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aucune approbation ni improbation.
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Instabilité Microsatéllitaire

Imagerie par Résonnance Magnétique
MisMatch Repair deficient

Microsatellite Instable

Microsatellite Stable

Next Generation Sequencing

Odds Ratio

Polymerase Chain Reaction

Programmed Cell Death 1

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
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SG:
SSP :

TDM :
UICC :
VEGF :

WT :

Survie Globale

Survie Sans Progression
Tomodensitométrie

Union for International Cancer Control
Vascular endothelial growth factor

Wild Type
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Rationnel de I’étude

La prise en charge thérapeutique globale du cancer colorectal métastatique (CCRm) se
caractérise par une stratégie dite « multi-ligne » avec une survie médiane globale dans les
derniéres ¢tudes de 30 mois pour les formes non résécables et de 50/60 mois pour les formes
résécables d’emblée. Pour les patients traités pour un CCRm non résécables, la premiere ligne
(L1) de traitement repose principalement sur la chimiothérapie (CT) systémique associée aux
thérapies ciblées (TC) anti-EGFR ou anti-angiogénique, la chirurgie d’exérése des sites
métastatiques étant a envisager en cas de maladie résécable en totalité et contrdlée sous
traitement. Si de nombreuses options thérapeutiques sont actuellement possibles en L1 du
CCRm, les plus fréquemment utilisées reposent sur les protocoles dits de « bi-CT », FOLFIRI
ou FOLFOX, associée a un anticorps monoclonal anti-EGFR (cetuximab, panitumumab) en cas
de tumeurs sans mutations des génes RAS (KRAS, NRAS) ou a un anticorps anti-VEGF
(bevacizumab) quel que soit ce statut mutationnel. Pour les autres cas, en fonction de la situation
clinique et des objectifs thérapeutiques, la premicre ligne de traitement peut reposer sur une
mono-CT ou tri-CT et étre associée a une thérapie ciblée.

Il est admis que l’intensité thérapeutique, mesurée classiquement par le taux de réponse
objective observé sur I’imagerie, est dépendante du nombre de molécules associées variant ainsi
par exemple de 25 % en cas de mono-CT par SFU, 40 % en cas de bi-CT par FOLFOX et de
60 % en cas de bi-CT + anti-EGFR (1). Le suivi par imageries régulieres, toutes les 8 a 12
semaines selon les équipes, est a ce jour considéré comme la méthode de référence pour juger
de la performance du traitement et par conséquent pour décider de ses modifications ou
adaptations. Dans ce contexte, I’émergence de la biopsie liquide et de la détection de I’ADN
tumoral circulant en particulier est apparue comme un outil trés prometteur pour permettre un
suivi thérapeutique plus performant et entrevoir notamment des possibilités d’adaptations
thérapeutiques soit plus précoces soit en lien avec 1’évolution des altérations de la tumeur. A ce
jour, les variations de I’ADNTtc selon le protocole délivré en L1 du CCRm ne sont pas clairement
définies. L’objectif principal de notre étude a ét¢ d’évaluer les variations de ’ACE et de
I’ ADNtc sur les 3 premiers mois en fonction du traitement recu chez les patients traités en L1

pour un CCRm.
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| Introduction

1. Généralités sur le cancer colorectal métastatique

. eme , ,
En France, le cancer colorectal se situe au 3  rang et représente 20 % de I’ensemble des

cancers. En 2012, le nombre de nouveaux cas estimés de CCR était de 42 000 avec 65 % de

localisation colique (2), soit la 2éme cause de mortalité¢ par cancer avec 17 000 déces. L’age
moyen au diagnostic est de 70 ans chez ’homme et de 73 ans chez la femme et son incidence
croit réguliérement avec 1’age. La survie globale est de 79% a un an, de 56% a 5 ans et est
fortement influencée par le stade UICC au diagnostic. Ainsi, la survie a 5 ans varie entre 90%
pour les stades I, 80% dans les stades II, 50% pour les stades Il avec atteinte ganglionnaire et
5% pour les stades IV métastatiques. Le caractére métastatique représente donc 1’¢élément
pronostique majeur du cancer colorectal.

Schématiquement, 3 présentations cliniques sont considérées dans le CCRm selon le caractere
résécable des lésions secondaires et sous réserve bien entendu du terrain du patient : les formes
avec métastases jugées résécables d’emblée, les métastases potentiellement résécables et les
situations définitivement non résécables compte tenu de I’extension de la maladie.

Pour I’ensemble de ces 3 situations, il est admis qu’environ 25% des patients ont une maladie
métastatique lors de la prise en charge initiale et qu’environ 50% développeront des métastases
durant I’évolution de la maladie. Le site métastatique le plus fréquent est le foie dont 15 a 20%
de métastases synchrones et 20% métachrones dans les 5 ans.

A ce jour, seule la résection ou la destruction des 1ésions par un traitement local associée ou
non a une chimiothérapie et une thérapie ciblée selon les cas peut permettre la rémission
compléte et parfois la guérison. Ainsi la survie globale médiane est de 60 mois pour le CCRm

d’emblée résécable et 30 mois dans le non résécable.

2. Stratégie thérapeutique du cancer colorectal métastatique

L’objectif principal de la prise en charge est de proposer la thérapeutique la mieux adaptée a la
situation carcinologique et au contexte du patient. En effet, le traitement du CCRm est palliatif
sans possibilité de guérison a long terme pour une grande majorité des patients et I’équilibre

entre le résultat oncologique et la qualité¢ de vie doit rester la priorité dans 1’ensemble des
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séquences de traitement. Pour les patients traités pour un CCRm potentiellement résécable ou
non résécable, la stratégie repose sur le traitement systémique en premicre intention avec de
nombreuses options thérapeutiques actuellement possibles avec une tendance a privilégier les
protocoles dits intensifiés reposant sur une bi ou tri-chimiothérapie avec thérapie ciblée (3).

Le tableau 1 résume les principaux résultats oncologiques en termes de réponse objective et de

survie des principaux protocoles utilisés en L1 du CCRm.

Concernant le taux de réponse objective, dans ces é¢tudes comme dans la pratique courante,
I’évaluation de la réponse au traitement est réalisée par la comparaison d’un examen d’imagerie
(TDM, IRM) avant et aprées 2-3 mois de traitement, puis tous les 2-3 mois. C’est la comparaison
de la taille des cibles mesurables qui permet de définir la réponse objective, la stabilité ou la
progression de la maladie selon les criteres RECIST 1.1 « Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors ». Au maximum 5 Iésions cibles sont sélectionnées avec un maximum de 2 Iésions
cibles par organe. La sélection sera représentative de tous les organes envahis, en choisissant
les 1ésions les plus grandes (dans leur plus grande dimension). Les ganglions lymphatiques
peuvent étre considérés comme des 1ésions cibles si leur plus petit axe (mesuré au scanner) est
> 15 mm. C'est la somme des diametres de ces 1ésions cibles qui sera ensuite comparée entre
les différents examens d’imagerie. L’évaluation permet ainsi de définir 4 types de réponse : «
réponse compléte » en cas de disparition totale des 1ésions (tous les ganglions lymphatiques
(cible ou non-cible), doivent avoir atteint une dimension < 10 mm dans leur plus petit axe) ; «
réponse partielle » (RP) en cas de diminution d’au moins 30 % de la somme des diametres des
Iésions cibles ; « maladie progressive » (PD) en cas d’augmentation d’au moins 20 % de la
somme des diametres des 1ésions cibles ou en cas d’apparition de nouvelles 1ésions; « maladie
stable » (SD) en cas d’absence des critéres ci-dessus (4). La réponse objective (RO) comprend
les entités « réponse compléte » et « réponse partielle ».

Ainsi, en premiere ligne de traitement, le taux de réponse objective attendue est de 25 % en cas

de mono-CT par 5FU, 40 % en cas de bi-CT par FOLFOX et de 60 % en cas de biCT-antiEGFR.

Concernant les survies, 1’ajout de Bevacizumab a une poly-chimiothérapie classique a base de
fluorouracile, leucovorine et irinotécan entraine une amélioration statistiquement et
cliniquement significative de la survie des patients. Dans une étude réalisée sur 813 patients, il
¢tait montré un allongement de la durée médiane de survie (20,3 mois vs 15,6, rapport de risque
de déces de 0,66 (P<0,001)) ainsi qu'un allongement de la durée médiane de survie sans

progression (10,6 mois vs 6,2 mois, risque de progression de la maladie, 0,54 ; P<0,001) (5).
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Dans une seconde étude, 1’association de fluoropyrimidine, oxaliplatine et de bevacizumab en
1¢ ligne a permis d’obtenir une survie globale médiane de 23,7 mois (IC a 95%, 21,3 a 26,8)
vs 18,2 mois (IC a 95%, 14,5 a 21,6) sans biothérapie (6).

L’équipe de Heinemann et al s’est intéressée a comparer 1’efficacité du protocole FOLFIRI
(fluorouracile, acide folinique et irinotécan), en association au cetuximab ou au bevacizumab
en 1°¢ ligne chez 592 patients atteints d'un cancer colorectal métastatique KRAS sauvage. Il
n’y avait pas de différence significative sur la réponse objective ni sur la survie médiane sans
progression entre les deux groupes. Cependant, la survie globale médiane était de 28,7 mois
(IC a 95% 24,0-36,6) dans le groupe cetuximab, contre 25,0 mois (22,7-27,6) dans le groupe
bevacizumab (HR 0,77, IC a 95% 0,62-0,96 ; p=0,017) (7).

Enfin, I’association de SFU, leucovorine, oxaliplatine et irinotécan (FOLFOXIRI) s'est révélée
plus efficace que le FOLFIRI en 1°° ligne chez des patients atteints d’un CCR métastatique (8).
Une étude incluant 508 patients en 1°° ligne a donc comparé I’efficacité d’un schéma par
FOLFIRI plus bevacizumab vs FOLFOXIRI plus bevacizumab. On retrouve un allongement
significatif de la survie sans progression (12,1 mois dans le groupe expérimental vs 9,7 mois
P=0,003), un taux de réponse objectif de 65% dans le groupe expérimental vs 53% dans le
groupe de contréle (P=0,006). En revanche, 1’allongement de la survie globale n’était pas

significatif (9).

En résumé, le taux de réponse et de résécabilité secondaire est estimé a environ 30% apres
utilisation des protocoles intensifiés de premiére ligne, le recours a une résection chirurgicale
doit ensuite toujours étre discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire. La discussion
repose sur le rapport risque/bénéfice de la chirurgie.

Une ¢étude a permis d’évaluer les effets de la chimiothérapie systémique préopératoire sur le
parenchyme hépatique résiduel, la fonction hépatique et la morbidité aprés une résection
hépatique majeure pour des métastases hépatiques d’un cancer colorectal. Dans les groupes, 45
patients ont été opérés apres une chimiothérapie néo-adjuvante et 22 patients n'avaient recu
aucune chimiothérapie dans les 6 mois précédant la résection. La fonction hépatique était
similaire dans les deux groupes en post opératoire. En revanche, le taux de morbidité
postopératoire était plus ¢levé dans le groupe de chimiothérapie (38% contre 13,5%, P = 0,03)
et corrélé au nombre de cycles de chimiothérapie administrés avant l'opération, mais pas au
type de chimiothérapie. Le traitement néo-adjuvant était significativement associé a une
dilatation sinusoidale, une atrophie des hépatocytes et/ou une nécrose hépatocytaire (49 %

contre 25 %, P = 0,005) et donc a une modification du parenchyme hépatique. Ceci doit étre
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pris en considération avant de décider d'une résection hépatique majeure chez les patients ayant
recu une chimiothérapie préopératoire (10). L’évaluation précoce de la réponse au traitement
permet donc d’optimiser le traitement néo-adjuvant afin d’en limiter les conséquences sur le

parenchyme hépatique et de limiter la morbidité postopératoire.
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3. Autres méthodes d’évaluation de la réponse

3.1 Laréponse précoce

Des études ont montré que la notion de réponse tumorale précoce était associée a la survie
globale des patients suivis pour un CCRm. En effet, I’essai de phase 3 TRIBE sur 500 patients,
a comparé deux protocoles de chimiothérapie (FOLFOXIRI plus bevacizumab contre FOLFIRI
plus bevacizumab) et leur impact sur le rétrécissement précoce de la tumeur (a 8 semaines) et
la profondeur de la réponse tumorale. Un pourcentage significativement plus élevé de patients
dans le bras FOLFOXIRI plus BV a obtenu une rétraction tumorale précoce >20%, par rapport
au bras contréle (62,7% contre 51,9%, P = 0,025). De méme, la profondeur de la réponse
tumorale était significativement plus élevée dans le groupe triplet plus bevacizumab (43,4 %
contre 37,8 %, P =0,003). Ces deux critéres étaient associés a la survie sans progression et a la
survie globale dans les analyses multivariées. Ils ont é¢galement permis de prédire la survie avec
autant de précision que la réponse RECIST. L'obtention d'un rétrécissement rapide et profond
de la tumeur retarde donc sa progression et prolonge la survie des patients traités par une

chimiothérapie de premicre intention avec du bevacizumab (11).

En 2013, une premicre étude reprenant les résultats des essais CRYSTAL et OPUS
(chimiothérapie de 1°° ligne par Irinotécan ou Oxaliplatine +/- Cetuximab) avait analysé la
valeur prédictive de la réponse tumorale précoce (2 8 semaines) sur le long terme en fonction
du traitement regu et du statut de la tumeur. Dans les deux essais, les patients KRAS sauvage
avaient une survie sans progression plus élevées (P<0,001) lorsqu’ils recevaient une
chimiothérapie associée au cetuximab par rapport a la chimiothérapie seule, indiquant une
valeur prédictive plus forte de la réponse tumorale précoce chez ces patients. Dans les essais
CRYSTAL et OPUS, respectivement, une valeur seuil de réponse tumorale précoce >20 % (vs
<20 %) a permis d'observer une survie sans progression plus longue chez les patients KRAS
sauvage recevant une chimiothérapie associée au Cetuximab (médianes 14,1 vs 7,3 mois, HR
=0,32; P<0,001, et médianes 11,9 vs 5,7 mois, HR = 0,22 ; P <0,001)(12).

L’étude des marqueurs tumoraux circulants pour 1’évaluation précoce de la réponse pourrait
constituer une approche innovante et contribuer a 1’optimisation de la prise en charge initiale
des patients en permettant une intensification thérapeutique ou un changement de protocole en

cas de réponse insuffisante.
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3.2 La profondeur de la réponse

Le concept de "profondeur de la réponse” vise a établir un lien entre la rétraction de la tumeur
et la survie post-progression. Si la tumeur rétrécit effectivement, la profondeur de la réponse
est le pourcentage de rétrécissement de la tumeur observé au nadir par rapport a la mesure de
base. Elle est égale a 0 si aucun changement n'est observé et est négative si la charge tumorale
augmente.

Sur la base des données des essais randomisés CRYSTAL et OPUS, les relations entre la charge
tumorale de base, la profondeur de la réponse et la survie post-progression ont été étudiées. Les
résultats sont issus des mesures de 841 patients avec des tumeurs RAS sauvage : 663 de 1'étude
CRYSTAL et 178 de I'étude OPUS. Les 348 patients traités par FOLFIRI seul ont eu une
profondeur de réponse médiane de 33,3% (IC : 8,0%, 58,0%) tandis que les 315 patients traités
par FOLFIRI + cetuximab ont eu une profondeur de réponse médiane significativement plus
¢levée de 50,9% (IC : 18,4%, 78,6%), p < 0,0001. Les 96 patients traités par FOLFOX4 seul
ont eu une profondeur de réponse médiane de 30,7% (IC : 4,0%, 55,9%) et les 82 patients traités
par FOLFOX4 + cetuximab ont eu une profondeur de réponse médiane significativement plus
¢levée de 57,9% (IC : 24,0%, 92,9%), p = 0,0008. La corrélation entre la profondeur de réponse
et la survie post-progression pour les patients présentant une progression documentée de la
maladie était statistiquement significative dans chacun des groupes de traitement. Les rapports
de risque montrent qu’une profondeur de réponse plus élevée est associée de manicre
significative a un temps de survie post-progression plus long dans les deux études. Ces résultats
soulignent la valeur de la profondeur de la réponse comme potentielle nouvelle mesure
d'efficacité pour les essais cliniques (13).

Enfin, en 2015, une revue de la littérature sur les notions de rétrécissement tumoral précoce et
de diminution de la taille tumorale dans les CCRm a été réalisée. Les données montraient que
la réduction tumorale précoce était en faveur d’une plus grande sensibilité au traitement, d’un
pronostic plus favorable et un indicateur précoce de la réponse potentielle. En revanche, la
profondeur de la réponse estime le nadir de la réponse tumorale comme une variable continue,
qui peut affecter I'histoire de la maladie et la survie ultérieure.

Les concepts de réponse tumorale précoce et de profondeur de la réponse pourraient donc étre
des outils prometteurs en tant que parametres cliniques pour aider la prise de décision et ainsi

optimiser davantage la prise en charge des patients atteints de CCRm (14).
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Auteur/Année

Hurwitz et al. 2004 (5)

Falcone ez al. 2007 (8)

Hochster et al. 2008 (6)
(études TREE 1 et 2)

Van Cutsem et al. 2009 (15)
(étude CRYSTAL)
Douillard ez al. 2013 (16)
(étude PRIME)

Heinemann et al. 2014 (7)
(étude FIRE 3)

Loupakis et al. 2014 (9)
Cremolini et al. 2015 (11)
(étude TRIBE 1)

Venook et al. 2017 (17)
(étude CALGB)

Modest et al. 2019 (18)
(étude VOLFT)

Cremolini et al. 2020 (19)
(étude TRIBE 2)

Tableau 1 : Principales études sur les protocoles de chimiothérapie de 1ére ligne dans le CCRm

Effectif
n=_813

n =244

nl =150
n2 =223

n=1198

n=512
KRAS

sauvage
n=592
KRAS

sauvage
n=508

n=1137
KRAS
sauvage

n=_86

n=679

Molécules
FOLFIRI +/- Bevacizumab

FOLFOXIRI ou FOLFIRI

Fluoropyrimidine et Oxaliplatine +/- BV
FOLFIRI +/- Cetuximab

FOLFOX 4 +/- Panitumumab

FOLFIRI + Cetuximab ou BV

FOLFIRI ou FOLFOXIRI + BV

FOLFOX6m ou FOLFIRI + Cétuximab ou

BV

FOLFOXIRI +/- Panitumumab

FOLFOXIRI + BV (avant et apres
progression) vs

mFOLFOX6 + BV avant progression et
FOLFIRI + BV apres progression (gpe
controle)

Résultats

Avantage en faveur du bras FOLFIRI + BV :

Durée médiane de survie : 20,3 vs 15,6 mois

Durée médiane de SSP : 10,6 vs 6,2 mois

Taux de réponse 44,8 vs 34,8% (p=0,004)

Avantage dans le bras FOLFOXIRI : SSP et SG améliorées (SSP médiane : 6,9 v 9,8
mois ; HR : 0,63 ; P =0,0006 ; SG médiane : 16,7 v 22,6 mois ; HR 0,70 ; p = 0,032)
Avantage en faveur du bras FOLFOX + BV :

SG médiane 23,7 mois (IC a 95%, 21,3 a 26,8) vs 18,2 mois (IC a 95%, 14,5 4 21,6)

Avantage de la biothérapie pour la SSP (HR 0,85, IC 4 95% 0,72 2 0,99 ; p=0,048)
Pas de différence pour la SG (HR 0,93, IC a 95% 0,81 a 1,07 ; p= 0,31)

Avantage de la biothérapie :

SSP : 10,1vs 7,9 mois (HR 0,72, IC a 95% 0,58 a 0,90 ; p= 0,004)

SG : 26 vs 20,2 mois (HR 0,78, IC a 95% 0,62 a 0,99 ; p=0,04)

Pas de différence significative sur la RO ni sur la SSP médiane. SG médiane de 28,7
mois (IC a 95%, 24,0 a 36,6) dans le groupe cetuximab vs 25,0 mois (IC a 95%, 22,7
a27,6) dans le groupe BV (HR 0,77, IC 4 95% 0,62 a 0,96 ; p=0,017)

Avantage du protocole intensifié :

SSP 12,1 mois dans le groupe expérimental vs 9,7 mois p=0,003, taux de réponse
objectif': 65% vs 53% dans le groupe contréle (p=0,006)

Rétraction tumorale précoce >20% : 62,7% contre 51,9% (p = 0,025).

Profondeur de la réponse tumorale : 43,4 % contre 37,8 % (p = 0,003)

SG 30 mois dans le gpe Cétuximab vs 29 mois dans le gpe Avastin (HR : 0,88 (95%
CI, 0,77-1,01 ; p = 0,08). SSP 10,5 mois dans le gpe Cetuximab vs 10,6 mois (HR :
0,95 (95% CI, 0,84—1,08 ; p = 0,45).

Taux de réponse : 59,6% vs 55,2% pour le Cetuximab et le Bevacizumab
(différence, 4,4%, 95% CI, 1,0%-9,0%, p = 0,13).

Taux de réponse : 86 % vs 61% (OR 3,9 p=0,009) en faveur du Panitumumab. Pas
de différence pour la SSP (10,5 vs 10,8 mois)

Avantage du bras FOLFOXIRI:

SSP médiane 19,2 mois (IC a 95% 17,3 a 21,4) dans le gpe expérimental vs 16,4
mois (IC a 95% 15,1 a 17,5) dans le gpe contréle (HR 0,74, IC a 95% 0,63 4 0,88 ;
p=0,0005)

BV : Bevacizumab ; SSP : survie sans progression ; RO : réponse objective ; SG : survie globale ; OR : odds ratio ; HR : hazard ration ; m : modifié
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4. Principaux biomarqueurs du CCRm

4.1 Principaux biomarqueurs somatiques

Au plan biologique, le CCR est caractérisé par un processus multi-étapes conduisant a la
transformation de la muqueuse colique normale en adénome puis en cancer d’abord in situ puis
invasif. Ce processus résulte directement de I’accumulation d’altérations moléculaires au sein
des cellules de 1’épithélium colique (20). Ces altérations correspondent principalement a
I’activation de proto-oncogenes, a l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs ou de geénes
impliqués dans le systeme de réparation des mésappariements de I'ADN. Ces altérations
touchent directement les génes cibles ou peuvent étre secondaires a une hyperméthylation
touchant les ilots CpG des régions promotrices entrainant un défaut de transcription du géne
concerné. Schématiquement, ces altérations sont regroupées au sein de 3 principales voies de

la carcinogeneése :

- L’instabilit¢ chromosomique impliquée dans environ 80% des CCR (caractérisée par
des pertes alléliques sur le bras court des chromosomes 17 et 8 ; et sur le bras long des
chromosomes 18, 5 et 22). Ces pertes alléliques sont associées a des mutations
fréquentes des geénes suppresseurs de tumeurs (TP53, APC, SMADA4...) et participent
ainsi a I’inactivation bi-allélique de ces genes.

- L’instabilité microsatéllitaire (IMS) impliquée dans 12 a 15 % des CCR.

- L’instabilité épigénétique, en lien avec une hyperméthylation de I’ADN au niveau de
certaines régions promotrices de génes (CIMP : CpG Island Methylation Phenotype)
induisant une inactivation transcriptionelle de génes suppresseurs de tumeur.

Dans ce contexte, un biomarqueur moléculaire est une altération présente sur I’une de ces voies
et dont la présence ou 1’absence a un impact sur le pronostic ou une thérapeutique. On distingue
ainsi les biomarqueurs pronostiques qui conditionnent la survie de maniére indépendante du
traitement. A I’inverse, un biomarqueur prédictif conditionne I’effet d’une thérapeutique.

A ce jour, les principaux biomarqueurs du CCRm avec un impact clinique démontré et avec
une véritable implication clinique sont le statut MSI et les mutations somatiques RAS/BRAF.
Comme le montre le tableau 2, d’autres biomarqueurs potentiellement pertinents au plan
clinique et thérapeutique ont été rapportés mais avec un impact clinique qui reste encore a

préciser.
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Tableau 2 : Principaux biomarqueurs somatiques du CCRm

Biomarqueur Fréquence Implication clinique

Mutations RAS 50% Impact pronostique défavorable et prédictif de

non réponse aux anti-EGFR

Statut MSI 10-15% Impact pronostique favorable et prédictif de

réponse aux anti-PD1(21)

Mutation BRAF 5-10% Impact pronostique défavorable et prédictif de
réponse aux anti-BRAF, anti-MEK et anti-
EGFR (22)

Mutation PI3K 10-15% Impact pronostique et prédictif indéterminé

Altérations HER 2 5% Impact pronostique indéterminé (23) et

prédictif potentiel de réponse aux anti-HER2
(24)

Mutation POL 1 1% Peu de données, phénotype hyper muté,
possiblement impact prédictif potentiel aux

anti-PD1 (25)

4.1.1 Instabilité microsatéllitaire

La voie de I’instabilité microsatéllitaire est caractérisée par la présence d’une instabilité des «
microsatellites ». Les microsatellites sont des séquences répétées de I’ADN particuliérement
sujettes a des erreurs a type de mésappariements lors de la réplication de I’ADN. En I’absence
d’altérations, ces erreurs sont corrigées par un complexe de protéines appartenant au systéme
MMR (Mismatch— Repair) comprenant les protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2.

L’IMS est liée a un défaut de réparation des mésappariements de I’ADN survenus au cours de
la réplication. Ce défaut de réparation est li¢ a une inactivation bi-allélique de géne du systeme
MMR (genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS?).

Cette inactivation est le plus souvent due a une hyperméthylation de la région promotrice du
geéne MLHI. Cette déficience du systeme de réparation induit une accumulation de mutations

secondaires au sein de génes impliqués dans le controle tumoral.

La recherche d’un phénotype tumoral moléculaire MSI (ou dMMR) est recommandée. 11 s’agit
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d’une caractéristique moléculaire dont la fréquence augmente avec 1’age des patients (> 20%
apres 75 ans et > 30% apres 85 ans) (26). Parmi ces cancers de phénotype MSI, il faut distinguer
les cancers sporadiques (environ 80 %), qui sont décrits majoritairement chez des sujets agés,
de ceux observés chez les patients atteints d’un syndrome de Lynch avec une mutation
constitutionnelle (20 %). Ce phénotype moléculaire tumoral doit étre déterminé au moyen d’une
technique d’immunohistochimie (anticorps anti-MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) et/ou de
biologie moléculaire apres extraction d’ADN a partir de matériel tumoral. L’absence
d’expression de I'une des protéines de réparation MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) au
niveau tumoral est fortement en faveur d’un phénotype MSI. En cas de tumeur MSI en biologie
moléculaire et dans le cadre d’une suspicion de syndrome de Lynch, une analyse immuno-
histochimique de I’expression des protéines de réparation MMR s’impose afin d’orienter le
diagnostic génétique. Cette analyse immuno-histochimique complémentaire n’est pas
nécessaire en cas de tumeur BRAF mutée ou en cas d’hyperméthylation du promoteur de

MLH ] car ces altérations moléculaires tumorales sont associées aux tumeurs MSI sporadiques.

Les CCR de stade II et I de phénotype MSI apparaissent dans les études comme étant de
meilleur pronostic que les MSS (27). Dans le CCRm, les résultats sont plus nuancés, une étude
rétrospective sur 55 patients atteints d¢ CCRm MSI-H retrouvait une survie globale médiane
de 15,4 mois. Treize patients ont subi une métastasectomie RO/R1, avec une survie globale
médiane de 33,8 mois aprés la métastasectomie. Trente et un patients ont regu une
chimiothérapie systémique de 1% ligne avec une survie globale médiane de 11,5 mois. Dans
cette étude, les patients atteints de CCRm MSI-H ne semblent pas avoir de meilleurs résultats
en terme de survie (28).

En 2015, une étude de phase 2 chez 41 patients a évalué I’impact pronostique et thérapeutique
du phénotype MSI au cours d’un traitement par immunothérapie. L'intérét clinique du
Pembrolizumab (anti-PD1) a été analysé en fonction de la présence ou non d’une instabilité
microsatéllitaire au niveau de la tumeur. Le taux de réponse objective et le taux de survie sans
progression étaient respectivement de 40 % (4 patients sur 10) et 78 % (7 patients sur 9) pour
les cancers colorectaux MSI et de 0 % (0 patient sur 18) et 11 % (2 patients sur 18) pour les
cancers colorectaux MSS. Les médianes de survie sans progression et de survie globale n'ont
pas été atteintes dans la cohorte de patients atteints d'un CCR avec un phénotype MSI, mais
¢taient respectivement de 2,2 et 5,0 mois dans la cohorte de patients atteints d'un CCR MSS
(HR pour la progression de la maladie ou le déces, 0,10 (p<<0,001), et HR pour le déces, 0,22

(p= 0,05)). Le séquencage de l'exome entier a révélé une moyenne de 1782 mutations
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somatiques par tumeur dans les cas de tumeurs présentant un phénotype MSI, contre seulement
73 dans les cas de tumeurs présentant un phénotype MSS (p = 0,007). Des charges de mutation
somatique ¢élevées ont été associées a une survie sans progression prolongée (p = 0,02).
Cette étude suggere donc que le statut MMR des tumeurs permet de prédire le bénéfice

clinique du blocage des points de contréle immunitaire par le pembrolizumab (21).

4.1.2 RAS/BRAF

Dans le CCR, des altérations génétiques des protéines constituants les voies
RAS/RAF/MAPKinase et PI3K/AKT acquises lors de la carcinogenése colique, telles que des
mutations activatrices type gain de fonction, ou perte de fonction d’un inhibiteur, sont
responsables d’une activation quasi-permanente de ces voies. L’activation constitutive de la
voie RAS/RAF/MAPKinase est liée a une mutation activatrice des protéines RAS dans environ
50 a 60% des cancers colorectaux. Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases. Il
en existe 4 iso-formes codées par trois génes différents : KRAS, HRAS et NRAS. Ces GTPases
mutées sont activées en permanence, entrainant une activation dérégulée de la cascade de
transduction d’aval. Ainsi, le géne KRAS est muté dans 40% des tumeurs, et dans 40% des cas
au sein de I’exon 2 le plus souvent au niveau des codons 12 et 13. Dans moins de 10% des cas,
les mutations concernent 1’exon 3 (codons 61 et 59) et I’exon 4 (codons 117 et 146). Le géne
NRAS est beaucoup plus rarement porteur de mutations (environ 5 a 8% des cas). Enfin, il n’est
pas décrit de mutation du géne HRAS au cours des CCR.

Au plan biologique, ces mutations sont des mutations faux sens qui aboutissent a une forme de
RAS bloquée en phase active entrainant une activation constante des voies de signalisation
d’aval qui stimulent la prolifération, la survie, la différenciation, la migration cellulaire et
I’angiogenese.

Au plan pronostique, la présence d’une mutation RAS est associée a un pronostic défavorable
dans le CCRm. En effet, comme le montre une étude de Yaeger et al réalisée chez 918 patients
atteints d’un CCRm, la mutation RAS était associée de maniére significative a une survie
globale médiane plus courte et, en analyse multivariée, prédisait également de maniére
indépendante une survie globale plus courte (HR 1,6, p<0,01) (29,30).

Au plan thérapeutique, la connaissance de ces mécanismes moléculaires a permis le
développement de thérapies dites « ciblées » que sont les anti-EGFR. Ce sont des anticorps

monoclonaux (Cétuximab (Erbitux®) et le Panitumumab (Vectibix®)) qui possédent un mode
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d’action similaire, leur fixation sur la partie extracellulaire de ’EGFR empéche la fixation de
leur ligand. 11 en résulte une inhibition de la dimérisation et de I’activation de ’EGFR. Le statut
KRAS est maintenant connu comme marqueur de résistance aux anti-EGFR chez les patients
atteints de CCRm. En effet, il a été montré, d’abord dans des études rétrospectives puis dans
des essais randomisés, que les patients avec un CCRm et une mutation KRAS ne tiraient aucun
bénéfice en termes de réponse tumorale et de survie au traitement anti-EGFR contrairement aux
patients dont la tumeur était Wild-type (WT) (31-33). L’autorisation de mise sur le marché des
anti-EGFR limite donc I’indication aux CCR métastatiques dits « RAS sauvages » c’est-a-dire

sans mutation KRAS ni NRAS sur I’ensemble des codons précités.

Les protéines RAF sont des protéines serine/thréonine - Kinases. Il en existe 3 isoformes codées
par trois genes différents : A-RAF, B-RAF et C-RAF'. La protéine BRAF appartient a la voie de
signalisation RAS/RAF/MEK/MAPK mise en jeu lors de 1’activation de ’EGFR. Dans 10 %
des CCR il existe une mutation activatrice de BRAF, située en aval des protéines RAS,
conférant une augmentation de ’activité¢ kinase. Dans plus de 95% des cas, il s’agit d’une
mutation a type de transversion T>A (remplacement d’une thymine en une adénine) appelée
communément mutation BRAF V600E. L’activation de la protéine BRAF induit donc une
activation de la voie RAS/MAPK similaire a celle provoquée par les mutations de génes RAS.
La mutation BRAF V600E est mutuellement exclusive de mutations du géne RAS. Elle est plus
fréquente dans les tumeurs de localisation proximale (25 a 30%) que distale (moins de 5%) et
survient beaucoup plus fréquemment dans les cancers sporadiques MSI que dans les tumeurs
MSS (respectivement 50-80% et 5-10%).

Au plan pronostique, la présence d’une mutation BRAF V600E a un impact pronostique
défavorable bien établi avec une survie globale médiane de 4 a 6 mois apres 1'échec du
traitement initial, quels que soient les traitements regus. Sa présence est associée a une
diminution de la survie globale, particuliérement pour les tumeurs MSS (34).

Actuellement, il n’y a pas de recommandation de prise en charge spécifique des patients
porteurs de CCR métastatiques avec mutation BRAF. La prescription d’Ac anti-EGFR n’est pas
contre-indiquée, contrairement aux CCR avec mutations RAS. Cependant, la connaissance de

ce statut tumoral peut influencer la prise en charge en incitant a un traitement de chimiothérapie

intensifiée dés la 1 ligne, compte tenu de I’agressivité de la maladie.

En 2019 I’essai BEACON (ouvert / phase 3) a étudié I’efficacité d’une stratégie d’inhibition
multi-cible chez 665 patients ayant un CCRm muté BRAF V600E aprées échec d’une premicre
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ligne de chimiothérapie. Les patients ont été répartis dans 3 groupes pour recevoir :
I'encorafenib, le binimetinib et le cetuximab (groupe de tri-thérapie) ; l'encorafenib et le
cetuximab (groupe de bi-thérapie) ; ou une chimiothérapie classique par Irinotécan ou FOLFIRI
+ Cetuximab (groupe témoin). Les principaux critéres d'évaluation étaient la survie globale et
le taux de réponse objective dans le groupe trithérapie par rapport au groupe contrdle. Le second
critére d'évaluation était la survie globale dans le groupe bi-thérapie par rapport au groupe
contrdle. La survie globale médiane était de 9,0 mois dans le groupe trithérapie et de 5,4 mois
dans le groupe contrdle (rapport de risque de déces, 0,52 ; IC a 95% : 0,39 a 0,70 ; P<0,001).
Le taux de réponse était de 26 % (IC a 95 %, 18 a 35) dans le groupe de trithérapie et de 2 %
(ICa95% :0a7)dans le groupe controle (P<0,001). La survie globale médiane dans le groupe
bi-thérapie était de 8,4 mois (rapport de risque de déces, 0,60 ; IC a 95 % : 0,45 a 0,79 ;
P<0,001). La combinaison d'encorafenib, de cetuximab et de binimetinib a donc augmenté

significativement la survie globale et le taux de réponse (22).

Prolifération L N
L Transcription de géenes
Migration
Adhésion

Survie cellulaire
Angiogenese

Fiqure 1 Voies RAS/RAF/MEK/MAPK et PISK/AKT (35)
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4.2 Biomarqueurs et biopsie liquide dans le CCRm

L’essor récent des méthodes de détection en biologie moléculaire a permis le développement
de la biopsie liquide, concept qui est schématiquement basé sur la détection dans le sang
périphérique d’une altération de la tumeur. Parmi les différentes approches, la détection de
I’ADN tumoral circulant porteur d’une mutation présente dans la tumeur est celle qui a été le
plus développé dans les cancers solides et le CCR en particulier. Si la faisabilité a été montré
par de nombreux travaux dans le CCRm, I’intérét clinique de la détection de I’ADNtc chez les
patients traités en premicre ligne pour un CCRm n’est pas clairement démontré.

En tenant compte de leurs principales caractéristiques biologiques (récurrences, fréquences,
conservation dans la carcinogenése) et de la performance des nouvelles méthodes de PCR
digitale, les mutations RAS/BRAF ont été les principales altérations recherchées pour la
détection de I’ADNtc. Plus récemment, les travaux ont montré que ’utilisation du séquencage
de nouvelle génération (ou NGS) permet une détection de I’ADNtc sur I’ensemble des
altérations tumorales (RAS, BRAF, TP53, APC, PI3KCA, etc...). A ce jour, il est également
important de souligner que les marqueurs circulants « classiques » comme I’ACE et le CA19.9
restent largement utilisés, leur intérét dans le suivi des patients restant encore également a

définir.

4.2.1 Marqueurs protéiques ACE et CA19-9

a) ACE

L’ Antigéne carcino-embryonnaire (ACE) est une protéine endogéne dont la sécrétion peut étre
augmentée lors d’un processus pathologique, notamment lors de 1’activation de certains geénes
au cours de ’oncogenese. Ce marqueur est utilisé quotidiennement en routine principalement
pour le monitoring des patients sous chimiothérapie. La principale limite de ce marqueur
concerne son manque de spécificité puisqu’il n’est pas pathognomonique d’un type tumoral
particulier. L'ACE est synthétisé chez 1’individu sain en concentration faible avec des valeurs
normales situées entre 2,5 et 5 ug/l. Sa demi vie est de 2,8 jours.

Plusieurs travaux ont montré que la diminution de I'ACE pendant la chimiothérapie était
prédictive d’une meilleure survie globale et inversement qu’une augmentation de I’ACE
prédisait une maladie évolutive. Une étude réalisée dans notre service sur 122 patients

présentant un CCRm a cherché a mettre en évidence une relation entre les variations de pente
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d’ACE et la réponse a la chimiothérapie. La progression était définie par une pente de I'ACE
supérieure a +0,05 et la réponse par une pente inférieure a -0,2. La survie sans progression était
corrélée aux pentes d’ACE, avec une médiane de 10 mois pour les patients ayant des valeurs
de pente de I'ACE inférieures a -0,2 contre 6 mois pour les patients ayant des valeurs de pente
de I'ACE supérieures a -0,2 (P < 0,0001). Ces résultats suggerent que la cinétique de I'ACE
peut-&tre une méthode simple et non invasive pour identifier la progression de la maladie
tumorale chez les patients présentant un CCRm (36). Actuellement les recommandations
préconisent 1’utilisation du dosage de I’ ACE pour le suivi du CCRm en association aux autres
méthodes d’évaluation, notamment radiologiques (37).

Récemment, une étude tirée de 1’essai FIRE 3 a examiné la relation entre la diminution de
I’ACE, la réponse tumorale et la survie chez des patients atteints de CCRm de type KRAS
sauvage et recevant une chimiothérapie de 1° ligne par FOLFIRI plus cetuximab ou FOLFIRI
plus bevacizumab. La diminution de I'ACE était évaluée en pourcentage de décroissance entre
le début du traitement et le nadir obtenu. Une valeur seuil optimale de 75 % de diminution de
I'ACE a été choisie pour distinguer les répondeurs et les non-répondeurs. 472 patients étaient
¢ligibles pour une analyse de 'ACE (bras cetuximab : 230 et bras bevacizumab : 242). La
diminution relative maximale (%) de I'ACE différait de maniere significative (P = 0,003) entre
le bras cetuximab (médiane 83,0 % ; IC 40,9 %-94,7 %) et le bras bevacizumab (médiane 72,3
% ; IC 26,3 %-91,0 %). La diminution de I'ACE était plus rapide et plus importante dans le
groupe cétuximab. Le nadir de I'ACE était observé apres 3,3 mois (bras cétuximab) et 3,5 mois
(bras bevacizumab) (p = 0,49). Dans le groupe cétuximab, les patients dits répondeurs sur leur
taux d'ACE avaient une SSP significativement plus longue (11,8 contre 7,4 mois ; HR 1,53 ;
IC 2a95%, 1,152 2,04 ; p=0,004) et une SG plus longue (36,6 contre 21,3 mois ; HR 1,73 ; IC
a95%, 1,24 22,43 ; p=0,001). Dans cet essai, la diminution de 'ACE a été significativement

corrélée a une survie prolongée chez les patients recevant du FOLFIRI plus du cetuximab (38).

Cependant, le taux d’ACE n’est augmenté que chez environ 80 % des patients ayant un CCRm
(39), il existe ainsi une proportion significative de patients pour lesquels ce taux reste bas et
donc, non informatif pour le suivi. Une autre limite de I’ACE est la possibilité d’observer un «
flare up » initial du taux d’ACE, décrit chez environ 15 % des patients, malgré 1’absence de

progression ultérieure documentée (40).
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b) CA 199

Le CA 19-9 (ganglioside contenant un radical sialyl-lacto-N-fucopentaose) est le second
marqueur sérique fréquemment utilisé en pratique alors que les données de la littérature ne
permettent pas de recommander son utilisation en routine pour le CCRm. Il est synthétisé par
le pancréas humain normal ainsi que par les épithéliums biliaires, gastriques, coliques,
cesophagiens, endométriaux et salivaires. Les taux de CA 19-9 sont augmentés dans 50 a 70%
des cas de CCR. En revanche, environ 5 a 10 % de la population générale ne produit pas de CA
19-9.

Une étude réalisée sur 87 patients, a évalué la valeur prédictive du CA 19-9 chez des patients
ayant un CCRm et traités soit par chimiothérapie standard seule (FOLFIRI/FOLFOX) soit par
chimiothérapie + bevacizumab (FOLFIRI + BV). Parmi tous les facteurs étudiés, seuls le type
de traitement (chimiothérapie seule vs chimiothérapie + BV) et le CA19-9 de base (> vs <
normale) ont été indépendamment associés a la survie sans progression. L'étude a démontré une
valeur prédictive significative du taux de CA19-9 chez les patients traités par anti-
angiogéniques. Seuls les patients présentant des taux de CA19-9 anormaux ont bénéfici¢ de
maniére significative du bevacizumab (41). Une seconde étude sur 73 patients atteints d'un
CCRm ayant re¢u une chimiothérapie par FOLFOX4 ou FOLFIRI + cetuximab en 1°* ligne a
mis en évidence que les variations des taux de CA19-9 aprés trois cycles de traitement étaient
significativement corrélées a la survie sans progression et a 1’efficacité du traitement par
cetuximab (42). Enfin, une derniére étude publié¢e en 2019 sur 113 patients a également mis en
évidence que la concentration sérique de CA19-9 quatre mois aprés une chimiothérapie de 1°©
ligne (p=0,003, HR=3,761) était un facteur prédictif indépendant de la survie de ces patients
(43).
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Tableau 3 : Impact des variations des marqueurs protéiques ACE et CA 19-9 sur la réponse et la survie en L1 dans le CCRm

Auteur /
Année
Iwanicki et al,
2008 (36)

Michl et al,
2016 (38)
(étude FIRE 3)

Formica et al,
2009 (41)

Jia et al, 2019
(42)

Hashizume et
al, 2019 (43)

Effectif Traitement

n=122

n=472

n=87

n=73

n=113

(n° ligne)
1% ligne

1% ligne
FOLFIRI +
Cétuximab ou BV

1% ligne
FOLFIRI ou
FOLFOX ou
FOLFIRI + BV

1% ligne
FOLFOX4 ou
FOLFIRI

+ Cétuximab

1% ligne

SSP : survie sans progression ; BV : bevacizumab ; SG

Biomarqueur

ACE

ACE

CA 19-9

CA 19-9

CA 19-9

Timing dosage

1¢ jour de chaque
cure

14 jours avant C1
Puis tous les 14 jours

/ 2 semaines

/ 2 semaines, a
chaque cure

Avant C1 a 4 mois

: survie globale ; HR : Hazard ratio

Résultats

Variation de pente d’ACE sur les 3 ou 4 premiéres cures
Progression : pente ACE > +0,05
Réponse : pente < -0,2

SSP : médiane de 10 mois si pente ACE < -0,2 vs 6 mois si pente ACE > -0,2
(p <0,0001)

Décroissance en % entre le début du traitement et le nadir

Valeur seuil de 75% de diminution (définit répondeurs vs non répondeurs)

Baisse + rapide et + profonde dans le bras Cetuximab (p= 0,003)

Dans le gpe Cetuximab, pour les répondeurs :

SSP : 11,8 contre 7,4 mois ; (HR 1,53 ; IC95%, 1,15 a 2,04 ; p = 0,004)
SG : 36,6 contre 21,3 mois ; (HR 1,73 ; IC95%, 1,24 a 2,43 ; p=0,001)

Valeur baseline (selon la médiane)

SSP : plus longue en cas de CA 19-9 normal (baseline) : 12,3 contre 9,9 mois ;
(HR 1,96 ; 1C95%, 1,19 244,09 ; p=0,03)

SSP : 14,7 mois (dans le groupe chimiothérapie + BV + CA 19-9 anormal)
contre 8,4 mois (dans le groupe chimiothérapie seule + CA 19-9 anormal) HR =
0,26, p= 0,04

Variation en % baseline/C3

SSP : Apres C3, une augmentation de 28% du taux de CA 19-9, entraine une
SSP plus courte (p <0 0001)

Efficacité : Apres la C1, une baisse de 45% du taux de CA 19-9, prédit un taux
d’efficacité et une sensibilité au Cétuximab de 84,21% et 93,18%
respectivement, (AUC 0,91, IC95%: 0,82—0,97)

Taux a 4 mois

Le taux de CA 19-9 a 4 mois était significativement 1ié a la survie (p=0,003,
HR=3,761)
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4.2.2 ADN circulant

a) Origines et mécanismes de libération

L’ADN tumoral circulant qui correspond a de petits fragments d'acides nucléiques qui ne sont
pas associés a des cellules, est apparu depuis plusieurs années comme un biomarqueur
prometteur susceptible d’apporter des informations permettant 1’optimisation de la prise en
charge du patient en oncologie. Cette « biopsie liquide » permet d’étudier un large spectre
d’altérations génétiques spécifiques de la tumeur (mutations, translocations récurrentes, pertes
d’hétérozygoties, hyperméthylation) de fagon non invasive. La mise en évidence d’ADN dans
la circulation sanguine a été décrite pour la premicre fois par Mandel et Metais en 1948. Les
premiéres avancées dans le domaine de 1’oncologie ont été décrites par Leon et al en 1977.
Dans cet article, la concentration d’ADN circulant était plus élevée chez les patients atteints de
cancer que chez les témoins et les niveaux d'ADN, étaient également significativement plus
¢levés dans le sérum des patients atteints de maladies métastatiques par rapport aux patients
non métastatiques. De plus, la concentration d’ADN pouvait évoluer aprés un traitement par
radiothérapie, soulignant son intérét potentiellement pronostique (44).

L’ADNtc est issu des cellules néoplasiques et ne représente qu’une fraction minoritaire de
I’ensemble des fragments d’ADN total circulant (entre 0,01 % et 93 %). L’autre fraction
provient des cellules dites « saines » qui peuvent correspondre aux cellules hématopoiétiques,
aux cellules de 1’environnement péri-tumoral ou aux cellules en provenance de tissu sain non
péri-tumoral (45). Le role pronostique de la détection de I’ ADNtc chez les patients atteints d’un
cancer colique n’est actuellement pas clairement établi. En effet, I’histoire naturelle et 1I’impact
pronostique de I’ADNtc dans 1’évolution du processus cancéreux ne sont pas encore
entierement élucidés en raison principalement des limites technologiques auxquelles se heurte
la détection de I’ADN tumoral présent dans le sang circulant des patients.

Le profil génétique des tumeurs solides est actuellement obtenu a partir de prélévements
chirurgicaux ou de biopsies, qui restent toutes deux des techniques invasives, avec des délais
d’obtention des résultats qui peuvent étre longs. Les informations obtenues a partir d'une seule
biopsie fournissent un apercu limité dans I'espace et dans le temps des altérations tumorales et
peuvent ne pas refléter son hétérogénéité. Ces méthodes présentent également des limitations
techniques : épuisement du matériel tumoral en cas d’analyses multiples, dégradation de I’ADN

due aux fixateurs utilisés, prélévements tissulaires non réalisables ou couteux. Les progres
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technologiques ont permis de rendre possible l'identification des altérations génétiques et
épigénétiques de I’ADNtc au sein de ’ADN total circulant (45). L’équipe de Thierry et al a
montré un taux de concordance de 96% pour la détection de mutations KRAS entre les
prélévements tissulaires et plasmatiques (46).

En ce qui concerne les mécanismes de libération de 1’ADNtc, ils peuvent étre directs, par
relargage d’ADN dans la circulation sanguine (par sécrétion cellulaire, nécrose cellulaire et de
manicre majoritaire par apoptose cellulaire au niveau du tissu tumoral (primitif ou métastatique)
ou des cellules tumorales circulantes) ou indirecte sous forme d’exosome (47). L’équipe de Jahr
et al, a montré que les tailles des fragments d’ADN circulant étaient majoritairement des
multiples de 180 paires de bases du fait de 1’action des enzymes (Caspase Activated DNase)
impliquées dans 1’apoptose. La nécrose cellulaire quant a elle, induit la libération de fragments

de plus grande taille (>10 000 paires de bases) (47).

Figure 2 Mécanismes de libération de I'ADN dans la circulation sanguine (D’aprés Schwarzenbach et al, 2011)

La quantit¢ d'ADNtc présente dans le plasma est sensiblement plus élevée chez les patients
atteints de cancer que chez les individus sains ou atteints de maladies bénignes, et semble
augmenter avec le stade de la tumeur (et donc possiblement avec le volume tumoral) (48)(49).

La quantification moyenne d’ADNc chez les patients atteints de cancer est de 180 ng/ml (0-
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1000ng/ml) et de 30ng/ml (0-100ng/ml) chez le sujet sain. Chez ces patients, l'inflammation,
l'auto-immunité, le tabagisme, la grossesse, une chirurgie, 1'exercice physique et I’insuffisance
cardiaque peuvent augmenter les concentrations en ADNc. L'élimination de I'ADNc se fait par
les reins, le foie et la rate ; la demi-vie de 'ADNtc dans la circulation sanguine est courte,

d'environ 1 a 2 heures (50).

b) Méthodes de détection

La détection de I’ADN circulant total et de I’ADNtc repose sur des techniques de dosage
quantitatif avec une relation significative entre le taux d’ADN circulant total et le taux d’ADNtc
(51,52). Cependant, la détection d’ADNtc nécessite d’avoir préalablement identifié une
mutation somatique cible susceptible d’étre recherchée dans le sang périphérique (53).
L’identification d’une telle mutation cible n’est actuellement possible en routine que chez 60%
des patients.

Les grandes étapes de la détection sont les suivantes :

- Etape pré-analytique :

L’analyse des prélevements afin d’étudier I’ADNc et I’ADNtc doit se faire a partir du plasma.
En effet, il a ét¢ montré que les concentrations en ADNc dans le sérum étaient plus importantes
que dans le plasma du fait de la libération d’ADN via la lyse des leucocytes lors de la
coagulation, entrainant une dilution de I’ADNtc dans ’ADN génomique (54). L’EDTA
représente I’anticoagulant de choix a utiliser étant donné que 1’héparine inhibe la réaction de
PCR (55). La centrifugation de I’échantillon dans les 6 heures qui suivent le prélévement et son
transport a température ambiante ou a 4°C permettent le maintien d’une concentration stable
en ADNc (56). Le conditionnement afin de préparer 1’échantillon de sang consiste en une
double centrifugation (premiére étape a vitesse lente puis seconde a vitesse rapide) (54). Il peut
ensuite étre stocké a -20 ou -80°C en évitant les procédures de décongélations-congélations

multiples. Enfin, I’extraction d’ADN se fait en utilisant des kits spécifiques.

- Etape analytique :

Le principe de la biopsie liquide repose sur le fait de pouvoir séparer les fragments d’ADNtc
des fragments d’ADN non tumoraux via la détection de mutations somatiques spécifiques de la

tumeur. Il existe des techniques plus ou moins sensibles pour la détection de ces altérations
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dont les principaux avantages et inconvénients sont indiqués dans le Tableau 3. La détection
peut se faire en se basant sur des altérations génétiques identifiées au préalable ou non dans le

tissu tumoral.

Tableau 4 : Comparaison des méthodes de détection et d’analyse d’ADNtc (modifié d’apres

Osumi et al, 2019 (57)).

Méthodes de détection Avantages Inconvénients Principales
altérations
PCR spécifique d’alléle Analyse rapide, Mise en évidence RAS
PCR Digitale (ex : sensibilité élevée, d’un faible nombre | BRAF
BEAMing) adaptée a la détection | de mutations qui
de point de mutations | doivent étre
spécifiques, faible connues.
cout, pas d’analyse
bio-informatique.
NGS optimisée (ex : Pas de nécessité de Temps plus long Cible au
SAFE-SeqS ou CAPP- connaitre d’obtention et choix (RAS,
Seq) préalablement la d’analyse des BRAF, Pi3K,
Séquengage ciblé ou non mutation, nombreux résultats, cott TP 53..))
ciblé du génome loci analysés en ¢levé, expertise
paralléle, monitoring bio-informatique.
de mutations de
résistance de novo.
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c) Principales implications dans le cancer colorectal

Aucun marqueur biologique de pronostic validé n'est actuellement disponible pour le cancer
colorectal métastatique. L’intérét clinique potentiel de I’ADNc intervient a chaque stade de la
maladie cancéreuse. Il permettrait le diagnostic de la maladie tumorale, y compris au stade
précoce et infra clinique. Son utilisation est étudiée pour le diagnostic de maladie résiduelle
minime aprés chirurgie curative, pour permettre une meilleure sélection des patients pour
lesquels une chimiothérapie adjuvante serait indiquée. L’ADNc présente un potentiel
théranostique en permettant de réaliser le profilage moléculaire tumoral des mutations
prédictives de résistance aux thérapies ciblées (ex : anti EGFR). Il permettrait aussi de saisir
I’hétérogénéité inter métastatique étant donné qu’elles ont généralement des profils
moléculaires distincts. 11 a également été décrit que I’ADNCc serait un bon reflet de la charge
tumorale et donc une bonne méthode de monitoring sous traitement.

Enfin, les biopsies liquides répétées peuvent avoir une utilité¢ particuliére en permettant
d'identifier des mutations de résistance acquises sous traitement (par exemple aux anti EGFR )
et de modifier le traitement en temps réel (58—60). Le CCR contient probablement des clones
mutants résistants avant le début du traitement et leur proportion augmente sous la pression
thérapeutique (61). L'analyse de I'évolution de I'ADNtc a montré que plusieurs mutations
peuvent émerger rapidement pendant les blocages des voies de signalisation de I'EGFR et
qu’elles peuvent souvent étre détectées avant une rechute radiologique (62). Une étude a montré
que I'émergence de clones KRAS mutés résistants pourrait étre détectée jusqu'a 10 mois avant
la confirmation radiographique de la progression de la maladie (63). Les profils d'évolution de
I'"ADNtc chez les patients traités avec un anti-EGFR ont montré que les clones KRAS mutés,
qui émergent pendant le blocage du récepteur a ’EGF, déclinent lors du retrait de 1’anti EGFR,

ce qui permet de reprendre le traitement afin d’obtenir une nouvelle réponse.
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Figure 3 Applications pour lutilisation de 'ADNfc (D'aprés Wan et al, 2017)(64)

4.2.3 Impact clinique en premiére ligne du CCRm (les taux initiaux,

les variations)

Si des données antérieures avaient montré I’intérét potentiel de la détection de I’ ADNtc par des
méthodes classiques de PCR (Lefebure et al (65)), 1’étude de Diehl et al en 2008 est considérée
comme un travail marquant sur le sujet en montrant avec une méthode de détection ultrasensible
(Beaming) sur 18 patients 1’existence d’une association entre les variations du taux d’ADNtc
et les séquences de traitement comme la chirurgie des métastases et la chimiothérapie (51). Par
la suite, I’étude de Garm-Spindler et al retrouva des résultats similaires sur une cohorte
prospective de 100 patients traités en troisiéme ligne par une mono-CT. Dans ce travail, une
analyse rétrospective des variations des marqueurs circulants a pu étre réalisée par PCR digitale
pour 86 d’entre eux. Les résultats suggérent une association entre les variations précoces du
taux d’ADN circulant total et la réponse (52). Dans ce méme contexte, dans une étude réalisée
dans notre service, la PCR digitale a été utilisée chez 34 patients atteints d'un CCRm pour
détecter et quantifier I'ADN libre circulant et 'ADN tumoral sur la base du statut mutationnel
de KRAS. Cette technique a permis un taux de détection de 69 % pour I'ADNtc. Les
concentrations médianes d'ADN libre circulant et d'ADNtc étaient respectivement de 20 et 6,8
ng/mL. La SG médiane était de 4,8 mois chez les patients présentant un taux élevé d'ADN libre
circulant (quartile >75 %), alors qu'elle n'était pas atteinte chez les patients présentant un taux

faible (quartile <25 %) (p=0,029). De plus, la SG médiane a été significativement réduite chez
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les patients dont I' ADNtc était détectable par rapport a ceux qui ne I'étaient pas (respectivement
11,8 mois contre non atteinte, p=0,04) (66).

Si ces différents travaux ont démontré la pertinence biologique de la détection de I’ ADNtc, les
données sur I’intérét clinique dans le suivi des patients traités pour un CCRm, et en particulier

en premiere ligne, restent encore limitées a quelques études (tableau 5).

Tie et coll. en 2015 ont mis en évidence une corrélation entre la variation de 1’ADNtc (chute >
10 fois par rapport au taux initial) et la réponse radiologique alors qu’ils ne mettaient pas en
¢évidence de variation significative du taux d’ACE sur les prélévements réalisés de manicre
concomitante. Des réductions majeures (>10 fois) par rapport a des réductions moindres de
I'"ADNtc avant le deuxiéme cycle de traitement ont également été associées a une tendance a
I'augmentation de la SSP (médiane 14,7 contre 8,1 mois ; HR = 1,87 ; P = 0,266) (67). Des

données similaires ont été mises en évidence dans 1’étude PLACOL qui incluait 82 patients en

cours de chimiothérapie de 1¢T€ ou ande ligne. Ces patients étaient classés en « bon répondeurs

» et « mauvais répondeurs » en fonction de la concentration et de 1’évolution du taux d”’ADNtc

entre le 16T et le 26M€ et/ou le 36ME cycle de chimiothérapie. Ceux classés « bons répondeurs
» présentaient un taux plus élevé de réponse tumorale objective (p < 0,001) et une médiane de
SSP plus longue (8,5 vs 2,4 mois : HR : 0,19 ; IC a 95%, 0,09-0,40 ; P <0,0001) ainsi qu’une
meilleure SG (27,1 vs 11,2 mois : HR, 0,25 ; IC 4 95%, 0,11-0,57 ; P <0,001) (68).

L’étude prospective COCA-COLON menée par notre service, a montré que 1’ADNtot et
I’ADNtc pourraient jouer un role en tant que biomarqueurs pour le monitoring de la réponse
sous traitement et un role pronostique. En effet, les valeurs médianes a la baseline étaient
significativement associées a la progression de la maladie lors de 1’évaluation a S12 selon
RECIST (OR= 2,41; IC 95% :1,26-4,64, p=0,0082 et OR= 3,37; IC 95% :1,34-8,5, p=0,0099,
respectivement), a la SSP (HR=1,87; IC 95% :1,36-2,56, p=0,0001 et HR= 1,74; IC 95% :1,13-
2,69, p=0,0127, respectivement) et a la SG (HR= 2,28; IC 95% :1,65-3,16, p<0,0001 et HR=
2,19; IC 95% :1,39-3,46, p=0,0008, respectivement). La cinétique des taux d’ADNtot et
d’ ADNtc était également significativement associée a la progression (OR=3,6 ; IC 95% :1,17-
11,12, p=0,0257 et OR=4,81 ; IC 95% :1,39-16,69, p=0,0133, respectivement). De plus, la
cinétique des taux d’ ADNtc était significativement associée a la SG (HR= 2,33; IC 95% :1,32-
4,09, p=0,0033) (69).

Enfin, les résultats de I’étude COCA-MACS (70 patients en 1° ligne pour un CCRm) réalisée

récemment dans notre service confirment cette tendance de corrélation entre la valeur de
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I’ADNtc et total a 1’inclusion et la survie. Pour une valeur seuil d’ADNtot inférieure a 38,7
ng/ml, SSP : 13,1 mois vs 5,7 mois p<0,0001 et SG : non atteinte vs 17,7 mois p=0,0005. Pour
une valeur seuil d’ADNtc inférieure a 13%, SSP : 13,1 mois vs 7,5 mois p=0,03 et SG : non
atteinte vs 17,7 mois p=0,04. De plus, le seuil de 84% définit par courbe ROC pour la variation
de la fréquence allélique d’ADNtc entre C1 et C3 était associé a la SSP (SSP médiane de 11,8
mois en cas de diminution > 84 % versus 6,7 mois en cas de diminution < 84 % (p = 0,007)).

En résumé, les données sur I’analyse combinée des marqueurs circulants chez les patients traités
en premicre ligne du CCRm sont encore limitées, le dosage initial et au cours du suivi de
I’ ADNtc apparait prédictif de la survie globale et de la survie sans récidive, une diminution du

taux de survie est observée a mesure que la concentration en ADNtc augmente (57,58).
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Tableau 5 : Impact clinique des taux initiaux et des variations de I'ADN total et tumoral circulant sur la survie et la réponse dans le CCRm

Année /
Auteur

Tie et al.
2015 (67)

Garlan
etal 2017
(68)

Vidal et al.
2017 (70)

Thomsen et
al. 2018

(71)

Sefrioui et
al. 2019
(69)

Effectif

n=42
RO

n=>52
SSP

n=95en

n=138
77
ADNtc +)

n=192

Traitement
(n° ligne)
CT 1% ligne

CT 1%¢
ou 2°™ ligne

+/- thérapie ciblée

CT
+/- Thérapie ciblée
Naifs d’anti EGFR

CT 1°° ligne

134 patients avec une

CT de 1% ligne

Méthode de
détection
NGS

Safe-Seq

dPCR

BEAMing

DdPCR

dPCR

Cible moléculaire

Panel de 15 génes

KRAS, BRAF, TP 53 ;
si - : Hyperméthylation

WIF1, NPY

KRAS

NRAS

KRAS
BRAF

KRAS
NRAS
BRAF

Seuil

Diminution ADNtc > 90

%

ADNItc inf ou égal a 0,1

ng/mL
Et

Pente ADNtc sup ou égale

a 80%

NA

Valeur ctDNA a C2
(low vs high ctDNA)

Valeurs

médianes baseline :
ADNtot 24,4 ng/ml
ADNtc 14,3 %

Timing
dosage
Inclusion

Avant C2

Inclusion (C1)

C20ouC3

Inclusion

S8-S12

Inclusion (avant
Cl)

Puis a chaque
cure

Inclusion

S6

Résultats

RO S8-10: 14/19 (74 %) vs 8/23 (35 %)
OR = 5,25; [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 2,4mois

HR = 0,19 ; (IC95% : 0,09 — 0,4) ;
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’ADNtc
et Progression (RECIST) a S8-S12 :
+ 132 % si progression vs — 99 % si
absence de progression ; p = 0,027

Augmentation de I’ADNtc C1 associée au
risque de progression (RR = 1,02 ; IC95
% : 1,01-1,03, p<0,001)

LctDNA = 27 patients apres C1

2/27 (7%) ont progressés, 17/38 (45%) ont
progressés dans le gpe non-LctDNA
p=0,001.

SSP : LctDNA vs non-LetDNA

HR =0,16, p= 0,017

Progression S12: OR = 2,41 ADNtot

OR = 3,37 ADNtc.

SSP : HR = 1,87 ADNtot

HR = 1,74 ADNtc.

SG : HR =2,28 ADNtot

HR =2,19 ADNtc
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CT : chimiothérapie ; qPCR : PCR quantitative ; ADNtot: ADN total circulant; RO: Réponse objective; NGS : Next Generation Sequencing ; Safe-Seq : Safe-sequencing system; ADNtc: ADN
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 ; DAPCR : Droplet digital PCR ; LctDNA : low circulating
tumor DNA; RR : risqué relatif ; M : mois
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II. OBJECTIF DE I’ETUDE

L’objectif de notre étude a été de décrire et d’évaluer les variations de I’ACE et de I’ADN
circulant (ADNtot et ADNtc), sur les trois premiers mois de traitement en fonction de I’intensité
du protocole regu en L1 du CCRm au sein des patients inclus dans les études COCACOLON
et COCAMACS.
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IHI. MATERIEL ET METHODES

1. Population

Les patients ont été sélectionnés au sein de deux études prospectives (COCACOLON et
COCAMACS) ayant eu comme objectif d’analyser les marqueurs circulants (ACE, ADNtot et
ADNtc). Elles ont été réalisées sur 192 et 73 patients respectivement, soit un total de 265
patients inclus dans 5 centres. Parmi eux, 207 patients recevaient une chimiothérapie de 1°
ligne, 30 patients une chimiothérapie de 2°™ ligne et 28 patients recevaient une chimiothérapie
de 3°me, 4eme gy 5 [igne.

Pour cette étude, tous les patients recevant une chimiothérapie de 1% ligne ont été inclus et
réparti en quatre groupes en fonction de 1’intensité du protocole de chimiothérapie regu : mono-
CT +/- thérapie ciblée (TC) ou une thérapie ciblée seule (groupe 1), bi-CT (groupe 2), bi-CT +
TC (groupe 3) et tri-CT + /- TC (groupe 4).

L’étude COCACOLON (2009/170/HP) avait pour objectif principal de confirmer la valeur
prédictive de la pente de I’ACE sur une série indépendante mais également de valider 1’intérét
clinique de la détection de I’ADNtc comme facteur prédictif de réponse au traitement. Il
s’agissait d’une étude prospective multicentrique de cohorte non interventionnelle dont la
période d’inclusion s’étendait de septembre 2010 a septembre 2013. Les patients étaient inclus
dans 5 centres : le Centre Hospitalier Universitaire de Rouen, le Centre Frédéric Joliot de
Rouen, le Centre Hospitalier Universitaire de Caen, le Centre Régional de Lutte Contre le
Cancer de Caen et le Centre Hospitalier Intercommunal d’Elbeuf-Louviers-Val de Reuil. Les
critéres d’inclusion des patients étaient : un age supérieur a 18 ans, avoir un adénocarcinome
du cblon ou du rectum prouvé histologiquement, une (ou des) Métastase(s) mesurable(s) ou
¢évaluable(s), une maladie justifiant un traitement par chimiothérapie (avec ou sans résection
des métastases) ou un changement de ligne de chimiothérapie, un état général permettant la

réalisation du traitement (critere OMS <3) et une €lévation du taux de CA19-9 ou de I'ACE.

La seconde étude, COCAMACS (2015/076/HP), étude multicentrique, observationnelle et
prospective avait 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.
Les inclusions ont eu lieu entre aoit 2016 et juillet 2019, les patients étaient agés de 18 ans et

plus, avaient un adénocarcinome colorectal métastatique histologiquement prouvé et une
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maladie mesurable selon les critetres RECIST 1.1 justifiant une premiére ligne de
chimiothérapie intraveineuse (SFU # Oxaliplatine + Irinotécan) + une thérapie ciblée. Ces
patients ont été recrutés dans trois centres : le Centre Hospitalier Universitaire de Rouen, le
Centre Hospitalier Universitaire de Caen et le Centre Hospitalier Intercommunal d’Elbeuf-
Louviers-Val de Reuil. Ils étaient en bon état général (OMS < 3) et naifs de traitement
systémique carcinologique en dehors d’un éventuel traitement adjuvant dans les cas de

meétastases métachrones.

2.  Analyse des marqueurs circulants

2.1 Temps de préléevements

Dans cette étude, nous avons analysé les variations des marqueurs circulants (ACE, ADNtot et
ADNItc) a partir de 3 temps de prélévement pendant les trois premiers mois de traitement : avant
le début de la 1° cure (C1), le 1°" jour du 3°™ ou du 4°™ cycle (C3 ou C4) puis a 3 mois. Pour
I’¢tude COCACOLON, le prélévement intermédiaire était réalis¢ a 6 semaines du début du
traitement. Pour I’étude COCAMACS, le temps intermédiaire choisis était celui de la 3°™ cure

(soit a 4 semaines du début du traitement).

Tableau 6 : Calendrier des prélévements ACE et ADNc

Curel Cure3 Cured4 3 mois

Etude

COCACOLON

ACE X X X X
ADNc X 2 G X X
Etude

COCAMACS

ACE X X X
ADNCc X X X
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2.2 Méthodes de dosage

Pour les analyses d’ACE, les dosages ont été centralisés a 1’Institut de Biologie Clinique du
CHU de Rouen pour I’étude COCACOLON, et réalisés sur un automate Immulite 2500 (DPC,
Los Angeles, USA), par dosage immunométrique séquentiel chimiluminescent en phase solide.
Pour COCAMACS, les analyses d’ACE 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 été faite sur un automate ADVIA Centaur® (Siemens). Le seuil <5 ng/mL était

considéré comme normal.

Pour I’ADN circulant total et I’ADN tumoral circulant, les analyses ont été centralisées au CHU
de Rouen et réalisées selon la méthode développée au sein de 1'Unité INSERM 1245.

A chaque temps de prélévement, les analyses ont été effectuées a partir de prélévements de sang
veineux périphérique. Une fois prélevés, les tubes devaient étre acheminés en quelques heures
au laboratoire. La premicre étape consistait en une double centrifugation, le plasma ainsi obtenu
¢tait congelé a -80°C. L’extraction de I’ADN a partir du plasma se faisait grace a des kits
spécifiques (QIAamp circulating nucleic acid kit (Qiagen)). L’ ADNtot extrait était quantifié
par fluorimétrie et exprimé en ng/ml. Pour I’ADNtc, il y avait ensuite une étape de pré
amplification par PCR portant sur la région d’intérét du gene cible (contenant la mutation
KRAS, NRAS ou BRAF identifiée au préalable par la technique de SNaPshot® dans le tissu
tumoral). Le produit de pré-amplification était ensuite conservé a 4°C. Enfin, 1’étape de
détection des mutations dans I’ADNtc était réalisée par la technique de PCR Digitale
(QuantStudio™ 3D Digital PCR System ®) sur puce (72).

Dans un deuxiéme temps, pour les patients sans mutation somatique RAS/BRAF détectable sur
le tissu tumoral, une technique de NGS (QIAseq TM Targeted DNA panel) ciblant des régions
« hot spot » de 6 geénes cibles (KRAS, NRAS, BRAF, TP53, APC, PI3KCA) impliqués dans la
carcinogénese colorectale a été utilisée. Cette technique ne nécessite pas de connaitre la
mutation au préalable et permet d’analyser plusieurs loci simultanément. Bri¢vement, les étapes
sont les suivantes: préparation de 1’échantillon d’ADN (extraction, fragmentation),
construction des libraires, amplification, séquencage de I’ADN a proprement parlé par NGS,
analyse et traitement des données par bio-informatique puis interprétation des données avec

identification des variants. La valeur d’ADNtc était exprimée en fréquence allélique (FA).
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3.  Analyses statistiques

L’objectif principal était d’évaluer les variations d’ACE, d’ADNtot et d’ADNtc durant les 3
premiers mois de traitement en fonction des 4 groupes de traitement recu : mono-CT +/-
thérapie ciblée (TC) ou une TC seule (groupe 1), bi-CT (groupe 2), bi-CT + TC (groupe 3) et
tri-CT + /- TC (groupe 4). L’objectif secondaire était d’évaluer les variations de ces marqueurs
en utilisant des seuils décris comme pronostiques dans la littérature, soit un seuil > 75% pour
I’ACE et des seuils > 80% et 90% pour I’ADNtc (38,67,68).

Pour chaque marqueur, les variations moyennes ont été calculées entre C1 et C3/C4 puis entre
C1 et M3, elles ont été exprimées en pourcentage de variation. Les caractéristiques cliniques et
biologiques ont été déterminées pour 1’ensemble des patients. Les variables qualitatives ont été
exprimées en pourcentage et les variables quantitatives sous forme de moyenne et de médiane.
Les tests de Fisher et de Student ont ét¢ utilisés pour la comparaison des variables qualitatives
et quantitatives, respectivement. Les courbes de survie étaient estimées par la méthode de
Kaplan-Meier et comparées par le test du log-Rank. Les analyses statistiques ont été réalisées
a I’aide du logiciel Statview®. Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiquement

significative pour toutes les analyses.
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IV. RESULTATS:

1.  Caractéristiques de la population dans les 4 groupes de
traitement

Au total, 207 patients ont été inclus en L1 dans notre étude, 27 (13%) dans le groupe 1, 56
(27%) dans le groupe 2, 95 (45,9%) dans le groupe 3 et 28 (13,5%) dans le groupe 4. Un des
patients est décédé avant de pouvoir débuter son traitement. Ces données sont résumées dans

le Flow chart (figure 4).

Etude coca colon n=192
Etude coca macs n=73

n total =265

L1 L2 L3L4L5
n =207 n=30 n=28
—)[ 1 exclu car décédé ]

A\ 4

/Groupe 1: Mono CT +/- TC ou TC\
seule n =27

Groupe 2: BiCT n =56

Groupe 3:BiCT+TC n=95

kGroupe 4:TriCT+/-TC n= 28/

Figure 4 : Flow Chart

L : ligne ; Mono CT : mono-chimiothérapie ; TC : thérapie ciblée ; Bi CT : bi-chimiotherapie ; Tri CT : tri-
chimiothérapie

Etude Cocacolon : D’apres Sefrioui et al. 2019
Etude Cocamacs : D’apres Gangloff et al. 2020
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Dans le groupe 1, 14 patients recevaient une mono-CT, 11 une mono-CT + TC et 2 une TC
seule. Dans le groupe 2, qui incluait des patients traités par bi-CT, 26 recevaient du FOLFIRI
et 30 une chimiothérapie a base d’oxaliplatine (FOLFOX, XELOX, TOMOX). Dans le groupe
3, qui incluait des patients traités par bi-CT + TC, 77 recevaient du bevacizumab (BV) et 18 un
anti-EGFR. Enfin, dans le groupe 4, 17 recevaient une tri-CT et 11 une tri-CT + TC (9 du BV
et 2 un anti-EGFR).

Concernant les principales caractéristiques de la population, 1’age moyen était de 65,9 ans (27-
87), 116 (56,3%) patients étaient des hommes et 90 (43,7%) des femmes. La plupart des patients
¢taient OMS 0 ou 1 (82%). Les tumeurs étaient essentiellement localisées dans le colon gauche
(46,6%), puis dans le colon droit (33,5%) et enfin dans le rectum (19,9%). Une chirurgie de la
tumeur primitive avait été réalisée chez 96 patients (46,6%). Il y avait autant de patients avec 1
ou plusieurs sites métastatiques. Dans le tissu tumoral, une mutation du géne RAS ou BRAF a
été identifiée chez 104 (50,5%) et 16 (7,8%) patients, respectivement. Le taux d’ACE moyen a
I’inclusion était de 748,7 ng/mL (1-64051), celui d’ADN total de 108,2 ng/mL (5,9-2275,6) et
de 23,2 % (0,07-78,9) pour I’ADN tumoral circulant.

Comme prévu, il n'y a pas de différence significative entre les 4 groupes sauf pour les variables
qui refletent les choix thérapeutiques comme l'age et le statut OMS, qui étaient
significativement plus élevés dans le groupe 1. On peut également voir que les patients recevant
un protocole intensifié (groupe 4) présentent plus souvent des métastases synchrones.

Les patients mutés RAS (p=0,47) ou BRAF (p=0,29) étaient répartit de maniére équitable entre
les différents groupes. Au vu de I’effectif réduit du groupe 4, il apparait cependant une tendance
a ce qu’il y ait davantage de patients mutés dans ce groupe.

Le taux d’ACE initial moyen était uniquement significativement différent entre les groupes 1
et 3 (p=0,04). Il n’y avait pas de différence significative pour les taux initiaux moyens
d’ ADNtot et d’ADNtc entre les différents groupes.

L’ensemble des données est reporté dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Caractéristiques initiales de la population des patients en L1 (n=206)

Caractéristiques de

la population

Age (année)
Moyen

OMS
Ooul
2 ou plus
ND
Sexe
F
M

Localisation

tumorale
Rectum
Colon gauche
Colon droit

Chirurgie TP
Oui
Non

Meétastases
synchrones
Oui
Non

Nombre de sites
métastatiques

1

2 ou plus

Mutation somatique

RAS muté
RAS WT
BRAF muté
BRAF WT
WT global
ND

ACE ng/mL
Moyen

n =205

ND

Tous

n =206

65,9 (27-87)

169 (82 %)
32 (15,5 %)
5

90 (43,7 %)
116 (56,3 %)

41 (19,9 %)
96 (46,6 %)
69 (33,5 %)

96 (46,6 %)
110 (53,4 %)

160 (77,7 %)
46 (22,3%)

101 (49 %)
105 (51 %)

104 (50,5 %)
102 (49,5%)
16 (7,8%)
190 (92,2%)
81 (39,3 %)
5

748,7
(1-64051)
1 (0,5%)

Gpe 1

Mono CT + /-
TCouTC
seule
n=27
(13,1 %)

74,2 (32-87)

16 (59,3 %)
11 (40,7 %)
0

15 (55,6 %)
12 (44,4 %)

5 (18,5 %)
11 (40,7 %)
11 (40, 7%)

15 (55,6 %)
12 (44,4 %)

18 (66,7 %)
9 (33,3 %)

14 (51,9 %)
13 (48,1 %)

15 (55,6 %)
12 (44,6%)
2 (7.4 %)
25 (92,6%)
10 (37 %)
0

3067,4
(10,3- 64051)
0

Gpe 2

Bi CT
n=>56
(27,2 %)

66,5 (27-86)

44 (78,6 %)
10 (17,9%)
2

23 (41 %)
33 (59 %)

12 (21,4 %)
24 (43 %)
20 (35,7 %)

27 (48,2 %)
29 (51,8 %)

44 (78,6 %)
12 (21,4 %)

31 (55,4 %)
25 (44,6 %)

29 (51,8 %)
27 (48,2%)
7 (12,5 %)
49 (87,5%)
17 (30,4 %)
3 (5,4 %)

286,8
(2-2514)
0

Gpe 3

BiCT +TC
n=95
(46,1 %)

65,8 (40-85)

82 (86,3 %)
10 (10,5 %)
3

42 (44,2 %)
53 (55,8 %)

18 (19 %)
47 (49,5 %)
30 (31,6 %)

42 (44,2 %)
53 (55, 8%)

71 (74,7 %)
24 (25,3 %)

44 (46,3 %)
51 (53,7 %)

43 (45,3 %)
52 (54,7%)
44,2 %)
91 (95,8%)
46 (48,4 %)
22,1 %)

446,1
(1-6897)
0

Gpe 4

Tri CT +/- TC
n=28
(13,6 %)

57,3 (27-71)

27 (96,4 %)
1 (3,6 %)
0

10 (35,7 %)
18 (64,3 %)

6 (21,4 %)
14 (50 %)
8 (28,6 %)

12 (42,9 %)
16 (57,1 %)

27 (96,4 %)
1 (3,6 %)

12 (42,9 %)
16 (57,1 %)

17 (60,7 %)

11 (39,3%)

3 (10,7 %)

25 (89,3%)

8 (28,6 %)
0

4525
(1-2812)
1 (3,6%)

95

p

0,0005

0,49

0,95

0,73

0,044

0,64

0,47

0,29

0,06

0,044



ADN total ng/mL

Moyen 108,2 180 95 1023 87,7 0,53
n=192 (5,9-2275,6)  (9-2275,6)  (6,8-1121,9)  (5,9-1282.2)  (10,1- 1075,4)
ND 14 (6,8%) 3 (11,1%) 6 (10,7%) 2 (2,1%) 3 (10,7%)
ADNtum FA (%)

Moyenne 232 30,6 20,0 22,5 24,8 0,3
n=145 (0,07-78,9)  (0,36-73,58)  (0,08-72,67)  (0,07-78,9) (2,26-64,3)
ND 61 (29,6%) 9 (33,3%) 19 (33,9%) 26 (27,4%) 7 (25%)

2. Données de réponse en fonction des groupes de traitement

Tableau &8 : Données de réponse des patients en L1

Evaluation a M3 Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
n =206 Mono CT + /- Bi CT Bi CT+TC Tri CT +/- TC
TC ou TC seule n=>56 n=95 n=28
n=27
Réponse partielle 57 2 17 25 13
(27,7%) (7,4%) (30,4%) (26,3%) (46,4%)
Réponse compléte 1 0 0 1 0
(0,5%) (1%)
Réponse objective 58 2 17 26 13 0,01
(28,2%) (7,4%) (30,4%) (27,4%) (46,4%)
Stabilité 87 10 19 46 12
(42,2%) (37%) (33,9%) (48,4%) (42,9%)
Maladie controlée 145 12 36 72 25 0,0005
(RP+RC+S) (70,4%) (44,4%) (64,3%) (75,8%) (89,3%)
Progression 60 15 20 23 2
(29,1%) (55,6%) (35,7%) (24,2%) (7,1%)
ND 1 0 0 0 1
(0,5%) (3,6%)

Les taux de réponse objective et de controle de la maladie sont significativement différents en
fonction de I’intensité du protocole de chimiothérapie regue (p=0,01 et p=0,0005,

respectivement). Il existe une différence significative sur la réponse objective entre les
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groupes : 3 et 4 (p=0,04) ; 1 et 2 (p=0,02); 1 et 3 (p=0,03) ; 1 et 4 (p=0,0008). Le contrdle de
la maladie est significativement différent entre les groupes : 3 et 4 (p=0,05) ; 2 et 4 (p=0,006) ;
1 et 3 (p=0,002); 1 et 4 (p=0,0001).

3. Données de survie en fonction des groupes de traitement

Tableau 9 : Données de survie des patients en L1

Tous
n =206
SSP (mois) 7,9
Médiane (0,7-94,9)
SG (mois) 16,9
Médiane (0,7-94,9)

Gpe 1

Mono CT + /-
TC ou TC seule
n=27
3,6
(0,7-25,5)

13,8
(1,7-83,3)

Gpe 2

Bi CT
n=>56

6,6
(0,7-21,5)

15,8
(0,7-84,2)

Gpe 3 Gpe 4 p
BiCT+TC TriCT+/-TC
n=95 n=28
8,8 11,4 p<0,0001

(0,8-94,9) (2,8-45,6)

18,4 20,0 0,21
(1,5-94,9) (6,4-50,4)

La différence de survie sans progression entre les groupes apparait statistiquement significative

(p<0,0001). A titre d’exemple, la médiane de SSP était significativement plus longue dans le

groupe 4 (11,4 mois) que dans le groupe 1 (3,6 mois). Pour la survie globale, il existe une

tendance a son allongement en fonction de I’intensité du protocole de chimiothérapie, qui n’est

cependant pas significative (p=0,21).
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4. Variations de I’ACE. de ’ADNtot et de ’ADNtc en

fonction des groupes de traitement

Dans la population globale, chaque marqueur présentait une variation significative entre C1 et

C3/C4, également entre C1 et M3, en revanche les variations n’étaient pas significatives entre

C3/C4 et M3 (Tableau 10).

Tableau 10 : Nombre de marqueurs disponibles et leurs valeurs aux 3 temps de prélévement

Cycle 1 Cycle 3 ou 4 M3 p

ACE 205 (99,5%) 172 (83,5%) 127 (61,6%)

Meédiane 80 ng/mL 42 ng/mL 25 ng/mL C1-C3/4 p= 10,0009

Moyenne 748,7 ng/mL 260,1 ng/mL 167,2 ng/mL C1-M3 p=0,0022
C3/4-M3 p=0,14

ADNtot 192 (93,2%) 169 (82%) 136 (66%)

Médiane 31,3 ng/mL 20,5 ng/mL 22,1 ng/mL Ccl1-.c1\j;4 Y :006%06074

Moyenne 108,2 ng/mL 36,4 ng/mL 35 ng/mL 3 /4_M% p:’ 0.95

ADNtc 145 (70,4%) 121 (58,7%) 87 (42,2%)

Médiane 20,9 % 1% 0,3 % T !

Moyenne 23,2 % 5,7 % 4% Y g

Comme le montrent les figures 5 et 6, nous avons pu observer des variations différentes entre

les 4 groupes pour I’ACE et I’ADNtc entre C1 et C3/C4, et entre C1 et M3.

A B
G1 G2 G3 G4 Gl G2 G4
-43%
|
p=0,006
e — |
)
p=0,003 |
p=0,003 p=0,04
|
p=0,006

Figure 5: Variations d’ACE en fonction du groupe de traitement

Fig 5A. Variations moyennes de 1’ ACE en pourcentage entre C1-C3/C4
Fig 5B. Variations moyennes de I’ACE en pourcentage entre C1-M3
G1:MonoCT+/-TCouTCseule; G2:BiCT;G3:BiCT+TC;G4:Tri CT+/-TC
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Entre C1 et le temps intermédiaire (C3 ou C4), il a été observé une augmentation significative
des variations d’ACE selon I’intensité du traitement, avec une variation moyenne de +28%, -
25%, -29% et -43% entre les 4 groupes (Fig 5A). Concernant les variations entre C1 et M3,
celles-ci étaient plus marquées, avec une variation moyenne de I’ACE de +18%, -37%, -39%

et -65% (Fig 5B).

G1 G2 G3 G4 Gl G2 G3

p=0,04

G4

p=0,0013

Figure 6: Variations d’ADNtc en fonction du groupe de traitement

Fig 6A. Variations moyennes de I’ADNtc en pourcentage entre C1-C3/C4
Fig 6B. Variations moyennes de I’ADNtc en pourcentage entre C1-M3
G1:MonoCT+/-TCouTCseule; G2:BiCT;G3:BiCT+TC;G4:TriCT+/-TC

Pour I’ADNtc, la méme tendance de variation croissante en fonction de I’intensité du traitement
a été observée entre Cl et C3/C4 mais sans atteindre la significativité, avec une variation
moyenne de -53%, -52%, -66% et -77%, respectivement (Fig 6A). Concernant les variations
entre C1 et M3, celles-ci étaient également plus marquées, avec une variation moyenne de -
67%, -40%, -82% et -95%, les différences de variation étaient d’ailleurs significatives entre le
G2 vs G3 et le G1 vs G4 (Fig 6B).

Dans le sous-groupe de patients ayant une maladie controlée, au temps intermédiaire comme a

3 mois, nous retrouvons globalement les mémes tendances de variation.

Les variations d’ACE et d’ADNtc ont également été analysées en fonction de la thérapie ciblée
utilisée (BV ou anti-EGFR), sans tenir compte du protocole de chimiothérapie. Comme le
montre le tableau 11, si aucune différence significative n’a été observée, il existait une tendance

a une plus forte augmentation des variations moyennes de 1I’ACE avec le BV comparé aux anti-
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EGFR, a la fois entre C1 et C3/C4 (-39% vs -25%) et entre C1 et M3 (-72% vs — 31%). Pour
I’ADNtc, il n’a pas été mis en évidence de différence majeure ni au temps intermédiaire ni a

M3 entre les 2 molécules.

Tableau 11 : Variations des marqueurs en fonction de la thérapie ciblée utilisée

Variation ACE C1-C3/C4 C1-M3
Bévacizumab (n=96) -39% -72%
Anti-EGFR (n=23) -25% -31%

Variation ADNtc
Bévacizumab (n=96) -72% -86%
Anti-EGFR (n=23) -63% -83%

Pour I’ADNtot, il n’a pas été observé de différences majeures des variations en fonction du
protocole, a I’exception d’une augmentation du taux moyen d’ ADNtot entre C1 et C3/C4 dans

le groupe intensifié (groupe 4) par rapport au groupe biCT +TC (groupe 3).
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5. Etude des seuils extrémes de variation des marqueurs en

fonction des groupes de traitement

Enfin, nous avons également analysé la capacité de chaque groupe de traitement a atteindre un
niveau ¢élevé de variations de I'ACE, 'ADNtc et de I’ADNtot en utilisant des seuils pertinents
décris comme ayant un impact pronostique significatif dans le CCRm en premicére ligne : seuil
> 75% pour I'ACE et seuil > 80% et > 90% pour 'ADNtc. Il convient de noter qu'aucun seuil
significatif n'a été décrit pour ' ADNtot.

Comme le montre le Tableau 12, nous avons observé que le nombre de patients atteignant une
variation de I'ADNtc > 80% entre C1 et M3 était significativement li¢ a I'intensité du protocole,
respectivement 33% dans le groupe 1, 53% dans le groupe 2, 81% dans le groupe 3 et 93% dans
le groupe 4. La méme tendance non significative a été observée entre C1 et C3/C4. De méme,
le pourcentage de patients atteignant une variation de I'ADNtc > 90% augmentait en fonction
de I’intensité du traitement entre C1 et C3/C4 (p=0,08) et entre C1 et M3 (p = 0,05) (Tableau
13).

Le taux de patients atteignant un niveau ¢levé de variation de I'ACE et de I’ADNtot n'était pas

différent entre les 4 groupes de traitement (Tableaux 14 et 15).

Tableau 12 : Etude des variations de I’ADNtc au seuil de 80%

Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ADNte n=113 Mono CT + /- Bi CT BiCT+TC  Tri CT+-
TC ou TC seule n=25 n=>56 TC
n=12 n=20

Cl1-int

>80%  70(61,9%)  4(33,3%) 14 (56%) 39 (69,6%) 13 (65%) 0,11

<80%  43(381%)  8(66,7%) 11 (44%) 17 (30,4%) 7 (35%)
Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ADNte n=176 n=56 n=19 n=236 n=15
C1-M3

>80%  55(724%)  2(33,3%)  10(52,6%) 29(80,6%) 14(93,3%) 0,005

<80% 21 (27.6%)  4(66,7%)  9(474%) 7(194%)  1(6.7%)
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Au temps intermédiaire, on observe une tendance non significative a la variation de I’ADNtc

supérieure ou égale a 80% en fonction de I’intensité du protocole. A 3 mois, cette différence de

variation au seuil de 80% devient significative.

Tableau 13 : Etude des variations de I’ADNtc au seuil de 90%

Variations Tous Gpe 1 Gpe 2
ADNtc n=113 Mono CT + /- Bi CT
TC ou TC seule n=25
n=12
Cl1-int
>90% 58 (51,3%) 3 (25%) 10 (40%)
<90% 55 (48,7%) 9 (75%) 15 (60%)
Variations Tous Gpe 1 Gpe 2
ADNte n=76 n==6 n=19
C1-M3
> 90% 47 (61,8%) 2 (33,3%) 9 (47,4%)
<90% 29 (38,2%) 4(66,7%) 10 (52,6%)

Gpe 3

BiCT+TC
n=>56

34 (60,7%)
22 (39,3%)

Gpe 3

n=36

23 (63,9%)
13 (36,1%)

Gpe 4 p

Tri CT +/- TC
n=20

11 (55%) 0,08
9 (45%)

Gpe 4 p

n=15

13 (86,7%) 0,05
2 (13,3%)

Au temps intermédiaire, on observe la encore une tendance non significative a la variation de

I’ADNtc supérieure ou égale a 90% en fonction de I’intensité du protocole. A 3 mois, cette

différence de variation au seuil de 90% devient significative.
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Tableau 14 : Etude des variations de I’ACE au seuil de 75%

Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ACE n=171 Mono CT + /- Bi CT BiCT+TC Tri CT+/- TC
TC ou TC seule n=44 n=382 n=26
n=19

Cl-int

>75% 33 (19,3%) 1(5,3%) 8 (18,2%) 16(19,5%)  8(30,8%)  0.20

<75% 138 (80,7%) 18 (94,7%) 36 (81,8%) 66 (80,5%) 18 (69,2%)
Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ACE n=126 n=12 n=33 n=63 n=18
C1-M3

> 75%, 53 (42,1%) 3 (25%) 13 (39,4%) 27 (42,9%) 10 (55,6%) 041

<759 73 (57,9%) 9 (75%) 20 (60,6%) 36 (57,1%) 8 (44,4%)

Tableau 15 : Etude des variations de I’ADNtot au seuil de 80%

Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ADNtot n=162  MonoCT+/- BiCT  BiCT+TC TiiCT+-TC
TC ou TC seule n=239 n =81 n=24
n=18

Cl1-int

> 80% 20 (12,3%) 2 (11,1%) 5(12,8%) 13 (16,1%) 0 0,22

<80% 142 (87,7%) 16 (88,9%) 34 (87,2%) 68 (83,9%) 24 (100%)
Variations Tous Gpe 1 Gpe 2 Gpe 3 Gpe 4 p
ADNtot n=129 n=11 n=233 n=69 n=16
C1-M3

> 80% 14 (10,9%) 0 2 (6,1%) 9 (13%) 3(18,8%)  0.32

<80% 115 (89,1%)  11(100%)  31(93,9%) 60 (87%) 13 (81,2%)

63



Enfin, nous avons réalisé des analyses de survie dans le sous-groupe de patients ayant atteint
des variations d’ADNtc > 80%. Pour les patients ayant atteint ce seuil de variation au temps
intermédiaire, la SSP et la SG étaient significativement plus longues en fonction de I’intensité
du traitement recu (p<0,0001 et p=0,0023 respectivement ; Fig 7A et 7B). Pour les patients
ayant atteint ce seuil de variation a M3, seule la SSP était significativement différente entre les

groupes (p=0,019 ; Fig 7C).

A
1 4
= Groupe 1
8 7 P
Groupe 2
,6 1 P
o
7]
w —— Groupe 3
4
— Groupe 4
2 P
o{ " - p<0,0001
0 20 40 60 80 100
mois

SSP moyenne

G1:4,7mois G2:7,5mois G3:10,5 mois G4: 14,7 mois

B
1 -
— Groupe 1
,8 7
Groupe 2
,6 1
Q
n = Groupe 3
4
— Groupe 4
2 P
0 _
: : : : : p=0,0023
0 20 40 60 80 100
mois

SG moyenne

G1: 13,9 mois G2: 16 mois G3: 24,7 mois G4: 35,1 mois
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Figure 7 : Courbes de survie chez les patients avec une variation d’ADNtc > 80%

Fig 7A. SSP selon les 4 groupes de traitement chez les patients avec une variation ADNtc > 80% entre C1 et C3/C4
Fig 7B. SG selon les 4 groupes de traitement chez les patients avec une variation ADNtc > 80% entre C1 et C3/C4
Fig 7C. SSP selon les 4 groupes de traitement chez les patients avec une variation ADNtc > 80% entre C1 et M3
G1:MonoCT+/-TCouTCseule; G2:BiCT;G3:BiCT+TC;G4:Tri CT+/-TC
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V. DISCUSSION :

Nos résultats suggerent que les variations de I’ACE et de I’ADNtc sur les 3 premiers mois de
la L1 du CCRm sont significativement différentes selon I’intensité du protocole utilisé. Ainsi,
entre Cl et le temps intermédiaire (C3 ou C4), il a été observé une variation croissante et
significative de I’ACE selon I’intensité du traitement, soit une variation moyenne de +28%, -
25%, -29% et -43% entre les 4 groupes (G1 vs G2, p=0.006 ; G1 vs G3, p=0.003 and G1 vs G4,
p=0.003). Pour I’ADNtc, la méme tendance de variation croissante a été observée mais sans
atteindre la significativité, soit respectivement une variation moyenne de -53%, -52%, -66% et
-77%, respectivement. Concernant les variations entre C1 et M3, celles-ci étaient plus marquées
et toujours significatives pour 1’ACE, soit une variation moyenne de +18%, -37%, -39% et -
65%, respectivement. Pour I’ADNtc, les variations devenaient significatives en fonction des
groupes, soit une variation moyenne de -67%, -40%, -82% et -95% respectivement (G2 vs G3,
p=0.04 and G1 vs G4, p=0.0013). En revanche, il n’a pas été observé de différences majeures
de variations en fonction du protocole pour I’ADNtot, a I’exception d’une augmentation du
taux moyen entre C1 et C3/C4 dans le groupe intensifié (groupe 4) par rapport au groupe biCT
+TC (groupe 3).

A notre connaissance, si 1’impact pronostique des marqueurs circulants (ACE et ADNtc) a été
rapporté chez les patients traités en L1 pour un CCRm, I’étude de leurs variations en fonction
de I’intensité du protocole utilis¢é en L1 du CCRm n’avait jamais été étudiée. Sous réserve
d’études complémentaires, nos résultats suggérent que 1’analyse des variations de I’ACE et
I’ADNtc sur les 3 premiers mois de traitement pourrait étre utile afin de définir de nouvelles
stratégies comme d’éventuelles adaptations thérapeutiques précoces en fonction des variations
observées. En effet, si de nombreuses options thérapeutiques sont possibles en L1 du CCRm
(Bi CT +/- TC, Tri CT +/- TC...), la séquence optimale d’utilisation de ces différentes
associations n’est pas clairement établie. Dans ce contexte, disposer de biomarqueurs de suivi
adaptés aux protocoles utilisés serait une aide importante pour le quotidien des cliniciens

comme pour le développement de nouvelles séquences de traitement.

De manicére intéressante, nous avons également analysé la relation entre I’intensité du traitement
et D’atteinte de hauts niveaux de variations des marqueurs, a partir de seuils décrit comme
pronostiques en L1 du CCRm dans la littérature, soit un seuil > 75% pour I’ACE et > 80% et >
90% pour I’ADNtc (38,67,68). Pour I’ACE, une analyse post-hoc de 1’étude FIRE-3 par Michl
et al en 2016 (38), a en effet montré, chez des patients traités en L1 par FOLFIRI + Cétuximab
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ou BV, que pour une valeur seuil de 75% de diminution de I’ACE entre le début du traitement
et le nadir (quel que soit le moment du prélévement), la SSP (p=0,004) et la SG (p=0,001)
¢taient significativement plus longues dans le groupe recevant du Cetuximab. Dans notre
travail, la variation du taux d’ACE au seuil > 75% entre C1 et C3-C4 et entre C1 et M3 n’était
pas différente entre les 4 groupes de traitement.

Concernant I’ADNtc, deux études récentes ont montré qu’une diminution au moins > 80% des
taux d’ADNtc entre C1 et C2 ou C3 avait une valeur pronostique. L’étude PLACOL (68)
incluant 82 patients traités majoritairement en L1, a identifié¢ la variation de I’ADNtc > 80%
entre C1 et C2/C3, comme étant associée a une augmentation significative de la SSP (p<0,0001)
et de la SG (p<0,001). De maniére intéressante, nous avons observé que le degré d’obtention
d’une variation de I’ ADNtc > 80% entre C1 et M3 était liée de manicre significative a I’ intensité
du protocole, respectivement 33% vs 53% vs 81% vs 93% de patients atteignant le seuil entre
les 4 groupes de traitement. La tendance était également observée entre C1 et C3/4 mais non
significative. L’étude de Tie et a/ (67) en 2015 réalisée sur 52 patients traités en L1 par bi-CT
+/- BV a rapporté que 1’obtention d’une variation a un seuil proche de celui de PLACOL, >
90% entre C1 et C2 dans ce travail, était associée de manicre significative a la réponse objective
(p=0,016) et a une tendance a I’augmentation de la SSP (p=0,26). Dans notre étude, le
pourcentage de patients atteignant le seuil de variation > 90% augmentait de maniére
significative entre C1 et M3 en cas de traitement intensifié, respectivement 33% vs 47% vs 64%
vs 87% de patients atteignant le seuil entre les 4 groupes de traitement (p=0.05). Ce résultat

¢tait également observé entre C1 et C3/C4 mais a la limite de la significativité (p=0.08).

De plus, I’analyse des variations d’ACE dans 1’étude FIRE-3 montrait que la baisse de I’ACE
était significativement plus rapide et plus profonde dans le bras Cétuximab que dans le bras
BV. A I'inverse dans notre travail, en comparant 1’utilisation du BV vs anti-EGFR, il existait
une tendance non significative a une plus forte diminution moyenne de I’ACE avec le BV par
rapport aux anti-EGFR, tant entre C1 et C3/C4 (-39% contre -25%) qu’entre C1 et M3 (-72%
contre -31%) alors qu'aucune différence n'a été observée pour 1'ADNtc entre les deux
molécules. La différence avec les résultats de Michl et al peut s'expliquer en partie par la taille
limitée de notre échantillon de patients traités par anti-EGFR (n=23) et aussi par le fait que les
variations de I'ACE ont été analysées en utilisant des points fixes dans le temps a C1-C3/C4 et
M3 alors que la cinétique de I'ACE a été réalisée sur des dosages répétés a chaque cycle dans

FIRE-3.
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Pris ensemble, tous ces résultats suggeérent que les protocoles intensifiés, comme dans les
groupes 3 et 4 dans notre travail, semblent plus pertinents que les autres pour atteindre un niveau
¢levé et pronostic de variation de 'ADNitc, la différence entre les thérapies ciblées reste encore
a mettre en évidence. En revanche, pour I’ADNtot, I’intensit¢ du traitement n’avait pas
d’impact sur I’obtention d’un seuil de variation élevé autant entre C1 et C3/C4 qu’entre C1 et

M3.

Notre étude présente certaines limites. Tout d'abord, bien que notre série soit la plus importante
a ce jour sur ce sujet, la taille de I'échantillon est relativement limitée et il existe une
hétérogénéité au sein de certains de nos groupes de traitement. Nos résultats ont été¢ obtenus sur
une population de patients non sélectionnés atteints d’un CCRm reflétant ainsi la pratique
quotidienne des centres. En effet, I’age moyen était de 65,9 ans, la localisation colique gauche
majoritaire (46% des cas), 77,7% des patients avaient une maladie métastatique synchrone, plus
d’un site métastatique dans 51% des cas, et avec une tumeur primitive opérée dans 46% des
cas. Par ailleurs, au niveau moléculaire, une mutation somatique de RAS ou BRAF a été
identifi¢ chez 50,5% et 7,8% des patients respectivement, soit des pourcentages parfaitement
concordants avec les données dans la littérature (16,73). Concernant 1’équilibre entre les 4
groupes, celui-ci était logiquement différent pour certaines variables reflétant notamment des
choix thérapeutiques orientés sur les données cliniques. Ainsi, un état clinique précaire avec un

indice OMS a 2 était significativement plus fréquent dans le groupe 1 de mono-CT +/- TC.

De plus, le taux de réponse objective et la SSP sont différents entre les 4 groupes de traitement
et croissants en fonction de I’intensité des traitements mais en decga des chiffres rapportés dans
la littérature. En effet, par exemple, le taux de réponse objective sous Bi-CT ou Bi-CT + TC est
d’environ 30% dans notre travail, ce qui est bien inférieur aux taux de réponse retrouvés dans
la littérature. Dans 1’étude FIRE-3 (7) qui compare 1’association FOLFIRI + Cétuximab vs
FOLFIRI + BV, les taux de réponse objective étaient d’environ 60% pour les deux groupes. De
méme, dans I’étude CALGB (17), qui compare I’ajout d’une thérapie ciblée par Cétuximab ou
Bévacizumab a une Bi-CT par FOLFOX ou FOLFIRI, les taux de réponse objective étaient de
plus de 50%. Notre taux de réponse objective dans le groupe Tri-CT +/- TC (46,4%) est
¢galement inférieur a celui retrouvé dans la littérature, il était d’environ 60% dans I’étude de
Falcone et al (8). Ces résultats peuvent s’expliquer en partie par I’effectif limité de I’ensemble
de la population et par une hétérogénéité au sein de certains groupes comme le groupe 1,

correspondant aux patients traités par un protocole peu intense, qui regroupait 3 catégories de
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traitements (mono-CT ; mono-CT + TC et TC seule). Il est évident qu’une homogénéisation
des groupes par l’inclusion de patients supplémentaires via des études ultérieures ou en
combinant les données d’autres études comme PLACOL permettrait de réduire ces différents
biais.

En tenant compte de ces limitations, nos résultats ont montré des variations significatives de
I'ACE et de I'ADNtc selon les 4 groupes de traitement, des études supplémentaires avec des
¢chantillons plus importants et incluant des groupes homogénes de patients sont nécessaires
pour mieux définir les variations des marqueurs selon le type de traitement.

Enfin, la détection de I’ADNtc n’est pas optimale a ce stade avec 29 dosages en attente de NGS
a C1. De plus, nous avons 20 patients sur 145 (14%) sans ADNtc détectable a C1, ce taux étant
proche de ceux rapportés dans la littérature en digitale PCR et en NGS. Il est également a
souligner que nous avons donc utilisé 2 méthodes pour la détection de I’ ADNtc, la PCR digitale
en cas de mutation RAS/BRAF connue sur la tumeur et la NGS pour les autres patients. Cette
limite est finalement toute relative, puisque la concordance entre les 2 méthodes a été rapportée
dans la littérature et confirmée dans notre série sur 5 cas ayant bénéficié des 2 techniques.

Le dernier point concerne 1’analyse au temps intermédiaire, qui était différent entre les deux
¢tudes, a 4 semaines pour COCAMACS (C3) et 6 semaines pour COCACOLON (C4). Ainsi,
le temps médian entre C1 et I’analyse intermédiaire était de 28 jours et 42,5 jours dans les 2

¢tudes respectivement.
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VI. CONCLUSION:

Notre étude est la premicre a évaluer I’impact des variations de I’ACE, de I’ADNtot et de
I’ ADNtc sur les 3 premiers mois, en fonction du type de traitement chez les patients traités pour
un CCRm en L1. Nos résultats suggerent que les variations étaient différentes et croissantes
avec I’intensité du protocole, en particulier pour ’ACE et I’ADNtc. A notre connaissance, ces
résultats n’ont jamais été rapportés dans le CCRm. Si des études complémentaires sur de plus
larges effectifs sont nécessaires pour évaluer 1’utilité de stratégies thérapeutiques basées sur les
variations d’ACE et d’ADNtc, notre travail suggére que, en fonction des variations observées,

des modifications thérapeutiques pourraient étre réalisées.
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VIII.ANNEXES

Classification TNM (8*™édition, 2017) [3] :

Tis

: carcinome intra-épithélial ou intra-muqueux (Carcinome in situ,adénocarcinome intra-

mugueux envahissant le chorion ou la musculaire muqueuse).

T1:
T2 :
T3:
T4 :

tumeur envahissant la sous-muqueuse

tumeur envahissant la musculeuse

tumeur envahissant la sous-séreuse

tumeur pénétrant le péritoine viscéral et/ou envahissant au moins une structure/organe

de voisinage

NO
N1

N2 :

MO :

T4a : pénétration du péritoine viscéral*
T4b : envahissement d’'une structure de voisinage**

: pas de métastase ganglionnaire régionale
: métastase dans 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux

ek

N1a : métastase dans 1 ganglion lymphatique régional

N1b : métastases dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux

N1c : dépdts tumoraux « satellites » dans la sous-séreuse, ou dans le tissu péri-colique
ou péri-rectal non péritonisé, en I'absence de ganglion métastatique****

métastase >4 ganglions lymphatiques régionaux
N2a : métastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux
N2b : métastase dans > 7 ganglions lymphatiques régionaux

pas de métastase a distance

M1a : métastases a distance confinées a un organe sans atteinte péritonéale : foie,
poumon, ovaire, ganglions non régionaux ...

M1b : métastases atteignant plus d'un site métastatique

M1c : métastase péritonéale avec ou sans autre organe atteint

Classification par stade :

Stade 0 pTis NO MO

Stade | pT1-2 NO MO

Stade IIA pT3 NO MO

Stade 1IB pT4a NO MO

Stade IIC pT4b NO MO

Stade IIIA pT1-T2 N1/N1c MO et pT1 N2a MO

Stade I1IB pT3-T4a N1N1c MO, pT2-T3 N2a MO, pT1-T2 N2b MO
Stade IIIC pT4a N2a MO; p T3-T4a N2b MO; pT4b N1-N2 MO
Stade IVA tout T, tout N, M1a

Stade IVB tout T, tout N, M1b

Stade IVC tout T, tout N, M1c
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Annexe : critéeres RECIST 1.1

Choix des lésions

Evaluation

Lésion cible : maximum 5 (maximum 2 par

organe), taille > 10 mm, contours nets

Réponse compléte : disparition de la 1ésion,

ganglion < 10 mm

Lésion non cible : mesurable mais non

choisie comme cible, évaluable mais non

mesurable

Réponse partielle : diminution > 30% de la

SPD des 1ésions cibles ou diminution

indiscutable des 1ésions non cibles

Lésion non évaluable, non mesurable :

lymphangite, épanchement, métastase osseuse

Progression : augmentation > 20% de la SPD,
augmentation indiscutable des Iésions non

cibles

Ganglion : cible si petit axe > 15mm

Stabilité : diminution des SPD < 30%,
augmentation des SPD < 20%, évolution non

indiscutable des 1ésions non cibles

SPD : somme des plus grands diamétres
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RESUME :

Contexte : L’ Antigéne Carcino-embryonnaire (ACE) et I'ADN circulant (total : ADNtot et
tumoral : ADNtc) sont considérés comme des outils prometteurs pour optimiser la prise en
charge des patients traités pour un cancer colorectal métastatique (CCRm). A ce jour, les
variations de ces marqueurs selon le protocole de traitement en premiére ligne (L1) n'ont jamais
été étudices. L'objectif était d'évaluer les variations de 'ACE, de 'ADNtot et de 'ADNtc selon
l'intensité du protocole en L1 du CCRm.

Patients et méthode : Les patients traités en L1 dans 2 études multicentriques (COCACOLON
et COCAMACS) ont été inclus rétrospectivement et divisés en 4 groupes selon les schémas de
chimiothérapie (CT) et/ou de thérapie ciblée (TC) regus : mono CT +/- TC ou TC seule (groupe
1 : G1), Bi-CT (groupe 2 : G2), Bi-CT + TC (groupe 3 : G3) et Tri-CT +/- TC (groupe 4 : G4).
Les variations moyennes de 1'ACE, de I'ADNtot et de ' ADNtc ont été analysées entre les 4
groupes selon 3 temps : premier cycle (Cl1), troisiéme ou quatriéme cycle (C3/C4) et scanner
d’évaluation (M3). Le taux de patients avec une variation élevée pronostique (=75% pour
I’ACE et >80% et >90% pour I’ADNTtc) a été évalué.

Résultats : Au total, 206 patients ont été inclus, respectivement 27 dans le G1, 56 dans le G2,
95 dans le G3 et 28 dans le G4. L’ ACE variait de maniére significative entre C1 et C3/C4 selon
l'intensité du traitement avec une variation moyenne respectivement de +28%, -25%, -29% et -
43% entre les 4 groupes (G1 vs G2, p=0,006 ; G1 vs G3, p=0,003 et G1 vs G4, p=0,003). Ces
variations étaient plus prononcées et significatives entre C1 et M3, respectivement de +18%, -
37%, -39% et -65%. Pour ' ADNtc, la méme tendance significative a été observée entre C1 et
M3 avec des variations moyennes de -67%, -40%, -82% et -95%, respectivement (G2 vs G3,
p=0,04 et G1 vs G4, p=0,0013). Il n’a pas été mis en évidence de variation pertinente pour
I'ADNtot. Concernant I’utilisation du bevacizumab (BV) vs anti-EGFR, il existait une
diminution plus importante de I’ACE avec le BV entre C1 et M3 (respectivement -72% vs -
31%, NS), sans différence pour 'ADNtc. Enfin, le taux de patients avec une variation élevée
d’ADNtc > 80% ou > 90% entre C1 et M3 augmentait en fonction de 1’intensité du traitement
(p=0,005 et p=0,05, respectivement).

Conclusion : Nos résultats suggerent que les variations moyennes d’ACE et d’ADNtc au cours
des 3 premiers mois en L1 sont différentes selon l'intensité du protocole de traitement. A notre
connaissance, ces résultats n’ont pas été rapportés et soulignent D’intérét d’études

supplémentaires sur de nouvelles stratégies basées sur les variations d’ACE et d”’ADNtc.
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