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RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS

Contexte. Cette étude rétrospective a étudié une cohorte de patientes atteintes d'un cancer du
sein avec des métastases leptoméningées (ML) qui ont participé a un programme de dépistage
moléculaire.

Méthodes. Les données ont été extraites pour 22 patientes atteintes d'un cancer du sein avec
métastases leptoméningées qui ont subi un dépistage moléculaire (PROFILERO1
(NCT01774409) ou SAFIR02_Breast (NCT02299999)). Les études de survie ont été rapportés a
I'aide du test de Kaplan-Meier et comparées a I'aide du test de log-rank. Les altérations
génomiques ont été comparées a trois bases de données de cancer du sein provenant de
https://www.cbioportal.org/ (INSERM, PL0oS Med 2016 ; METABRIC, Nature 2012 & Nat
Commun 2016 ; MSK, Cancer Cell 2018).

Résultats. Le temps médian avant le déces a partir du premier diagnostic de métastase était de
23,4 mois (IC 95% 15,5-43,8) et le temps médian avant le déces a partir du diagnostic de LM
était de 1,7 mois (IC 95% 0,8-3,7). MY C (12/22 ; 54,5%), FGFR1 (6/22 ; 27,3%) et CCND1
(7/22 ; 31,8%) ont été retrouvées amplifiées dans notre série. Dans RH+/HER- (13/22), le
FGFR1 et le CCND1 étaient amplifiés dans 38,5 % des cas (5/13). Dans le cancer du sein triple
négatif (9/22), le MYC était amplifié dans 77,8 % des cas (7/9). Le déficit en BRCAL ou 2 (6/22
; 27,3 %) et I'amplification du MYC ont été constatés a un taux plus élevé que dans les bases de
données sélectionnées de cancer du sein métastatique.

Conclusion. Au sein de notre cohorte, les amplifications de MYC, FGFR1, CCND1 et les
délétions ou mutations de BRCA étaient des altérations génomiques fréquentes dans les ML de

cancer du sein
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RESUME DE LA THESE EN ANGLAIS

Background. This retrospective study explored a cohort of breast cancer patient with
leptomeningeal metastases (LM) who participated to a molecular screening program. This is the
largest cohort of breast cancer patients with LM whose molecular profile of the tumor has been
established to date.

Methods. Clinicopathological data were extracted for 22 breast cancer patients with LM who
underwent molecular screening (PROFILERO1 (NCT01774409) or SAFIR02_Breast
(NCT02299999)). Clinical outcomes were reported using Kaplan-Meier and compared using log-
rank test. Then, Genomic alterations were compared to three breast cancer databases from
https://www.cbioportal.org/ (INSERM, PL0oS Med 2016; METABRIC, Nature 2012 & Nat
Commun 2016; MSK, Cancer Cell 2018). Only metastatic breast cancers were selected.
Results. Median time to death from first metastasis diagnosis was 23.4 months (95% CI 15.5-
43.8) and median time to death from LM diagnosis was 1.7 months (95% CI 0.8-3.7). MYC
(12/22; 54.5%), FGFR1 (6/22; 27.3%), and CCND1 (7/22; 31.8%) were amplified. In
HR+/HER- (13/22), both FGFR1 and CCND1 were amplified in 38.5% of cases (5/13). In triple
negative breast cancer (9/22), MYC was amplified in 77.8% of cases (7/9). BRCA1 or 2
deficiency (6/22; 27.3%) and MY C amplification were found in higher rate when compared to
MBC selected databases.

Conclusion. MYC, FGFR1, CCND1 amplification and BRCA 1/2 deficiencies were frequent
genomic alterations in MBC with LM. Targeted screening for asymptomatic LM at risk of
developing LM based on these alterations could improve overall survival by allowing the use of

all treatment options prior to neurological impairment.
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LES METASTASES LEPTOMENINGEES DE CANCER DU SEIN. DE LA

PHYSIOPATHOLOGIE AUX TRAITEMENTS DE DEMAIN

INTRODUCTION

La métastase leptoméningée (ML), également appelée méningite néoplasique ou méningite
carcinomateuse est la conséquence de I’envahissement des leptoméninges et du liquide
céphalorachidien (LCR) par des cellules malignes. Les leptoméninges enveloppent le cerveau et

la moelle épiniére, et contiennent le liquide céphalorachidien (LCR).

Pathogenése

Les cellules cancéreuses atteignent les méninges et le LCR par différentes voies :

- par la circulation artérielle par le plexus choroide(1).

- par la circulation veineuse par le plexus de Bateson(2).

- par contiguité a partir d’une atteinte cérébrale ou osseuse(3).

Apres I’envahissement d’une espace sous-arachnoidien, les cellules cancéreuses peuvent se
déplacer via le LCR et envahir tout le névraxe. L’infiltration la plus souvent retrouvée est celle
de la base du créane et rachidienne(4). L’envahissement d’un espace arachnoidien peut également
provoquer une obstruction dans le flux du LCR et créer des zones hyperpression ou méme une
hydrocéphalie.

Une fois dans les leptoméninges, les cellules cancéreuses doivent s'adapter a un
microenvironnement completement différent de celui du sang ou de la tumeur primaire. En effet,
ce microenvironnement est pauvre et hostile aux cellules cancéreuses, ce qui rend difficile la

migration, I'implantation et la prolifération de la maladie dans le LCR. Les tentatives de
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compréhension de la pathogenése des MLs se sont concentrees sur la compréhension des voies
de propagation métastatique et des facteurs de risque cliniques et biologiques. Une équipe du
Mémorial Sloan Kettering Cancer Center a réussi a recréer un modele murin permettant de
mieux comprendre la MLs(1). Dans ce modele, il a été démontré que les cellules métastatiques
du LCR sont distinctes des cellules métastatiques cérébrales ou de la tumeur primaire ce qui
suggere qu’il faudrait développer des thérapeutiques spécifiques a ce site métastatique. Par
ailleurs, ils ont démontreé le réle crucial de I’interaction récepteur au complément C3a /
complément C3a au niveau du plexus choroide dans le processus d’invasion et de prolifération

des cellules cancéreuse dans le LCR.

Epidémiologie

Bien que les métastases cérebrales soit plus fréquentes que les MLs, la ML survient chez 5-10 %
des patients cancéreux(5,6). Des études par autopsie révelent que 19 % des patients atteints de
cancers et de signes et symptomes neurologiques présentent des signes d'atteinte méningée(7).
Les trois cancers les plus courants associés a la MLs sont le cancer du poumon, le mélanome et
le cancer du sein(8,9). Dans le cancer du sein, on estime que 5 a 16 % des patients développeront
des métastases du systéme nerveux central (SNC)(10,11), dont 10 a 25 % développeront une
MLs(12-14). Les MLs se développent souvent alors que les patients ont déja un cancer
multimétastatique (> 70%), et peuvent étre la premiére manifestation du cancer (5-10%), en
I'absence d'autres signes de maladie systémique(15). Les MLs sont associées a la présence
simultanée de métastases cérébrales chez 30 a 50 % des patients(16,17). Pour les patients ne
présentant pas de métastases cérébrales concomitantes, le site le plus fréquent de métastases

systémiques se situe dans les vertebres, ce qui suggeére la possibilité d'une extension directe de la
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tumeur rachidienne dans le LCR ou d'une dissémination dans le plexus veineux

intervertébral/paravertébral(3).

Facteurs de risques des MLs

Certains actes chirurgicaux sont associés a une plus grande prévalence de MLs comme I’exérese
d’une métastase cérébelleuse ou I’exérése d’une métastase cérébrale avec ouverture du systeme
ventriculaire(18-20).

Chez les patientes atteintes d'un cancer du sein, le sous-type lobulaire et le statut triple négatif
(absence d’expression des récepteurs d'cestrogénes, absence d’expression des récepteurs de
progestérone, absence de surexpression de HER2) ont été décrits comme facteurs de risque de
ML(21). Il est évoqué que c’est la perte de I’E-cadhérine constatée dans 90% du sous type
lobulaire qui est possiblement une des causes d’une sur représentativité de ce sous-type

histologique. Il n’y a pas encore de données publiées sur le role d’altérations moléculaires.

Caractéristiques cliniques

Les manifestations cliniques des MLs sont extrémement diverses et sont secondaires a la

localisation de I’atteinte neurologique (corticale, base du crane, paires craniennes, rachidiennes,

racine). Tous signes neurologiques sont suspects de MLs. [1,3,8, 9,13,14]. lls peuvent étre isolés

comme multi-focaux.
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DIAGNOSTIC

Selon le consensus d’expert de 'EANO/ESMO, le diagnostic de ML peut étre soit confirmé, en
présence de cellules tumorales dans le LCR soit si il n’y pas de cellules retrouvées, par une IRM
craniospinale a la recherche d’une MLs linéaire, nodulaire ou mixte associée a une

symptomatologie neurologique(22).

Diagnostic Cytobiologique

Dans le cadre d'études négatives sur le LCR, la présence d'anomalies non spécifiques, telle
gu'une augmentation de la pression intracranienne a I'ouverture, du nombre de leucocytes, de la
concentration de protéines et une diminution de la concentration de glucose, peut augmenter la
suspicion clinigue d'un envahissement leptoméningé(22—24). Chez les patients dont la cytologie
du LCR est positive, environ la moitié sera cytologiquement négative a I'examen initial(7,25).
Une cytologie positive est observée dans 50 a 70 % des échantillons lors de la premiere ponction
lombaire(7). Répéter le prélevement de la cytologie du LCR jusqu'a trois fois peut augmenter la
sensibilité a 80-90 %(22,23). Il restera environ 5% des patients avec une cytologie positive du
LCR uniguement a partir des ventricules ou de la citerne magna et donc indétectable avec une
ponction lombaire(25). Le fait de ne pas obtenir de LCR a partir d'un site de maladie
symptomatique ou radiographiquement démontrée a €té mis en corrélation avec des résultats
cytologiques faux négatifs dans une étude prospective, tout comme le retrait de petits volumes de
LCR (<10,5 ml), le retard dans le traitement des échantillons et I'obtention de moins

de deux échantillons(7). Dans une étude post-mortem sur la valeur de la cytologie pré-mortem du
LCR, 40% des patients présentant des MLs cliniqguement suspectées et prouvées au moment de

I’autopsie mais avait une cytologie négative.
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De nombreux marqueurs biochimiques ont éte évalués mais, en général, leur utilisation a été
limitée par une faible sensibilité et spécificité(25-30). Des efforts ont été faits pour identifier des
biomarqueurs diagnostiques utiles du LCR pour la ML. Les marqueurs tumoraux non spécifiques
tels que le facteur de croissance endothélial vasculaire peuvent étre de puissants indicateurs
indirects de ML mais aucun n'est suffisamment sensible pour améliorer le diagnostic
cytologique(28).

Il existe des premiers articles prometteurs sur le role des biopsies liquides utilisant les cellules
tumorales circulantes du LCR (CTC) et I'ADN circulant tumoral (ADNCcT) dans le diagnostic et
I'évaluation de la réponse au traitement des MLs. Par exemple, les anticorps anti-EpCAM
détectent les CTC dans le LCR avec une sensibilité de 76 a 100 % et une spécificité de 85 a 100
%.(31-33). Avec le perfectionnement des techniques de séquengage moléculaire, les premiéres
données suggérent que I'ADNCT pourrait étre une méthode plus sensible pour détecter la ML que
la cytologie du LCR(34). De plus, I'analyse de 'ADNCcT du LCR pourrait potentiellement
discerner des différences géenétiques clonales entre la tumeur primaire du sein et la ML
métastatique afin d'identifier des cibles thérapeutiques potentielles(35).

La PCR et plus récemment la PCR digitale peuvent établir un diagnostic correct lorsque la
cytologie n'est pas concluante, mais l'altération génétique de la néoplasie doit étre connue pour
gu'elle soit amplifiée par cette technique, ce qui n'est généralement pas le cas, mais des

exceptions existent comme dans le cancer du poumon(36).

Diagnostic radioclinique

Avec l'augmentation de la sensibilité et de la fréquence des IRM, les taux de MLs
asymptomatique ou pauci-symptomatique augmentent, ce qui permet aux cliniciens de

commencer le traitement avant I'apparition des symptémes neurologiques séveres et la
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dégradation de I’¢état général.

L'IRM avec rehaussement au gadolinium (IRM-Gd) est la technique d’imagerie de référence
pour évaluer les patients chez qui on suspecte une ML. Comme les MLs touchent tout le
névraxe, il est nécessaire d’effectuer un bilan craniospinal(22). Néanmoins, I'lRM-Gd a une
sensibilité inférieure de la cytologie avec 60% de faux négatifs, de sorte qu'une étude normale
n'exclut pas le diagnostic de métastase leptoméningée(6,37,38). Afin d’améliorer la sensibilité de
I’examen, il est recommandé d’effectuer des coupes fines sur le cerveau de 1mm et de 3mm sur
la moelle épiniére. Il est également nécessaire d’attendre au moins 10min entre le moment de

I’injection du gadolinium et de I’acquisition des images(22).

Pronostic

La survie médiane des patients non traités présentant des MLs est de 4 a 6 semaines, et le déces
survient suite a un tableau d’aggravation neurologique progressive jusqu’au coma(39). Le
traitement vise a améliorer ou a stabiliser I'état neurologique, a maintenir la qualité de vie
neurologique et a prolonger la survie. Ce qui semble clair, c'est que, dans l'idéal, les MLs
devraient étre diagnostiquées aux premiers stades de la maladie pour prévenir la progression des
déficits neurologiques invalidants, comme dans le cas clinique de la compression métastatique de
la moelle épiniére épidurale. La survie médiane des patients atteints de ML de cancer du sein est
comprise entre 3-7 mois a partir du diagnostic de ML(40,41). Bien que divers marqueurs de
pronostic aient été proposés(42-44), le meilleur marqueur pronostique reste a I’heure actuelle

I’état général du patient évalué par ECOG PS(45,46).
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Evaluation de la réponse aux traitements

Parmi les quelques essais cliniques randomises réalisés sur la MLs, les principaux criteres
d'évaluation ont été la survie globale, le taux de réponse neurologique, le délai avant la
progression neurologique et la survie sans progression (SSP). Mais souvent les critéres
d’évaluation radioclinique divergent, ce qui impacte la faisabilité d’un essai clinique randomisé.
La réponse aux traitements doit intégrer une évaluation, clinique, radiologique et cytologique
compléte. Le groupe de travail « A Response Assessment in Neuro-Oncology » (RANO) qui
travaille sur les critéres de réponses aux MLs ont publié une proposition de standardisation
d’évaluation de réponse aux traitements : il est recommandé d’effectuer une IRM-Gd
craniospinale, une cytologie du LCR et utiliser un formulaire standardisé d’évaluation de la
symptomatologie neurologique(47). Pour la lecture des IRM, le groupe RANO a travaillé pour
obtenir une grille d’évaluation standardisée destinée aux neuroradiologues afin de déterminer s’il
existe une progression, une stabilité ou une réponse radiologique. Malheureusement, I’utilisation
de cette grille a montré qu’il existe de grandes différences interindividuelles(48). Une nouvelle
grille est en cours d’élaboration mais ne permettra pas a elle seule d’évaluer avec fiabilité la
réponse au traitement. C’est pour cela que la réponse cytologique et clinique reste essentielle
pour définir I’efficacité d’un traitement dans les MLs.

Le critére de réponse cytologique doit étre clair, et il est recommandé d’utiliser trois catégories
de réponse : positive, équivoque et négative. En outre, une cytologie négative doit étre maintenue
négative pendant 4 semaines pour étre considérée comme une rémission cytologique(22).

Enfin, compte tenu du pronostic des MLs, les évaluations doivent étre effectuées tous les 2

mois pendant les 6 premiers mois, puis tous les 3 mois en cas de maladie stable.
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TRAITEMENT

Introduction

La rareté de la maladie ainsi que I’état général tres souvent altéré au moment du diagnostic des
MLs ont rendu difficile la réalisation de grands essais randomises. Par conséquent, les donnees
prospectives sur la gestion des MLs sont limitées. Les recommandations de I’lEANO-ESMO sont
donc basées sur des consensus d’experts(22). Le traitement des MLs peut permettre de pallier
aux symptdmes neurologiques et, dans certains cas, de prolonger la survie.

Une fois qu'ils sont présents, les symptomes et les signes neurologiques sont généralement fixés
et ne s'améliorent que rarement. L'objectif du traitement est non seulement de prolonger la survie
mais aussi, et surtout, de retarder la détérioration neurologique et de maintenir la qualité de vie.
Les principales stratégies de traitement comprennent la pharmacothérapie intra-LCR, la
pharmacothérapie systémique et la radiothérapie, et leurs combinaisons, mais les stratégies
individuelles varient considérablement d'un centre a I'autre(37). Le traitement nécessite
I'association de la chirurgie, de la radiothérapie et de la chimiothérapie chez la plupart des
patients. En comparaison avec les métastases cérébrales qui peuvent étre traitées par une thérapie
locale (c'est-a-dire la chirurgie et/ou la radiothérapie focale), la nature diffuse des MLs augmente

le risque de récurrence, ce qui minimise I'efficacité de tout traitement local.

Role de la barriére hématoencéphalique dans le choix de la stratégie thérapeutique

La barriére hématoencéphalique (BHE) limite I'administration de médicaments anticancéreux du
sang vers le LCR. L’envahissement de la leptoméninge perturbe le fonctionnement de cette

barriére et augmente la perméabilité de la BHE aux agents systémiques. Mais cette augmentation

20



de concentration d'agents reste souvent limitée et sous-thérapeutique. Afin d’améliorer la
pénétration des agents anticancéreux dans le LCR, plusieurs stratégies ont émergé comme
I’injection directement dans le LCR ou la radiothérapie qui augmente également la concentration

des agents anticancéreux dans le LCR(49,50).

Les traitements intra-LCR

L’injection intra-LCR permet d’atteindre des concentrations d’agents anticancéreux
thérapeutiques dans tout le névraxe. Cette répartition complete est possible quand il n’existe pas
d’obstruction. La pénétration des agents injectée directement dans le LCR est limitée a 1-5mm et
ne permet pas de traiter idéalement les MLs nodulaires avec des nodules >0.5cm(51). Comme le
traitement par injection intra-LCR nécessite un acces répété, 'EANO/ESMO recommande aux
praticiens d'utiliser I'approche intraventriculaire avec un réservoir d’Ommaya ou de Rickham en
raison de la facilité d'utilisation et de la meilleure tolérance du patient. Par ailleurs il semble
exister des avantages thérapeutiques avec une meilleure diffusion des chimiothérapies par voie
ventriculaire ainsi que des concentrations obtenues au niveau encéphalique meilleur(52,53).
Enfin, le risque de complications de ces dispositions reste faible a environ 10%(54).
L’administration intra-LCR est une option de traitement théoriqguement intéressante pour les
MLs de cancer du sein mais il manque de données scientifiques pour mesurer exactement
I’impact et identifier quelles patientes bénéficient le plus de ce traitement. L’une des premiéres
études réalisées en 1982 constate que 50% des patients ont une amélioration de leur
symptomatologie neurologique(25).

Actuellement, les agents anticancéreux les plus utilités pour les injections intra-LCR sont le
méthotrexate, le thiotépa et la cytarabine(55). La dose, la fréquence et la durée optimales de

chaque agent doivent encore étre déterminées.
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Il n'existe que quelques essais prospectifs randomises évaluant le role de la chimiothérapie
intrathécale dans les tumeurs solides. Une étude randomisée publiée en 2020 sur les MLs de
cancer du sein a pu démontrer une amélioration de SSP sans altération de la qualité de vie chez
des patients recevant des injections intra-LCR de cytarabine liposomale comparé a celle qui n’en
recevaient pas. Il n’a pas été retrouvé d’amélioration de la survie globale du fait du changement
de groupe a progression autorisé avec 40% des patients du groupe contrdle qui ont recu un
traitement par injections intra-CSF de chimiothérapie(56). La combinaison du méthotrexate avec
la cytarabine n’a pas montré son bénéfice comparé au méthotrexate dans un essai randomisé(57).
Les patientes atteintes d'un cancer du sein HER2+ représentent 10 a 15 % des cas de MLs du
sein(16,21). Le trastuzumab ne pénétre pratiqguement pas dans le LCR(50) et il a été étudier la
faisabilité et I’efficacité des injections intra-LCR de trastuzumab. Une méta-analyse de 24
articles évaluant 58 patients traités par trastuzumab intra-LCR ont démontré une amélioration de
la symptomatologie neurologique dans 50% des cas et une SSP neurologique a 5.2 mois et une
survie médiane a 13.2 mois(58). Par ailleurs, un essai prospectif multicentrique de phase I/1l a
évalué des doses croissantes de trastuzumab afin de mieux caractériser le profil de toxicité et
maximiser les concentrations intra-LCR. Une dose de 150mg a pu étre atteinte sans toxicité
limitante(59). Par ailleurs, la chimiothérapie intra LCR n’est pas sans risque de toxicité. La plus
courante est la ventriculite/arachnoidite, qui se présente généralement sous la forme de maux de
téte, de nausées, de vomissements, de rigidité nucale et/ou de fiévre. La ventriculite peut étre
infectieuse ou induite chimiquement. L’administration concomitante dans le LCR de
corticostéroides a pour but de minimiser I'inflammation des méninges provoquées par la
chimiothérapie. La neurotoxicité intrathécale induite par le méthotrexate peut se présenter sous la
forme d'une encéphalopathie subaigué a aigué(60)et/ou d'une myélopathie transverse(61). Les

patients traités peuvent également développer une leucoencéphalopathie tardive qui compromet
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leur qualité de vie(62). Le risque de leuco-encéphalopathie augmente avec I'exposition

cumulative au méthotrexate et la combinaison avec la radiothérapie(63).

Chirurgie

La chirurgie est utilisée dans le traitement des métastases leptoméningées pour la mise en place
d'un cathéter intraventriculaire, d’une dérivation ventriculo-péritonéale chez les patients atteints

d'’hydrocéphalie symptomatique et rarement la résection d'une masse symptomatique importante.

Radiothérapie

La radiothérapie est utilisée dans le traitement des MLs a visée symptomatique et peut parfois
corriger les anomalies du flux du LCR. La radiothérapie peut étre utilisée dans la gestion de la
MLs comme une modalité unique ou en combinaison avec des agents anticancéreux utilisés par
voie intra-LCR ou systémiques. Aucun essai randomisé n'a évalué I'efficacité et la sécurité de la
radiothérapie dans les MLs. La radiothérapie focale, utilisant des schémas fractionnés ou des
fractions uniques, peut étre utilisée pour traiter les nodules de ML. La radiothérapie est préférée
pour le traitement d’une maladie volumineuse du fait que la chimiothérapie intra-LCR a une
pénétration de 1-5mm dans les nodules de la tumeur(15,24,51,62,64,65). L'irradiation de
I'ensemble du névraxe est rarement indiquée dans le traitement des MLs des tumeurs solides, car
elle est associée a une toxicité systémique importante et n'est pas curative.

L’irradiation pan-encéphalique doit étre effectué en utilisant soit 30 Gy en 10 fractions, soit 20
Gy en 5 fractions(22), couvrant I'espace méningé, le parenchyme cérébral et la moelle épiniere
jusgu'au niveau du deuxiéme corps vertébral(66,67). La radiothérapie peut soulager et rétablir la

circulation du LCR dans 30 % des blocs rachidiens et 50 % des blocs intracraniens(68).
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Traitement systémique

La chimiothérapie par voie systémique est la seule modalité de traitement qui est dans la mesure
de traiter I'ensemble du névraxe.

La plupart des traitements anticancéreux systémiques ne sont pas optimaux dans le traitement
des MLs, étant donné leur faible passage de la BHE. Il existe quand méme quelques agents
cytotoxiques qui ont démontré un passage élevé dans le LCR comme le méthotrexate a forte dose
et la capecitabine. De plus, le méthotrexate a dose élevée injectée en systémique a montré des
résultats intéressants et une toxicité acceptable sur des séries de cas(69-71). La capecitabine
utilisée en monothérapie semble bénéficier aux patientes atteintes de MLs sur les nombreuses
séries de cas(46,72-74).

Le lapatinib (inhibiteur de la tyrosine kinase (TKI) HER2) a montré une efficacité limitée
lorsqu'il est utilisé seul dans le traitement des métastases cérébrales du cancer du sein(75) mis
une certaine réponse en association avec le trastuzumab ou la capécitabine comme le constate
une analyse groupée de 12 études portant sur 799 patients. Le tucanitib (inhibiteurs de HER2 de
nouvelle génération) a montré une efficacité sur les métastases cérébrales chez des patientes déja
lourdement traitées(76). Un essai clinique est en cours pour démontrer son efficacité dans les
MLs (NCT03501979).

Les inhibiteurs de la kinase cyclindépendante (CDK) 4/6 comme abemaciclib (NCT02308020)
ou le palbociblib (NCT02774681) sont en cours d’investigations dans les les MLs et métastases
ceérébrales.

Le pembrolizumab (anti-PD1) a été testé dans la MLs de cancer du sein dans une étude non
comparée. La médiane de survie de cette cohorte prospective de 20 patients était de 3,5 mois

(77). Cette médiane de survie est similaire aux médianes de survie des patients actuellement
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traités avec le standard de traitement. Méme si ce résultat est decevant, cette étude a permis de
montrer qu’il n’y avait pas de toxicité particuliére chez cette population. De nouvelles études
vont étre nécessaire pour étudier quels sont les facteurs prédictifs de réponses aux
immunothérapies dans la MLs afin de pour pouvoir mieux sélectionner les patients qui
pourraient bénéficier de ces traitements.

Les inhibiteurs de PARP comme I’olaparib ont démontré un passage de la BHE(78) et sont des
traitements prometteurs des atteintes cérébrales ou méningées de cancer du sein avec mutation de
BRCA 1 ou 2. Il est rapporté une réponse compléte a I’olaparib dans un cas clinique d’une MLs
isolé de cancer du sein(79).

L utilisation du bevacizumab est associée a des survies longues dans des cas reportés et petites
séries de cas de MLs de cancer du sein(80-82). Le bevacizumab a été intégré a un protocole de
chimiothérapie prometteur qui associe le bevacizumab, I’etoposide et le cisplatine (protocole
BEEP)(83). Une cohorte prospective de 34 patientes atteinte de MLs de cancer du sein, et traité
ou non par le protocole BEEP, montre sur une analyse univariée que les patientes ayant recu le
protocole ont une meilleure médiane de survie a 9,7 mois (HR 0.32 (0.15, 0.66) p =0.002) que
celle non traitée par le probole BEEP qui ont une médiane de survie a 1,4 mois.

Enfin 28 patientes atteintes d'un cancer du sein avec des MLs ont été traitées avec un nouveau
conjugué médicamenteux : paclitaxel/Angiopep-2 (ANG1005). Cette nouvelle chimiothérapie
pénétre mieux la BHE grace a un transport actif via the low-density lipoprotein receptor-related
protein 1(84,85). Sur les 24 patientes évaluables, 17% avaient une réponse partielle et 61% une
maladie stable sur le premier contréle IRM(86). La survie médiane de la cohorte était de 8.0
mois (95% ClI, 5.4-9.4). C’est un des traitements actuels les plus promoteurs contre les MLs de

cancer du sein.
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Soins de support

Des soins de soutien devraient étre proposés a chaque patient, qu'il recoive ou non un traitement
dirigé contre les MLs. C’est malheureusement le seul traitement recommandé pour des patients
avec un état général altéré au moment du diagnostic d’ou la nécessité de diagnostiqué la ML
avant la dégradation neurologique.

Ces thérapies comprennent des anticonvulsivants pour le contrdle des crises (observés chez 10 a
15 % des patients présentant des MLs), une analgésie adéquate avec des médicaments opioides si
nécessaire ainsi que des antidépresseurs et des anxiolytiques si besoin. Les corticostéroides ont

un usage limité dans les symptémes neurologiques liés aux MLSs.

CONCLUSION

La ML est une maladie complexe. Tous les patients ne justifient pas nécessairement une thérapie
agressive dirigée contre le SNC surtout si I’état général est trés altéré. Chaque patient
diagnostiqué comme souffrant de ML nécessite une prise en charge multidisciplinaire
personnalisée, avec prise en compte des différentes options thérapeutiques comme la
radiothérapie, les traitements intra-LCR et systémiques, et/ou les soins de support. 1l est
nécessaire de diagnostiquer au plus vite les patients avant leur dégradation neurologique qui
limite grandement leurs possibilités thérapeutiques. Enfin, de nouveaux protocoles et
médicaments émergent comme le tucatinib, ANG2005 ou le protocole BEEP. Il est nécessaire de
proposer ces traitements innovants aux patients dans le cadre d’essais cliniques afin de

démontrer leur efficacité dans des essais cliniques de plus grande envergure.
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Abstract

Background. This retrospective study explored a cohort of breast cancer patient with
leptomeningeal metastases (LM) who participated to a molecular screening program. This is the
largest cohort of breast cancer patients with LM whose molecular profile of the tumor has been
established to date.

Methods. Clinicopathological data were extracted for 22 breast cancer patients with LM who
underwent molecular screening (PROFILEROL1 (NCT01774409) or SAFIR02_Breast
(NCT02299999)). Clinical outcomes were reported using Kaplan-Meier and compared using log-
rank test. Then, Genomic alterations were compared to three breast cancer databases from

https://www.cbioportal.org/ (INSERM, PL0oS Med 2016; METABRIC, Nature 2012 & Nat

Commun 2016; MSK, Cancer Cell 2018). Only metastatic breast cancers were selected.
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Results. Median time to death from first metastasis diagnosis was 23.4 months (95% CI 15.5-
43.8) and median time to death from LM diagnosis was 1.7 months (95% CI 0.8-3.7). MYC
(12/22; 54.5%), FGFR1 (6/22; 27.3%), and CCND1 (7/22; 31.8%) were amplified. In
HR+/HER- (13/22), both FGFR1 and CCND1 were amplified in 38.5% of cases (5/13). In triple
negative breast cancer (9/22), MYC was amplified in 77.8% of cases (7/9). BRCA1 or 2
deficiency (6/22; 27.3%) and MY C amplification were found in higher rate when compared to
MBC selected databases.

Conclusion. MYC, FGFR1, CCND1 amplification and BRCA 1/2 deficiencies were frequent
genomic alterations in MBC with LM. Targeted screening for asymptomatic LM at risk of
developing LM based on these alterations could improve overall survival by allowing the use of

all treatment options prior to neurological impairment.

Keywords: Leptomeningeal metastases, Breast cancer, Genomic analysis, MYC, FGFR1,

CCND1, BRCA

Key Points: 1 MYC are very often amplified in triple-negative breast cancer with
leptomeningeal metastases

2 FGFR1 and CCDNL1 are often amplified in HR+/HER- breast cancer with leptomeningeal
metastases.

3 BRCA 1 or 2 mutations or deep deletions are frequent in breast cancer with leptomeningeal

metastases.

Importance of the Study:
Leptomeningeal metastases (LM) have a very poor prognosis due to the rapid onset of severe

neurological symptoms that are often the cause of death. In addition, treatments have limited
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efficacy. It is necessary to treat the disease at the earliest possible stage and especially before it
spreads further into the leptomeninges. A genomic analysis of 22 breast cancer patients with LM
revealed a specific genomic profile. There is an enrichment of MYC amplifications, BRCA 1
and 2 deficiencies, and FGFR1 and CCND1 amplifications in HR+/HER- breast cancer. This
genomic alteration may work as a predictive factor and be part of a targeted screening program

for asymptomatic LM and guide future targeted clinical trials.

Introduction.

Leptomeningeal metastases (LM) are common in advanced cancers®. But unlike other metastasis,
the prognosis is very poor and these metastases are often the cause of death. Breast cancer is the
most frequent cancer in women?. Fortunately, metastatic breast cancer (MBC) has benefited
from many therapeutic advances over the past decade. This is not the case for LM, as the median
overall survival remains between 3 and 7 months®*. LM are under-diagnosed and account for at
least 5% of MBC®. Treatment options are limited and may not have a significant impact on
overall survival in all clinical situations®. Specifically, diagnosis is often made too late and
treatments may not have sufficient time to prove efficacy or even be administered. This is a
consequence of the invasion of the meninges by cancer cells. Inflammation or increased
cerebrospinal fluid (CSF) pressure can lead to severe neurological impairment within a few days.
Early diagnosis of LM could improve treatment and prevent major neurological impairment
before it is no longer compatible with chemotherapy or radiation therapy’®.

Predictive factors for LM are not well known. However, the emergence of new diagnostic
methods may allow early detection of LM such as DNA from the tumor circulating cell-free in
the CSF. Currently, gadolinium-enhanced magnetic resonance imaging (Gd-MRI), and

cytology on CSF are the reference method to diagnose LML, Yet, the bottom neck of early
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diagnosis for rare events is targeted screening program. Indeed, there are no recommendations
for asymptomatic LM screening.

There are only few available genomic data on LM. In MBC, MY C amplifications were found in
92% (12/13) of the CSF tumor cells'2. MY C amplifications could be one of the requirements for
LM. We hypothesize that MBCs that develop LM may have specific genomic alterations. Then,
these genomic profiles could guide the diagnosis, screening programs and clinical trials.

The aim of this retrospective study was to explore a cohort of breast cancer patients with LM
treated at Centre Leon Berard (France) who participated in a molecular screening program. We
described patient clinicogenomic data of patients in order to find genomic alterations specific to
LM. Finally, we highlighted the specific genomic profile of LM using other MBCs databases.
This is the largest cohort of breast cancer patients with LM whose molecular profile of the tumor

has been established to date.

Materials and Methods.

Patients

We included breast cancer patients newly diagnosed with LM and treated at Centre Leon Berard,
France. Only patients who beneficiated of a tumor molecular profiling (array comparative
genomic hybridization (aCGH) and Next-Generation Sequencing (NGS) analysis) as part of
PROFILERO1 (NCT01774409) or SAFIR02_Breast (NCT02299999) clinical trial between
January 2013 and June 2019 were included. LM was confirmed by lumbar puncture (malignant

cells in CSF) and/or MRI/CT scans. The institutional Review board approved the study protocol.

Data Collection
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Medical records were retrospectively reviewed. Clinicopathologic data were abstracted included
the following variables: age of diagnosis, breast cancer subtype, hormone receptor status, HER2
status, stage and grade of the primary tumor, delay to first metastasis and LM, method of LM
diagnosis, signs and symptoms at the time of LM diagnosis, ECOG performance status (PS) at
the time of LM diagnosis, metastatic site at the time of LM diagnosis, LM subtypes
(pachymeningitis only, leptomeningitis only, or both), LM localization (cranial only, spinal only,
or both), method of LM diagnosis (cytology, imaging, or both), LM treatment modality, overall
survival from diagnosis, overall survival from first metastasis, overall survival from LM

diagnosis.

Genomic Analysis

Genomic data were obtained from PROFILERO1 (NCT01774409) or SAFIR02_Breast
(NCT02299999). Tumor samples were formalin-fixed and paraffin-embedded or frozen samples.
The tissue origin was primary tumor, relapse or metastasis.

Mutations were detected with PROFILERO1 custom panel targeting 69 or 59 cancer-related
genes and SAFIR02 custom panel targeting 63 cancer-related genes. Only frequent mutated
genes>10% were reported. All somatic mutations were annotated, sorted, and interpreted by an
expert molecular biologist according to available databases (Cosmic, The Cancer Genome
Atlas). TP53, BRCA1, BRCA2, PIK3CA were available in both panels. 3 mutation profiles
failed and data were missing for 3 patients.

Copy number analysis was available for all patients. Copy number variation was adjusted to
ploidy. Copy number alterations (CNA) greater than the ploidy +2 was annotated CNA > 4,
between the ploidy +2 and +4 was annotated 4<CNA<®6, between the ploidy +4 and +8 was

annotated 6<CNA<10 and greater than the ploidy +8 was annotated CNA>10. We considered
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amplification starting from CNA> 4. Copy number variation smaller than 0.5 was annotated deep
deletion. More details of the procedures are available on the PROFILERO1 and SAPHIR02
references articles'®!4. In Fig. 2, chromosomes arms were splits in two segments for Fig. 2. All
segments boundaries are defined in Table S1.

Clinicogenomic database from “INSERM, PLoS Med 2016 annotated as “INSERM”,
“METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016*%7 annotated as “METABRIC”, and “MSK,

Cancer Cell 20188 annotated as “MSK”, were downloaded from https://www.cbioportal.org/*.

We selected only female metastatic HR+/HER- or HR-/HER- breast cancer with breast invasive
ductal, lobular or mixed carcinoma histology and putative copy-number alterations available
from METABRIC and MSK. We selected only HR+/HER- or HR-/HER- metastatic breast

cancer from INSERM.

Statistical analysis

Clinicogenomic data were summarized using median and ranges for continuous variables and
absolute value and proportions for categorical variables. Overall survival was defined as the time
from first metastasis confirmed by imaging or biopsy or LM diagnosis to the time of death.
Survival rate was estimated using the Kaplan Meier method, and survival curves were generated.
Survival curves were compared using the log-rank test. A p-value less than 0.05 was considered
significant in all analyses. All analyses were performed using RStudio software version
1.2.5042. The figures were generated using GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA).
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Results.

Clinical characteristics.

A total of 22 breast cancer patients with LM and included in a molecular profiling program were
identified from January 2013 and June 2019. Clinical characteristics are summarized in Table 1.
The median age of breast cancer diagnosis was 54 (range 22-74). The main histology was
invasive ductal carcinoma in 77% of patients. There was no HER+ status. The HR+/HER- status
was the most common subtype with 59% of patients. 76% of patients had lymph nodes invaded
or metastasis at diagnosis. At LM diagnosis, 91% of patients had 3 or more metastatic sites and
only 31% had an ECOG PS at 0 or 1. Brain metastasis were absent in 54% of patients. 18% of
patients had no sign of LM on imaging and diagnosis was made on lumbar puncture. Treatments
modalities depended on the characteristics of LM and involved intra-CSF injections when cancer
cells were found in CSF. Because of the severity and poor prognosis of LM, 41% of patients

received only palliative care.

Outcomes.

Outcomes are summarized in Table 2. Median time to death from first metastasis diagnosis was
23.4 months (95% CI 15.5-43.8; Fig. 1A) and median time to death from LM was 1.7 months
(95% CI 0.8-3.7; Fig. 1C). HR+/HER- status had a statistically better prognosis than triple-
negative breast cancer (TNBC) with median time to death from first metastasis diagnosis at 35.6
months versus at 13.9 months (HR. 0.30; 95% CI, 0.10-0.90; P<0.01; Fig. 1B). However, there
was no statistically difference of outcomes at LM diagnosis: 1.5 months in HR+/HER- status and
1.9 months in TNBC (HR 1.2; 95% CI, 0.51-2.76; P = 0.67; Fig. 1D). Median time from first
metastasis to LM was similar to median time to death from first metastasis diagnosis because of

the very poor outcomes of LM.
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Genetic characteristics.

Molecular analysis was performed on the primary tumor in 45% of patients and on a new biopsy
of a metastasis in 55%. Mutation profiling screening was available in only 86% of patients as a
consequence of technical failure (Table 1). We considered that no mutations were found when
screening failed so as not to overestimate the frequency of mutations. Only mutations than
appear in more than 5% of patients are summarized in Table 2. TP53, BRCA1 or 2 and PIK2CA
mutations were present in 45.5%, 13.6% and 27.3% of patients, respectively (Table 3). We
analyzed the aCGH genomic profiles of the 22 patients and summarized frequency of copy
number alterations (CNASs) in Fig.2. All results are also represented according to HR/HER
subtypes as these subtypes represent relatively distinct entities. More frequent genomic
alterations were 1q (36.4%), 8q (45.5%) amplifications, deep deletions of 16q (22.7%), 17p
(27.3%) and partial deep deletions of 8p (27.3%), 11q (22.7%). Some loci were specifically
amplified such as those containing MYC (54.5%), FGFR1 (27.3%), and CCND1 (31.8%).
Frequency of this loci amplification depended of HR/HER subtype. In HR+/HER-, both FGFR1
and CCND1 were amplified in 38.5% of patients. Instead, TNBC had a high rate of MYC
amplification (77.8%). When combining either mutation or deep deletion for BRCAL or 2 and
TP53, gene alterations rate rose to 63.6% of patients for TP53 and interestingly, 27.3% for
BRCAL or 2. For MYC, FGFR1 and CCND1, different cut-off of gene amplifications were
calculated to discriminate either if it could constitute a prognosis biomarker or a specific
druggable gene. High level of CCND1 amplification (CNA>10) were found in 23.1% of
HR+/HER-. FGFR1 was only found amplified with CNA> 6. For MYC, 44.4% of TNBC
patients had CNA>6.

In Fig. 4, we compared main genetic alterations with three breast cancer databases where only

MBC were selected. For gene amplification or deep deletions, cut-off could be slightly different
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between database. We decided to compare to three of them to get a better estimation of genetic
alterations frequency. MYC amplification in both HR+/HER- and TNBC subtype showed a
higher rate of amplification since database amplification frequency range were 17.2% - 33.2%
for TNBC and 8.4%-16.8% for HR+/HER-. By contrast, TP53 mutation was found in a lower
rate in our LM series for TNBC (55.6% vs 74.5% - 93.1%). BRCA 1 or 2 were more frequently
mutated or deep deleted (and TNBC: 33;3% vs 6.5% - 11.8%) and HR+/HER2-: 30.8% vs 2.1%

- 5.6% (Fig. 3)).

Discussion.

This is the first time that a retrospective series of breast cancer patients with LM has
incorporated extensive genomic characterization to our knowledge. The clinicopathological data
are consistent with other reports*?%2L, This cohort had no patients with HER+ status because this
subtype was involved in other clinical trials and research program during the period. The median
overall survival from the LM diagnosis was lower than in the other series. Patients in this series
were previously heavily treated, with 59% of patients receiving at least three lines of treatment.
Only 32% had an ECOG PS <2 at the time of LM diagnosis. However, the median overall
survival from first metastasis was close to MBC series with multiple metastases??.

We found a specific genomic profile in our series with an enrichment of MY C amplification
specifically in TNBC, and an enrichment of the FGFR1 and CCND1 in HR+/HER- breast
cancer. Mutation or deep deletion of BRCA 1 or 2 accounted for 27.3% of cases. MBC with
BRCA mutations will develop central nervous system metastasis in 50% of cases?®.

MYC, FGFR and CCND1 amplification are genomic aberrations known to be associated with
poor prognosis and brain metastases**824-27 One explanation for the poor prognosis associated

with these amplifications could be the higher risk of developing LM and brain metastases.
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Genomic analysis was performed on a primary tumor sample in 45% of cases. The
amplified/unamplified status concordance rate between primary tumors and matched metastases
for FGFR1 and CCND1 amplification is very high (96%) and high for MYC (88%) according to
a series of 23 MBC patients published in 20162, It is very likely that we underestimated MYC
amplification in our series. MY C alterations were frequently found with LM in lymphoma, non-
small lung cancer or glioma?®=!, Moreover, the result of our study is consistent with a previous
small serie of MBCs with LM which had found 92% of MY C amplification in CSF cancer cells
(12/13)*2. The discovery of a specific genomic profile of the tumors that will develop LM can
help improve LM diagnostics. For example, a cranio-spinal MRI could be routinely performed to
any MBC with amplification of MYC, FGFR1 or CCNDL1. In addition, when a neurological
symptomatology appears, a more in-depth diagnostic assessment could be discussed with the
repetition of lumbar punctures in order to improve the detection of LM32, Similar strategies have
been put in place for hematological cancers as well as CNS prophylactic protocols®3. Current
international recommendations do not recommend screening for asymptomatic cerebral
metastases of breast cancer. Moreover, some authors have proposed targeted screening for
certain high-risk groups such as TNBC**%®, Breast cancer with BRCA mutations could benefit
from systematic screening for asymptomatic cerebral and LM metastases given the enrichment
of BRCA in our series and the high risk of developing cerebral metastases.

Currently, there are no approved therapies that specifically target MYC, FGFR1 or CCND1
amplification. Over the past 50 years, drug research and development efforts have not resulted in
a clinically useful Myc inhibitor. New strategies to target the MYC pathway are currently under
investigation. Omomyc, a product of the dominant-negative MY C gene, has shown promising
results in mice®. Inhibition of bromodomain and extra-terminal proteins (BET) may indirectly
inhibit MYC. BET inhibitors are currently being tested in clinical trials. Despite the difficult

toxicity profile of some molecules, second-generation molecules have shown signs of clinical
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activity®”. Moreover, FGFR inhibitors have shown activity against FGFR1 amplified tumors such
as dovitinib in the phase Il breast cancer trial®. Though, CCND1 amplification did not predict
the efficacy of CDK4/CDKG® inhibitors®. Ultimately, considering the high proportion of LM
with BRCA1/2 alterations, PARP inhibitors could be a therapeutic option. PARP inhibitors such
as olaparib have been shown to actively cross the blood-brain barrier*® and have had activity
against MBC with LM in one case report*!,

In conclusion, our retrospective series of breast cancer patients with LM offered a better
understanding of genomic alterations landscape of LM. MYC, FGFR1, CCDN1 amplification
and BRCA 1/2 deficiencies were frequent genomic alterations in MBC with LM and could act as
a predictive marker of LM. Besides, it can be the first step of a targeted screening program for
asymptomatic LM. New treatments against FGFR1 and MY C amplification are currently
explored. Targeted screening for asymptomatic LM at risk of developing LM on the basis of
these alterations could improve overall survival by allowing the use of all treatment options prior
to neurological impairment. New therapies for the amplification of MYC and FGFR1 are being

explored and constitute potential candidates for clinical trials involving LM.
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Legends

Table 1 Clinical characteristics of Metastatic Breast Cancer (MBC) patients with

Leptomeningeal Metastasis (LM) (n = 22).
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Clinical Characteristics (n = 22)

Value (%)

Sex

Female 22 (100%)
Male 0 (0%)
Age when breast cancer diagnosis (years)

Median 54
Range 27-73
Breast cancer histology

Invasive ductal carcinoma 17 (77%)
Invasive lobular carcinoma 5 (23%)
IHC status

HR+ HER 2- 13 (59%)
HR- HER 2- 9 (41%)
HER+ and any HR 0 (0%)
Histopathologic grade of initial biopsy

1 1 (4%)
2 10 (45%)
3 11 (50%)
Metastatic and lymph nodes status at first diagnosis

Metastatis at diagnosis 5 (23%)
Nodes invaded at diagnosis (n = 17, primary metastatic 9 (53%)
excluded)

ECOG PS at LM diagnosis

0-1 7 (32%)
2 5 (23%)
3.4 9 (41%)
Missing 1 (4%)
Metastatic site at LM diagnosis

Bones 16 (73%)
Liver 14 (64%)
Lung 14 (64%)
> 3 metastatic sites (Bones, liver, lung, peritoneal, brain, soft

tissue, lymph nodes, others) 20 (%)
Treatment before LM

> 3 of Treatments lines at LM diagnosis 13 (59%)
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Clinical Characteristics (n = 22)

Value (%)

Brain metastasis status

Before LM diagnosis 5 (23%)
Discover at LM diagnosis 5 (23%)
None 12 (54%)
First symptoms of LM

Headache 4 (18%)
Cranial nerves dysfunction 4 (18%)
Confusion 2 (9%)
Peripheral motor deficit 3 (14%)
Peripheral paresthesia 6 (27%)
Others 2 (9%)
No symptoms 1 (4%)
Type of LM

Leptomeningitis 17 (77%)
Pachymeningitis 2 (9%)
Leptomeningitis and Pachymeningitis 3 (14%)
Method of LM diagnosis

Imaging only 16 (73%)
Cytology only 4 (18%)
Imaging and cytology 2 (9%)
LM sites

Cranial 10 (45%)
Spinal 3 (14%)
Cranial and spinal or malignant cell in CSF 9 (41%)
LM treatment

Systemic treatment 13 (59%)
Intra-CSF treatment 2 (9%)
Radiation 7 (32%)
Palliative care only 9 (41%)

Molecular screening

aCGH available

22 (100%)

Mutation profiling available 19 (86%)
Biopsy origin for molecular screening

Primary tumor 10 (45%)
Metastasis 12 (55%)
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Table 2 Clinical outcomes of Metastatic Breast Cancer (MBC) patients with Leptomeningeal

Metastasis (LM) (n = 22).

Outcomes Value (month) 95% CI1 P-value
Median time from first metastasis to LM
All (n =22) 18.1 13.8-43.8
HR+/HER2- (n = 13) 34.82 16.4-NA
TNBC (n=9) 9.93 6.9-NA 0.0022
Median time to death from first metastasis
All (n=22) 23.4 15.5-48.3
HR+/HER2- (n = 13) 35.6 18.81-NA
TNBC (n=19) 13.9 8.35-NA 0.0017
Median time to death from LM
All (n =22) 1.7 0.8-3.7
HR+/HER2- (n = 13) 1.5 0.7-NA
TNBC (n=9) 1.9 1.0-NA 0.67

Table 3 Details genomic alterations (n = 22) of Metastatic Breast Cancer (MBC) patients with

Leptomeningeal Metastasis (LM). Copy number variation (CNA) were adjusted to ploidy. CNA

greater than the ploidy +2 was annotated CNA > 4, between the ploidy +2 and +4 was annotated

4<CNA<6, between the ploidy +4 and +8 was annotated 6<CNA<10 and greater than the ploidy

+8 was annotated CNA>10. We considered amplification starting from CNA> 4. Copy number

variation smaller than 0.5 was annotated deep deletion.
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Genes CNA>4 4<CNA<6 6<CNA<10 CNA >10

MYC
All (n =22) 54.5 22.7 27.3 4.5
HR+/HER2- (n = 13) 46.2 23.1 23.1 0.0
TNBC (n=9) 77.8 333 33.3 11.1
FGFR1
All (n =22) 27.3 0.0 18.2 9.1
HR+/HER2- (n = 13) 38.5 0.0 23.1 15.4
TNBC (n=9) 11.1 0.0 11.1 0.0
CCND1
All (n =22) 31.8 4.5 13.6 13.6
HR+/HER2- (n = 13) 38.5 7.7 7.7 23.1
TNBC (n=9) 222 0.0 22.2 0.0
Genes Mutated Deep deletion Mutated or deep deletion
TPS53
All (n=22) 45.5 27.3 63.6
HR+/HER2- (n = 13) 38.5 30.8 61.5
TNBC (n=9) 55.6 22.2 66.7
BRCA1/2
All (n=22) 13.6 18.2 273
HR+/HER2- (n = 13) 15.4 15.4 23.1
TNBC (n=9) 11.1 222 33.3
PIK3CA
All (n =22) 27.3
HR+/HER2- (n = 13) 30.8
TNBC (n=9) 22.2

Fig. 1 Overall survival for Metastatic Breast Cancer (MBC) patients with Leptomeningeal
Metastasis (LM). (A) Overall survival from first metastasis to death (n = 22); (B) HR+/HER-

MBC (n = 13) had a significant better overall survival from first metastasis to death compared
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with Triple Negative Breast Cancer (TNBC) (n = 9) (log-rank P = 0.0017). (C) Overall survival
from LM diagnosis to death (n = 22) (D) HR+/HER- MBC (n = 13) and TNBC (n = 9) overall

survival from LM diagnosis to death.
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Fig. 2 Genomic alteration in Metastatic Breast Cancer (MBC) with Leptomeningeal Metastasis
(LM). Frequency plot of copy number alterations (CNA) in 22 MBC with LM. Amplifications
and deep deletion are indicated as orange/red and blue, respectively. Orange is for 4<CNA<®6,
red is for CNA>6 and blue is for CNA<O0.5. Green is for specific loci amplifications (CNA>4).
The black arrows indicate the segments or loci that contain specific genes of interest. All
segments boundaries are in Table S1. (A) Metastatic Breast Cancer (MBC) with Leptomeningeal

Metastasis (LM) (n = 22). (B) HR+/HER- MBC (n =13). (C) TNBC (n=9).
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Fig. 3 Genetic alteration in Metastatic Breast Cancer (MBC) with Leptomeningeal Metastasis

(LM) compared to three breast cancer databases from https://www.cbioportal.org/. INSERM,

PLoS Med 2016 annotated as INSERM, METABRIC annotated as METABRIC and MSK,
Cancer Cell 2018 annotated as MSK. We selected only MBC in databases. (A) HR+/HER- MBC

(n = 13). (B) TNBC (n = 9).
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BRCA1/2 deep deletion @ METABRIC HR+/HER?2- (n = 617) BRCAI1/2 deep deletion @ METABRIC TNBC (n =289)

BRCA1/2 mutation BRCA1/2 mutation
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T T T T 1
S » » N S S S - » N S N
Percentage of patients with genomic alterations Percentage of patients with genomic alterations
o " LM HRHHE2-  INSERM HR-HER2-  MSK HR+HER2- METABRIC HR+HEKR2- S—— < LM TNBC INSERM TNBC MSK TNBC METABRIC TNBC
Genomic wlteration s 2 = = Geuomic alteration A5 S A =
(n=13 21) ¢ @=9) @= 51) (n=%7) (n=289)
MYC amplification 46.2 16.8 24 R4 MYC amplifiestion TR 275 17.2 3.2
FGFRI amplification 385 16.8 13.8 8.1 [N 59 20 R0
CCNDI amplification 385 bk 2.8 9.1 2 157 24 42
TI53 deep deletion 30.8 28 0.6 0.3 22 00 0.0 0.0
TI’53 mutation 385 26.6 L7 10.0 55.6 745 93.1 747
BRCAL2 deep deletion 154 14 us 0.0 BRCAL2 deep deletion 2.2 5y 0.0 0
BRCAL/2 mutation 154 12 48 21 BRCAL2 mutation 1.1 59 5.0 55
PIKICA mutation 30.8 37.1 39.1 60.0 PIK3CA mutation 22.2 R 10.3 17.6

Table 1. Cytoband boundaries of all chromosomes segment plot in Fig. 2.
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Chr|Chr Segment| Start End Start End
1 1pA 0 60800000 | p36.33 | p32.1
1 1pB 50800000 | 123400000 p31.3 | p11.1
1 1A 1.23E+08 | 185800000 g1l [ g253
1 19B 1.86E+08 | 248956422 g31.1 | g44
2 2pA 0 47500000 p253 | p21
2 2pB 47500000| 93900000 p16.3 | p11.1
2 2gA 93900000| 147900000 q11.1 | g22.3
2 2qB 148E+08 | 242193529 q23.1 | g37.3
3 3pA 0 44200000 p26.3 |p21.32
3 3pB 44200000| 90900000 [p21.31[ p11.1
3 3gA 90900000| 139000000 q11.1 | g22.3
3 3gB 1.39E+08 | 198295559 q23 q29
4 4pA 0 27700000 p163 | p152
4 4pB 27700000| 50000000 p15.1 | pi1
4 4gA 50000000| 119900000 q11 q26
4 4qB 1.2E+08 190214555 Q27 | q352
5 SpA 0 24600000 |p15.33| p14.2
5 5pB 24600000 48800000 p14.1 | p11
5 5gA 48800000| 115900000 q11.1 | g22.3
5 5qB 1.16E+08 | 181538259 gq23.1 | 935.3
6 BGpA 0 30500000 p253 | p22.1
6 6pB 30500000| 59800000 [p21.33| p111
6 BgA 59800000 114200000 q11.1 | g21
6 6qB 114E+08 | 170805879 q22.1 | qg27
7 7pA 0 28800000 p22.3 | p15.1
7 7pB 28800000| 60100000 p14.3 | p11.1
7 79A 60100000| 107800000 q11.1 | g22.3
7 7qB 1.08E+08 | 159345973 g31.1 | 936.3
8 8pA 0 23500000 p23.3 | p213
8 8pB 23500000| 45200000 p21.2 | p11.1
8 8gA 45200000 92300000 q11.1 | g21.3
8 8gB 92300000 145138636 q221 | 243
8 9pA 0 25600000 p24.3 | p21.3
9 9pB 25600000| 43000000 p21.2 | p11.1
9 9gA 43000000| 91200000 ql1l [ g222
9 9qB 91200000| 138394717 [g22.31| g34.3
10 10pA 0 18400000 p153 |p12.32
10 10pB 18400000| 39800000 |p12.31]| p111
10 10gA 39800000 86100000 q11.1 | g23.1
10 10gB 86100000| 133797422 q232 | 9263
11 11pA 0 27200000 p15.5 | p14.2
11 11pB 27200000| 53400000 p14.1 |p11.11
11 11gA 53400000| 93000000 ql1l [ q14.3
11 11gB 93000000 135086622 g21 925
12 12pA 0 19800000 |p13.33| p123
12 12pB 19800000| 35500000 p12.2 | p11.1
12 120A 35500000 86300000 q11 [g21.31
12 12qB 86300000| 133275308 [qg21.32 [q24.33
13 13gA 17700000| 59000000 ql1l [ g21.1
13 13gB 655200000 114364328 [qg21.32| 34
14 14gA 17200000| 61600000 q11.1 | 9231
14 14gB 651600000 107043718 g23.2 | q32.33
15 150A 19000000| 49200000 ql11 | g211
15 15gB 49200000| 101991189 g21.2 | g26.3
16 16pA 0 16700000 p13.3 |p13.11
16 16pB 16700000| 36800000 p123 | p111
16 16gA 36800000| 66600000 ql1.1 ]| g21
16 16gB 66600000 90338345 q22.1 | g24.3
17 17pA 0 10800000 p13.3 | p131
17 17pB 10800000| 25100000 p12 | p11.1
17 17gA 25100000 52100000 ql11 [g21.33
17 17gB 52100000| 83257441 g22 | g25.3
18 18pA 0 8500000 p11.32 [p11.23
18 18pB 8500000 18500000 |p11.22| p111
18 18gA 18500000| 50700000 q11.1 | g21.1
18 18gB 50700000| 80373285 gq21.2 | 23
19 19pA 0 12600000 p13.3 | p13.2
19 19pB 12600000| 26200000 |p13.13| p11
19 190A 26200000 42900000 qll [ qi32
19 19gB 42900000| 58617616 [qg13.31[g13.43
20 20pA 0 12000000 p13 | p12.2
20 20pB 12000000| 28100000 p121 | p111
20 20gA 28100000| 47800000 gq11.1 |g13.12
20 20gB 47800000| 64444167 [qg13.13[qg13.33
21 21gA 12000000| 30200000 q11.1 | g21.3
21 21gB 30200000| 46709983 [g22.11| g22.3
22 22gA 15000000| 31800000 ql1l1 | g122
22 22gB 31800000| 50818468 gq12.3 |g13.33
X XpA 0 31500000 | p22.33 | p21.2
X XpB 31500000 61000000 p211 | p111
X XgA 61000000| 109400000 q11.1 | g22.3
X XgB 1.09E+08 | 156040895 q23 q28
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THESE SOUTENUE PAR : Louis LARROUQUERE
TITRE :

LEPTOMENINGITES CARCINOMATEUSES DE CANCER DU SEIN : ANALYSE
GENOMIQUE D’UNE COHORTE RETROSPECTIVE ‘

CONCLUSION :
Background. This retrospective study explored a cohort breast cancer patient with
leptomeningeal metastases (LM) who participated in a molecular tumor screening program. This

is the largest cohort of breast cancer patients with LM whose tumor molecular profile has been

* established to date.

Methods. Clinicopathological data were extracted for 22 breast cancet patients with LM who
underwent molecular sereening (PROFILERO1 (NCT01774409) or SAFIR02 Breast
(NCT02299999)). Clinical outcomes wete reported using K‘a,’plagijeier and compared using
log-rank test. Genomic alterations were compared to three breas"t cancer databases from
https://www.cbioportal.org/ (INSERM, PLoS Med 2016; METABRIC, Nature 2012 & Nat
Commun 2016; MSK, Cancer Cell 2018).. ‘

Results. Median time to death from first metastasis diagnosis wajas 23.4 months (95% CI 15.5-
48.3) and median time to death from LM diagnosis was 1.7 moﬂths (95% CI 0.8-3.7). MYC
(12/22; 54.5%), FGFR1 (6/22; 27.3%), and CCNDI1 (7/22; 31.89%) were amplified. In
HR+/HER- (13/22), both FGFR1 and CCND1 were amplified in 38.5% of cases (5/13). In triple
negative breast cancer (TNBC) (9/22), MYC was amplified in 77.8% of cases (7/9). BRCA1 or
2 deficiency (6/22; 27.3%) and MYC amplification were found :inhigher rate when compared to
MBC selected databases.

Conclusion. MYC, FGFR1, CCND1 amplification and BRCA 1/2 deficiencies were frequent
genomic alterations in MBC with LM. Targeted screening for asymptomatic LM at risk of
developing LM based on these alterations could improve overali survival by allowing the use of

all treatment options prior to neurological impairment.
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