoral dont la fraction détectée
est décrite < a 0,001 % (66). Elle est limitée par la nécessité de connaitre la mutation au
préalable et de ne pouvoir détecter que des mutations uniques. Les mutations de la voie RAS
(KRAS, NRAS) et BRAF ne sont présentes que chez 50 a 60 % et 5 a 10 % des patients atteints
de CCR, respectivement (67,68).

Figure 7 : Principe de la dPCR, modifiée d’apres Perkins et coll. (66).

¥ Compartiment avec ADNtum

ADN Wild-Type = ADN WT ®  Compartiment avec ADN WT
ADN muté = ADNtum m Compartiment sans ADN = négatif
Compartimentalisation PCR et analyse
ADN extrait du plasma

c. Intérét clinique
1.  Généralités

L’analyse de I’ADN circulant est une technique prometteuse permettant d’envisager une
gestion simple, personnalisée et en temps réel du cancer. Son intérét clinique potentiel intervient
a chaque stade de la maladie cancéreuse et est résumé dans la Figure 8. Comme nous 1’avons
précédemment décrit, son dosage s’effectue sur un prélevement sanguin de routine, c’est le
principe de la « biopsie liquide » qui contraste avec les biopsies tissulaires invasives. Ainsi, il
permettrait le diagnostic de la maladie tumorale, y compris au stade infra clinique. Il est
particulierement prometteur pour le diagnostic de maladie résiduelle minime apres chirurgie
curative, permettant d’envisager une meilleure sélection des patients pour lesquels une
chimiothérapie adjuvante serait indiquée. Il présente également un potentiel théranostique en
permettant de réaliser le profilage moléculaire tumoral des mutations prédictives de résistance
aux thérapies ciblées (ex : anti EGFR) en s’affranchissant des limites techniques de la biopsie

tissulaire telles que 1’épuisement du matériel tumoral. Aussi, la biopsie tissulaire est unique et
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n’intéresse qu’une zone tumorale limitée. L’ADN circulant permettrait de détecter
I’hétérogénéité tumorale des mutations acquises en cours de traitement, souvent secondaires a
I’émergence d’un clone mutant. Il permettrait aussi de saisir I’hétérogénéité inter métastatique.
Les métastases ont généralement des profils moléculaires distincts (60). Il a été décrit que
I’ADN circulant serait un bon reflet de la charge tumorale et donc une bonne méthode de
monitoring sous traitement. Ainsi, dans le CCRm le taux initial d’ADN total circulant s’est

avéré étre un facteur prédictif de la SSP et un facteur pronostique quant a la SG (69).

Figure 8 : Applications cliniques du dosage de ’ADN circulant en cancérologie, modifiée

d’aprés Corcoran et coll. (57).
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ii.  Place actuelle dans le monitoring en oncologie

1. Hors CCRm

De nombreux travaux ont étudié la place de I’ADNtot et de I’ADNtum circulant dans le
monitoring des maladies métastatiques en cours de traitement. Ces études sont en majorité
rétrospectives, hétérogenes au niveau de leur méthodologie et dans le recrutement des patients.
Plusieurs éléments restent en suspens, ainsi, le timing idéal entre les prélevements destinés a la
quantification de I’ADN, la cible moléculaire (ADNtot ou ADNtum) et le seuil permettant de
classer les patients répondeurs et/ou en progression n’est pas clairement identifié. Les résultats

des principales études sont résumés de maniere non exhaustive dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Principales études ayant étudi€ la valeur pronostique / prédictive de 1’ADN circulant en cancérologie (hors CCRm).

Auteur
Année

Marchetti et
coll. 2015
(70

Mok et coll.
2015 (71)

Lee et coll.
2016 (72)

Goldberg et
coll. 2018
(73)

Raja et coll.
2018 (74)

Taus et coll.
2018 (75)

Giroux
Leprieur et
coll. 2018 (76)

Effectif Traitement

TRIGGER trial
Phase II -
Erlotinib

CT 1= ligne
+

Erlotinib

Inhibiteurs TKI
de ’EGFR

Immunothérapie

Durvalumab

Hétérogene

Nivolumab
> 1= ligne

Méthode
détection

Cobas®
PCR en
temps réel

PCR
spécifique
d’allele

dPCR

NGS

NGS
dPCR
BEAMing

NGS

Cible

moléculaire

Seuil

Timing

Cancer Bronchique Non a Petites Cellules

EGFR

EGFR

EGFR

NA

TP53,

PIK3CA,

EGFR

EGFR

NA

4 SQI> 50 %

NA

NA

Réponse :

4 ADNtum > 50 %

NA

NA

4 ADNtum < 30 %

Inclusion

J14

Inclusion
=T,

C3

Inclusion

/ 8 semaines

Inclusion

/ 2 semaines

Inclusion

S6
Inclusion

NA
Inclusion

M2

Résultats

RO (RECIST)aJ14 .

4 SQI>50%:59,1 % +- 1.8 %
$SQI<50%:183 % +/-3,1 %

p <0,0001

SSP. (ADNtum T+/C3+ vs T+/C3-) :

7,2 mois vs 12 mois ; HR 0,32 ; [IC95 % : 0,21 — 0,48]
p <0,0001

SG. (ADNtum T4+/C3+ vs T+/C3-) :

18,2 mois vs 31,9 mois HR 0,51 ; [IC95 % : 0,31 — 0,84]
p =0,0066

SSP, ADNtot — vs + :

10,1 mois vs 6,3 mois ; HR 3,88 ; [IC95 % : 1,48 — 10,19]
p = 0,006

SG. ADNtot — vs + :

23,7 mois vs 11,2 mois ; HR 5,97 ; [IC95 % : 2,04 — 17 47]
p=0,001

Concordance entre réponse ADNtum et RECIST (S6-S12) ;

k=0,753; [IC95 % : 0,501 — 1] ; p < 0,001

Réponse, délai médian : ADNtum = 24.5 jours vs RECIST
72,5 jours

AFA ADNtum moyenne et RO :

-2,7 % (p =0,005)

RO (RECIST) a S8-S9:

A FA moyenne = - 88,2 %

Absence de RO (RECIST M2) :
Se =70 % ; Sp=100 % ; VPP =100 % ; VPN = 62,5 %
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Mélanome

Inclusion T ADNetPD: Se =70 % ; Sp=100 %
Schreuer et

Inhibiteur de T ADN avantlaPD :
1.2016 =36 PCR BRAF NA .

E%) 1 BRAFetMEK ~ I7C /2 semaines  Dans le mois : 12/19 (63 %) ; p < 0,001

Dans les 2 mois : 19/19 (100 %) ; p< 0,001

Pic (P)="T>100 % . _
Xi et coll. o PCR en Clairance (C Inclusion (P +C) vs [(P +non C) ou (non P)] :
2016 (78) SEE) - BRI mpsngl SRl = (-) 2 fois 2 30 50 - 52
s Ml Corrélation a la RO selon RECIST, p = 0,0001
Lee et coll Immunothérai BRAF Inclusion ADNtum — a I’inclusion ou — avant S5-S8 et RO a S12 :
28?76(7‘3) . n =86 RIS apcr NRAS NA Jusque S12
KIT 4 Se =79 %, Sp = 94 %, VPP = 98 %, VPN = 59 %
Herbreteau et . . Diminution au-dela de S16 vs absence de diminution :
coll. 2018 TIEtaa s D dPCR ﬁ’;ﬁg NA I:glfglon SSP: HR = 0,03; [IC95 % 0,0002 —0,31] ; p = 0,001
(80) SG: HR = 0,05; [IC95 % 0,0004 — 0,41] ; p = 0,002
Ovaire
.. Evaluation apres C6 :
Ci‘l’lzzz(;oeg _y  CTl-ligne gPCR WTERT 145 e/l Inclusion PD et ADNtot élevé : 8/11 (73 %)
cot. n= O he Apres C6 RO et ADNtot bas : 7/11 (64 %)
®1) p=0007
Parkinson et _ P 4 FA(TP53) > 60 % Inclusion TTP médian : 230 jours vs 94 jours
coll. 2016 (82) "=40  Héterogene e e Aprés C1 HR 022 ; [IC95 % : 0,09 — 0,52] ; p < 0,001
Sein
23}”52%“1 ‘3” 1230 NA dPCR PIK3CA NA J0/J200/  PD:n=19; 7T ADNtum (moy x 505) pour 17/19 (89 %)
(83) B TAm-Seq  TP53 J400/J600  10/17 : T 5 mois (2 — 9 mois) avant PD
tPD MO ADNtum (+) & MO, n = 20

Clatot et coll. . tPD M-3 ADNtum (+) & M-3 et M-6 = 15/20 (75 %)
2016 (84) ISl ARG GIAGS ESRI NA tPD M-6 ADNtum PD > ADNtum M-3 ; p = 0,0087

ADNtum M-3 > ADNtum M-6 ; p =0, 02

{ : Diminution ; T : Augmentation ; SQI : Index semi quantitatif ; k : Kappa de Cohen ; tPD : Temps de la maladie progressive ; TTP : Durée jusque progression ;

RO : Réponse objective ; SSP : Survie sans progression ; ADNtum : ADN tumoral circulant ; HR : Hazard Ratio ; IC 95 % ; Intervalle de confiance 2 95 % ; SG : Survie globale ;
TKI : Tyrosine Kinase ; dPCR : PCR digitale ; NGS : Next Generation Sequencing ; FA : Fréquence allélique ; A : différentiel ; BEAMing: Beads Emulsion Amplification
Magnetics ; Se : sensibilité ; Sp : Spécificité ; VPP : Valeur prédictive positive ; VPN : Valeur prédictive négative; qPCR : PCR quantitative ; PD : Maladie progressive;
ADNTtot : ADN total circulant; TAm-Seq™ : Tagged-Amplicon Deep Sequencing ; moy : moyenne. ; CT : Chimiothérapie.
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2. Dans le CCRm

L’intérét du monitoring de I’ADN circulant en tant que marqueur de la réponse au
traitement a été étudié dans le CCRm. Les résultats des principales études sont résumés dans le
Tableau 4.

La corrélation entre la variation de I’ADN tumoral (chute > 10 fois) et la réponse
radiologique a été décrite pour la premiere fois par Tie ef coll. en 2015 alors qu’ils ne mettaient
pas en évidence de variation significative du taux d’ACE sur les prélevements réalisés de
maniere concomitante (85). Des données similaires ont été mises en évidence dans 1’étude
PLACOL qui incluait des patients en cours de chimiothérapie de 1+ ou 2= ligne. Ces patients

étaient classés en « bon répondeurs » et « mauvais répondeurs » en fonction de 1’évolution du

« bons répondeurs » présentaient un taux plus élevé de réponse tumorale objective (p < 0,001)
(86).

L’impact de la cinétique du taux d’ADN tumoral a été également évalué dans ces
travaux. Tie et coll. ont montré une tendance a une SSP plus longue chez les patients pour
lesquels une chute du taux d’ADN tumoral était observée (85). Cette tendance a été confirmée
par I’étude PLACOL (Tableau 4) (86).

Plus récemment, I’étude prospective COCA-COLON a montré que 1’ADNtot et
I’ ADNtum pourraient jouer un role en tant que biomarqueurs pour le monitoring sous traitement
et un role pronostique (Tableau 4) (48).

Ces données suscitent I'intérét de 1’évaluation de 1’'impact clinique du monitoring de
I’ADN tumoral. Notamment en permettant d’identifier précocement les patients non répondeurs
au traitement dans le but d’améliorer la SG. Cela pourrait leur permettre de bénéficier d’autres
lignes de traitement et de préserver leur qualité de vie en évitant les toxicités importantes et

inutiles d’une chimiothérapie inefficace.
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Tableau 4 : Principales études ayant étudié la valeur prédictive et/ou pronostique de I’ADN total et/ou tumoral circulant dans le CCRm.

Auteur
Année
Spindler et
coll. 2014
37)

Tie et coll.
2015 (85)

Garlan et
coll. 2017
(86)

Vidal et
coll. 2017
(83)

Bidard et
coll. 2019
(39)
Sefrioui et
coll. 2019
(43)

Effectif

n= 105

n=42
RO

n=>52
SSP

n=192

Traitement

CT 3= ligne :
Irinotécan +
Cetuximab

CT 1= ligne

CT 1= - 2= ligne

+/-
Thérapie ciblée

CT

+/- Thérapie
ciblée

Naifs d’anti
EGFR

CT + Thérapie
ciblée

CT toutes lignes

Méthode
détection

gPCR

NGS

Safe-Seq

dPCR

BEAMing

dPCR

dPCR

Cible
Moléculaire
KRAS

BRAF

Panel de 15
genes

KRAS, BRAF,
TP53 ;

Si - : Hyper-
méthylation
WIFI,NPY

KRAS

NRAS

KRAS

KRAS
NRAS
BRAF

Seuil

d ADNtot > 50 %

4 ADNtum > 90 %

PenteAADNtum > 80 %
et
ADNtum < 0,1 ng/mL

NA

ADNtum :
Détection
vs non détection

Pente ADNtum > - 0,73

Timing
ADN
Inclusion

C3

Inclusion

Avant C2

Inclusion

C20ouC3

Inclusion
S8-S12
Inclusion

S4
Inclusion

S6

Résultats

RO a S9
40 % vs 17 %, p = 0,04 ; | Médiane — 27 %

RO S8-10: 14/19 (74 %) vs non RO 8/23 (35 %)
OR =5725; [IC95 %: 1,38 —19.93] ; p=0,016
VPP 65,2 %; VPN 73,7 %

SSP : 14,7 mois vs 8,1 mois
HR =1,87; [IC95 % : 0,62 - 5,61]; p=0,266

SSP : 8,5 mois vs 2,4 mois
HR =0,19; [IC95 % : 0,09 —04] ; p < 0,0001

SG : 27,1 mois vs 11,2 mois
HR =0,25; [IC95 % : 0,11 - 0,57] ; p< 0,001

Variation (%) de la FA médiane d’ADNtum et
Progression (RECIST) a S8-S12 : + 132 % vs

Absence de Progression — 99 % ; p = 0,027

Taux de résection hépatique RO/R1

ADNtum + a S4 : 36 % vs ADNtum —a S4 : 85 %
p=0,01

Progression (RECIST) 4 S12 :

13/35 (37,1 %) vs 6/37 (16,2 %), p = 0,044

CT : Chimiothérapie ; qPCR : PCR quantitative ; ADNtot: AND total circulant; RO: Réponse objective; NGS : Next Generation Sequencing ; Safe-Seq : Safe-sequencing
system; ADNtum: AND tumoral circulant; OR: Odds Ratio; IC95 %: Intervalle de confiance a 95 %; VPP: Valeur prédictive positive ; VPN : Valeur prédictive négative ; SSP :
Survie sans progression ; HR : Hazard Ratio ; dPCR : PCR digitale ; SG : Survie globale ; BEAMing: Beads Emulsion Amplification Magnetics ; FA : Fréquence allélique
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OBJECTIF DE L’ETUDE

Malgré I’optimisation des schémas thérapeutiques avec le développement des thérapies
ciblées, le CCR reste, au niveau mondial, le second cancer pour la mortalité. Les taux de survie
a 5 ans au stade métastatique sont faibles.

La stratégie thérapeutique est guidée par deux principes : obtenir une efficacité maximale
et limiter la toxicité induite par le traitement.

L’évaluation précoce de la réponse thérapeutique est un enjeu majeur. Les
recommandations actuelles indiquent de réaliser une TDM TAP tous les 2 a 3 mois interprétée
selon les criteres RECIST 1.1. Cette méthode d’évaluation comporte plusieurs limites propres
a son interprétation précédemment détaillées. En pratique, 1’évaluation a lieu aprés 6 cures de
chimiothérapie. Le patient est donc potentiellement exposé durant cette période a des toxicités
inutiles induites par un traitement qui ne lui est pas bénéfique.

Ce travail est une analyse préliminaire de 1’étude COCA-MACS et son objectif est d’étudier
dans une population de patients ayant un CCRm et débutant une premicre ligne de
chimiothérapie systémique + une thérapie ciblée, les corrélations de trois biomarqueurs :
I’ ADN total circulant, I’ADN tumoral circulant et I’ACE prélevés avant la premiére, deuxiéme,
troisieme cure et a 3 mois avec 1’évaluation de la réponse selon RECIST 1.1. & M3 et les
parametres de survie.

L’objectif principal de I’étude COCA-MACS est d’estimer la sensibilité¢ de la variation
précoce, apres 2 cycles de chimiothérapie du taux d’ADN total circulant pour la réponse
objective a 3 mois définie selon les criteres RECIST 1.1.

Les objectifs secondaires de cette étude sont : 1) d’estimer la sensibilit¢ de la variation
précoce, apres 2 cycles de chimiothérapie, du taux d’ADN tumoral circulant et de I’ACE pour
la réponse objective a 3 mois définie selon les criteres RECIST 1.1 ; ii) d’estimer la sensibilité
de la variation rapide, aprés 1 cycle de chimiothérapie, et tardive, aprés 6 cycles de
chimiothérapie du taux d’ADN total circulant, d’ADN tumoral circulant et d’ACE pour la
réponse objective & 3 mois définie selon les criteres RECIST 1.1 ; iii) d’estimer la sensibilité
de la variation précoce, rapide, et tardive du taux d’ ADN total circulant, du taux d’ADN tumoral
circulant et de I’ACE pour une réponse a 3 mois > 50% (« super répondeurs ») selon RECIST
1.1.; iv) d’estimer la spécificité des variations précoces, rapides et tardives de ces marqueurs
tumoraux circulants dans I’évaluation de la réponse définie par les criteres RECIST 1.1 ; v):

d’étudier la corrélation entre les variations de marqueurs tumoraux circulants et la SSP.
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MATERIELS ET METHODES

I. Recrutement des patients

Les patients inclus dans ce travail proviennent de 1’étude multicentrique, observationnelle
et prospective COCA-MACS (NCT02872779) ayant pour objectif d’étudier la corrélation entre
les variations précoces des marqueurs tumoraux circulants et la réponse clinique chez les
patients traités pour un CCRm. Entre aott 2016 et juillet 2019, les patients agés de 18 ans et
plus ayant un adénocarcinome colorectal métastatique histologiquement prouvé et une maladie
mesurable selon les criteres RECIST 1.1 justifiant une premiere ligne de chimiothérapie
intraveineuse (SFU + Oxaliplatine + Irinotécan) + une thérapie ciblée ont été inclus. Ces
patients étaient traités dans trois centres : le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Rouen,
le CHU de Caen et le Centre Hospitalier Intercommunal (CHI) d’Elbeuf-Louviers-Val de Reuil.
Ces patients étaient en bon état général, OMS < 3 et naifs de traitement systémique
carcinologique en dehors d’un éventuel traitement adjuvant dans les cas de métastases

métachrones.

Des prélevements sanguins étaient réalisés dans les 24 heures précédant les cycles de
chimiothérapie 1,2, 3 et lors de la visite d’évaluation a 3 mois. Au total, 4 tubes EDTA de 4mL
étaient prélevés a chaque séquence de prélevement : 3 destinés a la recherche de 1’ADNtot et

I’ADNtum et 1 pour le dosage de I’ACE.

Les mutations dans le tissu tumoral étaient identifiées a I’aide des systemes Idylla™
KRAS Mutation Test (Biocartis) et Idylla™ NRAS-BRAF Mutation Test (Biocartis). Cette
technique basée sur la PCR en temps réel est utilisée en routine dans le laboratoire d’analyse
génétique somatique des tumeurs. Elle permet ’identification dans le tissu tumoral des
mutations prédictives de la résistance aux anti-EGFR dans le CCRm, concernant les geénes

KRAS et NRAS et de rechercher une mutation du géene BRAF.

II. Analyse des biomarqueurs et évaluation de la réponse

a. ACE

Les analyses ont été réalisées au sein du centre ayant inclus le patient. La technique était
la méme pour les CHU de Rouen et de Caen. La quantification a été faite sur un automate
Cobas® 8000 module c602 (Roche) par une méthode immunométrique séquentielle

d’éléctrochimiluminescence. Pour le CHI d’Elbeuf-Louviers-Val de Reuil, la quantification a

29



été faite sur un automate ADVIA Centaur® (Siemens). Un immunodosage basé sur la
technologie chimiluminométrique directe a été réalisé. Le seuil < 5 ng/mL était considéré

comme normal. Les valeurs < 5 ng/mL ont donc été réajustées a 5 ng/mL.

b. ADN total circulant et ADN tumoral circulant

i.  Centrifugation

Les échantillons sanguins dédi€s a 1’analyse de I’ADN circulant ont été acheminés au
sein des laboratoires de chaque centre, respectivement, dans les 3 heures suivant le prélevement
(tube EDTA de 4mL). Une premiere étape de centrifugation a été réalisée a 1000 g pendant 10
minutes a 4°C, suivie d’une seconde étape de centrifugation du surnageant a 16 000 g pendant
10 minutes a 4°C. Le plasma issu de la deuxieme centrifugation a ensuite été aliquoté par
échantillon de 1 mL puis les aliquots ont ét€ congelés a - 80°C jusqu’a utilisation. Les cryotubes
ont ensuite été acheminés au laboratoire INSERM U1245 de la faculté de médecine et de

pharmacie du CHU de Rouen pour la suite des analyses.

ii.  Extraction de I’ADN total circulant

Apres décongélation du plasma EDTA, I’ADNtot a été extrait de celui-ci a 1’aide du kit
QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit ® (QIAGEN). La premicre étape consistait a ajouter a
chaque échantillon de plasma un méme volume de protéinase K et de solution tampon contenant
du carrier ARN. Apres homogénéisation chaque tube a été incubé a 60°C pendant 30 minutes.
Une seconde solution tampon (contenant de maniere non exhaustive, un détergent non ionique
et de I’isopropanol) a été ajoutée au lysat et le mélange a été incubé pendant 5 minutes dans de
la glace. Une colonne (QIAamp Mini Column) comportant une membrane de silice et un
systtme de vacuum a été utilisée pour 1’étape de purification. Chaque tube contenant I’ADN
extrait et purifié a été élué¢ dans un volume de 30 uL puis conservé a -20°C jusqu’a 1’étape de

quantification.

iii.  Quantification de I’ADN total circulant

La détection de I’ADNItot a été réalisée par fluorimétrie par le Quant-iT™ PicoGreen®
dsDNA High Sensitivity (Molecular Probes®) permettant de détecter une quantité d’ADN entre
0,2 et 100 ng. La lecture a été réalisée au moyen du fluorimetre Twinkle LB970 en utilisant le
principe de la lecture en répliqua pour chaque prélevement. Les données ont ensuite été
exportées au format Excel via une clé USB pour interprétation apres calcul du coefficient de

corrélation 7 validant une gamme étalon en 8 points de fluorescence.
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iv.  Quantification de I’ADN tumoral circulant

1. Pré-amplification

Une premicre étape de pré-amplification du fragment d’ADN de la région d’intérét
contenant la mutation KRAS, NRAS ou BRAF a été réalisée pour les échantillons
contenant < 3 ng/ul d’ADNrtot. L’application correcte de la loi de Poisson lors de la dPCR
nécessite que la majorité des gouttelettes contiennent une copie d’ADN, ce qui représente 200
a 2000 copies d’ADN (muté ou non muté) / uL d’échantillon, correspondant a un apport
minimal de 30 ng d’ADN. L’apport maximal initial en dPCR est de 10 pL. Les échantillons
contenant < 3 ng/ul d’ADNrtot apportaient moins de 30 ng/mL d’ADN. Une pré-amplification
de 6 cycles de PCR a I’aide de la Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) a partir de 10ng
d’ADNitot a été réalisée pour ces échantillons. Le produit de pré-amplification a ensuite été

conservé a -20°C jusqu’a I’étape de PCR digitale.
2. ddPCR

La détection de I’ADNtum a été réalisée par Droplet Digital™ PCR (Bio-Rad
QX200™). Cette technique partitionne un échantillon de 20 ul contenant 30 ng d’ADNtot ou
4 uL du produit de pré-amplification, un mix réactionnel, le couple d’amorce et les deux sondes
TagMan™ (VIC pour le fragment d’ADN sauvage et FAM pour le fragment muté), en 20 000
gouttelettes de 1 nl. Les gouttelettes ont été transférées manuellement a I’aide d’une pipette
multicanaux au sein d’une plaque PCR. L’amplification a ensuite été réalisée via un
thermocycleur T100 (Bio-Rad). Le cyclage thermique s’est déroulé en plusieurs étapes :
activation de la polymérase a 95 °C pendant 10 minutes, 40 cycles de dénaturation a 94 °C
pendant 30 secondes, puis des phases d’extension a 55 °C pendant 1 minute, puis 98 °C pendant
10 minutes et un refroidissement a 4 °C jusqu’a analyse. La discrimination entre les fragments
d’ADN non muté et muté a été réalisée au moyen des deux sondes de fluorescence différentes,
VIC et FAM. L’intensité de la fluorescence des fluorochromes VIC et FAM était mesurée par
un lecteur au sein de chaque gouttelette. La loi de Poisson était ensuite appliquée pour
déterminer la fréquence allélique (FA) d’ADNtum dans chaque échantillon selon la formule :

Aee=4

P(X= k)= -

k correspondant au nombre de molécules d’ADN au sein d’un compartiment et 4 au nombre

total de molécules d’ADN sur le nombre total de compartiment.
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3. Interprétation des résultats

Les résultats ont été exportés sur une clé USB puis chargés sur le cloud via le logiciel «
QuantaSoft™ Analysis Pro Software ». Un seuil de détection a été déterminé pour chaque
mutation. La quantification de I’ADNtum a été réalisée pour chacune des mutations mises en
¢évidence a ’inclusion, en suivant le procédé décrit ci-dessus, chez 10 patients témoins sains.
Les différents seuils ont ét¢ calculés par la formule : (FA moyenne obtenue chez les témoins)
+1.645*¢écart type. Compte tenu de 1’apport lors de la pré-amplification de 10 ng d'ADN, la
sensibilit¢ maximale en dPCR était de 0,1 %, soit un fragment d’ADN muté parmi 1000
fragments d’ADN sauvages. Ainsi, les seuils de détection < 0,1 % obtenus pour les témoins ont

été réajustés a 0,1 %.

c. Evaluation de la réponse

Une évaluation radiologique par TDM TAP de la réponse a été réalisée tous les 3 mois selon

les criteres RECIST 1.1. La date de la progression radiologique a été collectée.

III. Analyse statistique

L’objectif principal était de déterminer une valeur de variation précoce du taux d’ADN
circulant présentant le meilleur compromis entre sensibilité et spécificité comme marqueur

précoce prédictif de la réponse objective au traitement apres 3 mois de chimiothérapie.

Pour cette analyse quantitative, des courbes ROC (Receiver Operating Characteristic)
ont été établies pour chaque marqueur circulant aux différents temps de prélevement, pour
chaque variation calculée et pour la cinétique en fonction de 1’évaluation a M3 (3 mois) : RO
versus non RO et PD versus non PD. Les différentes aires sous la courbe (AUC) ont été
mesurées et les indices de Youden et I’Overall Acuracy (OA) ont été calculés. Les courbes
ROC étaient considérées comme discriminantes quand I’AUC était > 0,7. Le seuil le plus
discriminant était ensuite identifié€ via I’indice de Youden et I’OA. En cas de discordance, celui
ayant la meilleure sensibilité €tait retenu. Dans les cas ou I’AUC était < 0,7, la courbe ROC
était considérée comme insuffisamment discriminante et la valeur médiane du dosage ou calcul
correspondant était retenue comme seuil. Pour chaque biomarqueur, la sensibilité, la spécificité,
la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative €tait calculée pour chaque seuil
déterminé pour le dosage a C1 (inclusion), chaque variation et la cinétique C1-C2-C3
(inclusion, 2=~ et 3=~ cure). Pour cet objectif il était nécessaire d’inclure un total de 74 patients,

pour un nombre de patients non répondeurs attendu de 29, permettant d’établir un intervalle de
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confiance a 95 % pour la spécificité. Les associations qualitatives des biomarqueurs avec la RO
versus non RO et la PD versus non PD ont été déterminées par le test du Chi’ ou par le test exact

de Fischer, le cas échéant.

Les analyses de survie ont été effectuées selon la méthode de Kaplan-Meier et les
courbes de SPP et de SG ont été comparées par le test du log-rank. La SSP était définie par le
temps entre I'inclusion et la premiere progression radiologique observée selon les criteres
RECIST 1.1. La SG était définie comme le temps entre 1’inclusion et le déces, toutes causes
confondues. Les patients n’ayant pas présenté ces évenements ont été censurés a la derniere

date du suivi. Les statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel de statistiques StatView®.

Pour I’ensemble des analyses les valeurs p bilatérales < 0,05 étaient considérées comme

significatives.
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RESULTATS

I. Caractéristiques de la population

Entre juillet 2016 et février 2019, un total de 70 patients a été inclus dans 1’analyse. La
majorité était de sexe masculin (58,6 %). L’age médian était de 67 ans (27 — 84 ans). Le statut
OMS était de O ou 1 pour 61/70 (87,1 %) patients. La tumeur primitive était rectale pour 18/70
patients (25,7 %), colique gauche pour 29/70 (41,4 %) et colique droite pour 23/70 (32,9 %).
Les patients ont recu en 1+ ligne pour leur CCRm : une bi-chimiothérapie pour 48/70 (68,6 %),
une tri-chimiothérapie pour 14/70 (20 %) et une mono-chimiothérapie pour 8/70 (11,4 %). Une
thérapie ciblée (anti-VEGF ou anti-EGFR) a été ajoutée a la chimiothérapie chez 46/70
(65,7 %) patients. Aucun patient (0/58) avec un phénotype RER connu ne présentait
d’instabilité micro satellitaire. Dans le tissu tumoral, une mutation du gene RAS ou BRAF a
été identifiée chez 38 (55,9 %) et 7 (10,3 %) patients, respectivement. Le délai médian de
réalisation de la premiere évaluation radiologique était de 2,6 mois (1,6 —4,2 mois). Le nombre
médian de cures réalisées au moment de 1’évaluation était de 5,5 (1 — 8) cures. Le suivi médian
était de 12,9 mois (1,1 — 36,5 mois). La SSP et la SG médiane étaient respectivement de 9,2
mois (1,1 —34 mois) et 27,1 mois (1,1 —36,5 mois). Les caractéristiques principales des patients

sont résumées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Caractéristiques de la population.

n= (%) n = (%)
Centre d’inclusion, n =70 Métastases pulmonaires, n =70
Rouen 48 (68,6 %) Non 44 (62,9 %)
Elbeuf 18 (25,7 %) Oui 26 (37,1 %)
Caen 4 (5,7 %)
Sexe, n =70 Carcinose péritonéale, n =70
Féminin 29 (414 %) Non 57 (81,4 %)
Masculin 41 (58,6 %) Oui 13 (18,6 %)
OMS, n =70 Schéma de CT, n =70
0 22 (31,4 %) Mono-CT 8 (114 %)
1 39 (55,7 %) Bi-CT 48 (68,6 %)
2 9 (12,9 %) Tri-CT 14 (20 %)
Synchrone vs Métachrone, n =70 Thérapie ciblée, n =70
Synchrone 60 (85,7 %) Non 24 (34,3 %)
Meétachrone 10 (14,3 %) Anti VEGF 37 (52,9 %)
Anti EGFR 9 (12,8 %)
Chirurgie du primitif, n =70 RAS/BRAF, n =68
Non 33 (47,1 %) WT 23 (33,8 %)
Oui 37 (52,9 %) RAS muté 38 (55,9 %)
BRAF muté 7 (10,3 %)
Localisation du primitif, n =70 Evaluation M3, n =70
Rectum 18 (25,7 %) RC 1 (1,4 %)
Colon gauche 29 (414 %) RP 22 (314 %)
Colon droit 23 (32,9 %) S 34 (48,6 %)
PD 13 (18,6 %)
Nombre de site M+, n =70 M3 RO vs non RO, n =70
1 31 (443 %)
2 23 (32,9 %) Non RO 47 (67,1 %)
3 14 (20 %) RO 23 (32,9 %)
4 2 (2.8 %)
Meétastases hépatiques, n =70 M3 PD vs non PD, n =70
Non 6 (8,6 %) Non PD 57 (81,4 %)
Oui 64 (91,4 %) PD 13 (18,6 %)

M+ : Métastatiques ; CT : Chimiothérapie ; WT : Wild Type ; RC : Réponse compléte ; RP : Réponse partielle ;
SD : maladie stable ; PD : Maladie progressive ; RO : Réponse objective
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IT. Caractéristiques des biomarqueurs

a. Caractéristiques générales

Le flow-chart de 1’étude détaillant le nombre d’échantillons disponibles pour chaque

prélevement est indiqué dans la Figure 9. Les valeurs médianes des marqueurs circulants

prélevés a chaque temps de 1’étude et les données médianes de leurs variations et de leur

cinétique sont indiquées dans le Tableau 6.

Figure 9 : Flow Chart de 1’étude.

Inclus, n =70
v v v
AL A/ ADNtot ADNtot ADNtum
ACE ADNtot ADNtum + ADNtum + ACE + ACE
I | | I [ I
Cl:n=69 Cl:n=70 Cl:n=45 Cl:n=45 Cl:n=69 Cl:n=44
C2:n=63 C2:n=64 C2:n=40 C2:n=40 C2:n=63 C2:n=39
C3:n=59 C3:n=60 C3:n=39 C3:n=39 C3:n=59 C3:n=39
M3:n=57 M3 :n=58 M3:n=39 M3:n=39 M3:n=55 M3:n=37
ACIC2:n=53 ACIC2:n=64 ACIC2:n=40 ACIC2:n=40 ACIC2:n=53 ACIC2:n=34
ACIC3:n=50 ACIC3:n=60 AC1C3:n=39 ACIC3:n=39 ACIC3:n=50 ACIC3:n=34
ACIM3 :n=47 ACIM3 :n=58 ACIM3 :n=39 ACIM3 :n=39 ACIM3 :n=46 ACIM3 :n=32
CINE : n=49 CINE : n =60 CINE:n=34 CINE :n=34 CINE : n=49 CINE : n =29
A 4
3
biomarqueurs
|
Cl:n=44
C2:n=39
C3:n=39
M3:n=37
ACIC2:n=34
ACIC3:n=34
ACIM3 :n=32
CINE :n=29

C1: Inclusion; C2: 2eme cure; C3; 3éme cure; M3: 3 mois; AC1C2: variation entre C1 et C2 ; AC1C3: variation
entre C1 et C3 ; ACIM3: variation entre C1 et M3 ; CINE : Cinétique C1-C2-C3 ; ADNtot : ADN total circulant ;

ADNtum : ADN tumoral circulant.
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Tableau 6 : Valeurs médianes des marqueurs circulants a C1,C2. C3 et M3, de leurs variations

et de leur cinétique.

ADNtot
Inclusion = C1
Médiane 33,9 ng/mL
(Extrémes) (62-10754)
C2
Médiane 26,3 ng/mL
(Extrémes) (7,9 -13622)
C3
Médiane 249 ng/mL
(Extrémes) 9,1 -7140)
M3
Médiane 25,9 ng/mL
(Extrémes) (8,7-201,6)
ACl1-C2
Médiane -143 %
(Extrémes) (-95,1 ; +501,2 %)
AC1-C3
Médiane -26,1 %
(Extrémes) (-98.,5 ; +3262,5 %)
AC1-M3
Médiane -16,3 %
(Extrémes) (-97.9 ; +884,1 %)
Cinétique C1-C2-C3
Médiane -0,150
(Extrémes) (-2,12;1,76)

FA: Fréquence allélique.

ADNtum (FA)

8,7 %
0,1 ;78,9 %)

26 %
0,1;75.7 %)

0.8 %
0.,1;32.0 %)

0,1 %
0,1; 149 %)

2630 %
(-99.0 ; +2640.,0 %)

874 %
(-99.6 ; +480.0 %)

-96,3 %
(-99,7 ; 49,6 %)

-0958
(-2775 ;0,88)

ACE

49,7 ng/mL
(5,0 - 6827,0)

39,6 ng/mL
(5,0 - 6844,0)

40,0 ng/mL
(5,0-3813,0)

14,1 ng/mL
(5,0-3209,0)

-84 %
(-66,7 ; +355,1 %)

21,1 %
(-87.3 ; +246 3 %)

-62,7 %
(-984 ;+241.4 %)

-0,130
(-103;0,62)

Parmi les patients présentant une mutation BRAF ou RAS identifiée dans le tissu

tumoral, 39/45 (86,7 %) avaient un taux initial d’ ADNtum détectable. Les taux de détection par

mutations respectives identifi€ées au niveau tissulaire sont détaillés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Taux de détection de I’ADNtum plasmatique a 1’inclusion par mutation tissulaire.

Statut mutationnel tissulaire

TOTAL

BRAF

p-VO60OE, exon 15, c.1799T>A

RAS

KRAS, exon 2, ¢.35G>A
KRAS, exon 2, ¢.35G>T
KRAS, exon 2, c.38G>A
KRAS, exon 4, c 436G>A
KRAS, exon 3, c.181C>A
KRAS, exon 2, ¢.35G>C
KRAS, exon 2, ¢.34G>T
KRAS, exon 2, c.64C>A
NRAS, exon 2, ¢.35G>A
KRAS, exon 2, ¢.34G>A

Détection ADN tumoral plasmatique a C1

n (%)
39/45 (86,7 %)

5/7 (71,4 %)
5/7 (714 %)

34/38 (89,5 %)
10/10 (100 %)
8/9 (88.9 %)
6/8 (75 %)
3/3 (100 %)
2/2 (100 %)
2/2 (100 %)
0/1 (0 %)

1/1 (100 %)
1/1 (100 %)
1/1 (100 %)
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b. Corrélations clinico biologiques (hors évaluation a M3)

i.  Corrélations cliniques a I’inclusion (= C1)

Les taux moyens d’ADNtot, d’ADNtum et d’ACE a C1 étaient significativement plus
bas pour les patients ayant un statut OMS initial a O par rapport a ceux ayant un statut OMS a
2 (p=0,007, p= 0,020 et p = 0,004, respectivement). Les taux moyens d’ADNtot et d’ACE
étaient également significativement plus bas pour les patients OMS 1 que pour ceux OMS 2

(p=0,03 et p=0,02, respectivement).

La FA d’ADNtum moyenne a C1 était significativement plus élevée chez les patients
inclus au CHU de Caen par rapport a ceux inclus au CHU de Rouen (p = 0,0015) et ceux inclus
au CHI d’Elbeuf-Louviers-Val de Reuil (p = 0,0002). Les taux moyens d’ACE et d’ADNtot a
C1 n’étaient pas significativement différents selon le centre d’inclusion. Les taux d’ ADNtot et
de FA d’ADNtum a C1 étaient significativement plus élevés chez les patients avec une
localisation primitive colique gauche par rapport a ceux avec une localisation rectale (p =0, 04
et p =0,03, respectivement). Les taux d’ ACE n’étaient pas significativement différents selon la
localisation tumorale primitive. Les patients recevant une tri-chimiothérapie avaient une FA
d’ADNtum a C1 significativement plus élevée que ceux recevant une mono-chimiothérapie
(p=0,048). Les taux d’ADNtot et d’ACE ne présentaient pas de différence significative selon
le schéma de chimiothérapie. Les trois marqueurs circulants ne présentaient pas de taux
significativement différents selon le sexe, le caractére métachrone ou synchrone de 1’évolution

métastatique et le nombre de sites métastatiques.

ii.  Corrélations entre ADNtot, ADNtum et ACE a Cl1

Il existait a I’inclusion une corrélation significative entre les taux d’ADNtot et d’ADNtum
(r= 05642, p< 0,0001) et entre les taux d’ADNtot et d’ACE (r = 0,3669, p= 0,002)
(Corrélation de Pearson). Aucune corrélation significative n’a ét€ mise en évidence entre la

FA d’ADNtum et les taux d’ACE.
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III. Corrélations clinico biologiques et évaluation a M3

a. Corrélations cliniques et évaluation a M3

i. RO versus Non RO

Le nombre de cures de chimiothérapie réalisées au moment de 1’évaluation était
prédictif de la RO, en moyenne 5,7 cures ont été réalisées pour les patients classés en RO contre
4,7 cures pour ceux classés non RO (p = 0,005). Parmi les patients ayant des métastases
ganglionnaires, 11/22 (524 %) ont été classés en RO versus 12/49 (24,5 %) de ceux sans
métastases ganglionnaires (p = 0,02). Il n’existait aucune corrélation entre la RO et les autres
caractéristiques cliniques testées : le centre d’inclusion, le poids, la taille, 'IMC, 1’age, le sexe,
le statut OMS, le caractere synchrone ou métachrone de la maladie métastatique, la réalisation
ou non d’une chimiothérapie adjuvante dans les cas métachrones, la résection chirurgicale du
primitif, la localisation du primitif, le nombre de site métastatiques, la localisation des sites
métastatiques : hépatique, pulmonaire ou péritonéale, le type de schéma thérapeutique, le type
de thérapie ciblée ou le fait d’avoir un schéma thérapeutique comportant une thérapie ciblée,
les statuts RAS / BRAF (combinés ou non), la somme des 1ésions cibles selon RECIST 1.1. a

I’inclusion et le délai de réalisation de la TDM d’évaluation par rapport a la date d’inclusion.

ii.  PD versus Non PD

L’4age moyen était associé de maniere significative a la PD a M3, il était de 71 ans chez
les patients ayant progressé contre 63,4 ans pour ceux n’ayant pas présenté de progression (p =
0,03). Parmi les patients avec un statut OMS a 0 a I’inclusion, 1/ 22 (4,5 %) a été classé en PD
a M3 contre 7/39 (18 %) de ceux ayant un statut OMS a 1 et 5/9 (55,6 %) de ceux ayant un
statut OMS a 2 (p = 0,004). En moyenne 3,2 cures de chimiothérapie ont été réalisées chez les
patients classés en PD contre 5,5 cures pour ceux classés non PD a M3 (p = 0,0002). Parmi les
patients ayant recu une mono ou une bi-chimiothérapie, 13/43 (23,2 %) ont été classés en PD a
M3 contre 0/14 (0 %) de ceux ayant recu une tri-chimiothérapie (p = 0,046). Il n’existait aucune
corrélation entre la PD et les autres caractéristiques cliniques testées : le centre d’inclusion, le
poids, la taille, I'IMC, le caractere synchrone ou métachrone de la maladie métastatique, la
réalisation ou non d’une chimiothérapie adjuvante dans les cas métachrones, la résection du
primitif, la localisation du primitif, le nombre de site métastatiques, la localisation des sites
métastatiques (hépatique, pulmonaire, péritonéale ou ganglionnaire), le type de combinaison de
chimiothérapie, le type de thérapie ciblée ou le fait d’avoir un schéma thérapeutique comportant

une thérapie ciblée, les statuts RAS / BRAF (combinés ou non), la somme des 1ésions cibles
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selon RECIST 1.1 a I’inclusion et le délai de réalisation de la TDM d’évaluation par rapport a

la date d’inclusion.

b. Corrélations des biomarqueurs et de I’évaluation a M3

i. RO versus Non RO

Des courbes ROC ont été établies pour chaque marqueur circulant aux différents temps
de prélevement, pour chaque variation par rapport a 1’inclusion et pour la cinétique entre C1 et
C3 en fonction de ’évaluation a M3 : RO versus non RO. Les différentes AUC mesurées ainsi
que les indices de Youden et I’Overall Acuracy (OA) sont rapportés dans le Tableau 8. Les
seuils retenus pour I’ADNtot, la FA d’ADNtum, I’ACE et leurs performances diagnostiques

pour la prédiction de la RO sont rapportés dans les Tableaux 9, 10 et 11, respectivement.

Tableau 8 : Caractéristiques des courbes ROC obtenues pour les marqueurs circulants 8 C1,C2,

C3 et M3, leurs variations et leur cinétique pour la prédiction de la RO a M3.

ADNtot ADNtum (FA) ACE
Inclusion = C1
AUC 0,51 0,52 0,48
Youden 0,188 0,246 0,130
OA 0,700 0,800 0,681
C2
AUC 0,44 043 0,50
Youden 0,084 0,233 0,126
OA 0,672 0,750 0,683
C3
AUC 0,44 0,40 0,49
Youden 0,062 0,031 0,102
OA 0,650 0,744 0,661
M3
AUC 0,37 0,44 0,40
Youden 0,053 0,028 0,030
OA 0,655 0,744 0,649
AC1-C2
AUC 0,44 0,31 0,49
Youden 0,113 0,000 0,175
OA 0,688 0,750 0,660
AC1-C3
AUC 0,38 0,29 0,40
Youden 0,037 0,107 0,066
OA 0,650 0,744 0,660
AC1-M3
AUC 0,34 0,40 0,26
Youden 0,000 0,217 0,000
OA 0,655 0,744 0,660
Cinétique C1-C2-C3
AUC 0,38 0,36 041
Youden 0,037 0,183 0,074
OA 0,650 0,765 0,653

FA : Fréquence allélique ; AUC : Aire sous la courbe ; OA : Overall Acuracy.
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1. ADNtot

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la RO en
fonction des seuils déterminés a C1, pour les variations (en %) entre C1 et C2,C1 et C3,Cl et

M3 et pour la cinétique entre C1 et C3 sont rapportées dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs seuils retenues pour le taux d’ADNtot & C1, pour ses variations et sa

cinétique avec leurs performances diagnostiques pour la prédiction de la RO a M3.

Seuils Sp Se VPP VPN

C1 34,3 ng/mL 0,51 0,48 0,32 0,67

ACl1-C2 -12.8 % 0,50 045 0,32 0,64

AC1-C3 -230 % 0,44 0,33 0,24 0,55

AC1-M3 -138 % 0,39 0,25 0,18 0,50
Cinétique

CI-CZ(-lC3 - 0,130 0,44 0,33 0,24 0,55

Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.

Sur le plan qualitatif, le sens de variation du taux d’ADNtot entre C1-M3 était
significativement prédictif de la RO a M3. Le taux d’ADNtot a diminué entre C1-M3 chez
15/32 (46,9 %) patients ayant été classés en RO a M3 contre 5/26 (19,2 %) patients pour
lesquels le taux a augmenté (p = 0,03). Le sens de variation précoce du taux d’ADNtot entre
C1-C2 et C1-C3 n’était pas significativement prédictif de la RO a M3 (p =040 et p= 0,25,

respectivement).
2. ADNtum

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la RO en
fonction des seuils déterminés a C1, pour les variations (en %) entre C1 et C2,C1 et C3 et C1

et M3 et pour la cinétique entre C1 et C3 sont rapportées dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Valeurs seuils retenues de FA d’ADNtum a C1, pour ses variations et sa cinétique

avec leurs performances diagnostiques pour la prédiction de 1a RO a M3.

Seuils Sp Se VPP VPN

C1 8,7 % 0,50 0,45 0,23 0,74

AC1-C2 -64,0 % 0,47 0,40 0,20 0,70

AC1-C3 -874 % 045 0,30 0,16 0,65

AC1-M3 -96,3 % 0,52 0,50 0,26 0,75
Cinétique

CI-CZ(-lC3 -1,111 0,46 0,38 0,18 0,71

Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.
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Sur le plan qualitatif, la positivité ou non de la FA d’ADNtum a chaque temps de
prélevement (C1, C2, C3 et M3) ainsi son sens de variation entre C1 et chaque temps de

prélevement (C2, C3 et M3) n’étaient pas significativement prédictifs de la RO a M3.
3. ACE

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la RO en
fonction des seuils déterminés a C1, pour la variation (en %) entre C1 et C2,Cl et C3 et Cl et

M3 et pour la cinétique entre C1 et C3 sont rapportées dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Valeurs seuils retenues pour le taux d’ACE a C1, pour ses variations et sa cinétique

avec leurs performances diagnostiques pour la prédiction de 1a RO a M3.

Seuils Sp Se VPP VPN

C1 49,7 ng/mL 0,50 048 032 0,66

AC1-C2 -84 % 048 044 031 0,63

AC1-C3 -19.0 % 0,52 047 033 0,65

AC1-M3 - 62,7 % 035 0,19 0,13 0,46
Cinétique

CLCACS -0,130 0,53 0,53 0,38 0,68

Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.

Sur le plan qualitatif, le sens de variation du taux d’ACE entre Cl1 et M3 était
significativement prédictif de laRO a M3 : 16/39 (41 %) patients ayant présenté une diminution
du taux d’ACE ont été classé en RO versus 0/8 (0 %) de ceux ayant présenté une augmentation
(p=0,04). Le sens de variation entre C1-C2 et C1-C3 n’était pas associé significativement a la
RO a M3. Un taux d’ACE non élevé (< 5 ng/mL) a C1, C2, C3 et M3 n’était pas prédictif de
la RO a M3.
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ii.  PD versus Non PD

De la méme maniere que pour la RO, des courbes ROC ont été réalisées pour chaque
marqueur circulant aux différents temps de préleévement, pour chaque variation et pour la
cinétique entre C1 et C3 en fonction de 1’évaluation a M3 : PD versus non PD. Les différentes
AUC mesurées ainsi que les indices de Youden et I’Overall Acuracy sont rapportés dans le
Tableau 12. Les seuils retenus pour I’ADNtot, la FA d’ADNtum, I’ACE et leurs performances
diagnostiques pour la prédiction de la PD sont rapportés dans les Tableaux 13, 14 et 15,

respectivement.

Tableau 12 : Caractéristiques des courbes ROC obtenues pour les marqueurs circulants a C1,

C2.C3 et M3, leurs variations et leur cinétique pour la prédiction de la PD a M3.

ADNtot ADNtum (FA) ACE
Inclusion = C1
AUC 0,80 0,75 0,66
Youden 0,642 0,658 0,482
OA 0,829 0,844 0,812
C2
AUC 0,69 0,77 0,67
Youden 0,474 0,686 0,491
OA 0,344 0,875 0,841
C3
AUC 0,68 0,90 0,70
Youden 0,423 0,857 0,442
OA 0,867 0,897 0,381
M3
AUC 0,62 1 0,32
Youden 0,397 1 0,686
OA 0,897 1 0912
AC1-C2
AUC 0,30 0,58 0,56
Youden 0,019 0,486 0,337
OA 0,844 0,875 0,811
AC1-C3
AUC 0,36 0,63 0,53
Youden 0,087 0,657 0,266
OA 0,867 0,897 0,860
AC1-M3
AUC 0,30 0,71 0,21
Youden 0,128 0,743 0,000
OA 0,897 0,897 0,872
Cinétique C1-C2-C3
AUC 0,36 0,67 045
Youden 0,087 0,667 0,143
OA 0,867 0,882 0,878

FA : Fréquence allélique ; AUC : Aire sous la courbe ; OA : Overall Acuracy.
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1. ADNtot

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la PD en
fonction des seuils déterminés a C1, pour la variation (en %) entre C1-C2, C1-C3 et C1-M3 et

pour la cinétique C1-C2-C3 sont rapportées dans le Tableau 13.

N

Tableau 13 : Valeurs seuils retenues d’ADNtot a C1 et pour les variations avec leurs

performances diagnostiques pour la prédiction de la PD a M3.

Seuil Sp Se VPP VPN

C1 38,7 ng/mL* 0,72 0,92 043 0,98

ACl1-C2 -12.8 % 0,48 0,30 0,10 0,79

AC1-C3 -230 % 0,48 0,25 0,07 0,81

AC1-M3 -138 % 0,48 0,17 0,04 0,83
Cinétique

CLCACS -0,130 048 025 0,07 0.81

* 1 Valeur seuil obtenue par une courbe ROC présentant une AUC >0,7.
Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.

Sur le plan qualitatif, le sens de variation du taux d’ADNtot entre C1-C2, C1-C3 ou C1-
M3 n’était pas significativement prédictif de la PD a M3 (p= 0,07, p= 045 et p= 0,21,

respectivement).
2. ADNtum

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la PD en
fonction des seuils déterminés a C1, pour la variation (en %) entre C1-C2, C1-C3 et C1-M3 et

pour la cinétique entre C1 et C3 sont rapportées dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Valeurs seuils retenues de FA d’ADNtum a Cl1, pour les variations et pour la

cinétique avec leurs performances diagnostiques pour la prédiction de la PD a M3.

Seuil Sp Se VPP VPN
Cl1 13,0 %* 0,66 1 035 1
AC1-C2 619 % 0,54 0,60 0,16 0,90
AC1-C3 -874 % 0,57 1 021 1
AC1-M3 -76.6 %* 0,74 1 031 1
Cinétique
C1-C2(-1C3 S1,111 0,57 1 0,24 1

* 1 Valeur seuil obtenue par une courbe ROC présentant une AUC > 0,7.
Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.
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Sur le plan qualitatif, une FA d’ADNtum détectable (> 0,1 %) a M3 était
significativement prédictive d’une PD : 4/18 (22,2 %) patients avec une FA détectable ont été
classés en PD contre 0/21 (0 %) avec une FA indétectable (p = 0,04). Il n’existait pas
d’association significative le fait d’avoir une FA d’ADNtum détectable a C1, C2 ou C3, le sens
de variation de la FA d’ADNtum entre C1-C2, C1-C3 et C1-M3, le type de variation de la FA
d’ADNtum entre C1-C2, C1-C3 et C1-M3 (détectable aux deux temps; détectable puis

indétectable ; indétectable puis détectable ; indétectable aux deux temps) et la PD a M3.
3. ACE

Sur le plan quantitatif, les performances diagnostiques pour la prédiction de la PD en
fonction des seuils déterminés a C1, pour la variation (en %) entre C1-C2, C1-C3 et C1-M3 et

pour la cinétique entre C1 et C3 sont rapportées dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Valeurs seuils retenues pour le taux d’ACE a C1, pour les variations et pour la

cinétique avec leurs performances diagnostiques pour la prédiction de la PD a M3.

Seuil Sp Se VPP VPN

C1 49,7 ng/mL 0,55 0,69 0,26 0,89

ACl1-C2 -84 % 0,56 0,60 0,24 0,86

AC1-C3 -190 % 0,51 0,57 0,16 0,88

AC1-M3 -62,7 % 0,46 0,17 0,04 0,79
Cinétique

CLCACS -0,130 050 043 0,13 0,84

Sp : Spécificité ; Se : Sensibilité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive négative.

Sur le plan qualitatif, une augmentation du taux d’ACE entre Cl1 et M3 était
significativement prédictive de la PD a M3 : 3/8 (37,5 %) patients avec un taux d’ACE en
augmentation ont été classés en PD a M3 contre 3/39 (7,7 %) de ceux pour lesquels le taux
diminuait (p= 0,05). Le sens de variation entre C1-C2 et C1-C3 n’était pas associé
significativement a la PD a M3. Un taux d’ACE supérieur a la normale (> 5 ng/mL) a C1, C2,
C3 et M3 n’était pas prédictif de la PD a M3.
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IV. Corrélations biologiques avec les parametres de survie

a. SSP

Une analyse des données de SSP a été réalisée pour chacun des biomarqueurs en

compréhension.

fonction des seuils précédemment définis pour les valeurs a C1, les variations entre C1-C2, C1-
C3 et C1-M3 et la cinétique entre C1 et C3. L’ensemble des résultats obtenus est rapporté dans

le Tableau 16. La valeur absolue de chaque seuil a été retenue pour les variations par soucis de

Tableau 16 : Durées de SSP médianes selon les taux d’ADNtot, d’ADNtum et d’ACE a C1,

leur variation et leur cinétique entre C1 et C3.

Inclusion = C1 : seuil

SSP : > seuil
SSP : < seuil

p
A C1-C2: seuil en VA

SSP : > seuil
SSP: | <seuilou T
p

A C1 - C3: seuil en VA

SSP : > seuil
SSP: | <seuilou T
p

A C1 -M3: seuil en VA

SSP : > seuil
SSP: | <seuilou T
p

Cinétique C1-C3 : seuil

SSP : < seuil
SSP : > seuil

P

34,3 ng/mL*

ADNtot

7,5 mois 5,7 mois
13,1 mois
0,0007 <0,0001

13,1 mois

12,8 %

8,2 mois
12,9 mois
0,08

23,0 %

9 mois
12,9 mois
0,09

13,8 %
8,2 mois
12,9 mois

0,10

-0,130

8,8 mois

12,9 mois
0,09

VA : Valeur absolue ; { : diminution ; T augmentation
* Valeur seuil déterminée par la courbe ROC réalisée pour la prédiction de la RO a M3. ** Valeur seuil déterminée
par la courbe ROC réalisée pour la prédiction de la PD & M3. Les autres seuils correspondent aux valeurs médianes.
Les SSP significativement différentes (p < 0,05) apparaissent en caracteres gras.

38,7 ng/mL**

ADNtum (FA)
8,7 %* 13,0 %**
5,8 mois 7,5 mois
13,1 mois 13,1 mois
0,02 0,03

64.0 %* 61,9 %**

9,2 mois 9,2 mois
8,1 mois 8,4 mois
0,92 0,79

87,4 %

11,8 mois
6,7 mois
0,007

96,3 %* 76,6 %**
9,2 mois 9,1 mois
8,4 mois 7.4 mois
0,19 0,28
- 1,111
11,8 mois

6,7 mois
0,0007

ACE
49,7 ng/mL
8,2 mois
12,9 mois
0,13
8.4 %
11,8 mois
6,7 mois
0,05
19,0 %

11,6 mois
6,7 mois
0,14

62,7 %
11,6 mois
7,5 mois

0,10

-0,130

11,6 mois

6,7 mois
0,10
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i.  ADNtot

Une concentration en ADNtot a C1 inférieure aux seuils définis pour la RO et pour la

PD était prédictive d’une SSP plus longue : 13,1 mois versus 7.5 mois (p = 0,0007) (Figure

10A) et 13,1 mois versus 5,7 mois (p < 0,0001), respectivement (Figure 10B). Aucune valeur

pronostique pour la SSP n’a été mise en évidence pour les différentes variations et la cinétique

des taux d’ ADNtot.

Figures 10 : Courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier pour la SSP en fonction de

la concentration en ADNtot 4 C1 (A et B).

A. En fonction du seuil défini pour la RO a M3

1 I L 1 L L 1 L

13,1 mois versus 7,5 mois
p =0,0007

Survie Cum.

0 5 10 15 20 25 30 35
Temps

B. En fonction du seuil défini pour la PD a M3

1

13,1 mois versus 5,7 mois
p <0,0001

Survie Cum.
S o

RO : Réponse Objective ; PD : Maladie Progressive.

ADNtot C1

A _330gmL

AN d

ADNTtot C1
>34 3 ng/mL

ADNtot C1
< 38,7 ng/mL

ADNtot C1
> 38,7 ng/mL
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ii.  ADNtum

Une FA d’ADNtum a C1 < au seuil de 8,7 % défini pour la RO et < au seuil de 13 %
défini pour la PD était prédictive d’une SSP plus longue, 13,1 mois versus 5,8 mois (p = 0,02)
(Figure 11A) et 13,1 mois versus 7,5 mois (p =0,03) (Figure 11B), respectivement. La variation
de la FA d’ADNtum entre C1 et C3 était associée a la SSP. La SSP médiane était de 11,8 mois
en cas de diminution > 874 % versus 6,7 mois en cas de diminution < 874 % (p = 0,007)
(Figure 11C). Une cinétique entre C1 et C3 < - 1,111 était prédictive d’'une SSP médiane plus

longue, 11,8 mois versus 6,7 mois (p = 0,0007) (Figure 11D).

Figures 11 : Courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier pour la SSP en fonction de

la FA d’ADNtum a C1 pour le seuil défini pour la RO (A) et celui défini pour la PD (B), de sa

variation entre C1 et C3 (C) et de sa cinétique (D).

A.FA d’ADNtum a C1 selon le seuil défini pour la RO a M3

13,1 mois versus 5,8 mois
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B.FA d’ADNtum a C1 selon le seuil défini pour la PD a M3

iy 13,1 mois versus 7,5 mois
p=0,03

8 1
E' c—
3,6 L ADNtum C1
% A <13%
54 - § O_ADNtum c1
o >13%

i

0 - ; ’
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C. ACI1-C3 de la FA d’ADNtum

13 11,8 mois versus 6,7 mois
p =0,007

8 i
g 6 - L & Acie3
g‘)" $<874%out
44 | T Acic3
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D. Cinétique entre C1 et C3 de la FA d’ADNtum

L L L L 1 1 1 1

11,8 mois versus 6,7 mois
p = 0,0007
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Temps

FA : Fréquence allélique ; RO : Réponse Objective ; PD : Maladie Progressive ; ¥ : diminution ; T : augmentation.
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ii.  ACE
Seule la variation entre C1 et C2 avait une valeur pronostique. La SSP médiane était de
11,8 mois en cas de diminution = 8.4 % versus 6,7 mois en cas de diminution < 8,4 % (p = 0,05)

(Figure 12). Aucune valeur pronostique concernant la SSP n’a été mise en évidence pour les

taux d’ACE a Cl1, les autres variations et pour la cinétique.

Figure 12 : Courbe de survie selon la méthode de Kaplan-Meier pour la SSP en fonction de la

variation entre C1 et C2 du taux d’ACE.
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b. S

Une analyse des données de SG a été réalisée pour chacun des biomarqueurs en fonction
des seuils précédemment définis pour les valeurs a C1, les variations entre C1-C2, C1-C3 et
C1-M3 et leur cinétique. L’ensemble des résultats obtenus est rapporté dans le Tableau 17. La

valeur absolue de chaque seuil de variation a été€ retenue par soucis de compréhension.

Tableau 17 : Durées de SG médianes selon les taux. les variations et la cinétique des taux

d’ADNtot, d’ADNtum et d’ACE.

ADNtot ADNtum (FA) ACE
Inclusion = C1 : seuil 343 ng/mL* 38,7 ng/mL** 8.7 %* 13 %** 49,7 ng/mL
SG = seuil 17,7 mois 17,7 mois 19,9 mois 17,7 mois 26 4 mois
SG < seuil NA NA NA NA NA
p 0,0009 0,0005 0,06 0,04 0,38
A C1-C2 : seuil en VA 12.8 % 64 %* 61,9 %** 84 %
SG : | > seuil 247 mois 23,6 mois 26 4 mois NA
SG : | < seuil ou T NA NA NA NA
p 0,90 0,56 0,66 044
A C1-C3: seuil en VA 23 % 874 % 19 %
SG : | = seuil 19.9 mois NA NA
SG: { < seuil ou T NA 23,6 mois NA
p 0,28 0,09 0,97
A C1 -M3 : seuil en VA 13.8 % 96,3 % 76,6 % 62,7 %
SG : | > seuil 247 mois NA 26 4 mois 26 4 mois
SG: 4 <seuilou T NA 23,6 mois NA NA
P 041 0,15 0,66 0,79
Cinétique C1-C3 : seuil -0,130 -1,111 -0,130
SG : < seuil 19,9 mois NA NA
SG : > seuil NA 19,9 mois NA
p 0,28 0,06 0,59

VA : Valeur absolue ; { : diminution ; T augmentation.

* Valeur seuil déterminée par la courbe ROC réalisée pour la prédiction de laRO a M3. ** Valeur seuil déterminée
par la courbe ROC réalisée pour la prédiction de la PD & M3. Les autres seuils correspondent aux valeurs médianes.
NA : Médiane de survie non atteinte.

Les SG significativement différentes (p < 0,05) apparaissent en caractéres gras.
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1.

ADNItot

Aucune valeur pronostique concernant la SG n’a été mise en évidence pour les

différentes variations et la cinétique du taux d’ADNtot. Une concentration d’ADNtot a C1 < au

seuil de 34,3 ng/mL, défini pour la prédiction de la RO a M3, était prédictive d’une SG plus

longue : la médiane de survie n’était pas atteinte compte tenu du nombre (29/35) de patients

ayant des données de SG censurées a la fin du suivi contre 17,7 mois pour ceux ayant un taux

> 34 3 ng/mL (p = 0,0009) (Figure 13A). De la méme maniere une concentration en ADNtot a

C1 < au seuil de 38,7 ng/mL, défini pour la prédiction de la PD a M3, était prédictive d’une SG

plus longue avec une médiane de survie non atteinte (34/41 patients censurés) versus 17,7 mois

pour ceux ayant un taux = 38,7 ng/mL (p = 0,0005) (Figure 13B).

Figures 13 : Courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier pour la SG en fonction de la

concentration en ADNtot a C1 par rapport au seuil défini pour la RO (A) et pour la PD (B).

A. En fonction du seuil défini pour la RO a M3
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ii.  ADNtum

Une FA d’ADNtum a C1 < au seuil de 13 %, défini pour la prédiction de la PD, était
prédictive d’'une SG plus longue : la médiane de survie n’était pas atteinte (19/24 patients
censurés) contre 17,7 mois pour ceux ayant un taux = a 13 % (p = 0,04) (Figure 14). Aucune

valeur pronostique concernant la SG n’a ét€ mise en évidence pour les différentes variations et

la cinétique entre C1 et C3 de la FA d’ADNtum.

Figure 14 : Courbe de survie selon la méthode de Kaplan-Meier pour la SG en fonction de la

FA d’ADNtum a C1 selon le seuil défini pour la PD a M3.
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FA : Fréquence allélique ; NA : Médiane de survie non atteinte.

iii. ACE
Aucune valeur pronostique concernant la SG n’a été mise en évidence pour les taux

d’ACE a C1, les différentes variations et la cinétique entre C1 et C3.
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DISCUSSION

L’objectif de notre étude était d’évaluer prospectivement les corrélations de trois
marqueurs tumoraux circulants : I’ADN total circulant, I’ADN tumoral circulant, I’ACE, de
leurs variations et de leur cinétique avec 1’évaluation selon RECIST 1.1. et les paramétres de
survie chez des patients traités pour un CCRm en 1°° ligne de traitement.

En effet, les données de la littérature concernant le monitoring de la réponse clinique
par le dosage de I’ ADN circulant sont hétérogénes notamment quant au temps des prélevements
et a la ligne de traitement. Notre étude est une étude prospective multicentrique. Elle se voulait
homogene concernant le recrutement des patients en incluant uniquement des patients naifs de
chimiothérapie. Notre population est représentative de la population générale atteinte d’un
CCRm. L’age médian des patients €tait de 67 ans et le sexe ratio de 1,5 hommes pour 1 femme
ce qui concorde avec les données épidémiologiques (3,90). Il était nécessaire d’inclure 74
patients pour un taux de patients en réponse objective a M3 attendu entre 60 et 65 % (91). Le
taux de réponse objective observé dans notre étude est de 32,9 %. La sélection des patients
semble expliquer ce faible taux de réponse. En effet, 12,9 % des patients présentaient un statut
OMS a 2 contre 8 % et 3,9 % dans les précédentes études (85,87). L’association entre le
pronostic et le statut OMS initial a été largement décrite. Le statut OMS > 2 a été mis en
évidence comme étant un facteur de progression indépendant (92), a I’inverse, le statut OMS a
0 comme étant un facteur prédictif d’une SSP plus longue (12). Nos résultats confirment ces
données en mettant en évidence une relation entre le statut OMS initial et la progression a M3
(p =0,004). Par ailleurs nous avons réalisé une analyse détaillée de la cinétique des marqueurs
circulants en procédant a un recueil standardisé de I’ADN total circulant, ’ADN tumoral

circulant et I’ACE a 4 temps du suivi.

L’objectif principal de notre étude était d’estimer la sensibilité de la variation précoce,
apres 2 cycles de chimiothérapie du taux d’ADN total circulant pour la réponse objective a 3
mois définie selon les criteres RECIST 1.1. Nous ne sommes pas parvenus a établir de seuil de
variation précoce du taux d’ADN total circulant aprés 2 cycles de chimiothérapie avec une
sensibilité suffisante. Ainsi, une diminution du taux d’ADNtot entre C1 et C3 supérieure a 23 %
obtient une sensibilité de 33 % et une spécificité de 44 % pour la prédiction de la réponse
objective a 3 mois. Ces performances sont insuffisantes. Nous ne mettons pas non plus en
évidence de seuil pertinent pour les autres variations étudiées du taux d’ADNrtot et pour les
variations du taux d’ADNtum pour la prédiction de la réponse a 3 mois. Ceci peut s’expliquer

par notre faible effectif de patients répondeurs entrainant un manque de puissance (1 - ).

54



En revanche, nous montrons qu’une diminution inférieure a 874 % ou une
augmentation du taux d’ADN tumoral circulant a C3 est une valeur seuil associée a la prédiction
de la progression a 3 mois avec une sensibilité de 100 % correspondant a une VPN de 100 %.
Ainsi, les patients présentant une diminution du taux d’ADNtum = 874 % avaient une

probabilité nulle de progression.

Un de nos objectifs secondaires était d’étudier la corrélation entre les marqueurs

circulants et les parametres de survie.

Nos résultats confirment la valeur pronostique des taux initiaux d’ADNtot et d’ADNtum
pour la SSP (p < 0,0001 et p = 0,03, respectivement) et pour la SG (p = 0,0005 et p = 0,04,
respectivement). La valeur pronostique de la concentration initiale en ADNtot et en ADNtum
a été mise en évidence dans plusieurs travaux, nos résultats sont en accord avec ces données.
Ainsi, Bidard et coll. étudiaient des patients ayant un CCRm au niveau hépatique bénéficiant
d’une chimiothérapie de 1= ligne avant une éventuelle métastasectomie. Ils mettaient en
évidence que la concentration en ADNtum initiale était corrélée a un taux de résection R1 plus
élevé (p =0,05) (89). Spindler et coll. montraient, en considérant le taux d’ADNtot en tant que
variable continue, une diminution de la SSP avec un HR = 1,4 [IC95 % 1,1 — 1,7],p=0,03 et
delaSGavecun HR =1,6 [IC95 % 1,3-2,0],p <0,0001 pour chaque augmentation de quartile
du taux initial d’ADNtot (69). La concentration initiale médiane en ADNtot est plus élevée
dans notre étude que dans la littérature : 33,9 ng/mL contre 24 .4 ng/mL (48) et 26,6 ng/mL (87).
Il en était de méme pour la FA médiane initiale d’ADNtum qui était de 8,7 % contre 1,84 %
dans I’étude de Vidal et coll. (88). Cet élément peut contribuer a expliquer le faible de taux de

réponse observé.

Nous mettons en évidence une association significative entre la variation de la FA
d’ADNtum entre C1 et C3 et la SSP. Ainsi, la SSP médiane est de 11,8 mois en cas de
diminution > 874 % contre 6,7 mois en cas de diminution < 87,4 % (p = 0,007). La valeur
seuil de 87,4 % est intéressante. L’étude prospective PLACOL mettait en évidence des données
similaires pour ce qui est du seuil et du moment de prélevement. Ainsi, une diminution
d’ADNtum entre C1 et C2 ou C3 supérieure a 80 % était prédictive d’une SSP médiane plus
longue : 8,5 mois versus 2,4 mois (p <0,0001) (86). La majorité des travaux portant sur I’intérét
de I’évaluation précoce basée sur les biomarqueurs se sont intéressés a la variation entre
I’inclusion et la seconde ou troisieme cure de chimiothérapie (85—-87). Tie et coll. avaient étudié

I'intérét d’un dosage plus précoce réalisé le troisieme jour apres la premiere cure de
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chimiothérapie, et n’avaient pas mis en évidence de différence significative entre ce dosage et
celui réalisé a I'inclusion (p = 0,139). La variation du taux d’ADN circulant nécessite un
processus de diminution de la charge tumorale qui ne survient pas immédiatement apres

I’initiation de la chimiothérapie.

Dans notre étude, la variation de I’ADNtum entre C1 et C3 ou la cinétique de I’ADNtum
entre C1 et C3 semblent corrélées a la SG sans atteindre la significativité (p = 0,09 et p = 0,06,
respectivement). Ainsi, une diminution de I’ADNtum supérieure a 87,4 % entre C1 et C3
semble associée a une augmentation de survie globale en comparaison avec une diminution

inférieure a 87,4 %.

L’absence de significativité de ce résultat peut étre expliquée d’une part par notre faible
effectif de patients pour lesquels I’ADNtum était analysable (AADNtum C1-C3, n = 39) et
détecté. La détection de I’ADNtum a été effectuée en utilisant une technique de dPCR
nécessitant de connaitre au préalable une mutation tissulaire. Dans notre étude, 45/70 (64,3 %)
des patients présentaient une mutation tissulaire portant sur le gene RAS pour 38/70 (54,3 %)
patients et sur le gene BRAF pour 7/70 (10 %) patients. Les taux mutationnels observés sont en
accord avec la littérature (67,68). La sensibilité de la dPCR est élevée mais elle reste inférieure
a 100 %. Dans notre étude, le taux de détection de I’ADNtum est de 86,7 % parmi les patients
mutés pour RAS ou BRAF. Ce taux est retrouvé dans la plupart des études ayant utilisé la
dPCR. Dans I’étude de validation COCACOLON le taux de détection était de 92,1 % (48), il
était de 76,8 % pour Garlan et coll. (86) et de 91,3 % pour Bidard et coll. (89). La détection
d’un plus large panel de mutations pourrait permettre de préciser nos résultats. Aussi, des
changements et émergences mutationnels sont décrits en cours de chimiothérapie modifiant les
données d’ADNtum. Ainsi, Spindler et coll. ont mis en évidence 19 % de différences
mutationnelles entre le début de la chimiothérapie et le diagnostic de progression de la maladie
(87). La plupart des études portant sur I’ADN circulant dans le CCRm se sont intéressées de
maniere plus approfondie a I’analyse de I’ADNtum. Il nous paraissait pertinent d’étudier
I’ADNtot avec pour objectif d’évaluer un biomarqueur accessible a I’ensemble des patients.
Une analyse plus large de I’ADNtum pourrait se faire en prenant en compte les changements
mutationnels et en appliquant nos résultats a ’ensemble des patients traités. Cela nécessiterait
’utilisation de techniques de détection réalisant un séquencage complet du génome a haut débit
de type NGS. Cette technique ne nécessite pas 1’identification au préalable des mutations

tissulaires, mais, elle est couteuse et sa sensibilité est inférieure a la dPCR.
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D’autre part, le faible recul actuel nous expose a des données manquantes concernant le
suivi et en particulier la SG. L’actualisation de nos données d’ici quelques mois, telle qu’elle

est prévue dans I’étude COCA-MACS devrait permettre d’affiner ces résultats.

Nous pouvons néanmoins mettre ces résultats en parallele avec le principe de
rétrécissement précoce de la tumeur, défini par la variation relative des diametres des 1ésions
cibles par rapport aux mesures réalisées sur le scanner pratiqué a 1’inclusion et celui de la
profondeur de la réponse, défini comme le changement relatif dans la somme des diametres
selon RECIST par rapport au nadir. Chez les patients en cours de chimiothérapie de 1+ ligne,
la relation entre le rétrécissement précoce de la tumeur et le pronostic a long terme concernant
la SSP et la SG a été démontrée dans plusieurs travaux. Ainsi, Giessen et coll. ont mis en
évidence une association entre le rétrécissement précoce de la tumeur, = 20 %, évalué a 7
semaines et la SSP médiane : 9,9 mois versus 6,1 mois (p = 0,029) et avec la SG médiane :
27,5 mois versus 17,8 mois (p = 0,002) (11). Cremolini et coll. ont mené une étude similaire
avec une évaluation a 8 semaines. La SSP médiane était de 8,8 mois versus 7,2 mois (p =0,009)

et la SG médiane de 31,9 mois versus 21,9 mois (p = 0,002) (12). Piessevaux et coll. ont

association avec la SSP médiane : 6,1 mois [IC95 % 5,1 — 7,2] versus 1,5 mois [IC95 % 5,1 —
7,2], (p <0,001) et avec la SG : 13,7 mois [IC non atteint] versus 6,9 mois [IC95 % 6,1 —7,7],
(p <0,001) (93). De la méme maniere, Suzuki ef coll. ont mis en évidence une association entre
le rétrécissement tumoral précoce évalué a 8 semaines et une augmentation de la SSP et de la
SG (94). La principale limite de ces deux parametres est leur délai d’évaluation. Ils ont été
évalués entre 6 et 8 semaines apres le début de la chimiothérapie dans les travaux précédemment
décrits. Ce délai est court en comparaison au délai de 1’évaluation scannographique réalisée en
routine mais le patient est exposé durant cette période a une toxicité importante d’un schéma

de chimiothérapie possiblement inefficace.

Nos résultats offrent la perspective d’une évaluation précoce, apres 2 cures de
chimiothérapie, soit 4 semaines apres son initiation, permettant de préciser le pronostic a long
terme. Les patients ayant une réponse précoce insuffisante pourraient bénéficier d’une
intensification ou adaptation du schéma de chimiothérapie des la troisiéme ou quatriéme cure
plutdt qu’au moment de 1’évaluation radiologique réalisée en général a 3 mois apres 6 cures de
chimiothérapie. Il a ét¢ montré qu’un schéma thérapeutique intensifié de type triplet de
chimiothérapie et/ou chimiothérapie associée a une thérapie ciblée augmentait la profondeur de

la réponse et les parametres de survie. Mansmann et coll. ont mis en évidence une profondeur
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de réponse moyenne a 8 semaines de 35,52 % chez 348 patients traités par FOLFIRI seul versus
50,07 % chez 315 patients traités par FOLFIRI + CETUXIMAB (p < 0,00001). La profondeur
de la réponse était associée de maniere significative a la SSP (p = 0,0023) (95). Dans 1’essai
TRIBE, Cremolini et coll. ont mis en évidence une profondeur de réponse médiane de 37,8 %
[IC95 % -16,3 % — 100 %] chez 198 patients recevant une chimiothérapie de 1+ ligne par
FOLFIRI + BEVACIZUMAB versus 434 % [IC95 % -15,5 % — 100 %] chez 209 patients
traités par FOLFOXIRI + BEVACIZUMAB (p = 0,003) (12). La prise de décision concernant
la stratégie thérapeutique a adopter chez ces patients doit étre approfondie au cours d’études
prospectives. Elle apparait comme une piste intéressante pour améliorer le pronostic a long

terme de ces patients.

Notre étude a soulevé la pertinence du dosage de I’ADNtum en pratique clinique. Ainsi,
le patient n°65, était atteint d’un CCR avec une évolution métastatique métachrone. Il présentait
comme antécédents : un cancer sigmoidien muté NRAS, exon 3, c181C>A et un cancer colique
droit muté KRAS, exon 2, c35G>T. Le dosage de I’ADNtum a permis de déterminer quel
cancer €tait a 1’origine de l’évolution métastatique. En cas de mutations prédictives de
résistance aux anti-EGFR discordantes, cette distinction est essentielle pour guider la stratégie
thérapeutique et rend nécessaire la réalisation de nouvelles biopsies tissulaires. Ces biopsies
sont invasives et nécessitent des étapes intermédiaires de traitement et de conservation du tissu
tumoral allongeant le délai de leur interprétation. Le dosage de I’ ADNtum pourrait €tre appliqué
en pratique clinique dans le CCRm pour accéder de maniere non morbide, par un simple
prélevement sanguin, et dans un délai plus court au génome tumoral. Le dosage de I’ADNtum
dans ce but est notamment largement développé pour la recherche des mutations du gene de

I’EGFR dans le cancer du poumon non a petites cellules (96).

Nous avons également étudié I’ACE en tant que biomarqueur. A I’inclusion, le taux
d’ACE était non significatif (< 5 ng/mL) pour 12/70 (17,1 %) patients. Ce résultat est en accord
avec les données précédemment établies (44) et confirme le fait que ce biomarqueur ne peut
pas étre appliqué a I’ensemble des patients ayant un CCRm. Le sens de variation du taux d’ACE
entre C1 et M3 est significativement prédictif de la RO et de la PD a M3 (p =0,04 et p=0,05,
respectivement). Ces données confirment la place du dosage de I’ACE en complément de
I’évaluation radiologique réalisée a M3. De facon similaire aux travaux précédemment publiés,
nous n’avons pas mis en évidence de relation entre les variations précoces du taux d’ACE,
I’évaluation a M3 selon les criteres RECIST 1.1. et les parametres de survie. Tie et coll.

n’avaient pas mis en évidence de différence significative entre les taux d’ACE a C1 et a C2
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(240 ng/mL versus 26,6 ng/mL, p = 0,198) (85). Dans notre étude, entre C1 et C2, le taux
d’ACE a augmenté chez 21/53 (39,6 %) patients, parmi eux 17/21 (81 %) n’ont pas présenté de
progression radiologique a M3. Entre C1 et C3, le taux d’ACE a augmenté chez 17/50 (34 %)
patients, parmi eux 15/17 (88,2 %) n’ont pas présenté de progression radiologique a M3. Ces
données confirment les observations menées par Sorbye et coll. qui avaient décrit un « flare up
» initial du taux d’ACE chez certains patients en 1’absence de progression ultérieure

documentée (49).
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CONCLUSION

Nos résultats issus de 1’analyse préliminaire de 1’étude prospective COCA-MACS
confirment la valeur pronostique des taux initiaux d’ADN total et d’ADN tumoral circulant

dans le cancer colorectal métastatique.

Nous montrons une association significative entre la variation précoce de I’ADN
tumoral, apres 2 cures de chimiothérapie ainsi que sa cinétique calculée entre 1’inclusion et la

2= cure de chimiothérapie et la survie sans progression.

Nos résultats offrent la perspective d’un monitoring précoce de I’ADN tumoral
circulant, permettant de préciser le pronostic a long terme et d’adapter de manicre précoce la
stratégie thérapeutique en premiere ligne de chimiothérapie. Ces résultats pourront étre précisés

dans les prochains mois par les résultats finaux de 1’étude COCA-MACS.
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RESUME
INTRODUCTION : Dans le cancer colorectal métastatique (CCRm), 1’évaluation d’une

chimiothérapie (CT) repose sur un examen d’imagerie avant et apres 2-3 mois de traitement.
L’étude des marqueurs tumoraux circulants tels que I’ADN circulant total (ADNtot), I’ADN
tumoral circulant (ADNtum) constituerait une approche innovante afin d’envisager un
ajustement thérapeutique précoce. L’objectif était d’étudier les corrélations de trois
biomarqueurs : I’ADN total circulant, I’ADN tumoral circulant et I’ACE prélevés avant les
cycles de chimiothérapie 1, 2, 3 (C1, C2, C3) et lors de ’évaluation réalisée a M3, de leurs
variations, de de leur cinétique avec I’évaluation selon RECIST 1.1. et avec les paramétres de
survie.

METHODES : Ce travail est une analyse préliminaire de 1’étude prospective, multicentrique,
COCA-MACS incluant des patients traités en L1 pour un CCRm histologiquement prouvé,
mesurable selon les criteres RECIST 1.1, par CT +/- thérapie ciblée de juillet 2016 a février
2019. Des prélevements sanguins ont été réalisés avant C1, C2, C3 et a 3 mois pour le dosage
de I’ADNtot, de I’ADNtum et de I’ACE. La détection de I’ADNtum a été réalisée par Droplet
Digital™ PCR (Bio-Rad QX200™).

RESULTATS : Au total, 70 patients ont été inclus. Respectivement, 38 (55,9 %) et 7 (10,3 %)
patients présentaient une mutation de RAS ou BRAF. Les SSP et SG médianes étaient
respectivement de 9,2 mois (1,1-34) et 27,1 mois (1,1-36,5). Un taux faible d’ADNtot et
d’ADNtum a C1 (selon la médiane) était significativement associé a une survie prolongée avec
respectivement des SSP médianes de 13,1 vs 5,7 mois (p<0,0001) et 13,1 vs 7,5 mois, (p=0,03)
et des SG médianes non atteintes vs 17,7 mois (p=0,0005) et non atteintes vs 17 ,7 mois
(p=0,04). Une diminution précoce de I’ADNtum entre C1 et C3, inférieure a la variation
médiane de la population (87,4 %), était associée a la progression avec une sensibilité de 100 %,
une spécificité de 57% et une VPN de 100 %. Une diminution précoce de I’ADNtum entre C1
et C3, supérieure a la variation médiane de la population (87,4 %), était associée et a un
allongement de la SSP, a 11,8 vs 6,7 mois (p=0,007), de méme que la cinétique de I’ADNtum
entre C1 et C3 (11,8 vs 6,7 mois, p=0.0007). L’ACE a I’inclusion et ses variations précoces
n’étaient pas associés aux données de survie.

CONCLUSION : Nos résultats confirment la valeur pronostique des valeurs de baseline de
I’ ADN circulant dans le CCRm. Le monitoring précoce (C1-C3) de I’ ADNtum apparait comme
un marqueur fiable pour envisager de tester de maniere précoce de nouvelles stratégies

thérapeutiques (intensification vs désescalade) en L1 du CCRm.

MOTS CLES: ADN total circulant, ADN tumoral circulant, Cancer colorectal

métastatique, Biomarqueurs.
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