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RESUME

L’étude du pronostic des patients, c’est-a-dire la capacité a prédire la survenue d’un
événement, est une problématique centrale en Oncologie. Plusieurs recommandations existent
sur la bonne pratique pour I'étude d’un parametre et la création d’un score pronostique,
notamment une méthodologie développée par D. Vernerey (NNT : 2016BESA3004) ainsi que des
recommandations concernant le rapport des résultats (TRIPODS statements). L'intérét de I'étude
du pronostic des patients dans le cancer du colon localisé est triple: i) aider a la prise de décision
pour l'introduction d’une chimiothérapie adjuvante chez les patients atteints d’un cancer du
colon de stade Ilii) diminuer le sur-traitement par chimiothérapie aprés une chirurgie chez les
patients ayant un cancer du colon de stade lll et ainsi réduire les séquelles neurologiques liées a
I’oxaliplatine, iii) aider a la stratification et au design des essais thérapeutiques.

Les objectifs de cette these étaient de résumer les facteurs pronostiques connus dans les
cancers du colon localisé, et notamment les cancers du colon de stade lll, d’identifier et de
s’approprier une méthodologie adaptée pour [I'évaluation précise des paramétres
potentiellement associés avec la survie, et d’appliquer cette méthodologie pour la création d’un
outil pronostique visant a expliquer le plus précisément possible le pronostic des patients
atteints d’un cancer du colon localisé.

Dans un premier temps, nous avons analysé de fagon précise la valeur pronostique du
dosage biologique d’un marqueur tumoral connu de longue date: I'antigéne carcino-
embryonnaire (ACE). En effet, celui-ci est utilisé de fagon peu précise dans la littérature avec un
seuil de positivité trés débattu. Nous avons montré que les patients ayant une valeur de I’ACE en
post-opératoire considérée comme normale selon les seuils usuels constituaient une population
tres hétérogene en terme de risque de rechute et de déces. Nous avons modélisé la relation
entre I'ACE et les survies sans maladie et globale, puis validé un seuil inférieur a celui utilisé
usuellement pour la détection optimale du risque de progression et de décés. Cette étude a été
menée dans 2 cohortes différentes : une cohorte de patients ayant un cancer du colon de stade
Il (étude MOSAIC), et une cohorte de patients traités pour un cancer du colon de stade Ill (étude
MOSAIC puis validation externe dans I'étude PETACC-8). Chez les patients atteints d’un cancer
du colon de stade Il a haut risque de rechute, le dosage de I'ACE permettait d’identifier les
patients bénéficiant de l'ajout de l'oxaliplatine a une chimiothérapie adjuvante a base de
fluoropyrimidines seules.

Apres avoir validé la méthodologie de Vernerey et al pour I'étude d’un paramétre
pronostique, nous avons appliqué ses recommandations pour la création d’un score pronostique
dans le cancer du colon de stade Ill. Dans cette optique plusieurs modeles ont été créés afin de
déterminer I'apport des différents groupes de variables a notre disposition (clinique,
anatomopathologiques, biologiques, et moléculaires) dans I'estimation du pronostic de ces
patients. Nous avons montré que l'ajout successif de ces différents parameétres améliorait
significativement I'estimation du pronostic des patients. Enfin, a partir d'un modéle regroupant
toutes ces variables, nous avons, toujours en suivant une méthodologie rigoureuse, créé un
score pronostique et un nomogramme permettant d’expliquer avec des bonnes performances la
survie sans maladie (c-index 0,70) et la survie globale (c-index 0,73). Ces outils n’avaient pas de
caractére prédictif pour prédire le bénéfice de I'ajout du cetuximab a une chimiothérapie par
FOLFOX chez les patients atteints d’un cancer du colon de stade Il et inclus dans I’étude PETACC-
8. Cette étude nécessitera une validation externe dans le futur.

En conclusion, une approche méthodologique rigoureuse permet de mieux évaluer et
exploiter des facteurs pronostiques, méme connus, et de créer des outils permettant de
répondre a des questions cliniques contemporaines pertinentes.



SUMMARY

The study of patients’ prognosis, that is to say the ability to predict the occurrence of
an event, is a central issue in oncology. Several guidelines for the study of the prognostic
capacity of a factor and the creation of a prognostic score exist, in particular the one by D.
Vernerey et al (NNT 2016BESA3004) for the methodology and the statistical tools and the
TRIPOD statement for the reporting of the results. The aims of studying prognosis for
patients with a localized colon cancer are: i) to help clinician decide whether adjuvant
chemotherapy should be administered for stage Il colon cancer, ii) to decrease over
treatment for stage Il colon cancer and thus decrease the oxaliplatin related neuropathy, iii)
to better stratify and design the clinical trials.

The aims of this PhD thesis were, firstly, to summarize the known prognostic factors
for localized colon cancer (specifically for stage Ill colon cancer), secondly to identify and
better understand an appropriate and rigorous methodology for the precise evaluation of a
prognostic factor and score, and finally to apply this methodology in order to construct a
prognostic tool for the prediction of recurrence or death in localized colon cancer.

The first step of this work was to analyse precisely the prognostic value of a well
known underestimated biological marker: the carcinoembryonic antigen (CEA). Indeed, the
cut-point value for “normal” CEA is debated in the literature. We showed that patients with
a value of post operative CEA considered as normal were in fact a very heterogeneous
population in term of risk of recurrence and death. We modelled the relation between CEA
level and disease free and overall survivals, and then we validated a lower cut-point value
for CEA that better predicted the risk of recurrence or death. This work was led in two
cohorts: one of stage Il colon cancer (MOSAIC trial), and one of stage Ill colon cancer
(MOSAIC trial and external validation in the PETACC-8 trial). In the patients with stage Il
colon cancer, we found a predictive value of the CEA level: only patients with high risk stage
Il colon cancer with a high post operative CEA level benefited from the oxaliplatin addition to
the fluorouracile chemotherapy backbone.

The second step of this work was to apply Vernerey’s methodology for the creation
of a prognostic score in stage lll colon cancer. In this study, we created four models in order
to analyse the input of different kinds of variables in the prognosis assessment: clinical,
pathological, biological, and molecular variables. We showed that the addition of
pathological, biological and molecular variables increased significantly the performance of
the prediction model. Then we created a score and a nomogram for each survival endpoint
with a good discrimination (c-index=0.70 for disease free survival, and 0.73 for overall
survival). However, no predictive value was found for these scores in term of chemotherapy
benefit. This study will have to be validated externally.

To conclude, a rigorous methodological approach leads to better evaluation and
utilisation of prognostic factors, and helps create effective prognostic tools and answer
relevant clinical questions.
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1 INTRODUCTION

1.1 Cancer du colon épidémiologie et principales caractéristiques

1.1.1 Epidémiologie

Le cancer du colon est le troisieme cancer le plus fréquent chez les hommes et le
second chez les femmes avec 44 872 nouveaux cas en France en 2017 dont 24 035 chez les
hommes et 20 837 chez les femmes (1).

Le nombre de décés en France en 2017 était de 17 684 (9 294 chez les hommes, 8
390 chez les femmes). En comparaison, le cancer du poumon était le plus grand pourvoyeur
de décés avec 49 109 en 2017.

Le cancer colique est diagnostiqué a un stade localisé dans 75% des cas. Dans 40 a
60% des cas, les patients développent des métastases, principalement hépatiques. Le cancer
du colon est alors considéré comme incurable. En revanche, lorsqu’il est diagnostiqué a un
stade localisé, il est curable dans 70% des cas lorsqu’il existe une atteinte des ganglions

(stade Ill) et dans 85 a 95% des cas en absence d’envahissement ganglionnaire (stades | et Il).

1.1.2 Histologie et classification

Sur le plan histologique, la trés grande majorité des cas (90%) est représentée par les
adénocarcinomes lieberkiihniens, développés au sein des glandes de Lieberkiihn. Ces
glandes participent a I'absorption et a la digestion des aliments. Il s’agit de cellules positives
pour la cytokératine (CK) 20, négatives pour la CK7, et positives pour le facteur de
transcription CDX2. Les tumeurs microsatellites instables (MSI) ont tendance a étre le plus
souvent CK20 négatives (2).

Sur le plan moléculaire il est recommandé de rechercher des mutations de la voie des
MAP kinases : KRAS et NRAS conférant une résistance aux anti EGFR, et BRAF pour son
aspect pronostique et I'inclusion dans des essais thérapeutiques étudiant des thérapies anti
BRAF. De méme le statut microsatellitaire est recherché sur les tumeurs du colon. La
présence d’une instabilité microsatellitaire est une voie d’oncogéne bien connue dans les
cancers du colon. Elle est le reflet d’'une mauvaise réparation de I’ADN par les cellules

tumorales.

15



Outre la

confirmation du diagnostic et du type histologique, |'examen

anatomopathologique permet la stadification du cancer colique. En effet, en suivant les

critéres de I’AJCC-UICC (8¢ édition, 2017) les tumeurs sont classées en fonction de :

1. La profondeur de I'envahissement tumoral pariétal (stade T)

2. La présence et le nombre de ganglions envahis, le cas échéant (stade N)

3. La présence de métastases locorégionales détectées sur la piece opératoire

(carcinose péritonéale) ou a distance (stade M).

La classification TNM est résumée dans le tableau ci-dessous.

Critére | Description
T1 Tumeur envahissant la sous muqueuse
T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T T3 Tumeur envahissant la sous séreuse
Tumeur pénétrant le péritoine viscéral et/ou envahissant au moins une
T structure/organe de voisinage
NO Pas d’envahissement ganglionnaire
1 a 3 ganglions régionaux envahis
- Nla: métastase dans 1 ganglion
N1 - N1b: métastases dans 2 a 3 ganglions
N - Nic: dépots tumoraux satellites dans le sous séreuse ou dans le tissu
péri colique
Au moins 4 ganglions envahis
N2 - N2a:4 a6 métastases ganglionnaires
- N2b: plus de 7 métastases ganglionnaire
Mo Pas de métastase a distance
M M1  Présences de métastases a distance

Tableau : classification TNM des cancers coliques selon I’AJCC UICC 2017 (8¢ édition).
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1.2 Cancer du colon localisé, traitement

1.2.1 Stadesletll

Les cancers du colon de stade | sont définis par la présence d’une tumeur envahissant
la musculeuse dans le pire des cas, sans atteinte ganglionnaire (pT1-2NOMO). La survie
globale a 5 ans étant de 90% environ, il n’est pas recommandé de réaliser un traitement
adjuvant apres la chirurgie de la tumeur primitive (3,4).

Les cancers du colon de stade Il sont définis par la présence d'une tumeur
envahissant les organes de voisinage au pire, toujours en absence d’envahissement
ganglionnaire (pT3-4NOMO) (5). La population des patients atteints d’un cancer du colon de
stade 2 est trés hétérogene. En effet, selon que la tumeur est classée pT3 ou pT4 la survie
peut varier de 58,4% a 87,5% a 5 ans (5). Les données concernant le bénéfice de la
chimiothérapie adjuvante chez les patients atteints d’un cancer du colon de stade Il restent
débattues. Ces données proviennent principalement des études QUASAR, NSABP C01 et C02,
et de la méta-analyse IMPACT-B2 (6,7).

Dans cette derniéere, la chimiothérapie adjuvante n’apportait pas de bénéfice dans les
cancers du colon de stade Il. En effet, le bénéfice absolu en terme de survie globale a 5 ans
et de survie sans événement a 5 ans était respectivement de 2% et de 3% (7). La méme
amplitude bénéfice en terme de taux de rechute était rapportée dans I'étude QUASAR (6).
De plus, les études NSABP C01 et C02 apportent des données contradictoires concernant la
chimiothérapie adjuvante: I'étude NSABP C01 n’a pas montré de bénéfice a la
chimiothérapie adjuvante par rapport a la chirurgie seule, tandis que I'’étude NSABP C02 a
montré un bénéfice de I'administration péri opératoire intra-portale de chimiothérapie
comparée a la chirurgie seule (bénéfice absolu de 12% en faveur du groupe chimiothérapie).

Récemment, la mise a jour a 10 ans de I'étude MOSAIC (8,9), comparant le LV5FU2
(5-fluorouracile + leucovorine) au FOLFOX (LV5FU2 + oxaliplatine) ne montrait pas de
bénéfice a la bithérapie méme dans le sous groupe de pronostic défavorable des patients
ayant une tumeur pT4, une perforation digestive et/ou moins de 10 ganglions analysés.

En résumé, toutes ces analyses de sous-groupes issues d’études de phase I,
montrent un bénéfice trés modeste de la chimiothérapie adjuvante dans les cancers du
colon de stade I, avec un gain en survie de 2 a 5%. Ces données tendent a proposer un

traitement adjuvant uniquement chez les patients ayant une tumeur microsatellites stables
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(MSS) avec des facteurs de mauvais pronostic (tumeur pT4, perforation ou occlusion
tumorale, moins de 12 ganglions analysés, présence d’emboles
vasculaires/lymphatiques/péri nerveux, tumeur indifférenciée) (3,4). Dans ce cas, un
traitement par LV5FU2 seul semble raisonnable. Cette proposition de traitement est un

consensus d’experts.

1.2.2 Stades lll

Le cancer du colon de stade Il est défini par la présence d’une atteinte ganglionnaire
régionale, sans atteinte métastatique. Il peut étre dichotomisé en stade Ill a « bas risque »
de récidive (pT3N1) ou a « hautrisque » de récidive (pT4 et/ou N2). La chimiothérapie
adjuvante a base de fluoropyrimidine est recommandée chez tous les patients atteints de
cancer du colon de stade lll. En effet, elle réduit le risque de déces de 10-15% pour une
monothérapie par LV5FU2, et de 20-22% pour une bithérapie (FOLFOX) (3,4).

Le bénéfice du 5-fluorouracile (5FU) est connu depuis les années 1990. Différents
types d’administration du 5FU ont montré des résultats similaires comparés a la chirurgie
seule avec un bénéfice en survie de 12 a 16% (6-8,10). Le régime LV5FU2 a été préféré au
FUFOL pour des raisons de tolérance (11,12). La capécitabine, pro-drogue orale du 5FU, a
montré sa non infériorité par rapport au 5FU dans cette indication (13,14).

L’adjonction de l'oxaliplatine a une monothérapie par 5FU a été étudiée ensuite. Les
2 études principales (MOSAIC et NSABP C07) ont montré des résultats similaires avec un
bénéfice de I'ajout de I'oxaliplatine en terme de survie globale de 8,1% dans I'étude
MOSAIC, et en survie sans maladie de 6,6% a 3 ans dans I'étude NSABP C07 (9,15). De fagon
similaire la bithérapie capécitabine+oxaliplatine semble supérieure a la monothérapie dans
cette indication (16,17). La bithérapie fluoropyrimidine+oxaliplatine est donc devenue le
standard dans le traitement adjuvant des cancers coliques de stade Il (4).

Les essais d’amélioration des traitements adjuvants du cancer du colon de stade |l
ont tous échoués :

- Lirinotecan a été testé dans 3 essais qui étaient négatifs (18-20).
- Le bevacizumab retardait la survenue des rechutes dans I'étude NSABP CO8 et il

existait une tendance a un effet délétére dans I’étude francaise AVANT (21-23).
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- Le cetuximab n’a pas montré d’efficacité dans les deux études internationales

menées : PETACC-8 et NO147 (24,25).

Globalement, 100% des patients atteints d’un cancer du colon de stade Ill sont traités

par chimiothérapie adjuvante avec un risque de séquelles neurologiques au long cours alors

que seulement 20% bénéficient de ce traitement. Il est donc nécessaire de mieux évaluer le

pronostic de ces patients pour éventuellement éviter une durée de traitement trop

importante voire un traitement adjuvant inutile a certains d’entre eux.

50% de patients guéris
par la chirurgie seule

20% de patients
guéris par la o
chimiothérapie TT
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Les principaux essais thérapeutiques dans le cancer du colon adjuvant sont résumés

dans le tableau ci-aprés.
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Etude Année de publication Phase Stade Bras controle Bras expérimental (exp) | Survie sans maladie contréle/exp Survie globale contrdle/exp
IMPACT B2 Lancet Lond Engl 1995 Meta- 1] Pas de chimio (n= | Chimiothérapie / A5 ans : 80%/82% (HR: 0.86, 90% Cl:
analyse 507) adjuvante (n=1016) 0.68-1.07, p=0.057)
NSABP CO1 résultats a 10 | Wolmark J Natl Cancer Inst | IlI Duke B C Pas de traitement Chimiothérapie 7% de différence en terme de SSM a 5 ans SG a 10 ans:HR 0.89 (0.72 to 1.09) p=
ans 1988 (n=394) adjuvante (5- | SSM a 10 ans: MOF vs chirurgie HR:0.88 (0.72 to | 0.24
Smith et al J Natl Cancer Inst FU/semustine/vincristin 1.07) p=0.19
2004 e (n=379); ou BCG
adjuvant (n=393)
NSABP C02 Wolmark J Clin Oncol 1990 i Duke AbC Chirurgie seule | Chimiothérapie intra | A5 ans: 60%/69% p=0.02 A5 ans: 70%/78% p=0.07
(n=581) portale péri opératoire
5FU (n=577)
NSABP C03 Wolmark J Clin Oncol 1993 Iland Il MOF S5FU/LV A 5 ans: 54%/66% p=0.0004 A5 ans: 66%/76% p=0.003
(n=542) (n=539)
QUASAR QUASAR collaborative group I-11 Chirurgie seule | Chimiothérapie RR pour la rechute 078 (95% ClI 0:67-0-91; | RR (chimio vs chir) 0.82 (95% ClI 0.70—
Lancet 2007 (n=1617) (n=1622) p=0.001 0.95; p=0.008
MOSAIC André et al J Clin Oncol 2015 1] Iland 11l LV5FU2 (1123) FOLFOX4 A 10 ans 61.7%/67.5% A 10 ans 67.1%/71.7%
(h=1123) HR 0.82 (0.71-0.95) p=0.007 HR 0.85 (0.73-0.99); p=0.043
NSABP C07 Kuebler J  Clin  Oncol | Il Iland Il 5FU/LV (n=1245) 5FU/LV-oxali A5 ans: 64.2%/69.4% A5 ans: 78.8%/81.8%
2007/Yothers ) Clin Oncol (n=1247) FLOX vs FULV: HR 0.82 (0.72-0.93) p=0.02
2011
XELOXA/Schmoll/NO16968 Schmoll J Clin Oncol 2015 111 111 FU/FA, CAPOX, A 7 ans: 56%/63% HR (exp vs controle) 0.80; IC | A 7ans: 67%/73% HR (exp vs
(n=942) (n944) 95%, 0.69-0.93; p=0.004 contrdle), 0.83; IC95%, 0.70-0.99;
p=0.04
NSABP C08 Allegra J Clin Oncol 2011 I Iland Il FOLFOX6 (n=1356) FOLFOX6+bevacizumab A3 ans: 75.5%/77.4% /
(n=1354) HR (exp vs controle), 0.89; IC95%, 0.76 to 1.04;
p=0.15
AVANT De Gramont Lancet Oncol 2012 | 1lI 1] FOLFOX (n=955) FOLFOX or CAPOX + | HR bevacizumab—FOLFOX4 versus FOLFOX4: 1.17 | HR bevacizumab—FOLFOX4 versus
bevacizumab (n=1912) (1C95%1 0.98-1.39; p=0.07), et pour bevacizumab— | FOLFOX4 1.27 (1.03-1.57; p=0.02), et
XELOX versus FOLFOX4 1.07 (0.90-1.28; p=0.44). pour  bevacizumab-XELOX versus
FOLFOX4 1.15 (0.93-1.42; p=0.21).
PETACC-8 Taieb Lancet Oncol 2014 1 i FOLFOX (n=1279) FOLFOX cetuximab | Population RAS sauvage: A 3 ans 91.2%/89.7% HR (exp vs
(n=1280) A 3 ans 78%/75.1% HR (exp vs contréle) 1.05 | contréle) 0.98 (0.67-1.44)
(C195% 0.85-1.29)
NCCTG NO147 Alberts JAMA 2012 1] 1] FOLFOX6 (n=1337) FOLFOX6 cetuximab | Population KRAS sauvage: A 3 ans 87.3%/85.6% HR (exp vs
(n=1349) A 3 ans 74.6%/71.5% HR (exp vs controle), 1.21 | contréle) 1.25 (0.92-1.68) p=0.15

(C195% 0.98-1.49); p=0.08

PETACC-3

Van Cutsem J Clin Oncol 2009

LV5FU2 (1149)

FOLFIRI (n=1149)

A5 ans:
54.3%/56.7% p=0.106

A5 ans:
71.3%/73.6% p=0.094

Tableau : principales études adjuvantes dans le cancer du colon localisé

Abréviations : DFS: disease-free survival, OS: overall survival; Exp: bras expérimental; HR: hazard ratio, RR: risque relatif; Traitements: MOF: semustine + vincristine + 5 fluorouracile SFU/LV or LVSFU2 or
FU/FA: 5 fluorouracile + leucovorine, FOLFOX: LVSFU2 + oxaliplatine, CAPOX: capécitabine + oxaliplatine, FOLFIRI: LV5FU2 + irinotecan
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1.2.3 Délai d’introduction du traitement adjuvant

Le délai entre la chirurgie et le début du traitement adjuvant est relativement bien
codifié. En effet une méta-analyse de 14 essais a montré qu’un délai dépassant les 8
semaines augmentait le risque relatif de décés (26). Cependant certaines études de cohortes
montrent que le bénéfice de la chimiothérapie adjuvante peut s’étendre jusqu’a 6 mois
aprés la chirurgie (27-29). En particulier, I’étude de Gao et al portant sur plus de 10 000
patients retrouvait un bénéfice de I'introduction d’une chimiothérapie adjuvante jusqu’a 21

semaines apres la chirurgie (27).

1.2.4 Durée du traitement adjuvant

Afin de réduire la neuro-toxicité séquellaire de I'oxaliplatine, plusieurs études ont tenté
de diminuer la durée de la chimiothérapie adjuvante d’abord de 12 mois a 9 mois, puis de 9
mois a 6 mois (11,30-33). La derniére en date est I'essai international IDEA, dont I'objectif
était de montrer la non-infériorité d’un traitement de 3 mois par rapport a un traitement de
6 mois (34-39). Plus de 12 000 patients ont été randomisés dans cet essai. Si la non-
infériorité n’a pu étre démontrée, les résultats des analyses en sous-groupes (portant
chacune sur plus de 3000 patients) ont permis d’établir des recommandations pour la durée
de traitement ainsi que les molécules utilisées dans les cancers coliques de stade lll :

- Chez les patients a bas risque de rechute : capécitabine+oxaliplatine pendant 3 mois.

- Chez les patients a haut risque de rechute : FOLFOX pendant 6 mois.

La diminution de la durée de chimiothérapie était associée a une réduction significative

des effets secondaires et des colts (36—39).
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Regimen

3 yr DFS rate (%) and CAPOX FOLFOX CAPOX/FOLFOX combined
HR by regimen and
risk group 3 yr DFS, % (95% Cl 3 yr DFS, % (95% CI 3 yr DFS, % (95% Cl
yr DFS, % (95% Cl) HR yr DFS, % (95% ClI) HR yr DFS, % (95% CI) HR
95% Cl, 2
3m 6m { 4 3m 6m (95% i) 3m 6m (95% cl)

Low-risk
(T1-3N1)
~60%

85.0 83.1 0.85 81.9 83.5 1.10 83.1 83.3 1.01
(CERR:CX)MNCERE-ER) MNP NIl (30.2-83.6) | (81.9-85.1) | (0.96-1.26) | (81.8-84.4) | (82.1-84.6) | (0.90-1.12)

Risk
group

High-risk | o) 4 64.0 1.02 61.5 64.7 1.20 62.7 64.4 1.12

‘L‘L;’ N2) | (61.3-67.1) | (61.267.0) | (0.89-1.17) [N RN EIRC RN R AR (60.58-64.4) | (62.6-66.4) | (1.03-1.23)
Risk 75.9 74.8 0.95 73.6 76.0 116 P-value interaction test:

isk groups i ) 1 . . . . ;
combined | (74.2-77.6) | (73.1-76.6) | (0.85-1.06) | (72.2-75.1) | (74.6-77.5) | (1.06-1.26) Regimen: 0.0061

Risk group: 0.11

Non-inferior Not proven Inferior

Tableau : résumé des taux de survie sans maladie (DFS) a 3 ans selon les groupes de
traitement et de risque de rechute dans I'étude IDEA, d’aprés Grothey et al, New England
Journal of Medecine 2018.

1.3 Facteurs pronostiques des cancers coliques localisés

Une des possibilités pour améliorer la prise en charge adjuvante des cancers du colon
localisés est 'amélioration de la compréhension du pronostic des patients. Ceci passe par la
compréhension anatomopathologique du développement tumoral et de la réponse

immunitaire, mais aussi par I’analyse en biologie moléculaire des tumeurs.

1.3.1 Facteurs anatomopathologiques

L’analyse anatomopathologique permet de faire le diagnostic de cancer, mais aussi
d’en apprécier I'agressivité et donc d’estimer son pronostic. Le stade TNM déja mentionné
ci-dessus est en soi un élément pronostic majeur des cancers du colon. A ces facteurs

s’ajoutent certains parameétres témoignant de I'envahissement tumoral important.
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Le potentiel micro métastatique des tumeurs peut étre reflété par les emboles
vasculaires et lymphatiques. Ces derniers ont été montrés comme aussi importants que le
stade TNM dans certaines études (40). A ces emboles peuvent s’ajouter les engainements
péri-nerveux qui conférent au patient un mauvais pronostic en terme de survies globale et
sans maladie (41). Certaines études suggérent que ces deux facteurs sont synergiques (41).
Méme s’ils sont débattus, ces facteurs restent décisifs dans la prise de décision pour
I'indication d’un traitement adjuvant dans les cancers coliques de stade Il.

L’envahissement ganglionnaire étant un facteur pronostique a part entiére, certains
auteurs se sont penchés sur I'intérét d’un ratio entre le nombre de ganglions envahis et le
nombre de ganglions étudiés : le « lymph node ratio », LNR. Plusieurs études ont montré

gu’un LNR élevé conférait un moins bon pronostic en terme de survie (42-44).

1.3.2 Facteurs immunologiques

La meilleure compréhension de I'immunologie et I'avenement de I'immunothérapie
ont abouti a I'’étude des facteurs immunologiques influencant le pronostic des patients
atteints de cancer du colon. Les premiéres études de 2005 ont montré qu’une infiltration
lymphocytaire CD8 et CD4 intra tumorale était associée avec une meilleure survie et a une
probabilité moindre d’envahissement ganglionnaire et de récidive métastatique (45).

De ces travaux a découlé la création de I'lmmunoscore®, basé sur |'évaluation de
I'infiltration de différentes populations lymphocytaires au sein de la tumeur et sur le front
d’invasion tumorale (46,47). Cet Immunoscore® a été montré comme robuste et
reproductible. Il a notamment été validé sur des populations de patients atteints de cancer
du colon de stades Il et Ill (48). Cependant, la validation de ce score n’a pas inclus des
facteurs pronostiques forts tels que I'antigeéne carcinoembryonnaire (ACE), les statuts BRAF
et RAS. De plus, la discrimination de I'lmmunoscore® n’était pas parfaite avec un C-index a
0,58.

L'importance de linfiltration lymphocytaire a aussi été montrée par Emile et al
(49,50). Dans cette étude, l'infiltration lymphocytaire dans la tumeur était associée a un
meilleur pronostic en terme de survie sans maladie.

Bien que prometteurs, ces outils immunologiques ne sont pas encore utilisés en

pratique courante, et leur impact sur la décision thérapeutique n’est pas encore connu.
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1.3.3 Facteurs moléculaires

A l'origine de la carcinogénése, 3 mécanismes distincts ont été décrits : i) anomalies
du systeme mismatch repair (MMR), ii) méthylation des ilots CpG et iii) instabilité
chromosomique.

Le statut microsatellitaire instable (dMMR ou MSI), reflet de I'inefficacité du systéme
MMR, est présent dans environ 15% des cancers du colon. Sa prévalence est plus faible chez
les patients ayant un cancer du colon de stade IV (5% versus 20% chez les stades I-Il, et 12%
chez les stades Ill) (51). Dans un tiers des cas, le statut MSI est d’origine héréditaire
(Syndrome de Lynch). Chez les patients dont le statut MSI est sporadique, il est souvent
associé a une méthylation des ilots CpG ou a une mutation BRAF (dans environ 50% des cas).
Dans le cancer du colon de stade I, le statut MSI est de trés bon pronostic. Il n’est pas
recommandé de faire de la chimiothérapie adjuvante a un patient ayant une tumeur MSI,
peu importe la présence de facteurs de mauvais pronostic (52-54). Pour les cancers coliques
de stade lll, I'association du statut MMR avec la survie est moins claire. En effet, certaines
études semblent montrer un meilleur pronostic pour les patients MSI en terme de survie
globale et sans maladie, alors que d’autres non (55-57). Il faut souligner que ces études
portent sur un sous groupe relativement peu nombreux de patients. La derniere, et plus
importante analyse (4674 patients) ne montrait pas de différence de pronostic entre les
patients ayant un cancer du colon stade Ill MSI et MSS (75% vs 74% de taux de survie sans
maladie a 3 ans) (58). Le recoupement de certaines caractéristiques moléculaires (MMR,
BRAF, méthylation CpG) peut étre a I'origine de ces résultats contradictoires.

La méthylation des ilots CpG ou CpG island methylator phenotype (CIMP) est le
mécanisme de carcinogéneése décrit le plus récemment. Il est observé dans environ 18% des
cancers colorectaux. Il est dG a la méthylation des ilots CpG dans les promoteurs de certains
génes impliqués dans I'oncogenese, d’ou le possible recoupement avec les statuts MMR,
BRAF, et RAS. 'analyse de plusieurs études a permis de montrer que les tumeurs CIMP+ ont
une moins bonne survie globale et un taux de rechute plus important que les tumeurs CIMP-
(59-62).

Parmi les facteurs moléculaires impactant le pronostic des patients atteints de
cancers du colon localisé, les anomalies de la voie des MAP kinases (BRAF et KRAS/NRAS)

sont relativement fréquentes. En effet, on compte environ 9% a 12% de tumeurs mutées
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BRAF, dont 80% arborant la mutation V600E (63). Les données concernant la valeur
pronostique des mutations BRAF sont robustes car elles proviennent d’analyses post-hoc
d’essais prospectifs. La grande majorité des études montrent une association défavorable
entre la présence d’'une mutation BRAF et le pronostic des patients (64—68). La derniere
étude a montrer la valeur pronostique défavorable de telles mutations précisait que la
mutation BRAF constituait un facteur de mauvais pronostic uniquement chez les patients
MSS (67,68). L'autre anomalie de la voie des MAP kinases fréquemment retrouvée sont les
mutations KRAS qui sont présentes chez 15% a 37% des cancers du colon localisé (69-71). La
plupart des études s’accordent sur le pronostic péjoratif conféré par la présence d’'une
mutation KRAS (66,67,72,73) et ce, quelle que soit la localisation de la mutation sur le gene
(73-75). Si I'impact pronostic de ces mutations semble clair, la stratégie thérapeutique n’est
pas modifiée pour les patients non mutés KRAS suite aux résultats négatifs des essais testant
les anti EGFR en adjuvant.

Les anomalies moléculaires citées ci-dessus peuvent s’intégrer de facon plus large
dans des classifications moléculaires (76,77). La classification la plus connue a été publiée
par Guinney et al. A partir d’échantillons provenant de cancers du colon de stades | a IV
(dont environ 41% de stades Ill), les auteurs ont défini quatre sous groupes (consensus
molecular subtypes, CMS), chacun avec des spécificités génétiques. Par exemple, le sous

groupe CMS1 était associé aux mutations BRAF, et a un moins bon pronostic a la rechute.
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CMS1 CMS2 CMS3 CMs4

Sous-type (MSI/immun) (Canonical) (Métabolique) (Mésenchymateux)
% 14% 37% 13% 23%
Caractéristiques Femme . Stade plus avancé
cliniques Colon droit Colon gauche (11l ou IV)
Peu différencié
SCNA élevé
hy'\s(‘:"rrfmi;n ~ MSlouMSS, CIMP - Infiltration
) Mutations BRAF SCNA élevé , SCNA faible stromale
Mutations associées Infiltration et Activation de Mutations KRAS Activation TGFb
L WNT et MYC Dérégulation Angiogénese
activation , . ]
immunitaire métabolique Amplifications
HER2
. Survie faible aprés Meilleure survie Mauvaises SG et
Devenir R
rechute apres rechute SSR
SG 2 5 ans (1C95) 74% (69-79) 77% (74-80) 75% (70-80) 62% (58-66)
SSR 5 ans (1C95) 75% (70-80) 73% (70-77) 73% (68-80) 60% (55-65)
Survie médiane 9 mois 35 mois 20 mois 24 mois

apreés rechute

CIMP : CpG island methylation phenotype, SCNA : somatic copy number alteration.SG : survie globale,
SSR : survie sans rechute.

Tableau : classification CMS des cancers du colon et leurs caractéristiques moléculaires,
d’aprés Guinney et al, Nature Med.

1.4 Signatures moléculaires, scores pronostiques et nomogrammes

1.4.1 Signatures moléculaires

Afin de pouvoir estimer de fagon plus précise le pronostic des patients atteints de
cancer du colon, des signatures moléculaires ont été développées. Les signatures les plus
largement analysées sont Oncotype Dx Colon®, Coloprint®, Veridex® and GeneFx Colon®
(78-81). La plupart des études de validation de ces sighatures moléculaires ont été faites sur
des populations hétérogenes de patients atteints de cancers coliques de stades Il et Il
(Tableau ci-apres).

Les informations apportées par ces signatures moléculaires sont intéressantes, mais
ne sont pas utilisées en pratique courante du fait de leur faible pouvoir discriminatoire. En
effet, si on prend I'exemple d’Oncotype Dx Colon® dans les cancers du colon de stade lll, le
taux de rechutes a 5 ans chez les patients ayant un risque bas, intermédiaire et élevé selon la
signature était de 21%, 29% et 38% respectivement (78). Ces signatures n’apportent que peu

d’informations sur le bénéfice attendu de la chimiothérapie adjuvante.
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Signature Stade N 'Crltere de Résultats pour Type d’étude Référence
jugement les stades Il
Faible : 21% Essai clinique
(95Cl, 16-26), (NSABP-C-07)

Oncotype Dx 11 Taux de Intermédiaire : Yothers etal, J

colon . 892 rechutea5 29% (95Cl, 24- Clin Oncol

cancer® ans 34), 2013
Elevé: 38% (95ClI,
30-46)
Essai clinique .

Oncotype Dx R Di Narzo et al,
colon trI:iItlés 688 3G ;ta?\iR @ - (PETACC-3) J Nat Cancer

cancer® Inst 2014
[-11-111 FEIRICE dlehoss Cohortfe Salazar et al, )

Coloprint® traités 206 SSRa5ans e ?9'9_90'7) prospective Clin Oncol

ou non Elevé: 47.2% 2013
(95Cl, 25.8-68.6)
Essai clinique  DiNarzo et al,
Veridex® Il 688 56, S\'SR’ et - (PETACC-3) J Nat Cancer
SARa3ans
Inst 2014

SG ; survie globale, SSR : survie sans rechute, SAR : survie aprés rechute

Tableau : comparaison des différentes signatures moléculaires existantes dans le cancer du
colon localisé.

1.4.2 Scores pronostiques et nomogrammes

Contrairement aux signatures moléculaires qui sélectionnent et agrégent des profils
transcriptomiques semblables en terme de pronostic (sans connaitre a priori la valeur
pronostique de chaque geéne), certaines équipes ont essayé de préciser le pronostic des
patients atteints de cancer du colon localisé a partir des données cliniques,
anatomopathologiques et biologiques connues comme ayant une valeur pronostique.

Trois scores de ce type ont été développés (82—-84), chacun avec un jeu de variables
différent. Les variables incluses dans ces scores sont montrées dans le Tableau ci-apres.
Chaque score tente de prédire au mieux la survie globale et la survie sans maladie ou sans
rechute selon les scores. Il faut remarquer que leur efficacité n’est pas optimale avec des c-
index variant de 0,65 pour le score développé par Renfro et al, sur la base de données
ACCENT a 0,68 pour le score du Memorial Sloane Kettering Cancer Center. Par ailleurs, les
avancées en biologie moléculaire et en immunologie rendent caducs ces scores qui ne les

integrent pas. De ce fait ils ne sont pas utilisés en pratique courante.
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Score MSKCC Score ACCENT Numeracy
. . Renfro et al, J Natls Gill et al, J Clin
Weiser et al, J Clin Oncol 2011 Cancer Inst 2014 Oncol 2004
Stade Iletlll 11 Iletlll
For SG: For SSM: Age (SG uniquement) Age (SG
Age Age Sexe uniquement)
Sexe Sexe Race (SG pT, pN
pT, pN Localisation uniquement) Grade
Nombre de tumorale Indice de masse
ganglions ACE corporelle
positifs et pT Performance status
négatifs Grade, Emboles pT, Node ratio
Variables inclues Grade lymphatiques et Grade

dans le score Localisation tumorale

Chimiothérapie
adjuvante

vasculaires,
Emboles
périnerveux
Nombre de
ganglions positifs
et négatifs
Chimiothérapie
adjuvante

Critéres de jugement SG et SSM a 5 ans SG et SSRa 3 et5ans SG et SSM a 5 ans

Performance du
score

SG c-index : 0.66

SG crindex:: 0.68 SSR c-index : 0.65

SSM c-index : 0.66

SG : survie globale, SSM : survie sans maladie, SSR : survie sans récidive, c-index : indice de
concordance, ACE : antigene carcinoembryonnaire

Tableau : comparaison des différents score pronostiques existants dans le cancer du colon
localisé.

1.5 Les recommandations pour le rapport transparent d’un modeéle de
prédiction multivarié pour I’estimation du pronostic ou du diagnostic
(TRIPOD statements)

A l'instar des CONSORT statements pour le rapport des essais thérapeutiques, des
recommandations ont été publiées en 2015 (85). Leur objectif est de standardiser la
recherche statistique et I’estimation du pronostic dans la recherche médicale.

Vingt deux points sont donc a respecter dans la présentation des données
disponibles, la description des méthodes utilisées, et des résultats. Ce sont ces
recommandations que nous avons suivies pour I’écriture des articles de ce travail de théese.
Si les TRIPODS statements conseillent sur la présentation des résultats, ils ne fournissent pas

les outils méthodologiques a mettre en ceuvre pour chacune de leurs étapes.
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A1agno O

Section/topic

Item

Development
or validation?

Checklist item

Page

Title and abstract

Title 1 DV Identify the study as developing and/or validating a multivariable prediction model, the target
population, and the outcome to be predicted.
Abstract 2 DV Provide a summary of objectives, study design, setting, participants, sample size, predictors, outcome,
statistical analysis, results, and conclusions.
Introduction
Background and 3a DV Explain the medical context (including whether diagnostic or prognostic) and rationale for developing or
objectives validating the multivariable prediction model, including references to existing models.
3b DV Specify the objectives, including whether the study describes the development or validation of the
model, or both.
Methods
Source of data 4a DV Describe the study design or source of data (e.g., randomised trial, cohort, or registry data), separately
for the development and validation data sets, if applicable.
4b DAY Specify the key study dates, including start of accrual; end of accrual; and, if applicable, end of follow-up.
Participants 5a DV Specify key elements of the study setting (e.g., primary care, secondary care, general population)
including number and location of centres.
5b A% Describe eligibility criteria for participants.
5c DV Give details of treatments received, if relevant.
Outcome ba DAY Clearly define the outcome that is predicted by the prediction model, including how and when assessed.
6b DV Report any actions to blind assessment of the outcome to be predicted.
Predictors 7a DV Clearly define all predictors used in developing the multivariable prediction model, including how and
when they were measured.
b DV Report any actions to blind assessment of predictors for the outcome and other predictors.
Sample size 8 DV Explain how the study size was arrived at.
Missing data 9 DV Describe how missing data were handled (e.g., complete-case analysis, single imputation, multiple
imputation) with details of any imputation method.
Statistical 10a D Describe how predictors were handled in the analyses.
analysis
methods
10b D Specify type of model, all model-building procedures (including any predictor selection), and methed for
internal validation.
10c \ For validation, describe how the predictions were calculated.
10d DAY Specify all measures used to assess model performance and, if relevant, to compare multiple models.
10e Vv Describe any model updating (e.g., recalibration) arising from the validation, if done.
Risk groups 1 DV Provide details on how risk groups were created, if done.
Development vs 12 Vv For validation, identify any differences from the development data in setting, eligibility criteria, outcome,
validation and predictors.
Results
Participants 13a DV Describe the flow of participants through the study, including the number of participants with and
without the outcome and, if applicable, a summary of the follow-up time. A diagram may be helpful.
13b DV Describe the characteristics of the participants (basic demographics, clinical features, available
predictors), including the number of participants with missing data for predictors and outcome.
13c v For validation, show a comparison with the development data of the distribution of important variables
(demographics, predictors, and outcome).
Model 14a D Specify the number of participants and outcome events in each analysis.
development
14b D If done, report the unadjusted association between each candidate predictor and outcome.
Model 15a D Present the full prediction model to allow predictions for individuals (i.e., all regression coefficients, and
specification model intercept or baseline survival at a given time point).
15b D Explain how to use the prediction model.
Model 16 DV Report performance measures (with Cls) for the prediction model.
performance
Model updating 17 ) If done, report the results from any model updating (i.e., model specification, model performance).
Discussion
Limitations 18 DV Discuss any limitations of the study (such as nonrepresentative sample, few events per predictor, missing
data).
Interpretation 1%a Y, For validation, discuss the results with reference to performance in the development data, and any other
validation data.
19b DAY Give an overall interpretation of the results, considering objectives, limitations, results from similar
studies, and other relevant evidence.
Implications 20 DV Discuss the potential clinical use of the model and implications for future research
Other information
Supplementary 21 DV Provide information about the availability of supplementary resources, such as study protocol, Web
information calculator, and data sets.
Funding 22 DV Give the source of funding and the role of the funders for the present study.

ltems relevant only to the development of a prediction model are denoted by D, items relating solely to a validation of a prediction model are denoted by V, and items relating to both are
denoted D;V. We recommend using the TRIPOD Checklist in conjunction with the TRIPOD explanation and elaboration document.

Tableau : TRIPOD statements selon Moons et al.
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2 OBIJECTIFS DU TRAVAIL

Les patients atteints de cancer du colon localisé ont des pronostics trés hétérogénes, et
cela au sein d’un méme stade TNM. Peu d’outils performants sont disponibles pour évaluer
le pronostic de ces patients. Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été de

donner une meilleure caractérisation de leur pronostic.

Pour se faire ce travail s’est décomposé en 4 étapes :

1. Synthese des facteurs pronostiques dans le cancer du colon localisé

2. ldentifier et s’approprier une méthodologie statistique optimale pour I'étude de
certains parameétres possiblement en lien avec le pronostic.

3. Etudier finement la relation entre le facteur d’intérét et les criteres de jugement,
sous une forme continue ou aprés avoir défini un seuil optimal pour étudier cette
variable sous une forme catégorielle

4. Création d’outils pronostiques intégratifs : nomogramme et score pronostique.
Par ailleurs, les facteurs étudiés et les outils pronostiques construits ont été analysés afin

de déterminer leur valeur prédictive, ayant ainsi comme objectif d’aider le clinicien a

adapter le traitement adjuvant des patients atteints d’un cancer du colon localisé.
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3 MATERIEL ET METHODOLOGIE

3.1 Données disponibles pour I'’étude des facteurs pronostiques dans le
cancer du colon adjuvant.

Ce travail de thése est basé sur 'analyse a posteriori des données de deux études

prospectives de phase Ill randomisées internationales : MOSAIC et PETACC-8 (8,9,25).

3.1.1 Etude MOSAIC

L'étude MOSAIC a été publiée initialement en 2004 dans le New England Journal of
Medecine puis en 2015 dans le Journal of Clinical Oncology pour la mise a jour des données a
10 ans. L'objectif de cette étude était d’évaluer le bénéfice de I’'adjonction |'oxaliplatine a
une chimiothérapie par LV5FU2 chez les patients atteints de cancer du colon de stades Il et
lll. Au total, 2 246 patients ont été inclus, 1123 dans chaque groupe de traitement. Il y avait
899 (37%) patients avec une tumeur classée stade Il et 1347 avec une tumeur classée stade
I (63%).

Cette étude a montré une supériorité du FOLFOX par rapport au LV5FU2 seul dans la
population totale (HR: 0,851; 95%IC: 0,728-0,995; p=0.043 en faveur de l'ajout de
I'oxaliplatine) avec une survie globale a 10 ans de 71.7% versus 67.1% dans les bras FOLFOX
et LV5FU2, respectivement. En analysant les résultats par sous groupes, l'ajout de
I'oxaliplatine ne semblait bénéfique que chez les patients de stade .

Les données disponibles dans I'étude MOSAIC sont montrées dans le tableau ci-

apres.
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Figure : courbes de Kaplan Meier pour la survie globale de I’étude MOSAIC (mise a jour a 10
ans), d’aprés André et al, J Clin Oncol 2015.A : population globale, B : stades Il, C: stades I
N1, D : stades Ill N2.

3.1.2 Etude PETACC-8

L’étude PETACC-8 a été publiée en 2014 dans le Lancet Oncology. Son objectif était
d’évaluer l'intérét d’une thérapie ciblée anti-EGFR, le cetuximab, en adjuvant chez des
patients atteints de cancer du colon de stade lll. Au total, 2559 patients ont été inclus dont
1280 dans le bras FOLFOX-cetuximab et 1279 dans le bras FOLFOX seul. En cours d’étude un
amendement a été fait pour I'analyse systématique du statut moléculaire KRAS: la
population KRAS sauvage était de 1602 patients (791 dans le bras expérimental, et 811 dans
le bras standard).

L'adjonction du cetuximab a une chimiothérapie adjuvante par FOLFOX chez les

patients atteints d’un cancer du colon de stade Ill n’a pas apporté de bénéfice en terme de
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survie, et ce, indépendamment du statut moléculaire KRAS (HR: 1,09 ; 95%IC : 0,81-1,47 ;
p=0,56 pour la population globale de I'étude).
Les données disponibles dans I'étude PETACC-8 sont montrées dans le tableau ci-

apres.

A
100 — —— FOLFOX4 plus cetuximab
—— FOLFOX4
80
&
"—Zv 60 =
£
o FOLFOX4 plus cetuximab FOLFOX4
© =
5 40- (N=791) (N=811)
o
Number of events 94 85
3-year 0S (95% Cl) 88-3% (85-6-90-6) 90-5% (87-9-92-5)
20
HR 1-09 (95% C10-81-1-47)
p value (log-rank) 0-56
0 T T T T T 1
1 2 6
Number at risk 3 4 5
FOLFOX4 plus cetuximab 791 757 606 426 154 3 0
FOLFOX4 811 790 628 456 153 4 0
B
100 —
80
£ 60
[
$
_3 FOLFOX4 plus cetuximab FOLFOX4
g 40 (N=492) (N=492)
S Number of events 55 52
3-year 0S (95% Cl) 89.7% (86-2-92-3) 91.2% (88.0-93.6)
20
HR 0-98 (95% Cl 0-67-1-44)
p value (log-rank) 0-92
0 | T T | T 1
Numberatrisk © - - 3 4 5 6
FOLFOX4 plus cetuximab 492 476 389 278 105 3 0
FOLFOX4 492 480 394 292 106 3 0

Figure : courbes de Kaplan Meier pour la survie globale dans I'étude PETACC-8, d’aprés Taieb
et al, Lancet Oncol 2014. A : population globale de I'étude, B : population KRAS sauvage.
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MOSAIC

PETACC-8

Données cliniques

Sexe

Age

Performance status
Taille, poids, IMC
Localisation tumorale
Occlusion et perforation
intestinale

Sexe

Age

Performance status
Taille, poids, IMC

Type de chirurgie
Complications post
opératoires

Localisation tumorale
Occlusion et perforation
intestinale

Données biologiques

Tests hépatiques
Numération formule
sanguine

Plaquettes

ACE post opératoire

Tests hépatiques
Numeération formule
sanguine

Plaguettes

Calcium, potassium,
magnésium

ACE post opératoire

Données
anatomopathologiques

Grade histopronostic
Stade pTNM

Nombre de ganglions
étudiés/envahis

Grade histopronostic
Stade pTNM

Invasion vasculaire
Invasion lymphatique

Données moléculaires

Mutation BRAF
Statut MMR

Mutations KRAS et NRAS
Mutation BRAF
Statut MMR

Tableau : données disponibles dans les études MOSAIC et PETACC-8.

3.2 Méthodologie de I'analyse d’un facteur pronostique

La méthodologie optimale de recherche d’un facteur pronostique a déja été décrite

par Vernerey et al. Plusieurs étapes sont nécessaires a |'établissement d’un outil

pronostique. Tout d’abord il faut valider le lien entre une variable et les criteres de

jugements d’intérét. Ensuite l'intégration dans un outil pronostique plus large a visée

individuelle ou populationnelle peut étre envisagée. Dans ce travail de thése nous allons

suivre cette démarche statistique rigoureuse.
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H

4a Développement ou
amélioration de modeles
intégratifs a visée pronostique

4b
Outils pronostiques de prédictions a I’échelle individuelle
(nomogramme) & populationnelle (score)

o Amélioration de la prise en charge des patients au regard du pronostic ou/
et si une valeur prédictive a la réponse au traitement passe a travers le
gradient pronostic: médecine de précision

o Optimisation des essais cliniques futurs (sélection, randomisation,
analyse en sous groupe...)

Figure : description de la recherche a visée pronostique, d’aprés Vernerey D.

3.2.1 Choix et définition des événements d’intérét

L’élément indispensable de la recherche pronostique est le choix de I'événement
d’intérét. En recherche pronostique on parle de I'événement a prédire ou de la variable a
expliquer. En effet, il ne peut exister de pronostic si on ne définit pas a quoi il référe.

En oncologie, les principaux critéres de jugement utilisés dans les études cliniques
sont des variables de survie ou critéere de jugement censuré a droite. Dans cette situation,
tous les événements peuvent étre considérés a un temps donné. La « durée de survie »
désigne le temps jusqu’a la survenue de I'événement, que ce soit le déces du patient ou la
survenue d’une progression tumorale ou d’une dégradation de I'état général. Les patients
n’ayant pas fait I'’événement au moment de |'analyse ou ceux qui sont perdus de vue seront
considérés comme « censurés » a la date de derniéres nouvelles disponibles (c’est a dire
considérés comme n’ayant pas fait I'événement a la date de derniéres nouvelles).

Malheureusement, les patients perdus de vue constituent une perte d’information
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importante dans les études, et leur nombre doit étre limité afin de pouvoir interpréter au
mieux les résultats et éviter un biais d’attrition. Pour chaque patient, on aura donc :
1. Un statut en rapport avec I'événement (par exemple: vivant/décédé si on
s’intéresse au déces)

2. Une durée de survenue de I'événement.

Les deux principales durées de survie utilisées en oncologie sont la survie globale (SG)
ou overall survival (OS) et la survie sans maladie (SSM) ou disease free survival (DFS).

La SG est un critere de jugement centré sur le patient. Elle est définie comme la
durée entre la date d’inclusion du patient et son décés peu importe la cause du décés. Dans
certains cas, on peut s’intéresser a la survie globale spécifique du cancer, et I'événement
d’intérét devient alors le décés par cancer.

La SSM est un critére de jugement centré sur la maladie. Elle est définie comme la
durée entre la date d’inclusion du patient et la progression/rechute tumorale ou le décés du
patient ou la survenue d’un 2° cancer primitif (du méme type que la tumeur initiale ou non).
La définition de cette durée de survie peut varier en fonction des études, et il faut donc étre
vigilant lors de sa description. Par exemple dans I'étude MOSAIC, la SSM était définie comme
la durée entre l'inclusion du patient dans I'essai et sa rechute tumoral ou son déces ou la
survenue d’un 2°® cancer du colon, alors que dans I'étude PETACC-3 (20) les auteurs
considéraient la survenue d’un 2¢ cancer quelle qu’en soit I'origine comme événement.

En oncologie digestive, et particulierement dans le cancer colo-rectal, la SSM peut se
substituer a la SG. On parle alors de critére de jugement de substitution ou surrogate
endpoint. L'intérét de ce critére de jugement est qu’il est obtenu plus rapidement que la
survie globale car il est composite (décés + rechute), ce qui permet d’avoir une analyse fiable
des données de survie plus rapidement. Une des derniéres études sur le sujet a été publiée
par de Gramont et al dans le J Clin Oncol en 2010 (86). Cette publication portait sur plus de
20 000 patients traités en situation adjuvante pour un cancer colorectal (base ACCENT).
Dans cette étude d’ampleur, la survie sans maladie a 3 ans était fortement corrélée a la
survie globale a 5, 6 et 7 ans. Il est donc usuel de définir la SSM comme critére de jugement

principal dans les études adjuvantes pour le cancer du colon.
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3.2.2 Relation entre variable continue et critére de jugement

L'analyse des variables continues ou quantitatives peut se faire de plusieurs facons.
Comme I'a décrit D Vernerey (87), les variables quantitatives peuvent étre étudiées en tant
gue variable continue avec ou sans transformation préalable, ou alors en tant que variable
catégorielle, auquel cas il faudra veiller au choix optimal d’une valeur seuil pour chaque
classe.

Si on s’intéresse a la relation entre une variable quantitative et un critere de
jugement dans sa forme continue, nous avons deux solutions :

1. Approche non paramétrique : méthode des splines cubiques restreints ou

restricted cubic splines.

2. Approche paramétrique : méthode des polynémes fractionnaires multiples.

3.2.2.1 Meéthode des splines cubiques restreints

L'approche par les restricted cubic splines consiste a découper la courbe modélisant
la relation entre la variable continue et le critére de jugement en plusieurs intervalles afin de
modéliser la relation entre la variable et le risque de faire I'événement séparément dans
chaque intervalle. Le principe général des fonctions splines est résumé par les points
suivants :

1. L'ensemble des valeurs de la variable quantitative est découpé en (k+1)
intervalles. On choisit pour cela k valeurs numériques (appelées nceuds) qui
définissent les bornes des intervalles

2. Au sein de chaque intervalle, la relation entre la variable quantitative et le risque
de faire I'’événement est modélisé par un polynéme de degré d.

3. Les coefficients des polynémes sont choisis de sorte que la courbe totale soit la
plus réguliére possible

Les fonctions splines ont une bonne capacité d’adaptation aux données observées,
méme s'il n’existe pas de consensus pour faire le choix du nombre et de la limite des
intervalles ainsi que pour la forme de la modélisation au sein de chaque intervalle. En
pratique, la valeur de d est le plus souvent fixée a 3 (on parle alors de splines cubiques). De
plus les fonctions splines cubiques ont tendance a étre affectées par les valeurs excentriques

pouvant étre observées dans les premier et dernier intervalles avec des intervalles de
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confiance larges dans ces 2 situations. Afin de s’affranchir de cet effet, les fonctions splines
sont restreintes, c’est-a-dire qu’on les contraint a étre linéaires dans intervalles extrémes.
Graphiquement on peut représenter la relation entre la variable continue et le critére de
jugement, comme illustré ci-dessous. On obtient une courbe montrant I'évolution du hazard

ratio du modele de Cox en fonction de la valeur de la variable d’intérét.

A Lymphocytes CD8+ sénescents (%) B Dosage de 'antigéne carcinoembryonnaire
4 - L 2,0
3 L 15
o
2 2
T [
= B
2 4
§ 2 9 r g 1.0
T
14 r 05
T T T T T T
0 10 20 30 40 50 o > : 6 8 10

Figure : exemples de représentation graphique de I'analyse par restricted cubic splines d’une
variable continue. A: représentation de la relation entre l'infiltration tumorale par des
lymphocytes sénescents et la survie sans progression chez des patients atteints d’un cancer
du poumon métastatique. On remarque que le risque de faire I'événement augmente
nettement a partir de 20% d’infiltration. B : représentation de la relation entre le dosage de
I’ACE et la survie globale chez des patients atteints d’un cancer du colon de stade Ill issus de
I’étude PETACC-8. On remarque que la relation entre I’ACE et la survie globale peut étre
modélisée par une fonction « racine carrée ».

3.2.2.2 Polynémes fractionnaires

La seconde approche d’étude d’une variable quantitative sous sa forme continue, est
la méthode des polynémes fractionnaires. Il s’agit d’'une approche paramétrique dont l'idée
est de modéliser la relation entre la variable d’intérét et le risque de faire I'événement par
une seule fonction. Cette méthode décrite par Royston et Altman (88) permet d’expliquer la
relation variable continue/événement a 'aide de polyndmes dont les exposants peuvent

étre négatifs et/ou non entiers.
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Dans cette thése, toutes les variables quantitatives considérées dans les modéles
multivariés ont fait I'objet d’'une étude par les méthodes des splines cubiques restreints et
des polynémes fractionnaires afin de valider la transformation utilisée et évaluer avec

précision la relation entre ces variables et I'événement étudié.

3.2.3 Catégorisation d’une variable quantitative et choix d’un seuil

3.2.3.1 Catégorisation avantages et inconvénients

Comme décrit précédemment, une variable quantitative peut étre étudiée de facon
continue afin d’avoir une estimation précise de sa relation avec les événements d’intérét.
Cependant, dans un souci de simplification et d’'une meilleure compréhension/interprétation
pour le clinicien, une catégorisation est souvent nécessaire pour |'étude de telles variables.
C'est-a-dire que la variable continue va étre découpée en différents intervalles au sein
desquels le pronostic est comparable. De plus, le fait de définir un seuil pour faire plusieurs
classes au sein d’une variable continue permet une comparaison entre les différentes
publications. Si on se place du point de vue du méthodologiste, cette approche est simple a
mettre en ceuvre car elle ne nécessite pas d’hypothéses et de vérifications préalables.

Cependant, cette approche peut rencontrer plusieurs écueils, et plusieurs auteurs
ont souligné les inconvénients de la transformation d’une variable continue en catégories
(89,90). Le premier inconvénient de l'approche catégorielle est le risque de mauvaise
définition des valeurs seuils de chaque classe. En effet, elles peuvent ne pas représenter de
facon optimale la relation entre la variable et I'événement. Dans ce cas, si la variable
intervient comme variable d’ajustement dans un modele, cela peut mener a une mauvaise
prise en compte des facteurs de confusion. Le résultat de la catégorisation est I'attribution
d’une seule valeur a plusieurs valeurs d’'une méme variable continue (91). La catégorisation
peut donc mener a une estimation moins fine de |’association variable/événement, et étre
assimilée a un biais de mesure. On estime que la perte d’information devient négligeable a
partir de 5 classes (92), mais cela représente beaucoup de classes au regard du nombre de

sujets modeste de certaines études.
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3.2.3.2 Choix du seuil, méthode de maximisation du log-rank

Dans le but d’utiliser la valeur seuil la plus pertinente pour les variables continues, et
notamment pour I'étude de la relation de I'antigéne carcinoembryonnaire (ACE) avec la SG
et la SSM, nous avons utilisé une méthode de maximisation du test du log-rank décrite par
Hothorn et Lausen (93). Cette méthode donne la p valeur du test du log-rank pour chaque
valeur seuil possible de la variable continue. La valeur seuil optimale est celle donnant le
meilleur résultat en terme de significativité statistique. Cette méthode a été validée pour les
échantillons de petite taille ainsi que pour les données censurées, ces deux cas étant tres

fréquents en recherche biomédicale.

Lymphocytes CD8+ CD28-CD57+KLRG1+ (%)
Distribution

Density

0 10 20 30 40
Maximally Selected Rank Statistics

2.01
grps

high
low

0.5 Cutpoint: 21.72

Standardized Log-Rank Statistic
o

0.01

10 20 30 40
Lymphocytes CD8+ CD28- CD57+KLRG1+ (%)

Figure : exemple d’utilisation de la méthode de Hothorn et Lausen. Ici une valeur seuil a été
trouvée pour l'infiltration tumorale par des lymphocytes sénescents.

3.2.4 Analyses de survie

En Oncologie un des grands objectifs de la recherche est d’expliquer la survie des

patients en fonction de diverses variables. Pour cela les analyses de survie sont un point
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majeur de I'analyse statistique. Il peut s’agir d’une analyse paramétrique, semi-
paramétriqgue ou non paramétrique. « Paramétrique » désigne un test dont I'application
s’appuie sur I’hypothése que les valeurs de la variable d’intérét suivent une distribution
prédéfinie. Les tests paramétriques sont globalement robustes, méme en cas de faible écart
aux conditions d’application. Les deux principales méthodes utilisées sont celles de Kaplan-

Meier et les modeles de Cox.

3.2.4.1 Meéthode de Kaplan Meier et test du log-rank

La méthode non paramétrique de Kaplan Meier se base sur les durées de survie de
chaque patient et leur statut vivant/décédé a chaque instant t (94,95). Les patients sont
classés par ordre croissant de survie et les probabilités de survie sont calculées a chaque
instant ol un événement se produit. Pour cela, il faut connaitre le nombre de sujets ayant
fait 'événement a l'instant t, le nombre de sujets encore a risque de faire I'événement. La
représentation graphique de la méthode de Kaplan Meier est sous la forme d’une courbe en
marche d’escalier. Chaque marche correspond a un événement. Comme il s’agit d’'une
estimation, il est important d’avoir accés au nombre de patients a risque de faire
I’événement car la fiabilité de cette estimation diminue avec le nombre de patients a risque.
Le faible nombre de patients suivis pendant une longue période peut se traduire par un
plateau en fin de courbe. La différence entre les distributions de survie de plusieurs groupes
de patients estimées par la méthode de Kaplan Meier peut étre comparée visuellement mais

aussi objectivée par des tests statistiques. Le test le plus utilisé est celui du log-rank (96).

3.2.4.2 Modéle de Cox

3.2.4.2.1 Description du modele de Cox
Le modele de Cox est le modele d’estimation de la survie le plus fréquemment utilisé
en recherche biomédicale car il permet de prendre en compte I'effet de plusieurs variables
explicatives de la survenue d’un événement sans faire d’hypothése sur les distributions de
survie et la fonction de risque instantané de base. Ce modele est semi paramétrique. Le
modeéle de Cox peut étre utilisé pour étudier la relation entre une seule variable et

I’événement a expliquer, on parle alors de modeéle univarié. Il permet aussi la considération

41



de plusieurs variables pour expliquer la survie, prenant ainsi en compte les facteurs de

confusion. Il s’agit de la pierre angulaire de la recherche pronostique.

Les modeéles de régression s’écrivent sous la forme d’une relation entre le risque
instantané de faire I'événement et les variables explicatives considérées. Le modéle s’écrit

de la fagon suivante :
}\(t I Zl,-..,Zp | ): }\O(t)e/3121+...+jgpzp

Mo(t) correspond a la fonction de risque de base (ne dépendant que du temps)
eR121+.+fpZp correspond a I'effet des variables p explicatives (aucune dépendance du temps)

Sisont les paramétres a estimer

Dans le modéle de Cox on suppose que I'effet de chaque variable sur I'’événement est
constant au cours du temps, de méme que le rapport des risques instantanés de deux
individus i et j. Le rapport des risques instantanés d’événement représente le risque relatif a
I'instant t des sujets ayant les caractéristiques Zi par rapport a ceux ayant les
caractéristiques Zj. Ce rapport de risque est plus connu sous le nom de Hazard ratio (HR). Il
est important de comprendre que le HR s’interpréete systématiquement par rapport a une
catégorie de référence. Si on prend I'exemple de la variable sexe : un HR = 1,33 pour les
hommes s’interprétera comme une « augmentation de 33% du risque de faire I'événement »
par rapport aux femmes. Le HR est toujours accompagné de deux parametres :

1. Lintervalle de confiance a 95% (IC95%) marqueur de la précision de la mesure

2. La p-value testant I'association des covariables avec la distribution de survie. En

général il s’agit du test de Wald.

3.2.4.2.2 Conditions d’application du modeéle de Cox
Comme précisé précédemment, dans le modéle de Cox on considére que le rapport
des risques instantanés correspondants a deux populations de caractéristiques différentes
ne dépend pas du temps, autrement dit le risque de faire I'événement conféré par une

variable est constant au cours du temps. Il s’agit de I’"hypothése des risques proportionnels.
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Pour vérifier cette hypothése, deux méthodes sont a disposition : 'une graphique et l'autre
analytique.

La méthode graphique est un moyen simple d’évaluer la proportionnalité des risques
(97). Le principe est d’estimer le logarithme de la fonction de risque cumulé pour chaque
niveau de la stratification de chaque variable. On trace alors le graphique des estimations de
Ln[H(t)] en fonction du temps (t). Si les risques sont proportionnels, les courbes doivent
avoir un écart constant au cours du temps. Cette méthode est simple, mais reste subjective
et ne permet d’estimer qu’une variable a la fois.

La méthode analytique consiste en I'analyse des résidus de Schoenfeld. Cette analyse

permet d’estimer la proportionnalité des risques de plusieurs variables simultanément.

3.2.5 Bonnes pratigues pour la création d’un score pronostic et d’un
nomogramme

lasonos et al ont décrit récemment les étapes clefs de la construction d’un
nomogramme (98). Ces étapes visent a la construction d’un modéle multivarié de Cox le plus
précis possible afin d’expliquer I'événement choisi, ainsi que de valider la qualité de ce
modele. Ces étapes sont indispensables pour pouvoir interpréter de facon satisfaisante les

résultats du modéle final et du nomogramme. Elles sont résumées dans le tableau suivant.

Etapes initiales de la construction d’'un nomogramme

1. Définir la population et la source des données

Définir I'événement a prédire

Identifier les covariables explicatives

Eal o

Sélection du modele
Sélection des covariables du modele multivarié
Evaluer les interactions et facteurs de confusion

Transformation des variables quantitatives

5. Validation Interne ou externe

Tableau : étapes de la construction d’'un nomogramme, d’aprés lasonos et al, J Clin Oncol

2008.
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3.2.5.1 Construction du modéle multivarié

Apreés avoir défini la population et I'événement d’intérét a prédire, I'étape cruciale
est la construction du modele multivarié permettant d’expliquer le plus précisément le
risque de faire I’événement. Pour cela nous avons utilisé les modéles de Cox dont le principe
est expliqué ci-dessus. Une premiére recherche des liens entre les variables et I'événement
d’intérét va étre faite en les testant une a une (univarié). Pour chaque variable nous allons
donc disposer d’un HR, 95%IC, et p-value.

Une fois cette premiere étape faite, il va falloir sélectionner les variables explicatives
pour les inclure dans un modele multivarié. La sélection s’effectue selon deux critéres :

1. La significativité statistique de I’association entre les variables et I'’événement en
univarié. Dans ce cas, la valeur de p considérée comme significative est généralement
augmentée a 0,10 (et non 0,05) afin de ne pas manquer une association
potentiellement masquée par des phénomenes de confusion.

2. La littérature scientifique. En effet, il est recommandé d’inclure une variable connue
comme fortement pronostique de I'événement d’intérét méme si elle n’atteint pas la
significativité statistique en univarié. Cette approche permet d’éviter les fluctuations
d’échantillonnage en lien avec la population de développement du modele, et

permet la comparaison aux autres études déja publiées (généralisation du modele).

Le nombre de variables a inclure dans le modele dépend principalement de la taille de
I’échantillon et donc du nombre d’événements observés. D’aprés les recommandations de
Harrell sur la construction de modeles multivariés, il faut inclure au maximum 1 variable
pour 10 événements (99). Par exemple, si on cherche a expliquer la survenue d’une rechute
tumorale pour une population de 200 patients et que 80 rechutes sont survenues, on pourra

inclure dans le modeéle multivarié 8 variables au maximum.

3.2.5.2 Colinéarité et facteurs de confusion

Certaines variables peuvent étre liées les unes aux autres par des liens plus ou moins
évidents. Dans ce cas, deux variables peuvent étre statistiquement liées a I'’événement en
analyse univariée et étre incluses dans le modéle multivarié alors que I'information qu’elles

apportent est redondante. Par exemple, il est possible que le stade TNM et le statut pT de la
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tumeur soient associés a I'’événement chacun séparément. Or, ces variables véhiculent en

partie la méme information puisque le stade TNM est basé sur le statut pT de la tumeur. En

cas de colinéarité, les betas du modéle de Cox multivarié peuvent étre affectés, résultant en

des associations fausses et des résultats incertains.

Le moyen le plus fréquent pour démasquer la colinéarité de certaines variables d’un

modeéle est I'analyse de leur corrélation (100). En cas de colinéarité, il faut choisir la plus

pertinente a garder dans le modele. Cependant, ce choix peut engendrer une perte

d’information.
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exemple de matrice de corrélation pour un modele multivarié. L'intensité des

couleurs représente I'importance des corrélations entre les variables (positives en rouge,

négatives en bleu).
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3.2.5.3 Transformation des variables quantitatives

Comme décrit plus amplement dans la partie précédente, nous pouvons étre amenés
a transformer des variables continues afin de coller au mieux a la distribution du risque de

faire I'événement. Cette étape est importante pour la précision du modéle.

3.2.5.4 \Validation du modele

La validation du modéle correspond aux étapes permettant de vérifier sa cohérence
et sa capacité de prédiction de I'événement. La « distance » entre les prédictions et les
événements observés s’appelle la calibration. La capacité d’'un modeéle a séparer les patients
ayant des devenirs différents (en rapport avec I'événement étudié) s’appelle la

discrimination.

3.2.5.4.1 Calibration
La calibration d’'un modele s’étudie sous forme d’un graphique. Celui ci représente
les probabilités de faire I'événement prédite par le modele par rapport aux événements
observés. Un modele totalement calibré doit donner un graphique linéaire suivant la ligne de
45°. Ci-dessous sont montrés les graphiques de calibration du modeéle construit plus loin

dans cette these.
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Figure : graphique de calibration d’un modele prédisant la survie globale dans le cancer du
colon de stade Ill a 3 et 6 ans. On remarque que la courbe noire (événements observés) est
guasiment superposée a la courbe bleue (événements prédits par le modele), reflétant une
bonne calibration.

3.2.5.4.2 Discrimination

La discrimination du modéle est mesurée grace au concordance-index ou c-index. Il
est adapté de l'aire sous la courbe (courbes ROC) pour les données de survie censurées
(101,102). Cet outil de mesure permet de quantifier le niveau de concordance entre les
probabilités prédites par le modele et la chance observée de faire I'’événement étudié.
Autrement dit, il s’agit de la proportion de paires de sujets concordantes pour la survenue
de I'événement et le temps d’occurrence de I’'événement. Cependant le c-index ne prend
pas en compte les patients ayant des données censurées. L'indice de Harrell s’interprete de
la méme facon que I'aire sous la courbe ROC : il est compris entre 0 et 1. Un c-index égal a
0,5 ne confere aucune capacité discriminante au modeéle alors qu’un c-index de 1 discrimine
parfaitement le risque de faire I'’événement. Il est recommandé d’accompagner le c-index
d’un intervalle de confiance afin d’apprécier au mieux la précision de I'indice. Cet intervalle
de confiance peut étre obtenu par re-échantillonnage ou bootstrap dont nous verrons le

principe aprés.
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Pour évaluer la valeur additionnelle de blocs de variables dans la discrimination du
modeéle, le c-index a été calculé a chaque fois en rajoutant bloc de variables par bloc de
variables dans le modeéle. Il est important que chacun des modéles soient étudiés sur la
méme population. En effet, le modéle de Cox ne prenant pas en compte les données
manquantes, il est possible que I'ajout de variables dans le modele diminue le nombre de
patients sur lequel il s’applique. On ne pourra donc pas savoir si le c-index est modifié par la

perte d’'informations ou I'ajout des variables.

3.2.5.4.3 Validation interne et bootstrap

Afin d’évaluer la précision de notre modeéle, il est nécessaire de réaliser une
validation interne. Le but est de vérifier que les résultats ne sont pas liés a une fluctuation
d’échantillonnage. Le principe du re-échantillonnage ou bootstrap est le suivant : au sein du
jeu de données disponible, un nombre défini d’échantillons vont étre tirés au sort en
replacant a chaque fois les données (donc un patient peut étre tiré au sort pour plusieurs
échantillons). Les 1000 échantillons ont la taille de la cohorte initiale. Par exemple le patient
A peut apparaitre 10 fois dans un des échantillons alors que le patient B peut ne pas
apparaitre dans ce méme échantillon. Approximativement chaque échantillon du bootstrap
contient les deux tiers des observations originales (103). Un nombre d’échantillons supérieur
a 200 permet d’estimer de facon fiable la stabilité du modeéle. Dans ce travail nous avons
utilisé 1000 itérations a chaque fois.

Le modéle final sera appliqué sur chaque échantillons et donc des HR, 95%IC et c-
index seront donnés pour chaque échantillon. A partir de ceux-ci nous pouvons extraire un
intervalle de confiance a 95% pour chaque variable du modéle ainsi que pour le c-index.
Nous pourrons vérifier que le HR obtenu dans notre cohorte initiale est bien contenu dans le

95%IC du bootstrap.

3.2.5.4.4 Validation externe
La validation externe consiste en I'application du modeéle ou du nomogramme obtenu
dans une population a une autre cohorte complétement distincte. Il s’agit de la meilleure
facon de valider des résultats. Elle permet d’estimer si les résultats initiaux sont
généralisables a la population entiére. Généralement, le c-index du modéle est moins élevé

dans la population de validation externe que dans la cohorte initiale.
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Une cohorte de validation externe peut cependant étre difficile a obtenir car les
études ne disposent pas toutes des mémes données. C’'est le cas pour certaines parties de ce

travail.

3.2.5.5 \Valeurs manquantes (imputation multiple)

Comme expliqué ci-dessus, le modéle de Cox ne considere que les sujets dont les
données sont disponibles pour toutes les variables inclues dans le modéle, ce qui signifie que
si un seul renseignement manque, le sujet sera exclu de I'analyse. Un certain nombre de
patients sera donc perdu. Cela induit un risque de biais si les données manquantes ne sont
pas liées au hasard. Par exemple, si un facteur n’est pas disponible chez un certain nombre
de patients qui sont tous morts, alors il ne sera pas rentré comme facteur de confusion dans
le modeéle et les résultats de I'estimation du pronostic des patients risquent d’étre faussés.
La validité d’'un modele de Cox repose donc directement sur le nombre de données
mangquantes.

Lorsque les données ne sont pas récupérables, comme cela peut étre le cas dans le
cadre de recueil de données rétrospectives, il est nécessaire d'effectuer des analyses de
sensibilité des résultats avec des techniques d’imputations multiples. Le but est de vérifier
que les résultats avec et sans imputation sont convergents. La validité du modéle sera ainsi
montrée.

Pour faire office d’exemple, voici le tableau de I'analyse de sensibilité avec
imputation multiple pour un modéle cherchant a montrer le caractere pronostique de I’ACE
sur la survie globale chez des patients atteints d’un cancer du colon de stade lll inclus dans
I’étude MOSAIC. Les coefficients beta du modeéle initial (n=531 patients) ne divergent pas de
celui du modele avec imputation (n=1347 patients avec 250 imputations) en dehors du
statut moléculaire MMR/BRAF. On peut donc considérer les résultats du modéle fiables sauf

pour le statut moléculaire.
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Modele multivarié dans la cohort Modele multivarié aprés

initiale imputation multiple
(n patients=531) (n=250 imputations
n patients= 1347)
Beta SE P Beta SE p
Age Sup 70 0.4811 0.1810 0.008 0.3245 0.1246 0.009
Grade histologique  Grade 3 or 4 0.6471 0.2154 0.003 0.2704 0.1367 0.05
Dosage de I’ACE 1.30to 5 0.5456 0.1564 <0.0001 0.3671 0.1004 <0.0001
>5 0.8567 0.3175 0.9038 0.2243
BRAF/MMR BRAF™/pMM  1.9831 0.7640 0.03 0.5368 0.4481 NS
R
BRAFVT/dMM  1.1049 0.8124 0.1917 0.4943
R
BRAFVT/pMM  1.6687 0.7281 0.3892 0.4108
R
Stade T T3 0.7790 0.4208 0.005 0.6041 0.2325 <0.0001
T4 1.1926 0.4358 1.0458 0.2451
Stade N N2 0.6783 0.1506  <0.0001 0.6462 0.0970 <0.0001

NS: non-significatif (p>0.05), SE: standard error
Abbreviations: stades T et N: stades de la tumeur ou des ganglions selon la classification TNM, dMMR: deficient
mismatch repair, P MMR: proficient mismatch repair, WT: sauvage, mut: muté.

Tableau : exemple de modeéle avec imputation multiple. Ici, il s’agit d’'un modéle de Cox
multivarié expliquant la survie globale chez des patients atteints de cancer du colon de stade
Il traités au sein de I'essai MOSAIC.

3.2.6 Outils pronostiques

Nous avons sélectionné les variables explicatives de I'événement et construit le
modeéle de Cox multivarié selon les étapes décrites précédemment. Nous avons vérifié sa
discrimination et sa calibration, et nous avons réalisé une validation interne. L'étape
suivante de la recherche pronostique est d’utiliser les informations données par ce modele
afin que les cliniciens puissent s’en servir en pratique courante.

Deux approches sont alors possibles pour exploiter au mieux les données du modele :

1. Une approche individuelle sous forme d’'un nomogramme

2. Une approche populationnelle sous forme d’un score pronostique

3.2.6.1 Approche individuelle : nomogramme

Le principe du nomogramme est de prendre en compte la valeur relative de chacune
des variables du modeéle de Cox afin de prédire I'événement. Le nomogramme permet de

donner une probabilité de faire I'’événement a un temps choisi. Une pondération basée sur
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les parameétres betas du modele est appliquée. Cette approche est intéressante mais n’est
pas tres visuelle, et moins précise car les betas peuvent étre arrondis et I'estimation du
pronostic peut en étre moins bonne.

Comme montré dans l'introduction, plusieurs nomogrammes existent dans le cancer
du colon localisé. La figure suivante montre pour exemple le nomogramme développé par
Renfro et al a partir de la base de données ACCENT, et publié dans le Journal of National
Cancer Institute en 2014. Un nombre de points est assigné pour chaque facteur de risque en
tracant une ligne verticale vers la ligne correspondant aux points. Le total de points pour
tous les facteurs de risque est tracé sur la ligne correspondant a la somme totale des points.
Une ligne verticale vers le bas est ensuite tracée pour déduire les prédictions
correspondantes aux temps d’intérét. Le nomogramme est issu d’un calcul complexe et peut

étre implémenté en ligne afin d’étre accessible au plus grand nombre.
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A

Points

Age

Sex

Race

BMI

PS
T_stage
Node_ratio
Grade
Treatment_group
Location
Total points
3-year OS

S5-year OS

B

Points

Age

Sex

Race

BMI

PS
T_stage
Node_ratio
Grade
Treatment_group
Location
Total points
3-year OS

S5-year OS

Figure

OS nomogram
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Left Right
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OS nomogram
0 10 20 30 40 50 70 80 920 100
50 60 65 70 75 80 85 90
45
Male
Female
Other Black
White Asian
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
30 20 15 10
1
0 2+
T2 T4
T T3
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Grade 2
Grade 1 Grade 3+
Irinotecan
Oxaliplatin SFUJoral/variations
Trans
Left Right
6 50 160 150 200 250 360 350
0.9 0.8 07 05 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1
0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

: exemple de nomogramme pour prédire la survie globale a 3 et 5 ans chez les

patients traités pour un cancer du colon de stade Ill (d’aprés Renfro et al, J Nat! Cancer Inst
2014). A, nomogramme vierge. B, nomogramme montrant la facon de regarde les
prédictions de survie : pour un total de 200 points, la survie a 3 ans est estimée a 60%, et a 5

ans a 42%.
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3.2.6.2 Approche populationnelle : calcul du score pronostique

L'autre approche pour I'expression des résultats du modele multivarié est
I'intégration des variables dans un score pronostique permettant de déterminer dans quelle
population a risque de faire I'événement se situe le patient. Le but d’une telle approche est
de pouvoir stratifier les essais randomisés en fonction des groupes de risque définis, et
d’éventuellement identifier des populations bénéficiant ou non de certains traitements.

Comme le nomogramme le calcul des points du score pronostique est basé sur les
coefficients betas du modéle de Cox. Dans un premier temps il faut identifier la variable
ayant le plus grand impact pronostique sur I'événement d’intérét. Pour cela, un graphique

représentant la part de la variance de chaque variable au sein du modeéle est généré.

53



A Localisation tumeur

x: P

0.0 0.8720

Neutrophiles 0.1 0.7684
Perforation intestinale 0.2 0.6249
Emboles vasculaires 0.8 0.3858
Obstruction intestinale 1.2 0.2758
Hémoglobine 1.2 0.2640

Type de chirurgie 1.4 0.2383
Plaguettes 2.8 0.0949

ALAT 3.7 0.0536

Grade histologique 4.3 0.0372
Age 4.6 0.0323

Performance Status 5.7 0.0168
Indice Masse Corporelle 8.9 0.0312
Sexe 9.0 0.0027

Mutation RAS 9.8 0.0017
MMR/BRAF 13.4 0.0038

Stade pN 27.9 0.0000

Stade pT e | 32.4 0.0000

ACE post opératoire e | 31.5 0.0000

Moléculaire 14.29%\
/Clinique 19.39%

]Anatomopathologique 41.84%

Figure : A, représentation graphique de la part de la variance dédiée a chaque variable au
sein du modéle multivarié explicatif de la survie globale dans I'’étude PETACC-8. B, cette
représentation peut se faire de fagon plus visuelle sous forme d’histogramme regroupant les
différents groupes de variables d’intérét.
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Dans I'exemple ci-dessus, nous avons expliqué la survie globale des patients ayant un
cancer du colon de stade lll traités par chimiothérapie adjuvante au sein de I'étude PETACC-
8. Le graphique montre que la variable la plus importante dans I’explication du pronostic des
patients en terme d’OS est I’ACE suivi de trés prés par le statut pT de la tumeur. C'est donc a
partir de la variable ACE que nous allons développer notre score pronostique.

Le nombre maximum de point est arbitrairement fixé a 100. Il est attribué a la valeur
maximale de I’ACE. Ainsi pour chaque variable, le nombre maximal de points attribuable a

un patient (i) selon les caractéristiques présentées peut étre obtenu comme suit :

1. Pour une variable catégorielle :
Le calcul du nombre point est assez simple car les variables sont codées de facon a ce
gue le nombre de point maximal par variable soit le nombre de point effectif pour

chaque patient présentant cette caractéristique.

pi

fmax

Points max(i) = 100 x

fBi correspond au coefficient beta du modéle de Cox pour la caractéristique
Smax correspond au coefficient beta maximal du modéle de Cox (dans I'exemple il
s’agira du coefficient de I’ACE).

2. Pour une variable continue :
Une premiéere transformation est d’abord nécessaire pour calculer le coefficient du
nombre de point maximal attribuable (le coefficient beta correspond a la variation

d’une unité de la variable continue) :

coef B global = Bix (maxi— mini)

i correspond au coefficient beta du modele de Cox pour la caractéristique
max i et min i correspondent respectivement aux valeurs maximale et minimale de la
variable continue dans notre échantillon.
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La deuxiéme étape consiste a calculer le plus grand nombre de points attribuables a

la variable en question :

Bglobal
Bmax

fglobal correspond au coefficient beta global de la variable continue
Smax correspond au coefficient beta maximal du modele de Cox (dans I'exemple il
s’agira du coefficient de I’ACE).

Points max(i) = 100 x

Enfin pour chaque patient on pourra calculer le nombre de points du score en

fonction des caractéristiques du patient :

Total points = Z Points variables score

3.2.6.3 Choix du nombre de groupes

Le score pronostique ainsi calculé est une variable continue dont la catégorisation va
permettre de définir des groupes de risque différents pour I'événement d’intérét. Le nombre
du groupe a choisir va dépendre de I'hétérogénéité du risque des patients au sein de la
population globale. En effet, si la population est trés hétérogéne il y aura besoin d’un
nombre important de groupes pronostiques alors que si elle est homogene en terme de
risque de faire I'événement, un nombre limité de groupes sera représentatif (2 voire 3
groupes). La plupart du temps, le but est d’identifier des patients aux risques extrémes, c’est
a dire de trés mauvais ou de trés bon pronostic. Le probléme posé par cette approche est
I'isolement de populations de risque intermédiaire. lls posent des questionnements en
terme de prise en charge clinique. Le choix du nombre de groupes pronostiques est plus
simple quand I'objectif est une catégorisation binaire des patients : le nombre de groupes
est alors de deux. Si l'objectif est de définir des populations de risque différent afin de
stratifier un essai clinique, alors le nombre de groupes pronostiques ne peut pas étre trop
important car il risque de compliquer considérablement une randomisation.

Le choix des seuils pour la catégorisation de la variable continue « score

pronostique » peut s'effectuer comme décrit précédemment par la méthode de
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maximisation du log-rank. Cette méthode permet de catégoriser de facon binaire la variable.
Cependant, on peut décider de définir plus que deux groupes pronostiques. Dans ce cas,
nous avons souvent tendance a vouloir définir 3 ou plus de groupes de tailles comparables
en se basant sur les percentiles de distribution de la variable. Or, il n’y a aucune raison pour
gue les patients de pronostics extrémes (bon ou mauvais) soient équivalents en nombre aux
autres. C'est cette idée qui sous-tend I'approche que nous avons choisie pour définir plus
gue deux groupes pronostiques. Elle a été décrite par Cox (104). Elle permet de définir des
groupes pronostiques grace a des seuils préétablis a I'avance qui dépendent d’'une constante
(a), de la moyenne (m) et de I’écart-type (ET) de la variable continue a catégoriser. Les
groupes de pronostiques extrémes seront de plus petite taille, ce qui permet d’accentuer
leur force pronostique puisque les patients ayant vraiment le pire ou le meilleur pronostic

seront identifiés par cette méthode. Les valeurs de a sont montrées ci-dessous.

OPTIMAL m SI1ZES AND PROBABILITY OF PURCHASE, STANDARD NORMAL
DISTRIBUTION

m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0.697 0.046 —0.321 -0.575 —0.767 —0.920 —1.048 —1.166 —1.251 —1.334
1.161 0.498 0.117 -0.149 —0.351 —0.513 -0.649 —0.764 —0.865
3 1.440 0.780 0.397 0.128 —0.078 —0.245 -0.384 —0.503

(3]

4 1.638 098 0.604 0334 0.127 -0.041 -0.183
5 1.792 1.146 0.767 0.499 0.291 0.122
6 1916 1277 0902 0.635 0.428
7 2.020 1.388 1.016 0.751
8 2.110 1484 1.116
9 2.189 1.569
10 2.258

F*/c 0313 0471 0568 0635 0683 0.720 0.749 0.772 0.792 0.808

Figure : tableau issu de la méthode de Cox pour définir les seuils d’'une variable continue. En
fonction du nombre de groupes choisis, la table propose une valeur de a permettant de
calculer le seuil.

Par exemple, si on prend une variable continue que nous voulons transformer en 3
catégories (donc 2 valeurs seuils nécessaires). Considérons que cette variable a pour
moyenne m et pour écart-type ET. Nous allons nous référer au tableau pour trouver les 2

valeurs de a nécessaires pour le calcul.
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OPTIMAL m SI1ZES AND PROBABILITY OF PURCHASE, STANDARD NORMAL
DISTRIBUTION

m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0.697) 0.046) —0.321 —0.575 —0.767 —0.920 ~1.048 —1.166 —1.251 -1.334
1.161) 0.498 0.117 —0.149 —0.351 —0.513 —-0.649 -0.764 —0.865
3 1440 0.780 0.397 0.128 -0.078 —0.245 -0.384 —0.503

(=]

4 1638 0985 0604 0334 0.127 -0.041 —0.183
5 1.792 1.146 0.767 0.49% 0.291 0.122
6 1.916 1.277 0902 0635 0428
1 2.020 1388 1.016 0.751
8 2.110 1484 1116
9 2.189  1.569
10 2.258

F*/ec 0313 0471 0568 0635 0683 0.720 0.749 0.772 0.792 0.808

Pour le premier seuil nous aurons donc le calcul suivant :

m+ 0,046 x ET

Pour le deuxieme seuil nous aurons :

m+ 1,161 x ET

Notons que cette méthode prend pour hypothése que la variable continue suit une

loi normale. Pour la suite de ce travail nous définirons 3 groupes pronostiques.

3.3 Valeur prédictive

Dans les parties ci-dessus nous avons développé la méthodologie pour I'étude d’un
facteur pronostique et la construction d’un score visant a expliquer la probabilité qu’a un
patient de faire un événement donné. Ces scores sont souvent développés a partir de
cohortes de patients pris en charge de facon spécifique. Ces outils sont alors valables dans
les situations pour lesquelles ils ont été créés. En Oncologie, les patients sont souvent issus
d’essais randomisés visant a comparer |'efficacité de deux traitements. Cette situation
permet alors d’évaluer le caractere prédictif de la réponse a un des traitements selon les
groupes pronostiques identifiés par le score.

Dans ce travail, nous avons deux cohortes (MOSAIC et PETACC-8) évaluant toutes les

deux I'ajout d’une molécule de chimiothérapie (oxaliplatine pour I'étude MOSAIC) ou d’une
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thérapie ciblée (cetuximab pour I'étude PETACC-8) a une base de chimiothérapie reconnue
comme étant le standard de traitement a I'époque de chaque étude. Nous avons donc pu
regarder le caractére prédictif de «lintensification » thérapeutique de nos outils
pronostiques au sein de chaque cohorte :

- Effet prédictif de I'élévation de I’ACE pour le bénéfice de I'adjonction d’oxaliplatine
au LV5FU2 chez les patients atteints d’un cancer du colon de stade Il et Ill inclus dans
I’étude MOSAIC.

- Effet prédictif de I'appartenance a un groupe pronostique défini par notre score
intégratif pour le bénéfice de I'adjonction du cetuximab au FOLFOX chez les patients

atteints d’un cancer du colon de stade Ill inclus dans I’étude PETACC-8.

Le caractere prédictif des éléments cités ci-dessus sur le bénéfice de l'intensification
thérapeutique en adjuvant a été testé a I'aide d’un terme d’interaction dans le modeéle de
Cox. Ce terme d’interaction permet de mesurer I'association de chague modalité d’une
variable 1 en fonction de chaque modalité d’une variable 2. On peut ainsi voir si la
probabilité de faire I’'événement d’intérét varie en fonction des variables 1 et 2 conjointes.
L’analyse par le modéle de Cox donnera une p valeur globale de I'interaction. Usuellement,
on utilise un seuil de significativité plus élevé pour I'interaction avec une valeur de p de 0,10.
Une interaction significative permet d’interpréter I'association entre les variables 1 et 2
(différentes possibilités selon les modalités de chaque variable) et I'événement d’intérét.

Une fois l'interaction mise en évidence, nous avons analysé les données de survie a

travers une nouvelle variable 3 (résultante des variables 1 et 2).
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4 RESULTATS

4.1 Bilan de la littérature concernant les facteurs pronostiques dans le
cancer du colon localisé de stade Ill

Dans lintroduction de cette thése, nous avons détaillé les principaux facteurs
pronostiques des cancers du colon de stade lll. Ce travail de synthése de la littérature a été
publié afin de poser les bases de ce travail de these.

Le manuscrit scientifique est montré ci-aprés.
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Since the MOSAIC study, oxaliplatin-based adjuvant chemotherapy has been the standard treatment of stage Il colon cancer.
Combination therapy with fluoropyrimidines and oxaliplatin has improved overall survival (OS) and reduced the risk of recur-

rence in patients with resected stage Il colon cancer. However, only 20% of patients really benefit from adjuvant chemother-
apy, exposing 80% of patients to unnecessary toxicity. Recent analyses of large multicenter adjuvant studies have focused on

the prognostication of OS and disease-free survival in stage lll colon cancer in order to reduce over-treatment and to find more
accurate prognostic tools than those used for adjuvant treatment decision-making in stage Il disease. Indeed, clinical and
pathological prognostic factors, although important, are not sufficient to decide which stage Ill patients will benefit from adju-
vant therapy, and biomarkers will help select patient that need adjuvant treatment. Molecular markers such as microsatellite
status and BRAF and KRAS mutations have recently been explored, and molecular signatures have been identified as promising
prognostic factor for OS. Furthermore, recent studies have highlighted the prognostic value of immune infiltration. This review
focuses on pathologic, immunologic and molecular prognostic markers for stage Ill colon cancer that could help clinicians tai-

lor adjuvant treatment in a comprehensive transversal approach.

Key words: stage lll, colon cancer, prognosis, molecular classification, biomarkers

Introduction

With 1360 802 new cases worldwide in 2012, colon cancer is the
third most frequent cancer in males and the second in females
[1]. Fluorouracil-based chemotherapy is the standard adjuvant
treatment of localized disease. In stage III patients, the risk of
death decreases by 10%-15% when fluorouracil monotherapy
follows surgical resection, and by 20% when fluoropyrimidine
and oxaliplatin combination therapy is used [2—4]. In summary,
50% of the stage III patients are cured by surgery alone, 20% with
addition of adjuvant chemotherapy, and 30% experience recur-
rence, which is generally fatal within 2-3 years [5].

Attempts to improve adjuvant treatment of stage III disease by
adding targeted agents, such as cetuximab and bevacizumab,
have been unsuccessful [6—11].

Current European and US guidelines recommend fluoropyrimi-
dine—oxaliplatin combination therapy for 6 months after surgery
for stage ITI colon cancer patients who are able to receive it. A better
understanding of tumour biology and prognostic factors is needed
to refine stage III disease classification and to tailor adjuvant treat-
ment, thereby avoiding unnecessary toxicity in some patients.

This review summarizes current knowledge of prognostic fac-
tors in stage III colon cancer and discusses perspectives for refin-
ing the use of adjuvant treatment.

©The Author 2017. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society for Medical Oncology.
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Table 1. Comparison of the existing prognostic scores

Stage MSKCC score ACCENT score Numeracy
Weiser et al., J Clin Oncol (2011) Renfro et al., J Natl Gill et al., J Clin
Cancer Inst (2014) Oncol (2004)
Iland I m Iand NI
Variables included in the score For OS: For DFS: Age (only for OS) Age (only for OS)
Age Age Sex pT, pN
Sex Sex Race (only for OS) Grade
pT, pN Tumour location Body mass index
Number of positive CEA level Performance status
and negative lymph pT pT, Node ratio

nodes
Grade

Grade, lymphovascular
invasion, perineural
invasion

Number of positive and

negative lymph nodes

Grade
Tumour location
Adjuvant treatment

Adjuvant chemotherapy

End points 5 years OS and DFS

Performance of the score c-index: 0.68 for OS

3 years and 5 years
OS and TTR

c-index: 0.66 for OSc-index:
0.65 for TTR

5 years OS and DFS

c-index: 0.66 for DFS

OS, overall survival; DFS, disease-free survival; TTR, time to recurrence; c-index, concordance index; CEA, carcino-embryonic antigen.

Pathological features and prognostic scores

Pathological staging remains the key to post-surgical prognosti-
cation. The most important factors in stage I1I disease are pT and
pN status [12]. The 5-year cancer-specific survival rates for pa-
tients with pT4, pT3 and pT1-T2 tumors are ~30%, 63% and
889%, respectively [13], and 65% (95% CI 57%—72%) for pN1
tumours and 37% (95% CI 26%—48%) for pN2 tumours [13].

Beyond pT and pN staging, other pathological features are
known to influence stage III colon cancer outcomes.
Micrometastatic potential, evaluated in terms of vascular, lymph-
atic and perineural invasion, has been found to be even more im-
portant than pTNM status in some studies [14], but this is
controversial. Perineural invasion has been correlated with worse
disease-free survival (DFS) and overall survival (OS), specifically
in stage ITT patients [15, 16]. Perineural and lymphovascular inva-
sion seemed to be synergistic in some studies [16], but not in
others [13]. Although these prognostic factors are widely used for
adjuvant treatment decision-making in stage II disease, their in-
dividual roles in stage IIT disease need to be clarified.

The lymph node ratio (LNR), defined as the number of positive
nodes divided by the total number of nodes removed, seems to
have strong prognostic value. In a retrospective study, 24 477 pa-
tients were divided into 4 groups of LNR: LNR1 (<1/14), LNR2
(between 1/14 and 0.25), LNR3 (0.25-0.50) and LNR4 (0.50—
1.0), with 5-year survival rates of, respectively, 64.8%, 56.2%,
45.1% and 29.6% (P <0.0001) [17]. Other studies have con-
firmed these results [18, 19]. However, Berger et al. found that
the LNR in N2 patients was only prognostic for cancer-specific
survival and not OS [20]. This discrepancy may be explained by
the use of different LNR cut-offs.

Three prognostic scores for OS and DFS have been created on
the basis of clinical and pathological features [21-23]. The
required information variously includes age, sex, pT and pN sta-
tus, pre-operative carcinoembryonic antigen (CEA), histopatho-
logical grade, vascular invasion or lymphatic infiltration, total
lymph node number, lymph node involvement, N-+/N ratio, the
use of adjuvant treatment and the adjuvant regimen (Table 1).

The MSKCC score predicts OS and DFS at 5 years for all stages
of colon cancer, while the Numeracy score focuses on stage IT and
1II disease. The ACCENT online tool is the only one dedicated to
stage III colon cancer. Tt predicts 3- and 5-year OS with a
concordance-index (c-index) of 0.66, which is suboptimal. For
example, the TNM classification alone achieves a c-index of 0.60,
and this rises to 0.68 after adding age, sex, grade and the numbers
of total and positive lymph nodes [24]. No prognostic score is
currently used in daily practice.

In the last decade, molecular assessment of colon cancer has be-
come more routine, notably including mismatch repair (MMR)
status, and BRAF and KRAS mutations. We and others have
found that these molecular markers have prognostic value for
DFS and OS.

Mismatch repair

At the origins of carcinogenesis there are pathways responsible
for three different tumour phenotypes: one associated with
chromosomal instability, one with CpG methylator phenotype,
and one with deficient DNA mismatch repair system [25-27].
DNA mismatch repair (MMR) deficiency is found in ~15% of
colorectal cancers and induces the microsatellite instability (MSI)
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phenotype, leading to accumulation of mutations in tumour
DNA. Its prevalence decreases with tumour stage (I-II 20%, III
12%, IV 5%). About two-thirds of dMMR tumours are sporadic
[28], while one-third are familial, being linked to the Lynch syn-
drome. Sporadic dMMR inactivation occurs in a context of a CpG
island methylator phenotype [29]. Approximately half of sporadic
dMMR cases are associated with BRAF mutations [28]. Sporadic
dMMR colon cancer shares clinicopathological features with in-
herited dMMR colon cancer, but patients with sporadic dMMR
are older at diagnosis than Lynch syndrome patients [28, 30].

Patients with stage II colon cancer and the dMMR phenotype
have better clinical outcomes and lower recurrence rates without
adjuvant treatment than patients with proficient MMR (pMMR
or MSS) tumours [31-33]. However, the MMR phenotype ap-
pears to have less prognostic value in stage III colon cancer. A
multicentre retrospective trial showed that DFS seems better in
the case of dMMR tumours: the 3-year DFS rate was ~27%
higher compared with pMMR tumours [34]. Post hoc analysis of
large prospective trials showed that patients with stage IIl dIMMR
tumours do not have better OS than those with stage III pMMR
tumours [34-36]. In those trials MMR status was determined
prospectively. However in the analysis of NO147 trial by
Sinicrope et al., there seemed to be a benefit in term of DES only
in patients with right-sided dMMR colon tumours [36]. The
prognostic value of dMMR status was not confirmed in a recent
pooled analysis of data from the PETACC-8 and NO0147 trials
[37]. In the pooled cohort of 4674 patients, the 3-year DFS was
75% for AMMR patients and 74% for pMMR patients (HR 0.87,
95% CI10.71-1.07, P=0.196).

A retrospective pooled analysis of several studies suggests that
the dMMR phenotype is associated with resistance to adjuvant
5FU chemotherapy [38, 39]. In another retrospective pooled ana-
lysis of adjuvant trials, within the dMMR subset, patients with
sporadic dAMMR did not benefit from 5FU-based adjuvant treat-
ments, contrary to patients with the Lynch syndrome [31].
However, in stage 11l colon cancer, the post hoc analysis of the
NSABP C-07 and MOSAIC trials showed that patients treated
with a standard fluoropyrimidine plus oxaliplatin combination,
dMMR patients seemed to derive the same benefit as pMMR pa-
tients from 5FU plus oxaliplatin chemotherapy [40, 41].

Close overlap between MMR status and other characteristics
such as tumour immune infiltration, CIMP phenotype and BRAF
mutations may be responsible for the conflicting data reported
over the past decade [42]. Finally, recent clinical trials have shown
some efficacy of immune checkpoint blockers in patients with
dMMR metastatic colorectal cancer [43], and these drugs will
soon be evaluated in adjuvant trials for patients with dAMMR stage
III colon cancer (NCT02912559).

CpG island methylator phenotype

CpG islands are genomic regions containing a large number of
cytosine and guanine nucleotides, located in 5’ regulatory regions
(promoter regions) [44-49].

The CpG island methylator phenotype (CIMP) is the most re-
cently identified mechanism of colon cancer carcinogenesis. It is
observed in ~18% of colorectal cancers and is due to CpG island
methylation in the promoter region of certain genes involved in
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malignant transformation. The CIMP phenotype is defined by
hypermethylation of at least three out of the five pre-defined
markers involved in carcinogenesis. The most common molecu-
lar abnormalities associated with CIMP tumours are BRAF,
KRAS and TP53 mutations and the IMMR phenotype, although
there is an imperfect overlap between CIMP and dMMR [27].

The prognostic value of CIMP in stage III colorectal cancer has
been evaluated in only three studies: 2 retrospective monocentric
studies and 1 post hoc analysis of the CALGB 89803 prospective
trial [50-52]. The retrospective study of Van Rijnsoever et al.
found that patients with CIMP-positive tumours had worse sur-
vival after surgery alone than patients with CIMP-negative tu-
mours. Among patients treated with chemotherapy, there was no
difference in survival between the CIMP-positive and -negative
subgroups [51]. A second retrospective study defined two CIMP
statuses, correlated with BRAF (CIMP1) and KRAS (CIMP2) mu-
tations [50]. Patients with CIMP1 tumours had worse DFS (HR
3.9, 95% CI 1.08-14.35, P=.015) and higher recurrence rates
(53% for CIMP1, 18% for CIMP2 and 26% for CIMP-negative
tumours) [50]. The post hoc analysis of tumoural samples col-
lected prospectively during the CALGB 89803 trial, that com-
pared fluorouracile with fluorouracile + irinotecan  (IFL
regimen), confirmed these data, showing that patients with
CIMP+ tumours had worse OS than those with CIMP-negative
tumours (HR 1.36, 95% CI 1.01-1.84) [52]. This last work high-
lighted an interaction between CIMP and MMR status: CIMP+/
dMMR patients had better OS than CIMP+/pMMR patients
(HR 0.42, 95% CI 0.23-0.77, P=0.004), while MMR status had
no impact in the CIMP-negative population. This study also sug-
gested that CIMP+- patients arised benefit in OS from irinotecan-
based chemotherapy compared with fluorouracile alone [52].
This difference was not found with other chemotherapy regi-
mens. However, these findings were not confirmed in any other
cohort.

More data are needed on stage III colon cancer and CIMP.
Indeed, there are no data from prospective trials with homogen-
ous population. Even if CIMP seems to confer a worse prognosis,
its overlap with BRAF mutations and MMR status makes it diffi-
cult to determine the independent prognostic value of CIMP
positivity.

BRAF mutation

BRAF is one of the three functional human RAF proteins
[53, 54]. This kinase is involved in cell proliferation, differenti-
ation and death. BRAF V60OE represents ~80% of BRAF muta-
tions. It is present in ~9%—12% of patients with early-stage
disease and in 5%-10% of patients with metastases [55]. BRAF
mutations are associated with more right-sided primary tumours
and with an increased risk of peritoneal and distant lymph node
metastasis [55]. Recent guidelines recommend specific and ag-
gressive management of BRAF V600E disease, including triplet
chemotherapy with anti-VEGF targeted therapy [56]. However,
the prognostic value of BRAF mutation needs to be defined in
early-stage colon cancer. Data concerning the role of BRAF muta-
tion in stage III colon cancer are pretty consistent as they are
from post hoc analysis of large prospective adjuvant trials or pro-
spective cohorts.
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Table 2. Studies evaluating BRAF and KRAS mutations as prognostic factors for stage Il colon cancer

Marker Treatment N End HR for event 95% ClI Dataset Reference
points occurrence
BRAF
BRAF mut and pMMR ~ FOLFOX +/— cetux 2559 OS 1.84 1.01-3.36 PETACC-8 Taieb et al. [58]
DFS 1.74 1.14-2.69
BRAF mut and pMMR ~ FOLFOX +/— cetux 2720 DFS 143 1.11-1.85 NCCTG NO147 Sinicrope et al. [59]
BRAF mut 5FU or FOLFIRI 506 OS 1.66 1.05-2.63 CALGB 89803 Ogino et al. [60]
BRAF mut and pMMR - 1253 OS 1.36 10-1.84 Epidemiological cohort Lochhead et al. [57]
CSM 1.60 1.12-2.28
BRAF mut and dMMR - 1253 CSM 048 0.27-0.87 Epidemiological cohort
BRAF mut 5FU or FOLFOX 902 OS 0.99 0.67-1.47 MOSAIC André et al. [41]
BRAF mut 5FU or FOLFIRI 1404 OS 1.56 1.02-2.39 PETACC-3 Roth et al. [35]
stage II-lIl
KRAS
KRAS mut FOLFOX +/— cetux 2559 OS 1.56 1.12-2.15 PETACC-8 Taieb et al. [58]
DFS 1.55 1.23-1.95
KRAS mut FOLFOX +/— cetux 2720 DFS 148 1.27-1.74 NCCTG N0147 Sinicrope et al. [59]
KRAS mut - 378  CSM 149 1.02-2.15 Epidemiological cohort Eklof et al., BJC (2013)
CSM, cancer-specific mortality; DFS, disease-free survival; OS, overall survival.
KRAS mutation

In a recent post hoc analysis of the MOSAIC study, OS and
recurrence-free survival (RFS) were assessed according to BRAF
mutations, which were found in 94 (10.4%) of 902 stage II/III
colon cancer patients. BRAF mutation did not confer a worse
prognosis (HR 0.99, 95% C1 0.67-1.47, P=0.966) [41].

In contrast, two studies suggest that BRAF is a prognostic fac-
tor in mixed stage IT and III colon cancer [7, 57] and three studies
have linked BRAF mutation to poor prognosis in stage III colon
cancer (Table 2) [58-60]: BRAF-mutated patients had shorter
times to relapse, survival after relapse and OS than BRAF non-
mutated patients. In a post hoc analysis of the PETACC-8 study,
evaluating the prognostic value of BRAF and KRAS mutations,
BRAF was prognostic only when combined with pMMR status
(90% of the patients): BRAF mutated/pMMR tumours had worse
outcomes than BRAF wild-type/pMMR tumours (HR for OS
1.84, 95% CI 1.01-3.36, P=0.046). The prognostic value of
BRAF mutation was not found in the dJMMR population [58]. In
the other two studies, the prognostic value of BRAF mutation was
not analysed with regard to MMR status [59, 60]. Finally, the
interaction between BRAF mutation and MMR status was con-
firmed in a pooled analysis of two large adjuvant trials with more
than 4000 patients (PETACC8 and N0147), in which BRAF mu-
tation again seemed linked to a worse prognosis only in pMMR
patients, being associated with time to recurrence, survival after
relapse and OS [61].

Although trials in the metastatic setting are currently testing
the efficacy of triple anti-MEK, anti-BRAF and anti-EGFR ther-
apy, BRAF inhibition is not commonly used for BRAF-mutated
colon cancer, owing to the modest efficacy of anti-BRAF thera-
pies when given alone [62—64]. The efficacy of these combin-
ations on metastatic disease will certainly lead to clinical trials
dedicated to BRAF-mutated non-metastatic colon cancer.

KRAS is an intracellular effector located downstream of epider-
mal growth factor receptor (EGFR). KRAS mutations represent
45% of metastatic colorectal tumours [65] and ~15%-37% of
early-stage tumours [61, 66, 67]. KRAS mutation is more fre-
quent in pMMR than in dMMR colorectal cancer [61]. In the
metastatic setting, KRAS mutation confers resistance to anti-
EGER treatments [68, 69]. However, targeting the EGFR pathway
with adjuvant treatment failed to improve DFS and OS in stage
IIT colon cancer [ 10, 59].

Recently, in patients with BRAF wild-type tumours, the impact
KRAS mutation on prognosis was suspected through epidemiolo-
gical cohorts studies [70]. This detrimental role of KRAS muta-
tion on stage TIT colon cancer outcome was confirmed by post
hoc analysis of prospectively collected data from adjuvant studies
such as PETACC-8 and N0147 (Table 2) [58, 59, 70, 71]. Though
it has been suggested that codon 12 and 13 did not bear the same
prognostic value [72] more recent data in larger cohorts with bet-
ter clinical follow-up, showed that both exon 2 mutations are
poor prognostic markers [71, 73, 74]. Contradictory results were
obtained in a post hoc analysis of the PETACC-3 trial in 894 pa-
tients with stage III colon cancer, where KRAS mutations were
associated with neither relapse nor survival [7]. Finally, a pooled
analysis of the PETACC-8 and NO147 trials confirmed a 1.5
higher risk of relapse and death in KRAS mutant, than in the
KRAS wild-type population, for TTR, DFS and OS [61]. In this
cohort of 4411 stage III colon cancer patients, as with BRAF, this
prognostic value was only found in pMMR patients [61].

Screening for KRAS and NRAS mutations (by expanded RAS
analysis) is now mandatory in metastatic colon cancer before tar-
geting the EGFR pathway [56]. Unfortunately, expanded RAS
analysis was not used in the majority of the studies described
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above. It could provide complementary information needed to
understand the lack of efficacy of anti-EGFR therapies in early-
stage colon cancer.

HER2 and other molecular factors

HER2 (Errb2) is a transmembrane receptor of the EGFR family
[75]. Its activation plays a role in cell proliferation and differenti-
ation, and in apoptosis inhibition [75]. The reported prevalence
of HER2 overexpression/amplification in colon cancer varies
widely, from ~3%-47% in the different cohorts, but it is gener-
ally below 10% [76-78].

The prognostic value of HER2 overexpression in this setting is
controversial [77, 79-81]. Most studies have shown that HER2
expression is not associated with outcome but rather with the
presence of metastases [79-81]. However, Park et al. found that
tumours with HER2 overexpression had a higher recurrence rate
and were associated with poorer 3- and 5-year survival rates [77].
These results were confirmed by a retrospective analysis of stage
IIT colon cancer samples from 2559 patients included in
PETACC-8 randomized trial [78]. In this cohort, HER2 mutation
was observed in 3.8% of cases and was associated with higher rate
of recurrence (HR 1.55 [95% CI 1.02-2.36], P=0.04) and shorter
OS (HR1.57 [95% CI 0.99-2.5], P=0.05) in multivariate analysis
[78]. Differences between studies could be explained by the dif-
ferent techniques used to assess HER2 expression. The PETACC8
study used the next-generation sequencing colon-lung cancer
panel V2 (for mutations in exons 19-21, and for amplification)
plus immunohistochemistry [78]. The results of the phase II trial
of trastuzumab plus lapatinib in HER2-amplified metastatic
colon cancer are encouraging for this kind of dual blockade in
early-stage colon cancer [82]. However, the only evidence of
HER-2 blockade efficacy we have in oncology concern breast can-
cer and, recently, gastric cancer [83-85]. In colon cancer, we will
have to wait for further phase III studies results assessing the dual
blockade of the HER-2 pathway by both trastuzumab and lapati-
nib to confirm HER-2 as a valuable target for metastatic and non-
metastatic colon cancer.

Other molecular features have been described as prognostic
factors. Caudal-type homeobox transcription factor 2 (CDX2) is
an important regulator of intestinal development and is involved
in colon oncogenesis [86, 87]. Colon cancers without CDX2 over-
expression are often associated with aggressive features such as
advanced stage, poor differentiation, vascular invasion, BRAF
mutation, and the CpG island methylator phenotype [88-91].
Recently, Dalerba et al. showed that a lack of CDX2 expression
was associated with worse outcome in stage II and IIT colon can-
cer (HR for disease recurrence 3.44, 95% CI 1.60-7.38,
P=0.002). In stage III colon cancer, both CDX2 positive and
negative tumours benefit from adjuvant treatment [92, 93].
Moreover, though very promising these findings on CDX2 prog-
nostic and predictive value have now to be confirmed in external
series based on patients enrolled in clinical trials in order to in-
crease the quality of clinical data and the robustness of this
marker before becoming a new daily practice usable tool.

Somatic mutations of PIK3CA are present in 10%-20% of
colorectal cancer, basically confined to exon 9 and exon 20.
Mutations of PIK3CA seem to predict the lack of response for
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anti-EGFR therapy, especially mutations in exon 20, for patients
with RAS wild-type tumours [94, 95]. In addition, there is mod-
erate evidence of the predictive value of PIK3CA mutations for
adjuvant aspirin, coming from two epidemiological cohorts from
the US [96]. Ongoing randomized controlled trials will allow to
definitively answer this question in the forthcoming years.

Preliminary data indicate ctDNA can be detected in a high pro-
portion of patients with advanced CRC, suggesting promise as a,
prognostic and predictive test that should have broad community
acceptance. Preliminary results showed that ctDNA is detectable
at diagnosis in the majority of patients with non-metastatic CRC.
In this 68 patients population ctDNA, based on 15 frequent mu-
tations, was detected in 41 (60%) of patients before surgical re-
moval of the primary. With a 15-month follow-up all 5 patients
that recurred had positive ctDNA at diagnosis, whereas CEA was
elevated in only 1 of these cases. [97]. The presence of ctDNA
after surgery seems thus a major prognostic biomarker with an
HR 0f 18 (95% CI: 7.9-40) for the risk of recurrence [98]. The po-
tential for ctDNA as a prognostic or predictive marker for pa-
tients with early stage cancer, should be further explored.

Molecular classification

Improvements in DNA sequencing techniques have allowed re-
searchers to explore more than one mutation at a time, providing
insights into colon cancer biology. The Cancer Genome Atlas
Network analysed 224 colorectal tumours by whole-exome
sequencing and integrative analysis of genomic data [99]. This
work showed that there are two types of colorectal cancer: hyper-
mutated and non-hypermutated tumours. Similarly, Guinney et
al. defined four consensus molecular subtypes (CMS) of colon
cancer, based on transcriptomics, using surgical samples of all
stages (I-IV; 41% stage III) [100]. Each CMS has genetic specific-
ities (Table 3). CMS4 tumours were associated with worse OS
and relapse-free survival after adjustment for clinicopathological
features, IMMR status, and BRAF and KRAS mutations: the 5-
year OS rates were 62% in the CMS4 group and 74%, 77% and
75% in the CMS1, 2 and 3 groups, respectively. Patients with
CMS1 tumours had worse survival after relapse, with a median of
9 months, versus 35 months for CMS2 tumours, 20 months for
CMS3 tumours and 24 months for CMS4 tumours (Table 3).
Song et al. retrospectively analysed the NSABP-C07 data and
found that only patients with stage ITT CMS2 tumours seemed to
benefit from fluorouracile 4 oxaliplatin adjuvant chemotherapy
as compared with fluorouracile alone [101]. However, this was
not found in the validation cohort of this study and it needs to be
confirmed in external series [101]

The differences in the prognosis of CMS groups confirm that
the molecular mechanisms of each subtype are clinically relevant.
It is conceivable that activation of genes involved in the meta-
static process confers a worse prognosis.

This classification could help to select patients for adjuvant
treatment by providing prognostic and predictive information,
and could also help to tailor individual treatment. Yet, the only
data available on the predictive value of the CMS signature on the
benefit of adjuvant chemotherapy come from a retrospective
study with chemotherapeutic regimens that are not standards
anymore. The assessment of the predictive value of CMS has now
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Table 3. CMS subgroups and their associated molecular characteristics, according to Guinney et al. [

]

Subtype CMS1 (MSl/immune) CMS2 (canonical) CMS3 (metabolic) CMS4 (mesenchymal)
% 14% 37% 13% 23%
Clinical features Female Left sided More advanced
Right sided lesions stage (Il or IV)
Higher histopathological
grade
Associated mutations dMMR, CIMP high, SCNA high Mixed MMR status, CIMP SCNA high
hypermutation WNT and MYC activation low, SCNA low Stromal infiltration
BRAF mutations KRAS mutations TGFb activation
Immune infiltration and Metabolic deregulation Angiogenesis
activation HER2 high level

Outcomes Worse survival after relapse

5-year overall survival rate 74% (69-79)

(95% CI)

5-year relapse-free survival 75% (70-80) 73% (70-77)
rate (95% Cl)

Median survival after 9 months 35 months
relapse

Superior survival after relapse

77% (74-80)

amplification
Worse relapse free and
overall survival
75% (70-80) 62% (58-66)

73% (68-80) 60% (55-65)

20 months 24 months

CIMP, CpG island methylation phenotype; SCNA, somatic copy number alteration.

Table 4. Comparison of the existing molecular signatures for treatment decision in localized colon cancer

Signature Disease setting N End point Results for stage Il Dataset Reference
Oncotype Dx II-1ll treated 892  5-yearrecurrence  Recurrence rate: Clinical trial (NSABP-C-07)  Yothers et al. [105]
colon cancer® rate Low: 21%
(95C1 16-26),
Intermediate: 29%
(95l 24-34),
High: 38% (95 CI 30-46)
Oncotype Dx II-11l treated 688  3-year RFS - Clinical trial (PETACC-3) Di Narzo et al., [108]
colon cancer® and OS
Coloprint® |-l treated 206  5-year RFS 5-year RFS: Prospective cohort Salazar et al,, / Clin
and untreated Low: 78.2% (95% Oncol (2013)
C149.9-90.7)
High: 47.2% (95%
Cl 25.8-68.6)
Veridex® Il 688 3-year RFS, - Clinical trial (PETACC-3) Di Narzo et al,, [108]
SAR and OS

to be assessed on patients treated with a fluoropyrimidine- and
oxaliplatine-based adjuvant regimen. Moreover, the feasibility of
CMS in daily practice, even for prognostication, is currently diffi-
cult due to technical and cost constraints, but may be interesting
to categorize patients as a stratification parameter in future adju-
vant clinical trials.

Recently, interesting results have been reported on the epithe-
lial to mesenchymal transition. Activation of genes involved in
this transition seems to undermine the benefit of adjuvant
chemotherapy and could also predict the efficacy of some tar-
geted therapies [102-104].

Molecular signatures

Supervised prognostic genomic signatures have been developed
to summarize the prognostic information provided by molecular
factors. The main genomic signatures have been widely analyzed
in both retrospective and prospective studies, including
Oncotype Dx Colon Cancer®, ColoPrint®, Veridex” and GeneFx
Colon® [105-107]. Most validation studies focused on stage 11
disease, but several included stage III disease, especially using the
Oncotype Dx Colon Cancer® signature [105]. These genomic sig-
natures can classify the risk of recurrence as low or high (Table 4).
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Figure 1. Past and current prognostic factors for stage IIl colon cancer.

In theory, the information provided by these signatures is very
important. However, the accuracy of these scores is controversial,
especially in stage I1I disease. Indeed, these signatures divide pa-
tients into three groups, but the benefit of adjuvant treatment
of the large intermediate-risk group is unclear. Moreover, predic-
tion of recurrence is not very good for stage III disease. For ex-
ample, Oncotype Dx Colon Cancer® predicts 5-year recurrence
rates for low, intermediate and high-risk stage IIIA/B colon can-
cer of, respectively, 21% (95% CI 16%-26%), 29% (95% CI
24%-34%), and 38% (95% CI 30%—46%) [105].

In the prospective validation of Oncotype Dx Colon Cancer®,
only high- and intermediate-risk patients seemed to benefit from the
adjunction of oxaliplatin to 5FU [105], but there were few events in
the different groups and these results thus need to be confirmed.

None of the current signatures has been evaluated in a real-life
setting. This would need testing to be randomized after removal
of the primary tumour, in order to determine the influence on
treatment decisions and patients’ outcome.

Recent prognostic signatures based on apoptotic genes have
been tested in stage III colon cancer [109]. The APOPTO-CELL-
PC3 is the more accurate of them, and divides the patients into
three groups depending on their apoptosis competency and their
Procaspase-3 level of expression. With this signature, high risk
patients had increased risk of relapse (HR 3.90, 95% CI 1.59-
9.37, P=0.008) and death (HR 9.40, 95% CI 2.06-41.98,
P=0.002). Despite the fact that those signatures have been vali-
dated externally, they cannot be used in daily practise because of
the too small number of patients included in the studies.

Immunologic features

In 1986, lymphocyte infiltration (LI) of rectal carcinoma was
linked to a better prognosis [110]. More than 300 publications on

colorectal carcinoma treated with various therapies have con-
firmed this seminal publication [111-113]. In 2005, Pages et al.
showed that abundant CD3+CD8+and CD3+CD4+4T
lymphocyte infiltration was associated with better survival. In
addition, a high density of T cells was associated with less nodal
invasion and metastatic recurrence [14]. A prognostic LI immu-
noscore has been developed [113, 114], based on numbers of
lymphocyte populations (CD3/CD45RO, CD3/CD8 or CD8/
CD45RO0) in the tumour core and invasive margins. This score
identifies three groups of clinical outcome. It was very recently
shown to be reproducible and robust in a large multicentre as-
sessment conducted in 17 countries and involving more than
3800 samples, including a subset of stage I1I disease [115].

Another immunoscore is based on automated LI evaluation
(linear quantification of lymphoid infiltration, LQLI). This
method divides tumours into 3 patterns of CD3+ lymphocyte
distribution between the tumour front of invasion, the tumour
core, and surrounding tissues. Low-level LI (LQLI pattern 3) was
associated with worse DFS in this study [HR 6.02, (95% CI 2.74—
13.18), P<0.001 in multivariate analysis] [116]. This score has
been recently validated prospectively, using a predefined statis-
tical hypothesis, in a large phase III trial population of stage III
patients who received FOLFOX-based adjuvant treatment [117].

Though some of these immunoscores are now considered as
robust and reproducible and others have been validated with pre-
defined statistical hypotheses, none of them are currently usable
in daily practice. To do so, we are still waiting for a score that is
validated with multivariate analyses integrating all potentially
confounding clinical and molecular prognostic factors such as a
dMMR phenotype, BRAF and RAS mutational status, in pro-
spectively randomized patients from clinical trials, using prede-
fined statistical hypotheses and in an integrated approach to
therapeutic decision-making.
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In future, such scores will be implemented in clinical decision-
making for post-surgical treatment of stage I1I colon cancer, both
to refine prognostication and to predict the efficacy of
immunotherapies.

Conclusion

Although the treatment of stage III colon cancer has barely
changed since 2004, our knowledge of prognostic factors and
carcinogenesis has advanced considerably in the last decade
(Figure 1). However, the prediction of adjuvant chemotherapy
and targeted therapies benefit in molecular subclasses are mainly
based on in vitro and retrospective datasets, and need to be con-
firmed prospectively to allow personalized treatment in the
future.

Alongside long-standing clinical and histological factors, new
immunological and molecular factors are assisting with prognos-
tication. For example, MMR, BRAF, KRAS and HER2 alterations,
and immune infiltration, should probably be taken into account
in the near future.

Existing scores only use one set of prognostic tools: molecular,
clinical or immunological. Now, large-scale analyses of pooled
data from recent clinical trials will help to integrate these factors
in a global approach needed to extend advances made in the
metastatic setting to patients with localized disease.
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4.2 Développement d’un facteur pronostique : exemple de I'antigéne
carcinoembryonnaire (ACE)

4.2.1 Remise en question de la valeur seuil de I’ACE

4.2.1.1 Référence bibliographique

Low-level postoperative carcinoembryonic antigen improves survival outcomes stratification
in patients with stage Il colon cancer treated with standard adjuvant treatments.

Auclin E, André T, Taieb J, Benetkiewicz M, de Gramont A, Vernerey D. Eur J Cancer. 2018
Jul;97:55-56. doi:10.1016/j.ejca.2018.03.032. Epub 2018 May 3. PubMed PMID: 29731226.

4.2.1.2 Rationnel

Le point de départ du questionnement concernant la méthodologie pour I’évaluation
d’un facteur pronostique est la publication par Margalit et al d'un article remettant en
guestion le seuil usuellement accepté de 5 ng/mL pour la positivité du dosage de I’ACE. Dans
cet article, les auteurs ont montré sur une base américaine de plus de quarante mille
patients atteints d’un cancer du colon de stade | et Il (non traités par chimiothérapie) que la
valeur seuil de 2,35 ng/mL était plus pertinente pour la prédiction de la survie globale. En
effet, la survie globale a 3 ans était de 79,7% contre 64,5% chez les patients ayant
respectivement un dosage de I’ACE pré-opératoire inférieur ou supérieur a 2,35 ng/mL.

Ces résultats ont été montrés sur une cohorte de trés grand effectif et ont été ajustés
sur divers parametres pronostiques. lls sont donc robustes. Cependant on peut déplorer
guelques limites a ce travail :

1. Le critére de jugement utilisé était la survie globale, nous ne disposons pas de la

survie sans maladie.

2. Le temps de suivi était en médiane de 31,7 mois, ce qui est juste pour I'étude de

cancers du colon localisés.

3. Les taux de survie a 3 ans paraissent faibles pour des cancers du colon de stades |

et Il (le taux de survie a 5 ans publié par I'Institut National du Cancer Américain
est plut6t aux alentours de 91%).
4. Le dosage de I'ACE en post opératoire est plus pertinent qu’en pré-opératoire,

comme réalisé dans cette étude.
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Nous avons alors exploré ce seuil sur la population atteinte d’un cancer du colon de
stade Il incluse dans I'étude MOSAIC. Bien que cette population ait été traitée par une
chimiothérapie adjuvante, nous avons validé les résultats de Margalit et al. En effet, les taux
de survie globale a 3 ans étaient respectivement de 95% et 90% selon que I'ACE était
inférieur ou supérieur a 2,35 ng/mL. Les taux de survie sans maladie a 3 ans étaient eux de
88% et 78% (chez les patients ayant I’ACE inférieur et supérieur a 2,35 ng/mlL,

respectivement).

La nécessité d’'une considération plus fine du facteur pronostique qu’est I'ACE est
partie de cette publication, dont le manuscrit est disponible ci-aprés. Par ailleurs, dans les
modeles pronostiques construits par D. Vernerey lors de sa pratique au sein de I'Unité de
Méthodologie et Qualité de Vie en Cancérologie I’ACE était toujours associé de facon

importante au pronostic des patients.
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We read the article authored by Margalit et al. [1] and
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The authors have analysed 45,449 patients with stage
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Cancer Database who did not receive adjuvant chemo-
therapy and showed that preoperative carcinoembryonic
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antigen (CEA) level was a highly independent prog-
nostic factor for overall survival (OS) with a hazard
ratio (HR) of 1.12 (95% confidence interval [CI]:
1.10—1.14, p < 0.01) for each 10 ng/mL CEA increase in
the adjusted analysis. Interestingly, this study has chal-
lenged the standard cut-off value for CEA (considered
as 5 ng/mL). Indeed, they showed that the optimal cut-
off to predict accurately the 3-year OS status is 2.35 ng/
mL with 3-year OS rates estimated to 79.7% and 64.5%
in patients with preoperative CEA levels <2.35 or
>2.35, respectively. Given the considerable size of the
cohort studied and the adjustments performed, these
results should be considered as very robust and of in-
terest. However, we would like to highlight that the
disease-free survival (DFS) end-point is not available
and that the median follow-up equal to 31.7 months
may be too short to evaluate survival end-points in
localised stage I and II colon cancer. Moreover, the 3-
year OS rates displayed in their article (79.7% and 64.5%

j-ejca.2018.03.032
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in the CEA levels <2.35 and >2.35 groups, respectively)
arc low for stage I and II colon cancer population.
Indeed, the 5-year OS rate was 91.1% in patients with
localised colon cancer collected by the National Cancer
Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results
program and the Center of Disease Control and Pre-
vention (CDC’s) National Program of Cancer Registries
[2]. It is also important to notice that the postoperative
CEA dosage is probably more relevant than the preop-
crative onc to stratify patients’ risk of death and recur-
rence as recently reported [3,4].

In this context, we provide a confirmation of their
findings in a fully external validation cohort of stage 11
colon cancer treated with standard adjuvant treatments
and in the postoperative setting. We have analysed pa-
tients from the MOSAIC randomised prospective phase
I trial [5] that compared adjuvant 5-fluorouracil and
leucovorin (SFU/LV) to oxaliplatin+ 5FU/LV (FOL-
FOX4) and enrolled 899 patients with stage II colon
cancer (448 (49.8%) treated with SFU/LV and 451
(50.2%) with FOLFOX4). CEA level was measured after
surgery. Postoperative CEA level was an inclusion cri-
terion (CEA < 10 ng/mL) in the MOSAIC trial. CEA
serum sample assessment was not centralised. The
prognostic value of CEA for OS and DFS in this pop-
ulation (both arms) of patients with stage II colon
cancer was validated using a cut-off of 2.35 ng/mL. The
3-year OS was 95% (CEA <2.35 ng/mL) and 90% (CEA
>2.35 ng/mL) and the 3-year DFS was 88% (CEA
<2.35 ng/mL) and 78% (CEA >2.35 ng/mL). The log-
rank test p-value was 0.02 for OS and 0.006 for DFS.
In the Cox regression univariate analysis, HR for OS
and DFS in patients with a CEA level >2.35 ng/mL were
1.46 (95% CI: 1.05-2.05, p = 0.03) and 1.51 (95% CI:
1.12-2.03, p = 0.006), respectively. Our results
confirmed of the optimal cut-off for CEA level identified
by Margalit et al. in the postoperative setting and for
patients with stage IT colon cancer treated by adjuvant
treatments. In addition, we modelled the relation be-
tween CEA in its continuous form and outcomes with
the restricting cubic splines approach and we confirmed
that patients with higher CEA level (superior to 2.35 ng/

mL) were at the highest risk for recurrence or death. We
also searched in our cohort the optimal cut point to
maximise log-rank statistics with the Hothorn and
Lausen method [6], and we tfound 2.77 ng/mL for both
DFS (HR for CEA > 2.77 ng/mL: 1.83, 95% CI:
1.33—2.51, p < 0.0001) and OS (HR for CEA > 2.77 ng/
mL: 1.84, 95% CI: 1.26—2.62, p = 0.001). This cut-off
value is very close to the 2.35 cut-off identified in
Margalit et al. study.

Overall, in addition to the data brought by Margalit
et al., we validate the interest of postoperative CEA
levels found below the upper limit of normal to stratify
patients’ survival in stage II colon cancer treated with
standard adjuvant treatments.
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4.2.2 Exemple de I’ACE dans les cancers du colon de stade Il

4.2.2.1 Référence bibliographique

Association of post-operative CEA with survival and oxaliplatin benefit in patients with stage
Il colon cancer : a post hoc analysis of the MOSAIC trial.

Auclin E, André T, Taieb J, Banzi M, Van Laethem JL, Tabernero J, Hickish T, de Gramont A,
Vernerey D. Br J Cancer. 2019 Jul 12. doi: 10.1038/s41416-019-0521-7.

4.2.2.2 Introduction

Comme discuté dans lintroduction de cette thése, le traitement adjuvant des
patients atteints de cancer du colon de stade Il pose certaines questions. En effet, aprés la
chirurgie réalisée a but curatif, une chimiothérapie peut étre proposée a certains patients
pour une durée de 6 mois. Cette chimiothérapie est généralement proposée aux patients de
mauvais pronostic avec un statut microsatellitaire stable (MSS ou pMMR), c’est-a-dire ayant
au moins un des facteurs suivant: statut pT4, ou occlusion intestinale tumorale, ou
perforation tumorale, ou présence d’emboles veineux/lymphatiques/péri nerveux, ou
tumeur peu différenciée, ou analyse de moins de 12 ganglions. Dans |'étude MOSAIC cette
définition a été simplifiée pour la suivante : pT4, perforation digestive tumorale, moins de 10
ganglions analysés. Chez ces patients de mauvais pronostic, une chimiothérapie a base de
fluoropyrimidine est proposée. L'étude MOSAIC a montré que I'ajout de I'oxaliplatine au
LV5FU2 chez les patients ayant un cancer colique de stade Il a haut risque de rechute
n’augmentait pas la survie globale a 10 ans (71,7% pour le groupe LV5FU2 contre 75,4% pour
le groupe FOLFOX, p=0.58).

L’antigéne carcinoembryonnaire (ACE) est un marqueur tumoral sanguin peu onéreux
connu pour étre associé au pronostic des patients atteints de cancer du colon, quel que soit
le stade. Il est sécrété dans 90% des cas. Les sociétés savantes telles que I'European Society
of Medical Oncology (ESMO) recommande son dosage pour le suivi des patients opérés. De
larges études ont montré que la valeur de 5 ng/mL, communément acceptée en tant que
limite supérieure de la normale, n’est pas optimale et qu’un seuil a 2,35 ng/mL serait

préférable.
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Les objectifs de cette étude post-hoc étaient : i) évaluer et valider de facon précise la
valeur pronostique de I’ACE sur la SSM et la SG des patients atteints d’un cancer du colon de
stade I, ii) de déterminer la valeur prédictive de I’ACE pour le bénéfice de I'ajout de

I'oxaliplatine au LV5FU2.

4.2.2.3 Population de I'étude

Dans cette étude nous avons inclus tous les patients de I'étude MOSAIC
(NCT00275210) ayant un cancer du colon de stade Il. L'autre critére d’inclusion était la
disponibilité du dosage de I’ACE en post opératoire.

A noter que I’ACE était en soi un critére d’inclusion dans I'essai puisque seuls les
patients avec une valeur de I’ACE inférieure a 10 ng/mL étaient incluables. Ce dosage n’était
pas centralisé dans un seul laboratoire.

La définition des groupes de risque de récidive utilisée dans cette étude était double :

- Définition montrée dans la population de I'étude (définition MOSAIC) : statut pT4, ou

perforation digestive tumorale, ou moins de 10 ganglions analysés.

- Définition MOSAIC modifiée pour coller aux recommandations européennes : statut

pT4, ou perforation digestive tumorale, ou moins de 12 ganglions analysés.

4.2.2.4 Meéthodologie

Le critére de jugement principal était la SSM, définie comme le temps entre la
randomisation et la rechute (locale ou a distance) ou I'occurrence d’un deuxiéme cancer
colique ou le décés. En critere de jugement secondaire nous avons choisi la SG, définie
comme le temps entre la randomisation et le décés du patient. Les patients n’ayant pas fait
I'événement étaient censurés a la date de leur dernier suivi. La SSM et la SG ont été
estimées avec la méthode Kaplan Meier et des taux de survie a des temps définis ont été
donnés avec leur intervalle de confiance a 95%. La durée médiane de suivi a été calculée
avec la méthode du reverse Kaplan Meier.

Lorsqu’il a été considéré comme variable continue, la relation entre I'ACE et les
criteres de jugement a été modélisée par la méthode des splines cubiques restreints et

vérifiée par les polyn6mes fractionnaires multiples. Lorsque I’ACE a été étudié en tant que
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variable catégorielle, la valeur seuil utilisée était celle montrée par Margalit et al dans une
cohorte de 45449 patients avec un cancer du colon de stades | et Il (2,35 ng/mL). De plus,
nous avons réalisé une analyse de sensibilité en cherchant la valeur seuil optimale dans
notre cohorte.

La valeur pronostique de I’ACE sur la survie (SSM et SG) a d’abord été testée par un
modeéle de Cox univarié, ainsi que les autres variables disponibles. Les variables atteignant la
significativité en univarié ou connues pour avoir un impact pronostique majeur ont été
réunies dans un modeéle de Cox multivarié.

La recherche de la valeur prédictive de I'ACE sur le bénéfice de I'ajout de
I'oxaliplatine au LV5FU2 a été faite par I’étude du terme d’interaction dans un modele de

Cox et illustrée par des courbes de Kaplan Meier.

4.2.2.5 Résultats

4.2.2.5.1 Caractéristiques de la population

Parmi les 2246 patients de I'étude MOSAIC, 899 avaient un cancer du colon de stade
Il. Le dosage de I'ACE post opératoire était disponible chez 867 patients (96,4%) dont 834
(96,2%) avaient un ACE inférieur a 5 ng/mL et 664 (76,6%) inférieur a 2,35 ng/mL.

Concernant les groupes de risque, 434 (48,65%) et 520 (58,3%) patients avaient un
haut risque de rechute selon la définition de MOSAIC et la définition de MOSAIC modifiée. Le
statut MSI était réparti de fagcon équitable entre les patients ayant I’ACE < ou > 2,35 ng/mL
(12,4% versus 16,3% p=0,36).

Les caractéristiques des patients de I’étude sont présentées dans le tableau 1.
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Tableau 1: caractéristiques de la
population de I'’étude MOSAIC atteinte
d’un cancer du colon de stade Il.

Nombre de Médiane 12 (8-19)
ganglions (IQR)
analysés*
Performance 0-1 799 (88.9%)
status*
>2 100 (11.1%)
Perforation 81 (9.01%)
intestinale*
Occlusion 158
intestinale* (17.58%)
Emboles Présents 80 (16.29%)
vasculaires Manquant 408
Statut MMR dMMR 48 (13.15%)
pMMR 317
Manquant (86.85%)
534
ACE, ng/mL Médiane 1.4 (0.9-2.2)
(IQR)
Seuil standard, <5 834
ng/mL) (96.19%)
>5 33 (3.81%)
Seuil rapporté par  <2.35 664 (76.6%)
Margalit et al.,
ng/mL
>2.35 203 (23.4%)
Seuil définiparla <2.77 724
méthode de (83.51%)
Hothorn, ng/mL
>2.77 143
(16.49%)
Manquant 32
Temps entre la Médiane 4.4 (3.3-5.4)
chirurgie et le (IQR)
dosage de I’ACE,
semaines
Temps de suivi, Médiane 8.8 (7.9-
années 9.5)

Patients
stade Il
Etude
MOSAIC
(N=899)
Age, années* <70 798
(88.77%)
>70 101
(11.23%)
Sexe* Female 407
(45.27%)
Male 492
(54.73%)
Indice de masse Maigreur 27 (3%)
corporelle*
Normal 438
(48.72%)
Surpoids 324
(36.04%)
Obese 110
(12.24%)
Bras de FOLFOX4 451
traitement* (50.17%)
LV5FU2 448
(49.83%)
Localisation Gauche 580
tumorale* (64.52%)
Droite 319
(35.48%)
Grade G1/2 763
histologique (89.55%)
G3/4 89 (10.45%)
Manquant 47
Groupe de risque,  Elevé® 434
stade Il (48.65%)
(définition Faible®® 458
MOSAIC) (51.35%)
Manquant 7
Groupe de risque, Elevé 520 (58.3%)
stade Il
(définition Faible 372 (41.7%)
MOSAIC modifiée)
Manquant 7
Stade T* T3 728 (81%)
T4 171 (19%)

*: pas de données manquantes
S T4, perforation digestive, ou moins de 10

ganglions analysés

SS T1-3 et absence de perforation digestive et 10
ou plus ganglions analysés
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4.2.2.5.2 ACE post opératoire et survie
Lorsqu’il était étudié sous forme de variable continue, une relation linéaire a été mise
en évidence entre I’ACE et les critéres de survie (Figure 1). Plusieurs populations de risque
différent ont été mises en évidence dans la population ayant un ACE inférieur a 5 ng/mL. Ce
constat nous a permis de pouvoir considérer I’ACE sous forme catégorielle en prenant une

valeur seuil inférieure a la valeur seuil classique de 5 ng/mL.

Hazard Ratio for DFS
w
Hazard Ratio for 0S

0.199854 2.000766 4000980 5911195
CEA post-surgery

7.802307 0.199854 2.000766 4000980
CEA post-surgery

5911185 7.802307

Figure 1 : relation entre la valeur post opératoire de I’ACE en tant que variable continue et Ia

SSM (A) ou la SG (B). Cette relation a été obtenue par la méthode des splines cubiques
restreints.

Quand nous I'avons considéré comme une variable catégorielle, les taux de SSM a 3 ans

étaient :

86,6% contre 75,5% chez les patients ayant un ACE < 5 ng/mL et > 5 ng/mL

respectivement (p=0,53).

88,5% contre 78,7% chez les patients ayant un ACE < 2,35 ng/mL et > 2,35 ng/mL
respectivement (p=0,006).

Ces résultats sont illustrés dans la figure 2.

Par ailleurs, les analyses de sensibilité a la recherche de la meilleure valeur seuil pour

I’ACE dans notre cohorte ont retrouvé une valeur de 2,77 ng/mL, ce qui est trés proche de la

valeur publiée par Margalit et al.
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Figure 2 : courbes de Kaplan Meier pour la DFS selon la valeur seuil classique de I’ACE (A) et
la valeur publiée par Margalit et al (B).

4.2.2.5.3 ACE comme facteur pronostique indépendant
En analyse univariée, un dosage post opératoire de I’ACE > 2,35 ng/mL était associé de
facon péjorative avec la SSM et l1a SG :
- HRpourlaSSM:1,51;1C95% :1,12-2,03 ; p<0,0001
- HRpourlaSG:1,46;1C95% : 1,05-2,05 ; p=0,03.

Aprés ajustement sur I'dge, le sexe, la localisation tumorale, I'occlusion digestive
tumorale et le groupe de risque de récidive (définition MOSAIC), I'élévation de I’ACE
supérieure a 2,35 ng/mL restait un facteur de risque indépendant en terme de SSM et de
SG:

- HRpourlaSSM:1,49;1C95% :1,10-2,00 ; p=0,009

- HRpourlaSG:1,90;1C95% : 1,33-2,72 ; p<0,0001.

Ces résultats sont résumés dans les tableaux 2 et 3.
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HR 95% ClI P
Age, années >70 1.94 1.37-2.76  <0.0001
Sexe Homme 1.35 1.02-1.79 0.035
Localisation tumorale Droit 0.78 0.58-1.06 0.111
Groupe de risque (MOSAIC) Faible 0.74 0.56-0.98 0.035
Occlusion intestinale Oui 1.48 1.07-2.03 0.016
ACE, mg/mL >2.35 1.49 1.10-2.00 0.009
Tableau 2 : modele de Cox multivarié pour la SSM

HR 95% Cl P
Age, années >70 2.06 1.40-3.04 <0.0001
Sexe Homme 1.50 1.09-2.07 0.013
Localisation tumorale Droit 0.76 0.54-1.07 0.117
Groupe de risque (MOSAIC) Faible 0.66 0.48-0.91 0.011
Occlusion intestinale Oui 1.64 1.16-2.33  0.005
ACE, ng/mL >2.35 1.45 1.04-2.04 0.029

Tableau 3 : modele de Cox multivarié pour la SG

4.2.2.5.4 Valeur prédictive du dosage post opératoire de I’ACE

Le bénéfice de I'ajout de I'oxaliplatine au LV5FU2 en terme de SSM et de SG était

différent selon les groupes d’ACE. Seuls les patients ayant un haut risque de rechute selon la

définition de MOSAIC avec un ACE élevé (> 2,35 ng/mL) en post opératoire avaient un

bénéfice de I'adjonction de I'oxaliplatine a leur chimiothérapie adjuvante (p-valeur pour

I'interaction : 0,09 pour la SSM et 0,03 pour la SG).

Ces résultats sont montrés dans les tableaux 4 et 5, et illustrés par les figures 3 et 4.
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Tableau 4 : Taux de SSM a 3 ans selon le bras de traitement et le dosage de I’ACE

P valeur de l'interaction

Tous les
Pat:snts LVF;\I;UZ FOLFOX . LV5FU2 FOLFOX Différence Différ?nce :E r:aliltrelr"::f:tt ent:fa?t?::nzt'(sl_s\'/;:bazs') ot
% (1C95%) % (1C95%) absolue relative (1C95%) FOLFOX)
Population globale 899 448 451  84.7(81.4-88.1) 87.1(84-90) +2.4 +2.8 0.11
-ACE<£2.35 664 333 331  88.2(84.8-91.7) 88.7(85.4-92.2) +0.5 +0.6 1.07(0.77-1.47) /
-ACE >2.35 203 97 106 76 (67.9-85.1)  81.1(74-88.9) +5.1 +6.7 0.67 (0.41-1.11)
Population a risque élevé® 434 222 212 81.3(76.2-86.6) 86.3(81.7-91) +5 +6.1 0.09
-ACE<2.35 320 158 162 84 (78.4-89.9) 86.3 (81.2-91.8) +2.3 +2.7 0.95 (0.62-1.45) /
-ACE >2.35 102 55 47 74 (63.2--86.7) 87.2(78.2-97.3) +13.2 +17.8 0.47 (0.23-0.97)
Population a risque faible®® 458 223 235 87.9(83.7-92.3) 88(83.9-92.3) +0.1 +0.1 0.78
-ACE<2.35 338 172 166  91.8(87.8-96) 91.5(87.3-95.8) 0.3 -0.3 1.18(0.71-1.95) /
- ACE >2.35 100 42 58 78.6 (67.1-92) 75.8 (65.6-87.7) 2.8 -3.6 0.99 (0.47-2.10)

S T4, perforation tumorale ou moins de 10 ganglions analysés
SS T1-3 et absence de perforation tumorale et 10 ou plus ganglions analysés

NOTE. La différence absolue a un temps T est la différence entre les pourcentages de survie observés entre les 2 bras de traitement au temps T. La différence relative donne la proportion d’augmentation ou

diminution du taux de survie entre les bras de traitement.
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Tableau 5 : Taux de SG a 3 ans selon le bras de traitement et le dosage de I'ACE

P valeur de l'interaction entre ACE
HR pour I'effet du

LV5FU2 FOLFOX Différence  Différence traitement (s 2.35, >2.35) et traitement
% (1C95%) % (1C95%) absolue relative (1C95%) (LV5FU2, FOLFOX)
Population globale 94.6 (92.5-96.7) 93.7 (91.5-96) 0.9 -0.9 0.03
-ACE<2.35 97.3 (95.5-99) 93.9 (91.3-96.5) 3.4 3.5 1.28(0.89-1.85)  /
- ACE >2.35 88.4 (82.2-95.1) 92.5 (87.6-97.6) +4.1 +4.6 0.63 (0.36-1.12)
Population a risque élevé® 93.1 (89.9-96.6) 92.9 (89.5-96.4) 0.2 -0.2 0.03
-ACE<2.35 95.5(92.3-98.8) 92.5 (88.6-96.7) 3 -3.1 1.18(0.73-1.92)  /
- ACE>2.35 87 (78.4-96.5° 93.6 (86.9-100) +6.6 +7.6 0.44 (0.21-0.95)
Population a faible risque®* 95.9 (93.4-98.6) 94.8 (92-97.7) -1.1 1.1 1
-ACE £2.35 98.8 (97.2-100) 95.7 (92.7-98.9) 3.1 3.1 1.34(0.77-2.36)  /
- ACE >2.35 90.3 (81.8-99.8) 91.4 (84.4-98.9) +1.1 +1.2 1.28 (0.47-3.45)

S T4, perforation tumorale ou moins de 10 ganglions analysés

SS T1-3 et absence de perforation tumorale et 10 ou plus ganglions analysés

NOTE. La différence absolue a un temps T est la différence entre les pourcentages de survie observés entre les 2 bras de traitement au temps T. La différence relative donne la proportion d’augmentation ou
diminution du taux de survie entre les bras de traitement.
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Figure 3 : Courbes de Kaplan Meier montrant le bénéfice de I'ajout de I'oxaliplatine pour la
SSM chez tous les patients (A), les patients a bas risque de récidive selon la définition de
MOSAIC sans et avec stratification selon le dosage de I’ACE post opératoire (B et C), les
patients a haut risque de récidive selon la définition de MOSAIC sans et avec stratification
selon le dosage de I’ACE post opératoire (D et E)
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Figure 4 : Courbes de Kaplan Meier montrant le bénéfice de I'ajout de |'oxaliplatine pour la
SG chez tous les patients (A), les patients a bas risque de récidive selon la définition de
MOSAIC sans et avec stratification selon le dosage de I’ACE post opératoire (B et C), les
patients a haut risque de récidive selon la définition de MOSAIC sans et avec stratification
selon le dosage de I’ACE post opératoire (D et E)
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Les analyses de sensibilité réalisées en utilisant la définition des risques de rechute de
MOSAIC modifiée ainsi que la valeur seuil optimale dans notre cohorte (2,77 ng/mL)

concordaient avec les résultats principaux de cette étude.

4.2.2.6 Conclusions de I'étude

Nos résultats montrent que le dosage post opératoire de I'ACE est un facteur
pronostique indépendant et fort de la SSM et de la SG chez les patients traités pour un
cancer du colon de stade .

Dans la population de I'étude MOSAIC, seuls les patients ayant un cancer du colon de
stade Il a haut risque de rechute avec un ACE post opératoire élevé (> 2,35 ng/mL) semblent
bénéficier de I'ajout de I'oxaliplatine a une chimiothérapie adjuvante par LV5FU2. Le dosage
de I'ACE devrait étre inclus dans les facteurs de stratification des futurs essais évaluant la

stratégie thérapeutique des cancers du colon de stade Il.

4.2.2.7 Manuscrit scientifique
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Association of post-operative CEA with survival and
oxaliplatin benefit in patients with stage II colon cancer:
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BACKGROUND: Adjuvant treatment for stage Il colon cancer (CC) can be proposed to patients with high-risk disease. Recently, 2.35
ng/mL carcinoembryonic antigen (CEA) was identified as the best cut-off value. This post hoc analysis of the MOSAIC trial assessed
post-operative CEA prognostic value for survival outcomes and predictive value for the addition of oxaliplatin to adjuvant
treatment.

METHODS: Prognostic and predictive values of post-operative CEA in patients with stage Il CC were evaluated with Kaplan—Meier
survival curves and Cox model with interaction terms. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were estimated.
RESULTS: Among 899 stage Il CC patients, post-operative CEA was available in 867 (96.4%); and 434 (48.65%) had a high-risk stage
Il disease. The 3-year DFS rate was 88.5% and 78.7% in the < 2.35ng/mL and > 2.35 ng/mL group, respectively (P = 0.006). Use of
oxaliplatin showed survival benefit only in patients with high-risk stage Il CC and post-operative CEA > 2.35 ng/ml (interaction term
P =10.09 and 0.03 for DFS and OS).

CONCLUSION: CEA is a strong prognostic factor for DFS and OS in stage Il CC. In the MOSAIC trial, only high-risk stage Il CC patients

with post-operative CEA > 2.35 ng/mL benefited from the addition of oxaliplatin to LV5FU2.

TRIAL REGISTRATION: NCT00275210 (January 11, 2006).

British Journal of Cancer (2019) 121:312-317; https://doi.org/10.1038/s41416-019-0521-7

BACKGROUND

Colon cancer (CC) is the third most common cancer in men and
women."? Seventy-five percent of the patients are diagnosed at
a localised stage; where a curative treatment can be proposed.
Although adjuvant chemotherapy after curative surgery is
recommended for stage Il CC patients,? its survival benefit for
stage Il CC is still debated. In this latter group of patients,
adjuvant fluoropyrimidine-based chemotherapy with or without
oxaliplatin is used. The results of subgroups analyses of large
adjuvant trials and meta-analysis have demonstrated several
risk factors for recurrence or death in stage Il CC that guide
adjuvant treatment decisions.®> In the MOSAIC trial, the
estimated 10-year probability of overall survival (OS) was
75.4% for FOLFOX4 (5-fluorouracil, leucovorin, and oxaliplatin)
and 71.7% for LV5FU2 (fluorouracil and leucovorin)*® in high-
risk CC patients with a simplified definition of high-risk stage Il
disease (T4, tumour perforation, or <10 examined lymph nodes).
In this study, the addition of oxaliplatin to LV5FU2 did not

provide any survival benefit for low-risk stage Il CC patients.
Nowadays, there is a need to better identify patients for whom
the addition of oxaliplatin to LV5FU2 can reduce disease relapse
or death, but also to limit useless long-lasting toxicities induced
by oxaliplatin.

Carcinoembryonic antigen (CEA) is a well-known low cost
biological tumour marker used in CC since 1965.° Previous large
studies have shown that elevated pre-operative CEA levels are
associated with worse prognosis in patients with stage | and Il
disease, who did not receive adjuvant chemotherapy, and for
whom pre-operative CEA value of 2.35ng/mL was defined as an
optimal cut-off point for survival stratification.”

The aims of this post hoc study were (i) to assess and validate
precisely the prognostic value of post-operative CEA for disease-
free survival (DFS) and OS in patients with stage Il CC treated by
adjuvant chemotherapy and (i) to determine the additional
predictive value of post-operative CEA for the benefit of the
addition of oxaliplatin to LV5FU2.
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METHODS

Population

All stage Il CC patients from the MOSAIC phase |l trial
(NCT00275210) were included in this post hoc analysis.* Post-
operative CEA <10 ng/mL was an inclusion criterion in the MOSAIC
trial. The CEA measurement was not centralised.

Definition of high-risk stage Il CC
High-risk stage Il CC was defined as being characterised by one of
the following factors: T4, tumour perforation, and <10 or <12
examined lymph nodes (the MOSAIC definition and the modified
MOSAIC definition, respectively).

Statistical analysis

Median values (interquartile range) and frequencies (percentage)
were provided for the description of continuous and categorical
variables, respectively. Medians and proportions were compared
using Student’s t-test and chi-square test (or Fisher's exact test, if
appropriate), respectively.

DFS was defined as the time between randomisation and local/
distant relapse, second colorectal/rectal occurrence, or death,
whichever occurred first. Alive patients without relapse and
second colorectal/rectal cancer were censored at the date of
their last follow-up.

OS was defined as the time between randomisation and death
from any cause. Patients known to be alive were censored at the
date of their last follow-up.

DFS and OS were estimated using the Kaplan-Meier method
and described using median or rate at specific time points with
their 95% confidence intervals (95% Cls). Follow-up was calculated
using the reverse Kaplan-Meier method.

When used continuously, the association between CEA and
survival was investigated with the restricted cubic splines method
with graphical evaluation. When used as a categorical variable, the
CEA cut-point defined by Margalit et al. in a cohort of 45 449 stage
Il CC patients was applied. A sensitivity analysis was performed
with the Horton and Lausen method to find the best CEA cut-off
for risk stratification in our cohort.®

The association of demographic, clinical, biological and
molecular factors with survival was first assessed by the univariate
Cox-proportional-hazard model, providing hazard ratios (HRs) and
95% Cls. Parameters with P-values of <0.10 in univariate analysis
and/or clinically relevant variables were entered into the multi-
variable Cox-regression model.

A differential DFS and OS treatment effect among the identified
CEA risk groups but also when considering the CEA risk groups
identified as an additional parameter to include in classical well-
established risk group definitions was evaluated with an interaction
term in the Cox-regression model and illustrated with Kaplan-Meier
curves.

All analyses were performed using SAS version 9.4 (SAS
Institute, Cary NC) and R software version 2.15.2 (R Development
Core Team, Vienna, Austria; http://www.r-project.org). P-values of
<0.05 were considered statistically significant and a threshold of
0.1 was used for interaction terms. All tests were two-sided.

RESULTS

Characteristics of patients

Among the 2246 patients included in the MOSAIC trial, 899
had stage Il CC. Post-operative CEA was available in 867
(96.4%) patients; 834 (96.2%) had CEA <5ng/mL and 664
(76.6%) <2.35ng/mL.

Overall, 434 (48.65%) and 520 (58.3%) patients had high-risk
stage Il CC according to the MOSAIC and the modified MOSAIC
definition, respectively (Table 1). The MSI status was well balanced
between patients with CEA <2.35 and >2.35ng/mL (12.4% vs
16.3%, P = 0.36).

Association of post-operative CEA with survival and oxaliplatin benefit...
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Table 1. Patient characteristics
MOSAIC Trial
Stage Il CC
patients (N =899)
Age at inclusion, years <70 798 (88.77%)
>70 101 (11.23%)
Gender® Female 407 (45.27%)
Male 492 (54.73%)
Body mass index? Underweight 27 (3%)
Normal 438 (48.72%)
Overweight 324 (36.04%)
Obese 110 (12.24%)
Type of adjuvant chemotherapy” FOLFOX4 451 (50.17%)
LV5FU2 448 (49.83%)
Tumour location® Left 580 (64.52%)
Right 319 (35.48%)
Histoprognostic grade G1/2 763 (89.55%)
G3/4 89 (10.45%)
Missing 47
Stage Il risk group High®? 434 (48.65%)
(MOSAIC definition) Low*® 458 (51.35%)
Missing 7
Stage Il risk group High 520 (58.3%)
(modified MOSAIC definition) Low 372 (41.7%)
Missing 7
T-stage® T3 728 (80.98%)
T4 171 (19.02%)
Number of nodes examined® Median (IQR) 12 (8-19)
Performance status* 0-1 799 (88.9%)
>2 100 (11.1%)
Bowel perforation® 81 (9.01%)
Bowel obstruction® 158 (17.58%)
Vascular invasion Yes 80 (16.29%)
Missing 408
MMR status dMMR 48 (13.15%)
PMMR 317 (86.85%)
Missing 534
CEA level, ng/mL Median (IQR) 1.4 (0.9-2.2)
standard CEA cut-off level, ng/mL <5 834 (96.19%)
>5 33 (3.81%)
CEA cut-off level reported by Margalit <2.35 664 (76.6%)
et al, ng/mL >235 203 (23.4%)
CEA cut-off level according to Hothorn <277 724 (83.51%)
method, ng/mL >2.77 143 (16.49%)
Missing 32
Time between surgery and CEA Median (IQR) 4.4 (3.3-5.4)
measurement, weeks
Follow-up, years Median Median 8.8 (7.9-9.5)
CC colon cancer, MMR mismatch repair, CEA carcinoembryonic antigen, C/
confidence interval, IQR interquartile range
“no missing data
PT4, tumour perforation, or fewer than 10 lymph nodes examined
“T1-3 and no tumour perforation and 10 or more lymph nodes examine

Post-operative CEA and survival

When post-operative CEA was used as continuous variable, a
gradual risk suggesting a linear relation between post-operative
CEA and DFS and OS was identified (Fig. 1). Different risk
populations among patients with a post-operative CEA level of
<5 ng/mL were determined. This result validates in our cohort the
lower cut-off of 2.35 ng/mL found by Margalit et al.
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patients with a post-operative CEA level <2.35ng/mL were at TifsiiF isestion Right 078 0.58-1.06 0111
lower risk of recurrence or death. The 3-year DFS rate was 88.5 and AGSHIE ik i g '74 N )
78.7% for patients with CEA <235ng/mL and >2.35ng/mL, risk group ow 0. 0.56-0.98 0.035
respectively (P = 0.006; Fig. 2b). Bowel obstruction Yes 1.48 1.07-2.03 0.016
Similar results were observed with OS (Supplementary Fig. S1). In CEA level, ng/mL >235 1.49 1.10-2.00 0.009
the sensitivity analysis, a threshold value of 2.77 ng/mL was identified . " ; : :
as the optimal CEA cut-off (Supplementary Figs. 52 and S3). HR hazard ratio, CI confidence interval, CEA carcinoembryonic antigen

Independent prognostic value of post-operative CEA
In univariate analysis, a post-operative CEA level of >2.35ng/mL
was associated with DFS and OS (DFS: HR 1.51, 95% Cl 1.12-2.03;
P =0.006 and OS: HR 1.46, 95% Cl 1.05-2.05; P =0.03).

After adjustment for age, gender, tumour location, bowel
obstruction, and MOSAIC risk group, CEA >2.35ng/mL was
still significantly associated with DFS (HR 1.49, 95% Cl 1.10-2.00;

P =0.009) and OS (HR 1.90, 95% Cl 1.33-2.72; P < 0.0001; Table 2
and Supplementary Table S1).

Predictive value of post-operative CEA

The benefit of the addition of oxaliplatin to LV5FU2 in term
of DFS and OS was different between the two CEA groups
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Table 3. Disease-free survival according to treatment arm and CEA level
DFS
3y % (95% CI) P-value for the interaction term
between CEA (< 2.35, > 2.35) and
Treatment Arm (LV5FU2, FOLFOX)
All N LV5FU2 FOLFOX LV5FU2 arm FOLFOX arm Absolute Relative HR for treatment
arm N arm N change® change® effect® (95% CI)

Whole population 899 448 451 84.7 (81.4-88.1)  87.1 (84-90) +24 +2.8 0.1

CEA <235 664 333 331 88.2(84.8-917) 887 (854-922) +05 +06 1.07 (0.77-1.47)

CEA >2.35 203 97 106 76 (67.9-85.1)  81.1 (74-88.9) +5.1 +6.7 067 (0.41-1.11)
High-risk® population 434 222 212 81.3 (76.2-86.6)  86.3 (81.7-91) +5 +6.1 0.09

High-risk - CEA <235 320 158 162 84 (784-89.9) 863 (81.2-91.8)  +23 +2.7 0.95 (0.62-1.45)

High-risk - CEA >235 102 55 47 74 (63.2-86.7)  87.2(782-973  +132 +17.8 047 (0.23-0.97)
Low-risk® population 458 223 235 87.9 (83.7-92.3) 88 (83.9-923)  +0.1 +0.1 0.78

Low-risk - CEA <235 338 172 166 91.8 (87.8-96) 915 (87.3-958) 03 -03 1.18 (0.71-1.95)

Low-risk - CEA >2.35 100 42 58 78.6 (67.1-92) 75.8 (65.6-87.7) 238 36 0.99 (0.47-2.10)
Absolute difference at time X gives the difference between percentages observed in the two treatment arms at time X; the relative difference at time X gives the
proportion of increase or decrease in survival rate of one arm relative to the other arm at time X
T4, tumour perforation, or fewer than 10 lymph nodes examined
T1-3 and no tumour perforation and 10 or more lymph nodes examined
“HR for treatment effect (the addition of oxaliplatin to the LV5FU2 regimen)
dAbsolute difference reflects a comparison of survival between the FOLFOX and LV5FU2 arms
“Relative difference reflects a ratio of the observed survival in the FOLFOX arm and the LV5FU2 arm [(X year OS rate in the FOLFOX group - X year OS rate in
the LV5FU2 group)/(X year OS rate in the LV5FU2 group) *100]

a b - c
= = —
] 2 — g
= 2 08 = 2
5 2
5 ? 5
? ¥4 @
&
< @ 0.6 = e
3 a 2 06
3 @ «©
3 3 3
2} kel 2
°
5 0.4 5 0.4 2 04
> o 5
z Z z
L3 a8 =
] © - s
© " 2 024 © o
8 o2 ol g 02 CEA £2.35 without ox
[ @, & CEA =2.35 with ox
— CEA >2.35 without ox
0.0 Logrankp=001 0.0 Legmako= 00 00 - Aogmntp=004 CEALT e
r T T T T 1 r T T T T 1 r T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Time from inclusion (years) Time from inclusion (years) Time from inclusion (years)
No. at risk No. at risk No. at risk
CEA £2.35 without ox 333 300 281 258 141 100 +ox 235 212 199 175 97 64  CEA<235withoutox 172 159 154 145 81 57
CEA <2.35 with ox 331 299 282 250 143 103 —ox 223 198 190 177 97 73 CEA =2.35 with ox 166 153 148 127 72 50
CEA >2.35 without ox 97 75 67 60 27 24 CEA >2.35 without ox 42 33 32 28 13 13
CEA >2.35 with ox 106 ES] 83 73 43 30 CEA>2.35 with ox 58 a8 43 38 19 10

k] -
3 5
° @
o @
= ]
% =
2 2
3 I
-] 1
z 4
5 047 2 04
£ z
3 =
T 3
£ 0.2 4 4
4 8 02 CEA <2.35 without ox
o a CEA <2.35 with ox
Logrank p=0.19 Logrank p=0.07 —— CEA >2.35 without ox
0.0 - 0.0- CEA >2,35 with ox
r T T T T 1 r T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Time from inclusion (years) Time from inclusion (years)
No. at risk No. at risk
+ox 212 191 174 157 95 73 CEA <2.35 without ox 158 138 124 110 58 41
—ox 222 188 166 149 77 56 CEA <235 with ox 162 144 134 122 il 53
CEA >2.35 without ox 55 42 35 32 14 1
CEA>2.35 with ox 47 a4 39 34 23 19

Fig. 3 Benefit for DFS with the addition of oxaliplatin to LV5FU2 in a all patients, b the MOSAIC low-risk patients, ¢ the MOSAIC low-risk
patients after CEA stratification, d the MOSAIC high-risk patients, and e the MOSAIC high-risk patients after CEA stratification. Figure 3
abbreviations: Ox oxaliplatin; +ox with oxaliplatin; Ox without oxaliplatin

(Table 3 and Supplementary Table S2). Only patients with high Among patients with high post-operative CEA levels, the benefit
post-operative CEA levels seemed to have survival benefit from from oxaliplatin addition was observed in the high-risk stage Il CC
oxaliplatin addition to LV5FU2 (interaction terms P=0.09; patients (DFS interaction term P=0.09 and OS interaction term
Fig. 3a). P=0.03), but not in those with low-risk stage tumours (DFS
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interaction term P = 0.78 and OS interaction term P = 1). Patients
with high-risk stage Il tumours and CEA >2.35ng/mL represent
25% of all stage Il patients included in this post hoc analysis. The
addition of oxaliplatin had no survival advantage in patients with
low-risk stage Il disease and CEA < 2.35 ng/mL (75% of the study
population; Fig. 3c-e; Table 3 and Supplementary Table S2).

These results were replicated for the OS endpoint (Fig. 4) and
using the modified MOSAIC definition for risk groups (Supple-
mentary Figs. S4 and S5). When assessed in the population aged
<70 years, the predictive value of CEA level was also observed in
the high-risk group (Supplementary Figs. S6 and S7).

Similar results were observed with the optimal CEA cut-off value
of 2.77 ng/mL (Supplementary Table S3).

DISCUSSION

In this post hoc analysis of the MOSAIC study, post-operative
serum CEA level, with the cut-off of 2.35ng/mL, was an
independent prognostic factor in CC patients with stage Il disease.
Moreover, CEA appeared to be a predictive factor of the benefit
from the addition of oxaliplatin to LV5FU2 in adjuvant therapy for
high-risk stage Il CC.

The prognostic value of post-operative CEA has been demon-
strated for stage | to IV CC° Our results are in line with the
literature, as we also showed that a lower cut-off of CEA is more
suitable level for death or recurrence risk stratification. The cut-off
values of 2.35ng/mL (Margalit et al. study)’ and 2.77 ng/mL
(defined in our cohort study) suggest that the common 5 ng/mL
cut-off is clearly not optimal for risk stratification of patients with
CC. The magnitude of the prognostic value of the CEA level was
important in our study. Indeed, patients with high level of CEA
had a 50% increased risk of death or recurrence compared to

those who had CEA <2.35ng/mL in multivariate analysis. We
analysed the post-operative CEA level given the results by Konishi
et al. who showed that the pre-operative CEA level is not a
relevant marker of recurrence in localised CC if CEA is normalised
after surgery.'

We showed in our study that only patients with high-risk stage Il
CC and high post-operative CEA level benefited from the addition
of oxaliplatin in terms of DFS, with a 13% absolute increase in
3-year DFS rate. Another predictive factor of oxaliplatin benefit
that has been published, is a high-risk score with the Oncotype Dx
genomic signature.'” In fact, Yothers et al. showed, in a limited
cohort of patients, that only stage Il CC with high risk Oncotype Dx
genomic signature seemed to benefit from the addition of
oxaliplatin to adjuvant therapy.

Circulating tumour DNA (ctDNA) has shown remarkable
prognostic value for OS and RFS in very small cohorts of patients
with early-stage CC.'*”'* Lu et al. suggested that the combination
of post-operative serum CEA levels assessment and persistent
post-operative circulating tumour cells detection is prognostic
predictor of early relapse in stage II-lll CC patients.'

All the above results suggest that a minimal residual disease
may be associated with ctDNA, circulating tumour cells, CEA, or
prognostic genomic signatures and that patients harbouring these
factors are those who can benefit most from treatment
intensification.

In our study, we used the risk groups definition published by
André et al in 2015 (T4, tumour perforation, or less than 10
examined lymph nodes). This definition was published in the
MOSAIC population, in order to lose as less information as
possible. As it is slightly different from the ESMO consensus
definition (12 lymph nodes examined instead of 10), we also
validated our results with the latter definition (modified MOSAIC
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definition). Moreover, in order to deal with potential confounding
factors related to comorbidities, we performed sensitivity analysis
in the <70 years’ population. Again, similar results were observed,
adding to their reliability.

In addition, in patients with high-risk stage Il CC and post-
operative CEA >2.35 ng/mL most deaths occurred within 2 years
after surgery. This strongly suggest that post-operative imaging
including PET-scan should be performed in those patients in order
to further look at metastases before engaging adjuvant therapy,
especially in randomised clinical trials.

Our results are robust and obtained with the best material
available to study the interest to consider post-operative CEA
information among classical high and low-risk classification in order
to better identify patients who can benefit most from the addition
of oxaliplatin to LV5FU2. Ideally, our findings should be validated in
an external cohort data. Unfortunately, such data do not exist.
Indeed, no randomised trial that have studied the addition of
oxaliplatin to LV5FU2 in stage Il CC patients provide precise post-
operative CEA data. Another limit of this study is the lack of
smoking habit data, a possible confusion factor. Therefore, clinician
should interpret these results with caution in smoking patients.

CONCLUSION

Our results show that post-operative CEA is a strong prognostic
factor for DFS and OS in stage Il CC. In the MOSAIC trial, only high-
risk stage Il CC with post-operative CEA >2.35 ng/mL (~25% of our
stage Il population) were identified to benefit from the addition of
oxaliplatin to LV5FU2. CEA >2.35 ng/mL should be included in the
definition of high-risk stage Il CC and should lead to post-operative
check-up before adjuvant therapy. Moreover, it should be included
in the future trials assessing adjuvant strategies in stage Il CC.
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4.2.3 Exemple de I’ACE dans les cancers du colon de stade Il

4.2.3.1 Référence bibliographique

Carcinoembryonic Antigen Levels and Survival in Stage Il Colon Cancer : Post hoc Analysis of
the MOSAIC and PETACC-8 Trials.

Auclin E, Taieb J, Lepage C, Aparicio T, Faroux R, Mini E, Folprecht G, Salazar R, Benetkiewicz
M, Banzi M, Louvet C, Van Laethem JL, Tabernero J, Hickish T, de Gramont A, André T,
Vernerey D. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2019 Jul;28(7):1153-1161. doi:
10.1158/1055-9965.EPI-18-0867.

4.2.3.2 Introduction

Lorsqu’il existe un envahissement ganglionnaire a I’'examen anatomopathologique de
la piece opératoire d’'une tumeur colique, on parle de cancer du colon de stade Ill. Dans
cette situation, il est recommandé par les sociétés savantes d’effectuer une chimiothérapie
adjuvante par FOLFOX 6 mois ou XELOX 3 mois selon I'envahissement ganglionnaire et le
stade pT de la tumeur. Au total, 100% des patients sont traités par chimiothérapie dont 50%
sont déja guéri par la chirurgie et 30% rechuteront (pas de bénéfice d’un traitement
adjuvant) au prix de neuropathies séquellaires chez ces patients qui auraient pu ne pas étre
traités. Nous avons donc besoin de marqueurs pronostiques afin d’adapter au mieux le
traitement des patients atteints d’un cancer du colon de stade Il

L’ACE est un marqueur tumoral sanguin peu onéreux connu pour étre associé au
pronostic des patients atteints de cancer du colon, quel que soit le stade. Il est sécrété dans
90% des cas. Les sociétés savantes telles que 'ESMO recommande son dosage pour le suivi
des patients opérés. Récemment, Konishi et al ont montré que le dosage de I’ACE en post
opératoire avait un intérét par rapport au dosage pré opératoire. En effet, les patients ayant
un ACE élevé en pré opératoire ont le méme pronostic que les patients avec un ACE normal
en pré opératoire, si celui-ci est normalisé aprées la chirurgie. D’olu l'intérét d’évaluer le
dosage post opératoire de I’ACE. Par ailleurs, la valeur seuil pour la normalité du dosage est
débattue, et récemment une valeur a 2,35 ng/mL a été validée par Margalit et al sur une
population importante de patients atteints de cancer du colon de stades | et Il. D’autres
auteurs ont montré qu’une valeur de 3 ng/mL permettait de mieux sélectionner les patients

a bas/haut risque de rechute ou déces.
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Les objectifs de cette étude étaient : i) évaluer et valider de fagon précise la valeur
pronostique pour la SSM et la SG du dosage de I’ACE en post opératoire d’'un cancer du
colon de stade Ill, ii) de remettre en question la valeur supérieure de la normale de 5 ng/mL
usuellement utilisée, et iii) d’évaluer la valeur additionnelle de I’ACE par rapport a la
classification TNM pour stratifier de facon optimale le risque de décés ou de rechute chez

ces patients.

4.2.3.3 Population de I'étude

Dans cette étude nous avons inclus tous les patients de I'étude MOSAIC
(NCT00275210) ayant un cancer du colon de stade Ill. Cette cohorte a servi de cohorte de
découverte. Les patients traités dans I'essai PETACC-8 (NCT00265811) ont servi de cohorte
de validation externe. Tous ces patients étaient atteints d’un cancer du colon de stade lIl.

A noter que I’ACE était en soi un critere d’inclusion dans les essais puisque seuls les
patients avec une valeur de I’ACE inférieure a 10 ng/mL dans MOSAIC et <1,5 fois la limite
supérieure de la normale dans PETACC-8 étaient incluables. Ce dosage n’était pas centralisé

dans un seul laboratoire.

4.2.3.4 Meéthodologie

Le critere de jugement principal était la SSM, définie comme le temps entre la
randomisation et la rechute (locale ou a distance) ou I'occurrence d’'un deuxiéme cancer
coliqgue ou le décés. En critere de jugement secondaire nous avons choisi la SG, définie
comme le temps entre la randomisation et le décés du patient. Les patients n’ayant pas fait
I'événement étaient censurés a la date de leur dernier suivi. La SSM et la SG ont été
estimées avec la méthode Kaplan Meier et des taux de survie a des temps définis ont été
donnés avec leur intervalle de confiance a 95%. La durée médiane de suivi a été calculée
avec la méthode du reverse Kaplan Meier.

Lorsqu’il a été considéré comme variable continue, la relation entre I’ACE et les
critéres de jugement a été modélisée par la méthode des splines cubiques restreints et
vérifiée par les polynémes fractionnaires multiples. Lorsque I’ACE a été étudié en tant que
variable catégorielle, nous avons recherché différentes valeurs seuils au sein de la

population ayant un dosage inférieur a 5 ng/mL :
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- Par la méthode « arbitraire » des percentiles : utilisation de la valeur médiane et des
terciles au sein de la population ayant un dosage inférieur a 5 ng/mL
- Par la méthode de maximisation du log-rank, permettant de rechercher le meilleur
seuil au sein d’une population donnée.
La valeur pronostique de I'ACE sur la survie a d’abord été testée par un modele de
Cox univarié, ainsi que les autres variables disponibles. Les variables atteignant la
significativité en univarié ou connues pour avoir un impact pronostique majeur ont été
réunies dans un modeéle de Cox multivarié. La discrimination du modéle de Cox a été évaluée
grace au c-index.
La recherche de la valeur prédictive de I'ACE sur le bénéfice de l'ajout de
I'oxaliplatine au LV5FU2 ou du cetuximab au FOLFOX a été faite par I'étude du terme

d’interaction dans un modéle de Cox et illustrée par des courbes de Kaplan Meier.

4.2.3.5 Résultats

4.2.3.5.1 Caractéristiques des patients
Dans la cohorte de découverte, 1347 patients ayant un cancer du colon de stade Ill
provenant de I'étude MOSAIC ont été inclus. La valeur du dosage post opératoire de I’ACE
était disponible chez 1292 patients (95,5%).
Dans la cohorte de validation externe, 2552 patients atteints d’un cancer du colon de
stade Ill ont été inclus, dont 2480 (97,2%) avaient le dosage d’ACE disponible.

Les caractéristiques des deux cohortes sont résumées dans le tableau 1.
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Tableau 1: caractéristiques cliniques, biologiques et moléculaires des patients de la cohorte
de découverte et de la cohorte de validation externe.

Cohorte de Cohorte de
découverte validation externe p
N=1347 N=2552
Age (années)* <70 1157 (85.9%) 2283 (89.4%) 0.001
270 190 (14.1%) 269 (10.5%)
Sexe* Femme 621 (46.1%) 1091 (42.7%) 0.04
Homme 726 (53.9%) 1461 (57.2%)
Indice de masse Normal 661 (49.2%) 1127 (44.8%) <0.000
corporelle 1
Maigreur 49 (3.7%) 51 (2.03%)
Surpoids 461 (34.3%) 926 (36.8%)
Obese 172 (12.8%) 411 (16.3%)
Manquant 4 37
Performance status 0-1 1153 (85.6%) 2430 (99.7%) <0.000
1
22 194 (14.4%) 6 (0.25%)
Manquant 0 116
Bras de traitement* FOLFOX 672 (49.9%) 1277 (50.0%)
LV5FU2 675 (50.1%) =
FOLFOX-cetuximab 1275 (50.0%)
Localisation tumorale Gauche 895 (66.4%) 1549 (61.0%) <0.000
1
Droite 451 (33.5%) 964 (38.0%)
Gauche + droite 1(0.1%) 26 (1.0%)
Manquant 0 13
Stade T T1-T2 119 (8.8%) 265 (10.4%) 0.08
T3 977 (72.6%) 1765 (69.3%)
T4 250 (18.6%) 518 (20.3%)
Manquant 1 4
Stade N N1 882 (65.7%) 1595 (62.5%) 0.05
N2 460 (34.3'%) 957 (37.5%)
manquant 5
Grade histologique G1/2 1085 (84.4%) 2051 (81.4%) 0.02
G3/4 201 (15.6%) 469 (18.6%)
Manquant 61 32
Perforation intestinale*  Oui 75 (5.6%) 121 (4.7%) 0.26
Occlusion intestinale* Oui 260 (19.3%) 416 (16.3%) <0.000
1
ACE (ng/mL) Médiane (IQR) 1.4(1-2.3) 1.91 (0.9-2.2)
ACE (ng/mL) <5 1243 (96.2%) 2378 (95.89%) 0.63
>5 49 (3.8%) 102 (4.11%)
ACE® (ng/mL) 0to 1.30* 630 (48.8%) 1172 (47.2%) 0.64
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1.30to 5 613 (47.4%) 1205 (48.6%)
>5 49 (3.8%) 103 (4.1%)
ACE®*® (ng/mL) Oto1 492 (38.1%) 888 (35.8%) 0.36
1to2 429 (33.2%) 887 (35.8%)
2to5 322 (24.9%) 602 (24.3%)
>5 49 (3.8%) 103 (4.1%)
Manquant 55 72
Temps entre la Médiane (IQR) 4.3 (3.3-5.4) 5.1(4.0-6.3) <0.000
chirurgie et le dosage 1
de ’ACE (semaines) Manquant 56 70
Statuts BRAF et MMR BRAFVT/dMMR 28 (4.8%) 103 (6.4%) 0.003
BRAF™t/pMMR 51 (8.8%) 126 (7.9%)
BRAF™/dMMR 12 (2.1%) 64 (4.0%)
BRAFWT/pMMR 488 (84.3%) 1308 (81.7%)
Manquant 768 951

Temps de suivi médian
(1C95%), années*

9.6 (9.5-9.8)

5.85 (5.71-5.91)

Abréviations : WT: sauvage, mut: muté
Les variables sont décrites de la fagon suivante : n (%) sauf les variables continues pour lesquelles la médiane et le range

sont montrés.

*aucune donnée manquante
Sla médiane a été utilisée pour séparer les patients avec un dosage de I’ACE < 5 ng/mlL.
S3Les terciles ont été utilisés pour séparer les patients avec un dosage de I’ACE < 5 ng/mlL

Les p-valeurs concernent la comparaison entre les 2 cohortes de I'étude
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4.2.3.5.2 Association du dosage post opératoire de I’ACE avec
la survie sous sa forme continue
Dans la cohorte de découverte, I'approche des splines cubiques restreints a montré
gue les patients avec un ACE supérieur a 5 ng/mL étaient a risque plus important de rechute
et de décés et que la population des patients ayant un dosage considéré comme normal
était une population hétérogéne en terme de risque de faire ces événements. La relation
entre I’ACE sous forme continue et la SSM pouvait étre modélisée sous forme d’une fonction
racine carrée (Figure 1). La transformation sous forme d’une fonction racine carrée était
aussi la meilleure transformation de la variable ACE proposée par I'analyse des polynémes

fractionnaires.
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Figure 1 : relation entre I’ACE et la SSM dans la cohorte de découverte (A) et dans la cohorte
de validation externe (B). On voit que la relation entre le dosage de I’ACE et la SSM suit une
fonction racine carrée.

4.2.3.5.3 Association entre les critéres de jugement et I’ACE
sous sa forme catégorielle
Dans la cohorte de découverte, les patients ayant un dosage post opératoire de I’ACE
supérieur a 5 ng/mL avaient une survie sans maladie diminuée par rapport a ceux ayant un

ACE inférieur a 5 ng/mL avec un taux de SSM a 3 ans de 45% contre 70%, respectivement
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(p<0,0001). Au sein de la population ayant un ACE inférieur a 5 ng/mL nous avons identifié
des sous groupes de pronostic différent en terme de SSM et SG.

La valeur seuil trouvée grace a la méthode des percentiles ou celle de maximisation
du log-rank étaient la méme valeur de 1,30 ng/mL. En utilisant les 3 groupes ainsi définis on
retrouve 3 populations au pronostic différent (p<0,0001) :

- 0-1,30 ng/mL: 75% de taux de SSM a 3 ans

- 1,30-5 ng/mL : 65% de taux de SSM a 3 ans

- supérieur a 5 ng/mL: 45% de taux de SSM a 3 ans.

Ces résultats ont été validés pour la survie globale, et dans la cohorte de validation

externe pour les 2 critéres de jugement.

4.2.3.5.4 ACE comme facteur pronostique indépendant
L'analyse univariée a montré que I'élévation de I'’ACE en post opératoire était
associée péjorativement avec la SSM. En analyse multivariée, I’ACE restait un facteur
pronostique indépendant (tableau 2). Les patients avec un dosage post opératoire de I’ACE
entre 1,30 et 5 ng/mL avaient un HR pour la SSM de 1,67 (IC95% : 1,28-2,19) comparés au
patients ayant un ACE inférieur a 1,30 ng/mL. Ces résultats ont été validés pour la SG et dans

la cohorte de validation externe pour les 2 critéres de jugement (tableau 3).

Tableau 3 : modele de Cox multivarié pour la SSM dans la cohorte de validation externe

HR 1C95% p
Age >70 1.27 0.97-1.66 0.08
ACE <1.30 ng/mL Ref <0.0001
1.30 to 5 ng/mL 1.40 1.16-1.68
>5ng/mL 2.69 1.89-3.82
Statuts BRAF et MMR BRAFVT/pMMR Ref 0.09
BRAF™/pMMR 1.11 0.81-1.51
BRAFYT/dMMR 0.88 0.60-1.29
BRAF™t/dMMR 0.49 0.27-0.89
Stade N N2 2.18 1.82-2.60 <0.0001

Abréviations : WT: sauvage, mut: muté
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Tableau 2 : modeéles de Cox univariés et multivariés pour la SSM (A) et la SG (B) dans la cohorte de découverte

2A Univarié Multivarié
N patients=547
Npts Nevt HR 1C95% p HR 1C95% p
Age (années) >70 190 92 1.27 1.01-1.58 0.04 1.5 1.09-2.07 0.01
Sexe Homme 726 294 0.98 0.83-1.16 0.84
Indice de masse corporelle Maigreur 49 18 0.96 0.60-1.55 0.14
Surpoids 461 207 1.20 1.00-1.44
Obeése 172 64 0.91 0.69-1.20
Bras de traitement LV5FU2 675 293 1.26 1.07-1.49 0.007
Localisation tumorale Droite 452 187 1.08 0.90-1.29 0.40
Grade histologique G3/4 201 90 1.27 1.01-1.59 0.04
Performance status 21 970 388 0.98 0.81-1.18 0.81
Perforation intestinale Oui 75 42 1.68 1.23-2.31 0.001
Occlusion intestinale Oui 260 125 1.37 1.12-1.68 0.002
ACE 0to 1.30 ng/ml 630 212 Ref <0.0001 Ref <0.0001
1.30 to 5 ng/ml 613 286 1.53 1.28-1.83 1.67 1.28-2.19
>5ng/mL 49 29 2.75 1.86-4.05 2.68 1.53-4.69
ACE 0to 1 ng/ml 492 166 Ref <0.0001
1to 2 ng/ml 429 175 1.25 1.01-1.54
2to 5 ng/ml 322 157 1.62 1.30-2.02
>5 ng/ml 49 29 2.72 1.83-4.03
Statuts BRAF et MMR BRAFYT/pMMR 488 212 Ref 0.42 Ref 0.22
BRAF™/pMMR 51 22 1.08 0.70-1.68 1.03 0.65-1.64
BRAF"T/dMMR 28 8 0.62 0.31-1.26 0.65 0.32-1.32
BRAF™/dMMR 12 3 0.57 0.18-1.78 0.36 0.11-1.14
Stade T T3 977 384 1.90 1.30-2.80 <0.0001
T4 250 131 2.79 1.85-4.19
Stade N N2 460 237 1.89 1.59-2.24 <0.0001 1.93 1.49-2.50 <0.0001

Abréviations : pts: patients, evt: événements, WT: sauvage, mut: muté
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2B Univarié Multivarié
(N patients=531)
N pts N evt HR 95% Cl P HR 95%ClI P
Age (années) >70 190 82 1.375 1.08-1.75 .009 1.62 1.13-2.31 .008
Sexe Male 726 254 1.046 0.87-1.26 .63
Bras de traitement LV5FU2 675 250 1.255 1.04-1.51 .02
Localisation tumorale  Right Colon 452 165 1.18 0.97-1.42 .09
Grade histologique G3/4 201 85 1.52 1.20-1.93 <.0001 1.91 1.25-2.91 .003
Performance status 21 970 335 1.08 0.88-1.33 47
Perforation intestinale Yes 75 38 1.886 1.35-2.63 <.0001
Occlusion intestinale Yes 260 113 1.494 1.21-1.85 <.0001
ACE, ng/mL <1.30 630 179 Ref Ref .0005
1.30to 5 613 240 1.50 1.23-1.82 <.0001 1.73 1.27-2.34
>5 49 26 2.58 1.71-3.89 2.35 1.26-4.39
ACE, ng/mL Oto1l 492 138 Ref <.0001
1to2 429 146 1.24 0.99-1.57
2to5 322 135 1.67 1.32-2.12
>5 49 26 2.60 1.71-3.96
Statuts BRAFet MMR  BRAFYT/pMMR 488 170 Ref .46 Ref .03
BRAF™!/pMMR 51 20 1.31 0.83-2.09 1.37 0.83-2.25
BRAFYT/dMMR 28 7 0.71 0.33-1.51 0.57 0.26-1.26
BRAF™/dMMR 12 3 0.73 0.23-2.28 0.19 0.04-0.78
Stade T T3 977 320 2.232 1.421-3.507 <.0001 2.18 0.95-4.97 .005
T4 250 119 3.661 2.279-5.881 3.30 1?40-7.74
Stade N N2 460 207 1.96 1.63 -2.357 <.0001 1.97 1.47-2.65 <.0001

Abréviations: pts: patients, evt: événements, WT:sauvage, mut: muté
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4.2.3.5.5 Valeur pronostique additionnelle de I’ACE au sein des
groupes pronostiques déja définis par la classification
TNM
Dans la cohorte de découverte, 729 (54,3%) et 614 (45,7%) patients avaient
respectivement un cancer du colon de stade Il a bas risque (T3N1) et haut risque (T4 et/ou
N2). Le dosage post opératoire de 'ACE au sein de ces deux populations permettait
d’identifier un gradient pronostique pour la SSM et la SG.

Ces résultats ont été validés dans la cohorte de validation externe. lls sont montrés dans

la figure 3.
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Figure 3: Courbes de Kaplan Meier montrant I’association entre le dosage de I’ACE (<1.30
ng/mL, 1.30-5 ng/mL, > 5ng/mL) et la SSM selon les groupes de risques définis pour le cancer
du colon de stade Ill. A : cohorte MOSAIC a faible risque (T3N1). B : cohorte MOSAIC a risque
élevé (T4 et/ou N2). C : cohorte PETACC-8 a faible risque. D : cohorte PETACC-8 a haut
risque.
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4.2.3.5.6 Bénéfice de la chimiothérapie selon le groupe de
risque défini par I’ACE

Dans la cohorte de découverte, le bénéfice en survie de I'adjonction de I'oxaliplatine
au LV5FU2 n’était pas différent entre les groupes pronostiques définis par le dosage de
I'ACE. Il n’y avait pas d’interaction entre les groupes d’ACE et le bras de traitement
(p=0,5371 pour la SSM et p=0,6761 pour la SG).

De méme, dans la cohorte de validation externe, il n’y avait pas de bénéfice a I'ajout
du cetuximab au FOLFOX dans aucun des groupes d’ACE (p pour l'interaction=0,8629 pour la
SSM, et p=0,2412 pour la SG).

4.2.3.6 Conclusions de I'étude

Cette étude confirme la forte valeur pronostique du dosage post opératoire de I’ACE
en terme de SSM et SG dans deux larges cohortes de patients atteints d’'un cancer du colon
de stade lll traités par chimiothérapie adjuvante. Les patients ayant un dosage considéré
comme « normal » (< 5 ng/mL) représentent une population hétérogéne en terme de risque
de rechute et de déces, suggérant que la valeur seuil de 5 ng/mL n’est pas optimale. Par
ailleurs, I'ACE devrait figurer de facon systématique dans les facteurs d’ajustement des

analyses des futurs essais de phase lll dans le cancer du colon adjuvant.

4.2.3.7 Manuscrit scientifique
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Abstract

Background: We explored and validated the association of
postoperative carcinoembryonic antigen (CEA) with disease-
free survival (DFS) and overall survival (OS) in stage III colon
cancer.

Methods: Patients with stage III colon cancer from the
MOSAIC and PETACC-8 trials were enrolled. The relation
between CEA and outcomes was continuously modeled
with the restricted cubic splines (RCS) method. Association
of CEA with outcomes was assessed by the Kaplan-Meier
method, with two risk groups among patients with a CEA
level <5 ng/mL. Multivariate Cox proportional hazard models
were constructed.

Results: The CEA level was available in 1,292 (96%)
and 2,477 (97%) patients in the discovery and validation
cohorts. The RCS analysis confirmed that patients with a
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CEA level >5 ng/mL were at highest risk of recurrence or
death and those with a CEA level <5 ng/mL presented a
heterogeneous risk population. In the discovery cohort,
the 3-year DFS rate was 75%, 65%, and 45% in a group of
patients with CEA level of 0-1.30 ng/mL (n = 630), 1.30-
5 ng/mL (n = 613), and >5 ng/mL (n = 49), respectively
(P < 0.001). CEA was independently associated with end-
points. All findings were confirmed in the validation
cohort.

Conclusions: Postoperative CEA level was highly and inde-
pendently associated with DFS and OS, especially in patients
with a CEA level of <5 ng/mL, suggesting that this cutoff is not
optimal.

Impact: CEA levels should be applied more accurately in
future trials and clinical practice.

Introduction

Colon cancer is the third most common cancer in men and
women (1, 2). When diagnosed at a localized stage, curative
management is proposed to patients including surgery and
adjuvant chemotherapy if lymph node involvement is observed
(stage I1I colon cancer). In stage I1I disease, fluoropyrimidine-
based adjuvant treatment improved patient outcomes (3). The
addition of oxaliplatin to a fluoropyrimidine chemotherapy
backbone has produced additional benefit by increasing the
3-year disease-free survival (DFS) rate (4-6), and the oxalipla-
tin-containing combination became the worldwide standard
adjuvant treatment in the setting of colon cancer. Recently, the
findings of the International Duration Evaluation of Adjuvant
Therapy collaboration have provided useful information in
helping oncologists discuss the duration of adjuvant thera-
py (7-10). To optimize the value of this treatment, better
tumor markers or better awareness of tumor markers to
improve the recurrence risk detection rate are needed.

Carcinoembryonic antigen (CEA) is a well-known, low-cost
biological tumor marker for colon cancer (11, 12), overexpressed
in 90% of colorectal cancer cases (13). The European Society of
Medical Oncology (ESMO) guidelines recommend CEA determi-
nation in a postoperative follow-up period (14). Previous large
studies have shown that elevated preoperative CEA levels are
associated with worse prognosis in all stage colon cancer
patients (15) and in stage I and II colon cancer patients who did
not receive adjuvant chemotherapy (16).
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The results by Konishi and colleagues showed that the
preoperative CEA level is not a relevant marker of recurrence
inlocalized colon cancer if CEA is normalized after surgery (17),
thus underling the importance of postoperative CEA. Another
study by Lu and colleagues identified high postoperative
CEA level of >5 ng/mL as an independent prognostic predictor
of early relapse (18). The CEA upper limit of normal
(ULN) levels vary between different institutions, ranging from
3.0 to 5.0 ng/mL, with a cutoff of 5.0 ng/mL used by most
centers even though this value remains debated (15, 16, 19).
Recently, Margalit and colleagues defined preoperative CEA of
2.35 ng/mL as an optimal cut-off point for predicting survival
of stage I and II colon cancer (16). Likewise, Kim and colleagues
suggested preoperative CEA of 3 ng/mL as the best cut-off value
to identify stage III colon cancer patients with low and high risk
of death or recurrence (19).

The aims of this post hoc analysis were (i) to assess and precisely
validate the postoperative CEA prognostic value for DFS and OS in
patients with stage IIT colon cancer receiving standard adjuvant
treatments; (ii) to challenge the standard 5 ng/mL as threshold
value to discriminate patients with low and high risk of recurrence
or death; and (iii) to determine the additional value of postop-
erative CEA for the TNM classification to better stratify patients for
risk of death and of recurrence.

Materials and Methods

Population

Stage 11l colon cancer patients for a discovery cohort were
selected from the MOSAIC phase III trial (NCT00275210;
refs. 4, 20). The MOSAIC study showed a survival benefit with
the addition of oxaliplatin to adjuvant 5-fluorouracil (5-FU)
and leucovorin (LV; the FOLFOX4 regimen) in patients with
colon cancer. External validation cohort was obtained with the
PETACC-8 phase III trial population (NCT00265811; ref. 21).
The PETACC-8 study failed to show a survival benefit for
adjuvant combination of FOLFOX and cetuximab in patients
with stage III colon cancer. Both trials were performed in
accordance with the Declaration of Helsinki and Good Clinical
Practice guidelines and approved by the appropriate Ethics
Committees.

Follow-up

In both study cohorts, the radiologic evaluation was made at
randomization and every 6 months during the first 5 years of
follow-up.

The MOSAIC database was locked on April 25, 2014, and the
PETACC-8 database on October 27, 2016.

Data extraction

Demographics, cancer history, pathologic, clinical, biological
parameters, and efficacy outcomes (DFS and OS) were prospec-
tively collected at the time of randomization.

Postoperative CEA serum measurements

For both study cohorts, a postoperative CEA value (MOSAIC:
<10 ng/mlL; PETACC-8: <1.5x ULN) was an inclusion criterion.
The serum CEA measurements were not centralized. In the
PETACC-8 study, the ULN for CEA was available for all patients;
the median CEA value was 5 ng/mL [interquartile range (IQR),
3.8-5].
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Statistical analysis

Median (IQR) values and proportions (percentage) were used
for continuous and categorical variables, respectively. Median and
proportions were compared using the Wilcoxon-Mann-Whitney
test and the -test (or the Fisher exact test, if appropriate),
respectively.

DFS was defined as the time between randomization and local/
distant relapse, second colorectal/rectal occurrence, or death,
whichever occurred first. Alive patients without relapse and sec-
ond colorectal cancer were censored at the date of their last follow-
up. OS was defined as the time between randomization and death
from any cause. Patients known to be alive were censored at the
date of their last follow-up.

DEFS and OS were estimated using Kaplan-Meier method and
described using median or rate at specific time points with their
95% confidence intervals (95% CI). Follow-up was calculated
using the reverse Kaplan-Meier method (22).

When used continuously, the association between CEA and
survival was investigated using the fractional polynomials meth-
od (23-25) and was validated by the restricted cubic splines
method with graphical evaluation. Different cutoffs of CEA level
in the discovery cohort were explored to investigate an association
between CEA and survival (categorical). These were based on
the percentiles (median and tercile) and optimal cut-off point
(log-rank maximization) methods (26).

The association of demographic, clinical, biological, and
molecular factors with survival was assessed with univariate Cox
proportional hazards model. Variables with P values of less than
0.10 and/or clinically relevant variables were entered into an
intermediate multivariable Cox regression model. Final multivar-
iable model was constructed with statistically significant variables
of the intermediate model. The correlation between variables was
verified before construction of the multivariate models, in order to
deal with potential colinearity. All multivariate models were
stratified on the basis of adjuvant treatment received. Hazard
proportionality was assessed for each categorical variable using
the Schoenfeld residual-based test and a graphical method.

The predictive value and the discrimination ability of the final
model were assessed with the Harrell's concordance index
(C-index; ref. 27). The robustness of the statistical models was
assessed by multiple imputation procedure (assessment of
potential bias arising from missing data for parameters involved
in the multivariable model; ref. 28).

The differential treatment effects on DFS and OS among CEA
risk groups were evaluated with an interaction term in the Cox
proportional hazards model.

All analyses were performed using SAS version 9.4 (SAS Insti-
tute, Cary, NC) and R software version 2.15.2 (R Development
Core Team; http://www.r-project.org). P values of less than 0.05
were considered statistically significant, and all tests were two-
sided.

Results

Characteristics of patients

In the discovery cohort, 1,347 patients with stage III colon
cancer from the MOSAIC study were enrolled. Postoperative CEA
was available in 1,292 (95.9%) patients; 1,243 (96.2%) had a
CEA level below 5 ng/mL. The median time between surgery and
CEA measurement was 4.3 weeks and the median follow-up was
9.6 years (Table 1).
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Table 1. Characteristics of the discovery (n = 1,347) and external validation (n = 2,552) populations

Discovery cohort

External validation cohort

N = 1,347 N = 2,552 P
Age (years)? <70 157 (85.9%) 2283 (89.4%) 0.001
>70 190 (14.1%) 269 (10.5%)
Gender® Female 621 (46.1%) 1091 (42.7%) 0.04
Male 726 (53.9%) 1461 (57.2%)
Body mass index Normal 661 (49.2%) 1127 (44.8%) <0.0001
Underweight 49 (3.7%) 51 (2.03%)
Overweight 461 (34.3%) 926 (36.8%)
Obese 172 (12.8%) 41 (16.3%)
Missing 4 37
Performance status 0-1 1153 (85.6%) 2430 (99.7%) <0.0001
>2 194 (14.4%) 6 (0.25%)
Missing 0 16
Treatment arm? FOLFOX 672 (49.9%) 1277 (50.0%)
LV5FU2 675 (50.1%) -
FOLFOX-cetuximab - 1275 (50.0%)
Tumor location Left colon 895 (66.4%) 1549 (61.0%) <0.0001
Right colon 451 (33.5%) 964 (38.0%)
Both 1(0.1%) 26 (1.0%)
Missing 0 13
T stage TI-T2 19 (8.8%) 265 (10.4%) 0.08
T3 977 (72.6%) 1765 (69.3%)
T4 250 (18.6%) 518 (20.3%)
Missing 1 4
N stage N1 882 (65.7%) 1595 (62.5%) 0.05
N2 460 (34.3%) 957 (37.5%)
Missing 5
Histoprognostic grade G1/2 1085 (84.4%) 2051 (81.4%) 0.02
G3/4 201 (15.6%) 469 (18.6%)
Missing 61 32
Intestinal perforation® Yes 75 (5.6%) 121 (4.7%) 0.26
Intestinal obstruction® Yes 260 (19.3%) 416 (16.3%) <0.0001
CEA (ng/mL) Median (IQR) 14 (1-2.3) 191 (0.9-2.2)
CEA (ng/mL) <5 1243 (96.2%) 2378 (95.89%) 0.63
>5 49 (3.8%) 102 (4.11%)
Missing 55 72
CEA® (ng/mL) 0 to 1.30% 630 (48.8%) N72 (47.2%) 0.64
130 to 5 613 (47.4%) 1205 (48.6%)
>5 49 (3.8%) 103 (4.1%)
Missing 55 72
CEA® (ng/mL) Otol 492 (38.1%) 888 (35.8%) 0.36
1to 2 429 (33.2%) 887 (35.8%)
2to5 322 (24.9%) 602 (24.3%)
>5 49 (3.8%) 103 (4.1%)
Missing 55 72
Time between surgery and Median (IQR) 4.3 (3.3-5.4) 5.1 (4.0-6.3) <0.0001
CEA measurement (week) Missing 56 70
BRAF and MMR status BRAFYT/dMMR 28 (4.8%) 103 (6.4%) 0.003
BRAF™'/pMMR 51 (8.8%) 126 (7.9%)
BRAF™'/dMMR 12 (21%) 64 (4.0%)
BRAFT/pMMR 488 (84.3%) 1308 (81.7%)
Missing 768 951
Median follow-up time (95% 9.6 (9.5-9.8) 5.85 (5.71-5.91)

Cl), years®

NOTE: Variables are described as n (%) except for continuous variables, which are described as median (IQR). P values refer to the differences between the discovery

and validation cohorts.

Abbreviations: dMMR, deficient mismatch repair; LV5FU2, 5-fluorouracil chemotherapy; mut, mutated; N stage,, nodal stage according to the TNM classification;

PMMR, proficient mismatch repair; T stage, tumor stage according to the TNM classification; WT, wild type.

“No missing data.

®Median approach was used to split the population of patients with a level of CEA <5 ng/mL.
“Tertile approach was used to split the population of patients with a level of CEA <5 ng/mL.

In the external validation cohort, 2,552 patients with
stage III colon cancer from the PETACC-8 study were
enrolled. The median time between surgery and CEA mea-
surement was 5.1 weeks and the median follow-up was 5.85
years (Table 1).

www.aacrjournals.org

Association of postoperative CEA in its continuous form with
survival

In the discovery cohort, the restricted cubic splines approach
showed that patients with a CEA level of >5 ng/mL were at
highest risk of recurrence or death. Patients with a CEA level
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Figure 1.

Restricted cubic splines modeling of
hazard ratio (HR) for DFSas a
function of postoperative CEA level.
HR for DFS in stage lll colon cancer
as a function of postoperative CEA
levelin the discovery cohort (A) and
in the validation cohort (B).
Association between CEA and DFS
was modeled using restricted cubic
splines, showing a square root
relation between those variables.
Estimates were derived from Cox
model. The purple area around the
blue line represents the 95% Cl.
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of <5 ng/mL did not present a homogeneous risk population. A
gradual risk suggested a square root relation between CEA and
DES (Tig. 1A). The square root transformation was the best to
model the relation between CEA and survival endpoints with
the fractional polynomials method. Similar observations were
made for the external validation cohort (Fig. 1B) and for OS
endpoint (Supplementary Fig. S1). These results allowed to
identify different risk populations among patients with a level
of CEA lower than 5 ng/mL.

Survival according to postoperative categorical CEA

The 5 ng/mL cut-off value of CEA allowed to identified two
populations with distinct DFS risk profiles (CEA < 5 ng/mL
population: the 3-year DFS rate of 70%; and CEA > 5 ng/mL
population: the 3-year DFS rate of 45%; Fig. 2A).

Considering the important number of patients with CEA <
5 ng/mL, the median and tertile approach were used to deter-
mine 2 and 3 populations in these patients (Table 1). Figure 2B
shows a distinct DFS risk profile in the two median based
populations identified in patients with CEA < 5 ng/mL. The
3-year DTS rate was 75%, 65%, and 45% for CEA < 1.30 ng/mL,
CEA 1.30 to 5 ng/mL, and CEA > 5 ng/mL groups, respectively
(P < 0.0001). The optimal cut-off value determined by the
Hothorn and Lausen method (Supplementary Fig. S2)
was equal to 1.30 ng/mL for patients with a CEA level of
< 5 ng/mlL, reinforcing the choice of CEA 1.30 to determine
different risk populations in these patients. These results were
fully confirmed in the external validation cohort (Fig. 2C and
D) and were also validated for OS in both cohorts (Supple-
mentary Fig. $3). Similar results were observed for DFS and OS
with the tertile approach for both study cohorts (Supplemen-
tary Fig. S4).

Consistent observations were found in a subgroup analysis of
treatments and of times between surgery and CEA measurement
for both cohorts (Supplementary Figs. S5-S8).

Patients' characteristics according to CEA level groups are
presented in Supplementary Tables S1 and S2.

1156 Cancer Epidemiol Biomarkers Prev; 28(7) July 2019
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Postoperative CEA level as independent prognostic factor for
survival

In univariate and multivariate analyses, CEA level was found
to be significantly associated with DFS. The independent
prognostic value of CEA was also confirmed in multivariate
analysis. Patients with CEA between 1.30 and 5 mg/mL had a
HR of 1.67 (95% CI, 1.28-2.19) compared to those with CEA
< 1.30 ng/mL (Table 2). Similar results were obtained for OS
(Table 2).

In the sensitivity analysis, multiple imputation procedure
provided analogous results in the discovery cohort (Supplemen-
tary Tables S3 and S4). All results were replicated in the external
validation cohort (Table 3; Supplementary Table S5).

Additional value of postoperative CEA for DFS risk stratification
within TNM risk subgroups

In the discovery cohort, 729 (54.3%) and 614 (45.7%) patients
had low-risk (T3N1) and high-risk (14 or N2) stage III colon
cancer, respectively. As expected, DFS differed according to these
subgroups (Supplementary Fig. $9). Among the low and high-risk
subgroups, the postoperative CEA level classification allowed to
identify populations with different DFS and OS risk profiles
(Fig. 3; Supplementary Figs. S9 and S10). Similar results were
obtained in the external validation cohort for both DFS and OS
(Fig. 3; Supplementary Fig. S9).

Chemotherapy regimen benefit across CEA risk groups

In the discovery cohort, the survival benefit from the addition
of oxaliplatin to 5-fluorouracil was not different across different
CEA groups in term of DFS and OS. No statistically significant
interaction between CEA groups and treatment the arm (5-FU/LV
vs. FOLFOX) was found (P =0.5371 and P=0.6761, respectively;
Supplementary Fig. S11).

In the validation cohort, no interaction between the CEA risk
groups and the treatment arm (cetuximab-FOLFOX vs. FOLFOX)
in terms of DFS and OS was found (P = 0.8629 and P = 0.2412,
respectively).
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Figure 2.

Association between CEA and DFS in the discovery and validation cohorts. Kaplan-Meier survival curves for DFS of stage Il colorectal cancer patients in the
MOSAIC cohort according to the standard CEA levels (A; < or >5 ng/mL), in the MOSAIC cohort according to the new CEA levels (B; <1.30 ng/mL, 1.30-5 ng/mL,
>5ng/mL), in the PETACC-8 cohort according to the standard CEA levels (C; < or >5 ng/mL), and in the PETACC-8 cohort according to the new CEA levels

(D; <1.30 ng/mL, 1.30-5 ng/mL, >5 ng/mL). P values were estimated using the log-rank test. The discrimination ability of the CEA level was evaluated with the
C-index. HR and 95% confidence intervals were obtained with a Cox regression method.

Discussion with a CEA level of >5 ng/mL had a worse risk profile for

This study confirmed strong prognostic value of postoperative  recurrence and death. Distinct risk profiles were identified in
CEA level for DFS and OS in two large cohorts of patients with  patients with CEA < 5 ng/mL currently considered as a single
stage I1l colon cancer treated with adjuvant chemotherapy. Patient ~ population with normal CEA values.
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Table 2A. Univariate and multivariate Cox proportional hazards model for DFS in the discovery cohort

Final multivariate

Univariate N patients = 547
N pts N evt HR (95% CI) P HR (95% CI) P
Age >70 190 92 1.27 (1.01-1.58) 0.04 1.5 (1.09-2.07) 0.01
Gender Male 726 294 0.98 (0.83-1.16) 0.84
Body mass index Underweight 49 18 0.96 (0.60-1.55) 0.4
Overweight 461 207 1.20 (1.00-1.44)
Obese 172 64 0.91 (0.69-1.20)
Treatment arm LV5FU2 675 293 1.26 (1.07-1.49) 0.007
Tumor location Right colon 452 187 1.08 (0.90-1.29) 0.40
Histoprognostic grade G3/4 201 90 1.27 (1.01-1.59) 0.04
Performance status >1 970 388 0.98 (0.81-1.18) 0.81
Intestinal perforation Yes 75 42 1.68 (1.23-2.31) 0.001
Intestinal obstruction Yes 260 125 1.37 (1.12-1.68) 0.002
CEA level 0 to 1.30 ng/mL 630 212 Ref <0.0001 Ref <0.0001
130 to 5 ng/mL 613 286 1.53 (1.28-1.83) 1.67 (1.28-2.19)
>5 ng/mL 49 29 2.75 (1.86-4.05) 2.68 (1.53-4.69)
CEA level 0 to 1ng/mL 492 166 Ref <0.0001
1to 2 ng/mL 429 175 1.25 (1.01-1.54)
2 to 5 ng/mL 322 157 1.62 (1.30-2.02)
>5 ng/mL 49 29 2.72 (1.83-4.03)
BRAF and MMR status BRAF"T/pMMR 4488 212 Ref 0.42 Ref 0.22
BRAF™'/pMMR 51 22 1.08 (0.70-1.68) 1.03 (0.65-1.64)
BRAF"T/dMMR 28 8 0.62 (0.31-1.26) 0.65 (0.32-1.32)
BRAF™'/dMMR 12 3 0.57 (0.18-1.78) 0.36 (0.11-1.14)
T stage T3 977 384 1.90 (1.30-2.80) <0.0001
T4 250 131 2.79 (1.85-4.19)
N stage N2 460 237 1.89 (1.59-2.24) <0.0001 1.93 (1.49-2.50) <0.0001

NOTE: Univariate variables that reached statistical significance (P < 0.10) or that did not reach significance but are known to be strongly associated with DFS were
included in the multivariable model. A final multivariable model (displayed here) was realized with the statistically significant variables of the intermediate model.
Abbreviations: dMMR, deficient mismatch repair; evt, events; LV5FU2, 5-fluorouracil chemotherapy; mut, mutated; N stage, nodal stage according to the
TNM classification; pMMR, proficient mismatch repair; pts, patients; T stage, tumor stage according to the TNM classification; WT, wild type.

Table 2B. Univariate and multivariate Cox proportional hazards model for OS in the discovery cohort

Final multivariate

Univariate (N patients = 531)
N pts N evt HR (95% CI) HR (95% CI) P
Age >70 190 82 1.375 (1.08-1.75) 0.009 1.62 (113-2.31) 0.008
Gender Male 726 254 1.046 (0.87-1.26) 0.63
Treatment arm LV5FU2 675 250 1.255 (1.04-1.51) 0.02
Tumor location Right colon 452 165 1.18 (0.97-1.42) 0.09
Histoprognostic grade G3/4 201 85 152 (1.20-1.93) <0.0001 1.91 (1.25-2.91) 0.003
Performance status >1 970 335 1.08 (0.88-1.33) 0.47
Intestinal perforation Yes 75 38 1.886 (1.35-2.63) <0.0001
Intestinal obstruction Yes 260 13 1.494 (1.21-1.85) <0.0001
CEA level, ng/mL <130 630 179 Ref Ref 0.0005
130 to 5 613 240 1.50 (1.23-1.82) <0.0001 173 (1.27-2.34)
>5 49 26 2.58 (1.71-3.89) 2.35 (1.26-4.39)
CEA level, ng/mL Oto1l 492 138 Ref <0.0001
1to2 429 146 1.24 (0.99-1.57)
2to5 322 135 167 (1.32-2.12)
>5 49 26 2.60 (1.71-3.96)
BRAF and MMR status BRAF™/pMMR 488 170 Ref 0.46 Ref 0.03
BRAF™'/pMMR 51 20 1.31(0.83-2.09) 1.37 (0.83-2.25)
BRAF"VT/dMMR 28 7 0.71 (0.33-1.51) 0.57 (0.26-1.26)
BRAF™'/dMMR 12 3 0.73 (0.23-2.28) 0.19 (0.04-0.78)
T stage T3 977 320 2.232 (1.421-3.507) <0.0001 218 (0.95-4.97) 0.005
T4 250 no 3.661(2.279-5.881) 3.30 (1?40-7.74)
N stage N2 460 207 1.96 (1.63-2.357) <0.0001 1.97 (1.47-2.65) <0.0001

1158 Cancer Epidemiol Biomarkers Prev; 28(7) July 2019

NOTE: Univariate variables that reached statistical significance (P < 0.10) or that did not reach significance but are known to be strongly associated with DFS were
included in the multivariable model. A final multivariable model (displayed here) was realized with the statistically significant variables of the intermediate model.
Abbreviations: dMMR, deficient mismatch repair; evt, events; LV5FU2, 5-fluorouracil chemotherapy; mut, mutated; N stage, nodal stage according to the TNM
classification; pMMR, proficient mismatch repair; pts, patients; T stage, tumor stage according to the TNM classification; WT, wild type.

One of the questions that arises from our results is the choice
of the CEA cutoff for risk prediction. Kim and colleagues
showed in their recent retrospective study of 965 patients with
stage IIT colon cancer that the optimal cutoff for preoperative

CEA was 3 ng/mL in the training and validation sets (19). Other
studies evaluating preoperative CEA also showed that colon
cancer patients with CEA levels inferior to 2.5 or 2.7 ng/mL had
better OS and DFS (29-31). Recently, in a large study of 45,449
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Table 3. Multivariate proportional hazards Cox model for DFS in the validation
cohort

HR (95% CI) P
Age >70 1.27 (0.97-1.66) 0.08
CEA level <1.30 ng/mL Ref <0.0001
130 to5ng/mL 140 (116-1.68)
>5 ng/mL 2.69 (1.89-3.82)
BRAF and MMR status BRAF"T/pMMR Ref 0.09
BRAF™'/pMMR 111 (0.81-1.51)
BRAF™T/dMMR 0.88 (0.60-1.29)
BRAF™'/dMMR 0.49 (0.27-0.89)
N stage N2 2.8 (1.82-2.60) <0.0001

Abbreviations: dMMR, deficient mismatch repair; mut, mutated; N stage, nodal
stage according to the TNM classification; pMMR, proficient mismatch repair;
WT, wild type.

patients with stage I and II colon cancer not receiving adjuvant
chemotherapy, preoperative CEA level of 2.35 ng/mL was defined
as the best cutoff to predict survival (16). The results of these
studies suggest that a CEA value of 5 ng/mL is not optimal. We
identified considerable DFS and OS heterogeneity in the popu-
lation with postoperative CEA < 5 ng/mL, providing new data in
favor of a lower CEA cutoff in the postoperative setting for stage I1
colon cancer. Defining a lower cutoff for postoperative CEA will
allow to construct more accurate prediction models and will better
stratify patients for adjuvant treatment.

Nicholson and colleagues showed that the sensitivity of a CEA
level of 2.5 ng/mLis better than the standard 5 ng/mL value (82%

CEA Association with Survival in Stage lll Colon Cancer

vs. 71%), but with rather low specificity (80% vs. 88%; ref. 32)
Nevertheless, in adjuvant colorectal cancer, higher sensitivity is
more relevant for detecting disease recurrence. If the sensitivity is
good for alower CEA cutoff, the question about reproducibility of
the measures below 5 ng/mL has to be addressed. Analytic
sensitivity of most automated immunoassay systems for measur-
ing CEA is under 1 ng/mL. For instance, analytic sensitivity of the
Abbott immunoassay used in our center is 0.5 ng/mL, whereas for
Beckmann immunoassays, which are also widely used, is less than
0.7 ng/mL. Thus, reliable management decisions can be made
with CEA levels below 5 ng/mL.

Recently, molecular and immunologic prognostic factors in
predicting colon cancer patients' prognosis have been identi-
fied (33-36). In our study, the postoperative CEA performance
seems similar to these molecular/immunologic scores for DFS
and OS risk stratification in patients with stage III colon cancer.
These observations and the fact that CEA is a low-cost biological
tumor marker reinforce its interest.

With the breakthrough ofliquid biopsy, circulating tumor DNA
(ctDNA) has been assessed in early-stage colon cancer (37-39).
Very high prognostic value of ctDNA for OS and RFS has been
showed in very small cohorts (37, 39). However, no study to date
has assessed the prognostic value of ctDNA in stage III colon
cancer. Currently, three studies are ongoing (NCT03416478,
NCT02842203, NCT03312374). Our results suggest that prog-
nostic value of ctDNA should absolutely be evaluated together
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with CEA as a covariate in multivariate analysis. Similarly, Lu and
colleagues showed that combining postoperative CEA levels
assessment with the presence of postoperative circulating tumor
cells may be valuable tool in predicting early relapse and survival
rate in patients with stage Il and IIT colon cancer (18). Such
combination was also found to be of interest for better disease
prediction in the study of non-small cell lung cancer (40).

We identified the additional prognostic value of postoperative
CEA for survival endpoints among conventional TNM risk clas-
sification. Recently, the results of the IDEA study suggested that
shorter adjuvant chemotherapy could be administered in the
subgroup of patients with T3/N1 disease (7-10). However, given
that these results are still debated, postoperative CEA level might
assist in clinical decision-making in this setting.

Although prediction tools already exist in localized colon
cancer (41-44), these do not include postoperative CEA level.
In the light of our results, a careful consideration of this mea-
surement should be made in scoring tools to predict DFS and OS
for localized colon cancer in the future.

Our study has several strengths. We evaluated postoperative CEA
in adjuvant stage 1II colon cancer that was of more interest than
preoperative CEA. This study was constructed in the framework of
two large international multicenter phase III trials offering a broad
spectrum of reliable parameters including molecular status at inclu-
sion and the largest postoperative CEA assessment data in stage 111
colon cancer. Moreover, patients in these studies were treated with
5-fluorouracil and leucovorin in combination with oxaliplatin in
majority of cases (50%). We built our analysis in a rigorous
methodologic framework respecting the transparent reporting of
the multivariate model TRIPOD statement (25). Showing the same
results for both cohorts, we confirmed the robustness of our data.

The current study also has some limitations. Given that CEA level
was an inclusion criterion in the MOSAIC and PETACC-8 trials, this
analysis includes a low number of patients with high CEA. Impor-
tantly, CLA level may be affected by factors that were not available
in our cohorts, mainly smoking status and other comorbid-
ities (45). However, the robustness and the magnitude of the
association observed support the notion of a cancer-derived effect
on the outcomes. A second potential limitation is that in our study
CEA assessment is established within different ranges, according to
each manufacture, and most of the time low threshold values are
considered as insufficiently sensitive. The large DFS and OS differ-
ences between subgroups of patient with CEA <5 ng/mL suggest
that the findings apply across CEA values obtained from a broad
range of laboratories. Despite the heterogeneity of the adjuvant
regimens received and the multiples laboratories that performed
the CEA measurement, postoperative CFA identified in the overall
population was still relevant in all subgroups.

To conclude, in these two large cohorts, we showed that the
postoperative CEA level is a highly independent prognostic factor
for DFS and OS. We further confirmed that patients with CEA <5
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4.3 Du facteur pronostique au score pronostique intégratif

4.3.1.1 Référence bibliographique

Precise analysis of prognostic factors in stage Ill colon cancer and construction of a
prognostic score : post-hoc analysis of the PETACC-8 studly.
Manuscrit en cours de préparation.

Auclin E, Vernerey D, Lepage C, Mini E, Folprecht G, Salazar R, Van Laethem JL, Tabernero J,
Blons H, Laurent-Puig P, Taieb J.

4.3.1.2 Introduction

Dans les parties précédentes de ce travail de thése, nous avons vu que les cancers du
colon de stade lll étaient sur-traités par chimiothérapie adjuvante. En effet, seuls 20%
bénéficient de cette derniére au prix de neuropathies périphériques séquellaires de
I'oxaliplatine chez environ 10% des patients. Les bénéfices des thérapies ciblées montrés au
stade métastatique n’ont pas été translatés au stade Ill. C’est le cas du cetuximab, anti-
EGFR, dont lI'étude PETACC-8 n’a pas montré de bénéfice a son association a la
chimiothérapie adjuvante par FOLFOX.

A l'ére de la médecine de précision, plusieurs facteurs pronostiques ont été
découverts dans le cancer du colon de stade lll, et certains outils ont été créés pour aider le
clinicien dans l'indication d’administrer ou non une chimiothérapie adjuvante. Dans cette
perspective, des scores utilisant des données cliniques, pathologiques et moléculaires ont
été développés. Des signatures moléculaires telles que I’'Oncotype Dx Colon® sont efficaces
pour déterminer des groupes de patients a risques différents de récidive mais ils sont peu
discriminant, et leur capacité a prédire le bénéfice de la chimiothérapie n’a pas été
réellement démontré.

Par ailleurs, trois scores ont été développés a partir de larges études de phase Il :
ACCENT, Numeracy et le score MSKCC. Leurs performances en terme de pronostic sont
moins importantes que ce que I'on pourrait espérer. Par exemple, le score créé grace a la
base ACCENT a un c-index de 0.66 pour la survie globale. Cette efficacité modérée est
certainement liée a I'absence de considération des parametres moléculaires lors de

I’établissement de ces scores. Dienstmann et al ont montré récemment que I'inclusion des
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variables moléculaires améliorait significativement I'estimation du pronostic des patients
atteints de cancer du colon de stades Il et IIl.

L'objectif de cette étude était de développer et valider un score pronostique de la
SSM et de la SG, basé sur les caractéristiques cliniques pathologiques biologiques et
moléculaires, dans les cancers du colon de stade Ill. L'objectif secondaire était d’évaluer
I'apport des données moléculaires dans I'estimation du pronostic des patients atteints d’un

cancer du colon de stade IlI.

4.3.1.3 Meéthodologie

4.3.1.3.1 Patients
Les patients atteints d’'un cancer du colon de stade Ill ayant participé a I'étude de

phase Ill PETACC-8 (NCT00265811) ont été inclus.

4.3.1.3.2 Analyse statistique

Le critére de jugement principal était la SSM, définie comme le temps entre la
randomisation et la rechute (locale ou a distance) ou I'occurrence d’un deuxiéme cancer
colique ou le décés. En critéere de jugement secondaire nous avons choisi la SG, définie
comme le temps entre la randomisation et le décés du patient. Les patients n’ayant pas fait
I'événement étaient censurés a la date de leur dernier suivi. La SSM et la SG ont été
estimées avec la méthode Kaplan Meier et des taux de survie a des temps définis ont été
donnés avec leurs intervalles de confiance a 95%. La durée médiane de suivi a été calculée
avec la méthode du reverse Kaplan Meier.

La relation entre les critéres de jugement et les variables continues a été évaluée par
la méthode des splines cubiques restreints et vérifiée par les polyndbmes fractionnaires
multiples afin d’utiliser la meilleure transformation possible.

La valeur pronostique des différentes variables sur la survie a d’abord été testée par
un modele de Cox univarié. Les variables atteignant la significativité en univarié ou connues
pour avoir un impact pronostique majeur ont été réunies dans un modele de Cox multivarié.
La discrimination du modéle de Cox a été évaluée grace au c-index et la calibration a été
vérifiée graphiquement a 3 et 6 ans. Une validation interne a été obtenue grace a la

méthode du bootstrap.
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L'application du modéle pronostique a été faite de deux facons :

- Approche individuelle : construction d’'un nomogramme pour chaque critéere de
jugement.

- Approche populationnelle : création d’un score pronostique a partir des coefficients

3 du modele de Cox.

L'apport des variables moléculaires aux facteurs pronostiques classiques a été évalué a
I'aide du c-index précédemment décrit. Plusieurs modeles ont ainsi été créés : clinique (Clin),
clinique + pathologique (Clin.path), Clin.path + biologique (Clin.path.bio), et Clin.path.bio +
moléculaire (Clin.path.bio.mol). Pour chacun de ces modeéles le c-index a été évalué et la
différence entre les différents modeéles a été estimée.

Enfin, le caractere prédictif du score pronostique pour l'efficacité du cetuximab en
situation adjuvante a été exploré a I'aide d’un terme d’interaction dans un modele de Cox

d’une part, et graphiquement par I'intermédiaire de courbes de Kaplan Meier d’autre part.

4.3.1.4 Résultats

4.3.1.4.1 Caractéristiques de la population de I'étude
Parmi les 2559 patients inclus dans I'étude PETACC-8, nous n’avons pas inclus 7
patients qui avaient une maladie métastatique a linclusion. Les caractéristiques
moléculaires (mutations RAS et BRAF, statut MSI) étaient disponibles chez 1637 patients
(Figure 1).

Les caractéristiques des patients sont décrites dans le Tableau 1.

115



PETACC-8
N =2559

Non inclus:
Métastatique (N=7)

Stade IlI
N =2552

Non inclus:
Statut RAS manquant
(N=211)

RAS disponible
N=2341

BRAF disponible
N=1799

Non inclus :
BRAF manquant:
Non testé (N = 408)
Non informatif (N = 134)

Population utilisée pour les
analyses multivariées

MMR disponible
N=1637

Non inclus:
MMR manquant
(N=162)

Figure 1 : diagramme de flux des patients de I’étude
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Variable

Population de stade Il
N = 2552

Age (années) >70 269 (10.54%)
Sexe Femme 1091 (42.75%)
Bras de traitement FOLFOX 1277 (50.04%)

FOLFOX cetuximab

1275 (49.96%)

Localisation tumorale

Gauche

1549 (61.64%)

Droite 964 (38.36%)
Manquant 39
Indice de masse corporelle Normal 1136 (45.17%)
Maigreur 51 (2.03%)
Surpoids 920 (36.58%)
Obese 408 (16.22%)
Manquant 37
Laparotomie Oui 1791 (70.21%)
Manquant 1
Grade histologique G1/2 2051 (81.39%)
G3/4 469 (18.61%)
Manquant 32
Stade T pT1/2 266 (10.44%)
pT3 1765 (69.24%)
pT4 518 (20.32%)
Manquant 3
Stade N pN1 1595 (62.5%)
pN2 957 (37.5%)

Groupe de risque selon TNM

Elevé (T4 et/ou N2)
Faible (T3N1)

1234 (48.39%)
1316 (51.61%)

Manquant 2
Emboles lymphatiques Présents 1144 (56.50%)
Manquant 527
Emboles vasculaires Présents 1125 (44.1%)
Manquant 1
Occlusion intestinale 416 (16.3%)
Perforation intestinale 121 (4.74%)
Performance status 0 2000 (82.1%)
>1 436 (17.9%)
Manquant 116
ACE, ng/mL Médiane (IQR° 1.4 (0.9-2.2)
>5 ng/mL 102 (4.11%)
Manquant 72
Statut RAS Muté 970 (51.54%)
Manquant 670
Statut BRAF et MMR PMMR BRAFWT 1308 (81.7%)
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dMMR BRAF™t 64 (4%)

dMMR BRAF"T 103 (6.43%)
pMMR BRAF™t 126 (7.87%)
NA 951

Tableau 1 : caractéristiques de la population de I’étude PETACC-8 ayant un cancer du colon
de stade Il

4.3.1.4.2 Construction des modeles univariés et multivariés
Les variables disponibles ont d’abord été testées en univarié pour rechercher une

association avec les deux critéres de jugement. Suite a cette analyse univariée, nous avons
construit plusieurs modeéles dans le but d’investiguer I'apport de chaque groupe de variables
pour le pronostic des patients :

- Modele clinique (Clin)

- Modeéle clinigue et pathologique (Clin.path)

- Modeéle clinigue, pathologique et biologique (Clin.path.bio)

- Modeéle clinigue, pathologique, biologique et moléculaire (Clin.path.bio.mol)

Ces modeles sont résumés dans les tableaux 2 et 3.

118



Tableau 2 : modéles de Cox multivariés pour la survie sans maladie

Clinique HR (1C95%) P
(n= 2434, n événements = 749)
Age > 70 ans 1.28 (1.03-1.58) 0.02
Sexe masculin 1.23 (1.06-1.43) 0.007
Indice de masse corporelle

Normal 1

Maigreur 1.90 (1.24-2.91) 0.01

Surpoids 1.04 (0.89-1.23)

Obeése 1.22 (0.99-1.49)
Laparotomie 1.16 (0.98-1.36) 0.08
Occlusion intestinale 1.28 (1.06-1.53) 0.009
Perforation intestinale 1.73 (1.30-2.29) <0.0001
Performance status 21 1.30(1.09-1.55° 0.003

Clinique et pathologique HR (1C95%) P
(N=2051, n événements=625)
Age > 70 ans 1.40 (1.12-1.76) 0.004
Sexe masculin 1.26 (1.07-1.49) 0.006
Indice de masse corporelle

Normal 1

Maigreur 1.65 (1.03-2.65) 0.05

Surpoids 1.06 (0.89-1.27)

Obese 1.26 (1.01-1.58)
Laparotomie 1.17 (0.98-1.40) 0.09
Occlusion intestinale 1.07 (0.87-1.31) 0.52
Perforation intestinale 1.20 (0.87-1.66) 0.26
Performance status >1 1.28 (1.06-1.55) 0.01
Grade histologique G3/4 1.25(1.03-1.51) 0.02
pT

pT1-2 1

pT3 1.68 (1.18-2.39) <0.0001

pT4 3.20 (2.20-4.65)
pN2 1.68 (1.43-1.98) <0.0001
Emboles lymphatiques et/ou vasculaires 1.01 (0.85-1.20) 0.92
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Clinique, pathologique et biologique HR (1C95%) p
(N=1976 n événements=601)
Age > 70 ans 1.37 (1.09-1.74) 0.008
Sexe masculin 1.32 (1.11-1.57) 0.002
Indice de masse corporelle

Normal 1 0.02

Maigreur 1.75(1.092.82)

Surpoids 1.09 (0.91-1.32)

Obeése 1.31(1.04-1.64)
Laparotomie 1.12 (0.93-1.35) 0.23
Occlusion intestinale 1.08 (0.88-1.33) 0.48
Perforation intestinale 1.28 (0.92-1.78) 0.13
Performance status 21 1.24 (1.02-1.51) 0.03
Grade histologique G3/4 1.17 (0.96-1.42) 0.13
pT

pT1-2 1 <0.0001

pT3 1.58 (1.10-2.27)

pT4 3.05 (2.08-4.47)
pN2 1.69(1.43-1.99) <0.0001
Emboles lymphatiques et/ou vasculaires | 0.99 (0.83-1.19) 0.96
Phosphatases alcalines 1.002 (1-1.003) 0.04
Hémoglobine 1.01 (0.95-1.07) 0.86
Plaquettes 1(1-1) 0.32
ACE (transformation racine carrée) 1.45 (1.28-1.64) <0.0001

Clinique, pathologique, biologique et HR (1C95%) Bootstrap | p
moléculaire (N=1243 n événements=384) 1C95%
Age > 70 ans 1.18 (0.87-1.60) 0.85-1.69 | 0.28
Sexe masculin 1.27 (1/02-1.59) 1.02-1.63 | 0.03
Indice de masse corporelle

Normal 1 0.06

Maigreur 1.65 (0.88-3.08) 0.71-3.49

Surpoids 0.95 (0.75-1.20) 0.73-1.20

Obese 1.31(0.99-1.74) 0.96-1.75
Laparotomie 1.06 (0.83-1.34) 0.82-1.34 | 0.65
Occlusion intestinale 1.09 (0.84-1.42) 0.81-1.40 | 0.50
Perforation intestinale 1.16 (0.76-1.75) 0.73-182 0.50
Performance status >1 1.28 (1.01-1.62) 0.98-1.64 | 0.04
Grade histologique G3/4 1.20 (0.93-1.54) 0.91-1.58 | 0.15
pT

pT1-2 1 <0.0001

pT3 1.59 (0.99-2.56) 1.03-2.71

pT4 3.17 (1.93-5.21) 2.00-5.65
pN2 1.78 (1.45-2.20) 1.45-2.27 | <0.0001
Emboles lymphatiques et/ou vasculaires 1.02 (0.81-1.29) 0.81-1.28 | 0.86
Phosphatases alcalines 1.002 (1-1.004) 0.99- 0.02

1.004

Hémoglobine 0.98 (0.91-1.06) 0.90-1.06 0.62
Plaguettes 1(0.99-1.00) 0.99-1.06 | 0.72
ACE (transformation racine carrée) 1.50 (1.30-1.72) 1.26-1.95 | <0.0001
Mutation RAS 1.56 (1.26-1.94) 1.23-1.97 0.0001
Status MMR/BRAF
pMMR/BRAFwt 1 0.006
dMMR/BRAFwt 1.02 (0.67-1.56) 0.63-1.55
dMMR/BRAFmut 0.40 (0.18-0.93) 0.11-0.85
pMMR/BRAFmut 1.62 (1.12-2.33) 1.04-2.32
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Tableau 3 : modéles de Cox multivariés pour la survie globale

Clinique HR (1C95%) P
(n=2399, n événements= 540
Age > 70 ans 1.53(1.20-1.93) <0.0001
Sexe masculin 1.33(1.11-1.59) 0.002
Indice de masse corporelle

Normal 1

Maigreur 2.09 (1.29-3.41) 0.01

Surpoids 1.08 (0.89-1.31)

Obese 1.27 (1.00-1.61)
Localisation tumorale, colon droit 1.29 (1.08-1.53) 0.004
Laparotomie 1.27 (1.04-1.55) 0.02
Occlusion intestinale 1.29 (1.04-1.60) 0.02
Perforation intestinale 1.67 (1.20-2.33) 0.003
Performance status 21 1.46 (1.19-1.79) <0.0001
Clinique, pathologique et biologique HR (1C95%) p
(N=1976 n événements=601)
Age > 70 ans 1.58 (1.24-2.01) <0.0001
Sexe masculin 1.46 (1.21-1.77) <0.0001
Indice de masse corporelle

Normal 1 0.04

Maigreur 1.70 (1.02-1.77)

Clinique et pathologique HR (1C95%) P
(N=2368, n événements=532)
Age > 70 ans 1.64 (1.30-2.09) <0.0001
Sexe masculin 1.34 (1.12-1.60) 0.002
Indice de masse corporelle

Normal 1

Maigreur 1.77 (1.07-2.93) 0.04

Surpoids 1.08 (0.88-1.31)

Obese 1.29 (1.02-1.65)
Localisation tumorale, colon droit 1.16 (0.97-1.38) 0.10
Laparotomie 1.29 (1.05-1.58) 0.01
Occlusion intestinale 1.12 (0.90-1.40) 0.29
Perforation intestinale 1.23 (0.87-1.73) 0.24
Performance status 21 1.39(1.14-1.71) 0.001
Grade histologique G3/4 1.30(1.05-1.59) 0.01
pT

pT1-2 1

pT3 1.84 (1.20-2.82) <0.0001

pT4 3.49 (2.23-5.45)
pN2 1.94 (1.63-2.32) <0.0001
Emboles vasculaires 1.15 (0.96-1.37) 0.12
Clinique, pathologique, biologique et HR (1C95%) Bootstrap | p
moléculaire (N=1430 n événements=329) 1C95%
Age>70ans 1.40(1.03-1.92) 1.02-1.98 | 0.03
Sexe masculin 1.45 (1.14-1.85) 1.11-1.96 | 0.003
Indice de masse corporelle

Normal 1 0.03

Maigreur 1.91 (1.01-3.62) 0.90-4.17
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Surpoids 1.12 (0.91-1.37)

Obese 1.34 (1.05-1.72)
Localisation tumorale, colon droit 1.05 (0.87-1.27) 0.60
Laparotomie 1.25(1.02-1.55) 0.03
Occlusion intestinale 1.12 (0.90-1.41) 0.31
Perforation intestinale 1.23 (0.87-1.75) 0.24
Performance status 21 1.30 (1.06-1.61) 0.01
Grade histologique G3/4 1.23 (0.99-1.53) 0.06
pT

pT1-2 1 <0.0001

pT3 1.67 (1.08-2.59)

pT4 3.19 (2.01-5.05)
pN2 1.691.90 (1.59-2.27) | <0.0001
Emboles vasculaires 1.16 (0.97-1.39) 0.11
ALAT 0.99 (0.98-0.99) 0.005
Hémoglobine 0.97 (0.91-1.04) 0.43
Plaquettes 1(1-1) 0.10
Neutrophiles 1.00 (0.95-1.06) 0.43
ACE (transformation racine carrée) 1.46 (1.28-1.67) <0.0001

Surpoids 0.96 (0.74-1.24) 0.72-1.25

Obese 1.36 (1.01-1.84) 0.98-1.87
Localisation tumorale, colon droit 1.02 (0.79-1.31) 0.78-1.35 | 0.87
Laparotomie 1.17 (0.90-1.52) 0.91-1.56 | 0.24
Occlusion intestinale 1.17 (0.88-1.55) 0.86-1.54 | 0.28
Perforation intestinale 1.12 (0.71-1.75) 0.63-1.77 | 0.62
Performance status 21 1.36 (1.06-1.75) 1.02-1.76 | 0.02
Grade histologique G3/4 1.34 (1.02-1.76) 1.00-1.80 | 0.04
pT

pT1-2 1 <0.0001

pT3 1.62 (0.92-2.87) 0.97-3.11

pT4 3.11(1.72-5.64) 1.83-6.18
pN2 1.851.47-2.33) 1.48-2.41 <0.0001
Emboles vasculaires 1.11 (0.88-1.39) 0.86-1.41 | 0.39
ALAT 0.99 (0.98-1.00° 0.98-1.00 | 0.05
Hémoglobine 0.95 (0.87-1.04) 0.86-1.04 | 0.26
Plaguettes 1.00 (1.00-1.00) 1.00-1.00 | 0.09
Neutrophiles 0.99 (0.92-1.06) 0.92-1.07 0.77
ACE (transformation racine carrée) 1.52 (1.31-1.76) 1.28-1.97 | <0.0001
Mutation RAS 1.46 (1.15-1.85) 1.13-1.87 0.002
Statut MMR/BRAF
pMMR/BRAFwt 1 0.004
dMMR/BRAFwt 0.81 (0.49-1.36) 0.44-1.37
dMMR/BRAFmut 0.39 (0.16-1.00) 0.10-0.89
pMMR/BRAFmut 1.64 (1.13-2.38) 1.07-2.46
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4.3.1.4.3 Performance du modeéle et validation interne

Le modele multivarié final avait un c-index de 0,72 (IC95% : 0,69-0,75) pour la survie

sans maladie et de 0,77 (1C95% : 0,73-0,81) pour la survie globale. L'addition des

données pathologiques, biologiques aux variables cliniques permettaient a chaque fois

d’augmenter le c-index par rapport au modele précédent. Cependant, 'augmentation du

c-index n’était pas significative lors de I'ajout des variables moléculaires au modele

Clin.path.bio. Ces données sont résumées dans le Tableau 4. La part de variance de

chaque groupe de variables dans le modéle est représentée dans la Figure 2. Le modéle

retenu était le modele incluant les données de biologie moléculaire (Clin.path.bio.mol).

Par ailleurs, la calibration des modéles Clin.path.bio.mol a 3 et 6 ans était acceptable

(Figure 3).

Survie sans maladie

Survie globale

c index 95%Cl cindex 95%ClI
Clin 0.56 | 0.53-0.60 |Clin 0.61 | 0.56-0.66
Clin.path 0.68 | 0.65-0.72 |Clin.path 0.72 | 0.68-0.76
Différence 0.12 | 0.08-0.16 |Différence 0.11 | 0.07-0.16
Clin.path 0.68" | 0.65-0.72 |Clin.path 0.72 | 0.68-0.76
Clin.path.bio 0.71 | 0.68-0.74 |Clin.path.bio 0.75 | 0.72-0.79
Différence 0.02 | 0.01-0.04 |Différence 0.03 | 0.01-0.05
Clin.path.bio 0.71 | 0.68-0.74 |Clin.path.bio 0.75 | 0.72-0.79
Clin.path.bio.mol| 0.72 | 0.69-0.75 |Clin.path.bio.mol| 0.77 | 0.73-0.81
Différence 0.01 (-0.003-0.03 | Différence 0.01 |-0.004-0.03

Tableau 4 : c-index et différence entre les c-index des modeles multivariés créés pour la
survie sans maladie et la survie globale.
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Clinique 11.22%

" 4

Moléculaire 18.37%

'Anatomopathologique 46.94%

Moléculaire 14.29%
) Clinique 19.39%

Anatomopathologique 41.84%

Figure 2 : représentation graphique de la part de la variance dédiée a chaque groupe de
variables au sein du modeéle multivarié final pour la survie sans maladie (A), et pour la survie
globale (B).
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Figure 3 : graphiques de calibration a 3 et 6 ans pour la survie sans maladie et pour la survie

globale.

La validation interne a l'aide la procédure de bootstrap montrait peu de variations

autour du HR, renforcant la robustesse des modeles multivariés finaux.

4.3.1.4.4 Création du nomogramme

A partir des coefficients des variables inclues dans les modeéles multivariés

(Clin.path.bio.mol), des nomogrammes ont été créés afin de prédire la survie d’'un patient

donné en fonction de ses caractéristiques.
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Les nomogrammes sont montrés dans la Figure 4.
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Figure 4 : nomogrammes pour la survie sans maladie (A) et la survie globale (B)
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4.3.1.4.5 Création des scores pronostiques

Dans une approche populationnelle, un score a été créé pour chaque critére de

jugement. Les variables inclues dans le modele multivarié final ont été pondérées en

fonction de leurs coefficients # du modele de Cox. La distribution de la variable continue

« score » était normale, avec pour la survie sans maladie une moyenne de 166,44 (ET:

14,80) et pour la survie globale une moyenne de 191,96 (ET: 15,39). Une analyse de

sensibilité retrouvait pas de différence en terme de pronostic entre les patients inclus dans

la construction du score et ceux dont toutes les données n’étaient pas disponibles (Figure 5).

Probability of survival

No. At Risk
Inclus 1243
Non inclus 1309

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

—— Included
— Not included

2 4 6 8 10
time from inclusion
979 856 685 364 5
952 793 631 286 6

Probability of survival

No. At Risk
Inclus 1430
Non inclus 1122

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

—— Included
— Notincluded

2 4 6 8 10
time from inclusion
1336 1149 898 468 7
963 802 608 262 5

Figure 5: courbes de Kaplan Meier comparant la survie sans maladie (A) et la survie
globale (B) des patients inclus ou non dans la construction du score pronostique.

Les taux de survies sans maladie et globale a 3 et 6 ans des groupes définis par le

score étaient significativement différents (p<0,0001 pour les deux critéres de jugement),

Tableau 5. Les courbes de Kaplan Meier pour les survies sans maladie et globale selon le

groupe pronostique sont montrées dans la Figure 6.
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Survie sans maladie Survie globale

3 ans 5ans 6 ans 3 ans 5 ans 6 ans
Bon 84.3(81.6- | 80.1(77.1- 79.2 (76.- 94.3(92.7- | 89.1(86.9- | 87.5(85.1-

87.2) 83.3) 82.5) 96.0) 91.4) 90.0)
Intermédiaire | 70.2 (66.0- | 65.0(60.6- | 64.7(60.3- | 86.5(83.6- | 76.7(73.0- | 74.6(70.8-

74.6) 69.6) 69.4) 89.6) 80.5) 78.6)
Elevé 54.0 (46.7- | 48.8(41.6- | 48.8(41.6- | 73.4(67.2- | 65.2(58.5- | 61.3(54.4-

62.3) 57.3) 57.3) 80.2) 72.7) 69.0)

Tableau 5 : taux de survie a 3 et 6 ans pour les critéres de jugement selon le groupe a risque
défini a I'aide des scores pronostiques créés (p<0,0001 pour les 2 critéres de jugement).

A
© ©
2 2
g <
=3 >
" (2]
© k)
2 2
3 5
© ©
o Qo
o [
a [
o P00t o | PQO0Or
o o
T T T T T 1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 8 10
time from inclusion time from inclusion
No. At Risk No. At Risk
Good 643 556 500 401 214 2 Good 747 719 646 514 271 4
Interm 439 329 280 218 112 3 Interm 505 465 388 296 150 3
Poor 161 94 76 66 38 0 Poor 178 152 115 88 47 0

Figure 6 : courbes de Kaplan Meier pour la survie sans maladie (A) et la survie globale (B)
selon le groupe de risque défini par les scores créés.
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4.3.1.4.6 Valeur prédictive des scores pronostiques créés
L’ajout du cetuximab n’a bénéficié a aucun sous groupe de patient, quelle que soit la
présence ou non d’'une mutation RAS (Figure 7). Cependant, dans la population RAS non
mutée, un bénéfice a I'ajout du cetuximab pourrait étre présent chez les patients a hauts

risque définis par notre score.
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T T T T T 1 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
time from inclusion time from inclusion
No. At Risk No. At Risk
good 333 292 261 207 112 1 good 389 374 335 265 137 3
good+cetux 310 264 239 194 102 1 good+cetux 358 345 311 249 134 1
interm 230 179 149 107 51 3 interm 253 234 199 151 72 3
interm+cetux 209 150 131 111 61 0 interm+cetux 252 231 189 145 78 0
poor 77 43 34 30 17 0 poor 83 69 53 43 25 0
poor+cetux 84 51 42 36 21 0 poor+cetux 95 83 62 45 22 0
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@ ©
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Q |~ .poor+CetuX. ... © o poor+CetUX . R
o o
T T T T T 1 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
time from inclusion time from inclusion
No. At Risk No. At Risk
good 225 201 183 142 69 1 good 225 219 199 152 73 1
good+cetux 205 183 166 131 62 1 good+cetux 205 197 184 145 69 1
interm 94 72 60 38 12 0 interm 94 86 74 47 15 0
interm+cetux 92 69 59 49 20 0 interm+cetux 92 83 70 53 21 0
poor 26 10 9 7 3 0 poor 26 19 13 9 3 0
poor+cetux 33 20 17 16 8 0 poor+cetux 33 28 21 17 8 0

Figure 7 : courbes de Kaplan Meier montrant I'effet de I’ajout du cetuximab au FOLFOX selon
groupe a risque, dans la population globale (A : survie sans maladie, B : survie globale) et
dans la population RAS sauvage (C : survie sans maladie, D : survie globale).
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4.3.1.5 Conclusions de I'étude

Dans cette étude nous avons montré que la prise en compte des parametres
biologiques et moléculaires améliorait significativement I'évaluation du pronostic des
patients atteints d’'un cancer du colon de stade Ill. Nous avons aussi créé un score
pronostique ayant de bonnes performances pour prédire la rechute et/ou le décés. Ce score
n’a pas de valeur prédictive sur le bénéfice de I'ajout du cetuximab au FOLFOX en adjuvant,
méme si nous avons noté un possible intérét chez la population non mutée RAS a haut

risque selon notre score.
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5 DISCUSSION

5.1 Discussion des travaux de la thése

5.1.1 Bilan des travaux de la thése

Les travaux de cette these ont permis de mettre en lumiére une hétérogénéité
considérable du pronostic des patients atteints d’'un cancer du colon localisé et ainsi la
nécessité de mieux I'apprécier. En effet, certains facteurs pronostiques utilisés en pratique
courante ne sont pas toujours pris en compte de fagon précise.

C’est le cas par exemple de I’ACE, dont la norme habituelle est de 5 ng/mL. Dans les
deux premiers travaux de cette thése, nous avons montré que la population ayant un dosage
de I’ACE post opératoire considéré comme normal est en fait constituée de patients aux
risques de rechute et de déces trés hétérogenes. En effet, si on considére ’ACE comme une
variable continue, nous avons montré que la relation entre celui-ci et les criteres de
jugement de survie était graduelle (fonction linéaire chez les stades Il, fonction racine carrée
chez les stades Ill) et ceci méme pour les valeurs considérées comme normales (<5 ng/mL).

Ainsi, nous avons montré qu’un seuil plus bas que celui communément admis était
plus pertinent pour la stratification du risque de rechute et de décés. Dans notre cohorte de
patients atteints d’un cancer du colon de stade Il, nous avons validé un seuil précédemment
décrit par Margalit et al (105) chez des patients ayant un dosage de I’ACE pré opératoire. En
ce qui concerne les patients atteints d’'un cancer du colon de stade lll, nous avons nous
méme développé et validé une valeur seuil de 1,30 ng/mL synonyme d’un risque de rechute
ou décés déja plus important.

Ensuite, nous avons pu montrer que I’analyse précise d’un facteur pronostique, aussi
simple soit-il, permettait de répondre a des questions importantes en pratique courante. En
effet, chez les patients ayant un cancer du colon de stade Il, le traitement adjuvant est
discuté et notamment I'ajout de l'oxaliplatine au LV5FU2. Usuellement, le choix d'un
traitement adjuvant par une fluoropyrimidine seule se fait sur la présence de facteurs de
mauvais pronostic (tumeur T4 ou perforation/occlusion intestinale ou moins de 12 ganglions
analysés ou présences d’emboles lymphatiques/vasculaires/péri nerveux). Le FOLFOX reste

une option pour les patients atteints d’une tumeur pT4. Grace a I’ACE, nous avons pu

131



déterminer, au sein de la population a haut risque de rechute, une sous population
bénéficiant de I'ajout de I'oxaliplatine au LV5FU2. Ces données suggérent qu’une
chimiothérapie par LV5FU2 seul pourrait étre proposée a de nombreux patients, les
épargnant du risque de neuropathie périphérique induite par I'oxaliplatine séquellaire.

Enfin, le dernier travail de cette thése avait pour objectif de créer un outil
pronostique intégratif chez des patients atteints d’un cancer du colon de stade Ill, en suivant
une méthodologie fine décrite par Vernerey et al. Grace aux données de I'étude PETACC-8
nous avons pu construire :

1. Un modele multivarié incluant les données cliniques, pathologiques, biologiques

et moléculaires des patients.

2. Créer un nomogramme permettant de prédire les survies sans maladie et globale

des patients

3. Créer un score pronostique permettant de stratifier avec de trés bonnes

performances les populations a risque de rechute et de décés.

Cependant, nos outils n"ont pas permis de montrer un caractere prédictif du bénéfice
d’intensifier le traitement adjuvant chez les patients atteints d’un cancer du colon de stade
lll. En effet, aucun bénéfice du cetuximab ajouté au FOLFOX n’a été observé dans les
différents groupes pronostiques.

Finalement, nous avons cherché a illustrer I'association de chaque groupe de
variables sur |’estimation du pronostic en évaluant les indices de discrimination (c-index) des
modeéles incluant les variables cliniques, cliniques et pathologiques, cliniques pathologiques
et biologiques, et cliniques pathologiques biologiques et moléculaires. Si le c-index du
modeéle le plus complet était tres satisfaisant (0,72 pour la survie sans maladie, 0,77 pour la
survie globale), I'ajout des paramétres moléculaires ne semblait pas augmenter de facon
significative les performances du modeéle, probablement di a un manque de puissance

statistique.

5.1.2 ACE dans les cancers du colon de stade Il

Comme précisé dans le paragraphe précédent, nous avons validé une valeur seuil

déja publiée par Margalit et al, mais dans une population légerement différente. En effet,
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initialement Margalit et al ont montré leur nouveau seuil dans une population de patients
atteints de cancer du colon de stades | et Il non traités par chimiothérapie (105). De plus, il
s’agissait du dosage de I'ACE pré opératoire. Suite a I'étude de Konishi et al, qui montrait
gu’un dosage post opératoire de I’ACE était plus pertinent que pré opératoire (106), nous
avons décidé de valider en situation post opératoire cette valeur seuil de 2,35 ng/mL dans la
cohorte de patients atteints d’un cancer du colon de stade Il inclus dans I’étude MOSAIC. Les
analyses de sensibilité étaient en accord avec la littérature puisque la valeur seuil optimale
dans notre cohorte était de 2,77 ng/mL. Ces travaux montrent que la valeur seuil de 5 ng/mL
habituellement utilisée n’est clairement pas optimale pour la stratification du risque de
rechute et de déces.

L'amplitude de la valeur pronostique de I’ACE était trés importante dans notre étude.
Les patients ayant un ACE élevé en post opératoire avaient 50% de risque en plus de
rechuter ou de mourir comparés a ceux ayant un ACE bas (<2,35 ng/mL) en analyse
multivariée.

Dans notre étude, 'ACE avait une valeur prédictive du bénéfice de I'ajout de
I’oxaliplatine a une chimiothérapie adjuvante a base LV5FU2. Les patients ayant un cancer
du colon de stade Il a haut risque de récidive selon les classifications courantes avec un
dosage de I'ACE post opératoire supérieur a 2,35 ng/mL étaient les seuls a bénéficier de
I'oxaliplatine. Chez ces patients I'ajout de [I'oxaliplatine au 5FU résultait en une
augmentation de 13% du taux de survie sans maladie a 3 ans. Le seul autre outil ayant une
valeur prédictive dans les cancers du colon de stade Il est 'Oncotype Dx® (78). Yothers et al
ont montré que les patients ayant un score Oncotype Dx® élevé bénéficiaient de
I'oxaliplatine. Cependant ces résultats ont été montrés sur un plus petit nombre de patient,
et leur amplitude semble similaire a celle de 'ACE. Par ailleurs, 'ACE est moins cher et
réalisé en pratique courante.

Le caractére prédictif du dosage de I’ACE post opératoire a été montré chez les
patients a haut risque de rechute selon la définition simplifiée de MOSAIC. Cette définition
prend en compte les facteurs suivant: tumeur pT4, perforation tumorale, moins de 10
ganglions envahis. Nous avons décidé d’utiliser cette définition car elle a été publiée en 2015
par André et al dans la population de I'étude MOSAIC, et de cette facon nous avons pu
limiter la perte d’informations liée aux données manquantes (8). Par ailleurs, nos analyses

de sensibilité retrouvaient des résultats similaires avec la définition donnée par 'ESMO
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(tumeur T4 ou perforation/occlusion intestinale ou moins de 12 ganglions analysés ou
présences d’emboles lymphatiques/vasculaires/péri nerveux) (4).

D’autres analyses de sensibilité ont été effectuées parmi des sous groupes tels que
les patients de moins 70 ans, ces facteurs pouvant agir sur ’ACE. Dans chaque cas, les
résultats étaient concordants avec ceux de la population générale de I'étude, renforgant
ainsi leur robustesse.

Ces résultats suggérent que l'augmentation post opératoire de I’ACE est en lien avec
une maladie tumorale résiduelle, et que les patients présentant ces facteurs de mauvais
pronostic sont ceux bénéficiant le plus de l'intensification du traitement adjuvant dans le

cancer du colon de stade Il.

5.1.3 ACE dans les cancers du colon de stade Il

De méme que pour les patients atteints d’un cancer du colon de stade Il, nous avons
montré que le dosage post opératoire de I’ACE avait une association pronostique majeure en
terme de rechute et de mortalité. De plus, les patients ayant une valeur de I’ACE considérée
comme normale (< 5ng/mL) constituaient une population trés hétérogéne en terme de
pronostic.

La question de la valeur seuil pour la normalité du dosage de I'ACE a été largement
posée dans la littérature. Plusieurs études ont montré que les patients ayant un ACE
inférieur a 2,5 ou 2,7 ng/mL avaient une meilleure survie sans maladie et globale (107-109).
L’étude la plus conséquente a été déja été décrite ci-dessus, et a été menée par Margalit et
al. Avec plus de 45000 patients les auteurs ont montré qu’un seuil de 2,35 ng/mL était plus
adapté dans une population de patients atteints de cancer du colon de stades | et Il (105).
Nos résultats sont en accord avec toutes ces études. Nous avons mis en lumiére le fait que la
population de patients ayant un dosage considéré comme normal était en fait trés
hétérogene en terme de pronostic. L'utilisation plus précise du dosage de I’ACE permet de
construire des modéles de prédiction de la survie plus performants, et donc de participer a
une meilleure appréciation globale du pronostic des patients dans le but d’adapter au mieux
leurs traitements adjuvants.

Lorsqu’on modifie la valeur seuil d’un paramétre, les questions concernant la

sensibilité et la spécificité du nouveau seuil se posent. Dans le cas de I’ACE, Nicholson and al
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ont déja montré qu’en baissant le seuil de ’ACE a 2,5 ng/mL, on augmentait sa sensibilité
(82% versus 71% avec la valeur classique de 5 ng/mL), mais que la spécificité diminuait (80%
contre 88%) (110). Dans le cadre de la surveillance post opératoire d’'un cancer, le plus
important est d’augmenter la sensibilité d’un test. La perte de spécificité en lien avec la
diminution du seuil de I'ACE est donc plus accessoire. La deuxiéme question posée par la
diminution du seuil de normalité d’un parametre est celle de la reproductibilité de celle ci
pour des mesures basses. Dans notre étude, nous avons défini un seuil a 1,30 ng/mL pour les
patients ayant un cancer du colon de stade lll. Il est important de vérifier que les mesures
des valeurs inférieures a ce seuil soient bonnes. Dans la plupart des laboratoires le dosage
est fait par des automates dont les seuils de sensibilité se situent aux alentours de 0,5
ng/mL. Nous pouvons donc nous fier aux mesures de I’ACE pour des valeurs basses.

A l'instar des cancers du colon de stade I, la valeur pronostique de la rechute et du
décés de I’ACE dans le cancer du colon de stade Il est extrémement forte. Récemment des
scores immunologiques et moléculaires ont été développés dans le but d’expliquer le plus
précisément le pronostic des patients atteints de cancer du colon localisé (48,49,77,78).
L’ACE semble avoir des capacités discriminatoires identiques a ces scores. Ces observations
renforcent I'intérét a porter a I’ACE, d’autant plus qu’il s’agit d’'un biomarqueur peu colteux.
Enfin I’ACE devrait s’intégrer de facon systématique aux outils pronostiques a I'avenir.

Malheureusement les outils existants ne le prennent pas en compte.

5.1.4 Score pronostique

Le dernier travail de cette these avait pour objectif d’étudier de fagon intégrative le
pronostic des patients atteints de cancer du colon de stade Ill. En partant d’'une base de
données d’un essai de phase lll international, nous avons pu créer deux outils pronostiques.
Le premier est un nomogramme permettant une approche individuelle du risque de rechute
et de déces. Le second est un score pronostique, s’inscrivant dans une approche
populationnelle et donc pouvant permettre de positionner le patient dans une population a
risque permettant une stratification plus précise de futurs essais adjuvants.

Ces deux outils ont été créés a partir d’'un modele de Cox multivarié. Des trois scores
publiés a ce jour en situation adjuvante, le notre a les meilleures performances en terme de

discrimination des patients de mauvais pronostic (82,83,111). En effet, le score publié par

135



Renfro et al a un c-index de 0,66 pour la survie globale, alors que le notre a un c-index de
0,73 (Harrel) ou 0,77 (Uno) pour la survie globale (82). Pour rappel, la classification TNM
obtient un c-index de 0,58 pour la survie globale. Méme s'il a été construit de facon
rigoureuse, le nomogramme développé par Renfro et al n’est pas complété par une
approche populationnelle. Ce score ne peut donc pas servir a la stratification d’essais futurs.

La principale explication aux moins bonnes performances des autres scores provient
du fait que certains facteurs pronostiques majeurs n’y sont pas intégrés. Le premier d’entre
eux est I’ACE. En effet, il s’agit de la variable la plus pronostique du modeéle de notre score,
et son effet sur la prédiction du pronostic est tres important. De plus, nous avons montré
que I'ajout des variables biologiques, dont I'effet est principalement di a I’ACE, augmentait
de facon significative le c-index (et donc les performances) du modele (différence de 0,02
IC95% :0,01-0,04 pour la survie sans maladie; et 0,03 1C95% :0,01-0,05 pour la survie
globale). Les autres variables non incluses pouvant jouer dans l'augmentation de la
performance de notre modéle sont les variables moléculaires (statut MSI, mutations RAS et
BRAF). Cependant, nous devons souligner que I'apport de ces variables en plus des variables
biologiques n’était pas significativement plus important, ceci probablement par manque de
puissance. Dienstmann et al ont montré des résultats similaires concernant les données
moléculaires (112). En effet, dans leur étude le c-index du modeéle intégrant les données
moléculaires augmentait par rapport a celui d’un modele comprenant seulement les
données du stade TNM. Cependant I'apport des données moléculaires aux facteurs
pronostiques déja connus (cliniques, pathologiques et biologiques) n’a pas été recherché, ce
qui est probablement un point faible de leur étude. Les variables moléculaires paraissent
cependant indispensables pour la prise en compte globale de la pathologie dans I'estimation
du pronostic, ainsi que pour I'adaptation future des traitements adjuvants. C'est la définition
méme de |'approche intégrative.

Enfin, méme si nous n’avons pas noté de valeur prédictive a notre score, les résultats
semblent montrer un possible bénéfice de I'ajout du cetuximab au FOLFOX chez les patients
RAS non mutés a haut risque de rechute et/ou déceés selon notre score. Méme s’ils sont a
prendre avec précaution, il s’agit de la premiére fois qu’un outil pronostic montre un signal
prédictif dans le cancer du colon de stade Ill. Une validation externe serait souhaitable afin

de préciser ce résultat.
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5.2 Forces, limitations et perspectives

5.2.1 Forces et limitations des travaux de la these

5.2.1.1 Forces des travaux de la thése

Ce travail de thése comporte plusieurs points forts. Le premier est en lien avec la
nature des données recueillies. Tous les patients inclus dans les différents travaux de cette
thése sont issus d’essais thérapeutiques internationaux de phase lll. La qualité des données
qui en découle est donc trés bonne avec peu de données manquantes. Par ailleurs, le recueil
de données était exhaustif ce qui a permis d’intégrer a notre score de nombreuses données
dans les modeles multivariés, et notamment les données de biologie moléculaire qui
n’étaient pas présentes dans les autres études.

Une autre force des travaux de cette these est |'utilisation d’'une méthodologie stricte
et reproductible pour I'étude d’un facteur pronostique et la construction d’un score. En
effet, nous avons montré tout au long de cette thése que la méthodologie développée par
Vernerey et al était applicable de fagcon courante. Nous avons pu étudier et augmenter la
valeur discriminatoire d’un facteur pronostique connu de longue date et utilisé de facon
sous optimale. De plus, cette méthodologie rigoureuse nous a permis de construire des

outils pronostiques performants.

5.2.1.2 Limites des travaux de la thése

La principale limite de ce travail est valable pour deux des études composant cette
thése : le travail sur I'ACE dans les cancers du colon de stade Il et celui portant sur la
construction du score pronostique. Cette limite est la validation externe des résultats. En
effet, dans les cancers du colon de stade Il, aucune cohorte de patients traités par LV5FU2
+/- oxaliplatine ayant dosé I’ACE en post opératoire n’existe. Il n’est donc pas possible de
valider le caractére pronostique et surtout prédictif de I’ACE dans cette population.
Concernant le score pronostique, il existe des populations de patients traités en adjuvant
pour des cancers du colon de stade Ill, dont I'’étude NSABP CO7. Malheureusement, dans

cette cohorte le dosage de I’ACE n’a pas été effectué, et donc le score ne peut étre validé tel

137



quel. Par ailleurs, une validation sans la variable ACE serait dommageable puisqu’il s’agit
d’une variable importante dans le score.

Enfin, une critique peut étre apportée aux conditions de dosage de I’ACE dans les
cohortes des études MOSAIC et PETACC-8. Celui ci n’étant pas centralisé il est possible qu’il
existe des variations dépendantes des laboratoires, notamment en ce qui concerne les
valeurs seuil. Malgré cette limitation, nous devons souligner le fait que le dosage de I’ACE
reste fortement pronostique en terme de survie sans maladie et de survie globale. Cette
limitation nous place aussi en conditions de « vie réelle » et, a notre sens, renforce la

robustesse des résultats.

5.2.2 Perspectives du travail

5.2.2.1 Prédiction de I'efficacité de la chimiothérapie adjuvante

Les travaux de cette these ont ouvert la voie a plusieurs perspectives découlant de
leurs résultats mais aussi des faiblesses des différentes études. Premierement, le caractére
prédictif du dosage de I’ACE sur I'intérét de l'intensification de la chimiothérapie adjuvante
par FOLFOX dans les cancers du colon de stade Il peut donner lieu a une réflexion plus
générale : 'ACE pourrait-il étre un facteur prédictif dans d’autres situations ? Nous avons
montré dans les cancers du colon de stade Il que le dosage de I’ACE n’était pas prédictif de
I'efficacité du cetuximab en adjuvant. Cependant, le cancer du colon de stade Ill reste une
situation ol I'étude de I'ACE pourrait apporter une information pour guider le traitement
adjuvant. Les résultats récents de I’étude IDEA ont fait changer les pratiques courantes sur la
base de la classification TNM : les patients ayant un cancer du colon de stade Il T3N1
recoivent du XELOX pendant 3 mois, alors que les patients T4 et/ou N2 recoivent du FOLFOX
pendant 6 mois. L'intérét de I’ACE serait de trouver une sous population considérée a faible
risque de rechute (T3N1) qui bénéficierait d’un allongement de la durée de chimiothérapie
adjuvante, et inversement une sous population considérée a haut risque (T4 et/ou N2) qui
n’en tirerait pas un si grand avantage. Les données de I’ACE n’ont malheureusement pas été
collectées dans IDEA France. Nous sommes actuellement en train de collecter ces données

dans un maximum de centres investigateurs.
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5.2.2.2 Adaptation de la surveillance

La force de I'association pronostique entre I’ACE et les critéres de survie meéne a la
guestion de son utilisation pendant la surveillance des patients opérés de leur cancer
colique. Le dosage de I’ACE est actuellement recommandé dans le suivi des patients, mais
I'attitude n’est pas clairement établie en cas d’élévation, méme en dessous des valeurs
considérées comme normales. Effectivement, il pourrait étre intéressant d’envisager une
stratégie de surveillance plus intensive chez les patients dont la cinétique de I'ACE est
ascendante. Une des solutions est la réalisation d’un TEP-scanner. Malheureusement la
sensibilité d’un tel examen pour des valeurs de I’ACE inférieures a 10 ng/mL est faible, et
donc seul un rapprochement des scanners pourrait étre proposé chez ces patients.

L’essai PRODIGE 13 vise a évaluer l'intérét d’une surveillance rapprochée dans le
cancer du colon de stade Ill opéré (113). Les patients sont randomisés une premiere fois
entre une surveillance standard et une surveillance renforcée, puis une seconde entre une
surveillance de I’ACE et une absence de dosage de I’ACE. Les résultats de cette étude
permettront possiblement d’asseoir I’ACE comme un pilier de la surveillance du cancer du

colon.

5.2.2.3 Stratégie intégrative d’évaluation du pronostic

Le score développé dans cette these se veut intégratif afin d’étudier de la facon la
plus globale possible le pronostic des patients et I'approche du cancer du colon de stade Ill.
Ses performances sont les meilleures rapportées a ce jour dans la littérature. Cependant, le
pronostic n’est pas corrélé a la prédiction de l'ajout du cetuximab au FOLFOX pour la
chimiothérapie des cancers du colon de stade lll. La cause de cela vient possiblement du fait
gue nous cherchons a expliquer un mécanisme complexe intégrant des facteurs liés a I'hote,
et des facteurs liés a la maladie. On a montré qu’en intégrant le maximum de paramétres
disponibles, il restait environ 30% du devenir des patients qui était « inexpliqué ».

Ne perdons pas de vue que I'objectif d’étre le plus précis possible dans I'estimation
du pronostic des patients est d’adapter a chacun une stratégie thérapeutique adjuvante afin
de ne pas sur-traiter les patients, avec les risques de séquelles que cela comporte. Les

récentes avancées en recherche ont permis d’identifier des facteurs pronostiques en lien
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avec la maladie qui ne sont pas intégré dans le score, tels que les mutations/amplifications
HER2 ou I’ADN tumoral circulant. De plus, le développement de I'immunothérapie et de la
recherche en lien avec ces traitements a mis en lumiére des facteurs pronostiques a la
croisée de I'hGte et de la tumeur. Le plus connu d’entre eux est I'lmmunoscore®. L'étape
suivante pour I'augmentation de I'exhaustivité de notre score pronostic serait d’intégrer ces
données moléculaires et immunologiques. Le but de cette démarche serait double: i)
pouvoir avoir un outil pronostique le plus puissant possible, ii) étudier I'apport de ces
nouveaux marqueurs dans |'estimation du pronostic des patients. En effet, ils nont été
étudiés que séparément avec des performances intéressantes, mais, comme la biologie
moléculaire, il se pourrait que leur apport ne soit pas si important que ce que I'on espérerait
(par rapport aux variables biologiques et anatomopathologiques). Concernant I’ADN tumoral
circulant, plusieurs études dans les tumeurs pulmonaires ont montré qu’il pourrait y avoir un
intérét a la coupler a d’autres marqueurs déja connus comme le dosage de I'ACE. Enfin, le
probleme de la validation externe se posera toujours car aucune cohorte ne pourra apporter

toutes les informations nécessaires pour la validation d’un tel score dans sa globalité.

5.2.2.4 Stratégie de recherche clinique

Les travaux de cette thése amenent a un constat alarmant : il existe actuellement une
hétérogénéité trés importante dans les recueils de données des différents essais de phase I
menés dans les cancers du colon adjuvant. Tous les facteurs pronostiques connus ne sont
pas pris en compte dans les bases de données, ou alors de facon imprécise ou inadéquate.

Le premier exemple est la valeur du dosage de I’ACE. Dans les études MOSAIC et
PETACC-8 le dosage post opératoire est recueilli. Ce n’est pas le cas dans I'étude NSABP CO7,
ou dans I’étude IDEA. Pourtant dans cette derniére étude, I’ACE < 10 ng/mL était un critére
d’inclusion. Nous disposons donc de la notion « d’ACE < 10 ng/mL » mais pas de sa valeur. Le
deuxiéme exemple est celui des emboles lymphatiques et vasculaires. Il s’agit d’un facteur
pronostique débattu, mais il est recueilli de facon imprécise dans les bases de données. Dans
certains cas nous pouvons disposer seulement des emboles lymphatiques ou seulement des
emboles vasculaires. Enfin, le nombre de ganglions étudiés n’est pas non plus recueilli

systématiquement. Ces deux derniers exemples posent la question de l'intégration en entier

140



des comptes rendus d’anatomopathologie dans les bases de données des études colon
adjuvantes.

Afin de favoriser la recherche clinique, et d’améliorer la stratification dans les essais
thérapeutiques, il nous semble indispensable de réaliser une liste des facteurs
indispensables a inclure dorénavant dans les bases de données des essais a venir dans le
cancer colique localisé. Cette liste, énumérée dans le tableau ci-aprés, sera susceptible de

changer au cours des prochaines années (au fil de I'avancée de la recherche fondamentale).

Variable a recueillir

Données cliniques Age, sexe, indice de masse corporelle

Performance status

Localisation tumorale (gauche/droit), perforation ou obstruction
intestinale

Données Stade TNM
anatomopathologiques | Grade histopronostic
Nombre de ganglions positifs et analysés
Emboles vasculaires, emboles lymphatiques, engainements péri
nerveux
Infiltration lymphocytaire (Immunoscore®)

Données biologiques Dosage post opératoire de I’ACE
Bilan hépatique, NFS, créatininémie
LDH, albuminémie

Données moléculaires | Mutations RAS, BRAF, HER2
Statut MMR, mutations POL-E
ADN tumoral circulant post opératoire

Tableau : proposition des données a recueillir systématiquement pour les futures études
adjuvantes dans le cancer du colon.

5.2.2.5 Travaux en cours

Un des objectifs de cette thése était de valider en pratique courante une
méthodologie rigoureuse pour I'étude des facteurs pronostiques et la création de score. Cet
objectif étant atteint, la suite logique de ce travail est donc d’élargir cette méthodologie :

1. A d’autres stades dans le cancer colorectal : un travail est en cours sur le pronostic
des patients atteints de cancers du colon métastatiques traités par chimiothérapie
intra artérielle hépatique.

2. A d’autres types tumoraux : cette méthodologie a déja été appliquée dans le cancer

du poumon afin de créer un score pronostique biologique de la survie globale sous

141




immunothérapie (Lung Immune Prognostic Index, LIPl) dont le manuscrit est

disponible ci-apres (114).

Enfin la démarche méthodologique sera publiée dans une revue internationale afin de
servir de recommandations pour la recherche pronostique en complément aux TRIPODS
dont la faiblesse est de ne pas proposer d’outils méthodologiques et statistiques

standardisés a chaque étape de leurs recommandations.
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JAMA Oncology | Original Investigation

Association of the Lung Immune Prognostic Index
With Immune Checkpoint Inhibitor Outcomes in Patients

With Advanced Non-Small Cell Lung Cancer

Laura Mezquita, MD; Edouard Auclin, MD; Roberto Ferrara, MD; Melinda Charrier, PharmD, PhD;

Jordi Remon, MD; David Planchard, MD, PhD; Santiago Ponce, MD; Luis Paz Ares, MD, PhD; Laura Leroy, MD;
Clarisse Audigier-Valette, MD; Enriqueta Felip, MD, PhD; Jorge Zerén-Medina, MD, PhD;

Pilar Garrido, MD, PhD; Solenn Brosseau, MD; Gérard Zalcman, MD, PhD; Julien Mazieres, MD, PhD;

Caroline Caramela, MD; Jihene Lahmar, MD; Julien Adam, MD, PhD; Nathalie Chaput, PharmD, PhD;
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IMPORTANCE Derived neutrophils/(leukocytes minus neutrophils) ratio (dNLR) and lactate
dehydrogenase (LDH) level have been correlated with immune checkpoint inhibitor (ICI)
outcomes in patients with melanoma.

OBJECTIVE To determine whether pretreatment dNLR and LDH are associated with
resistance to ICls in patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC).

DESIGN, SETTING, AND PARTICIPANTS Multicenter retrospective study with a test (n = 161)
and a validation set (n = 305) treated with programmed death 1/programmed death ligand 1
(PD-1/PD-L1) inhibitors in 8 European centers, and a control cohort (n = 162) treated with
chemotherapy only. Complete blood cell counts, LDH, and albumin levels were measured
before ICl treatment. A lung immune prognostic index (LIPI) based on dNLR greater than

3 and LDH greater than upper limit of normal (ULN) was developed, characterizing 3 groups
(good, O factors; intermediate, 1factor; poor, 2 factors).

MAIN OUTCOMES AND MEASURES The primary end point was overall survival (OS). Secondary
end points were progression-free survival (PFS) and disease control rate (DCR).

RESULTS In the pooled ICI cohort (N = 466), 301 patients (65%) were male, 422 (90%) were
current or former smokers, and 401 (87%) had performance status of 1 or less; median age at
diagnosis was 62 (range, 29-86) years; 270 (58%) had adenocarcinoma and 159 (34%) had
squamous histologic subtype. Among 129 patients with PD-L1data, 96 (74%) had PD-L1 of at
least 1% by immunohistochemical analysis, and 33 (26%) had negative results. In the test
cohort, median PFS and OS were 3 (95% Cl, 2-4) and 10 (95% Cl, 8-13) months, respectively.
A dNLR greater than 3 and LDH greater than ULN were independently associated with OS
(hazard ratio [HR] 2.22; 95% Cl, 1.23-4.01 and HR, 2.51; 95% Cl, 1.32-4.76, respectively).
Median OS for poor, intermediate, and good LIPI was 3 months (95% Cl, 1 month to not
reached [NR]), 10 months (95% Cl, 8 months to NR), and 34 months (95% Cl, 17 months to
NR), respectively, and median PFS was 2.0 (95% Cl, 1.7-4.0), 3.7 (95% Cl, 3.0-4.8), and 6.3
(95% Cl, 5.0-8.0) months (both P < .001). Disease control rate was also correlated with dNLR
greater than 3 and LDH greater than ULN. Results were reproducible in the ICl validation
cohort for OS, PFS, and DCR, but were nonsignificant in the chemotherapy cohort.

CONCLUSIONS AND RELEVANCE Pretreatment LIPI, combining dNLR greater than 3 and LDH
greater than ULN, was correlated with worse outcomes for ICI, but not for chemotherapy,
suggesting that LIPI can serve as a potentially useful tool when selecting ICl treatment, raising
the hypothesis that the LIPI might be useful for identifying patients unlikely to benefit from
treatment with an ICI.
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mmunotherapy, principally represented by programmed

death 1/programmed death ligand 1 (PD-1/PD-L1) inhibi-

tors, has been approved worldwide as treatment for
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) and has been
hailed as an important addition to the treatment armamen-
tarium for this population. In an unselected previously
treated NSCLC population, response rates with single-agent
immune checkpoint inhibitors (ICIs) range between 14% and
20%, with median overall survival (OS) of 10 to 12 months.!"
However, when this population is stratified by specific bio-
markers, notably positive PD-L1 expression by immunohis-
tochemical analysis, these outcomes improved, reaching up
to 30% response with a median OS of 20 months,*° in con-
trast to patients with negative or weak PD-L1 expression (1%-
49% positive tumor cells, accounting for approximately 67%
of the population) for whom response rates between 8% and
19% have been reported with median OS slightly below 10
months.® However, even within the PD-L1-positive stratum,
the benefit with immunotherapy is not seen for the entire
population, making the identification of biomarkers for
patients likely to respond to ICI therapy a critical step in
selecting the candidate population.

The inflammation process has been proposed as a
mechanism of immunoresistance in patients with cancer,
promoting cancer growth and dissemination, and activating
oncogenic signaling pathways.” Furthermore, a peripheral
pro-inflammatory status has been associated with worse
outcomes in patients with cancer.®'°© Numerous routine
blood parameters have been investigated as potential
inflammatory biomarkers in patients with cancer, such as
elevated concentration of circulating white blood cells, abso-
lute neutrophil count, absolute platelet count, and lactate
dehydrogenase (LDH) level, which are associated with poor
outcomes in several cancer types.!°> Novel potential bio-
markers such as the neutrophil to lymphocyte ratio (NLR)
and derived neutrophil to lymphocyte ratio (ANLR; absolute
neutrophil count/[white blood cell concentration - absolute
neutrophil count]) have been investigated to measure
inflammatory status in various cancers, including NSCLC.
These ratios are simple, easy-to-calculate instruments, com-
bining at least 2 blood cell subpopulations, and are acces-
sible from routine complete blood cell counts.

However, with the exception of melanoma, the prognos-
ticand predictive value of circulating inflammatory biomark-
ers for ICIs is unknown in most tumor types (eTable 1 in the
Supplement). The 2 largest published retrospective analyses
in advanced melanoma cohorts, one in 720 patients treated
with ipilimumab'* and the other in 512 patients treated with
pembrolizumab,'” reported the independent prognostic value
of the dNLR (dNLR =3, hazard ratio [HR], 4.10; 95% CI, 3.08-
5.46; P < .001) and LDH of at least 2.5 times upper limit of nor-
mal (ULN; HR, 2.8; 95% CI, 2.0-3.9; P = .001). Both studies re-
flected that a pro-inflammatory status was correlated with poor
outcomes in patients with melanoma treated with ICIs. We hy-
pothesized that the combination of baseline dNLR and LDH
could be correlated with resistance to ICI therapy in patients
with advanced NSCLC and could be used to develop alungim-
mune prognostic index (LIPI).
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Key Points

Question Are pretreatment derived neutrophils/(leukocytes
minus neutrophils) ratio (dNLR) and lactate dehydrogenase (LDH)
level associated with resistance to immunotherapy in patients with
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC)?

Findings In this cohort study evaluating 466 patients with
advanced NSCLC, the Lung Immune Prognostic Index (LIPI),
combining baseline dNLR and LDH, was associated with the
outcomes of immunotherapy but not chemotherapy.

Meaning Poor baseline LIPI, combining dNLR greater than 3 and
LDH greater than upper limit of normal, was correlated with worse
outcomes for immune checkpoint inhibitor treatment in patients
with NSCLC, but not with chemotherapy.

Methods

Patients

We conducted a multicentric retrospective study of a cohort of
466 patients with advanced NSCLC receiving treatment with PD-
1/PD-L1inhibitors in a variety of settings covering routine clini-
cal care, expanded access, and compassionate-use programs, as
well as clinical trials (nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab,
durvalumab, and durvalumab-ipilimumab). Initially, patients
from Gustave Roussy treated with PD-1/PD-L1 inhibitors between
November 2012 and July 2016 were included in a monocentric
test set (n = 161) to establish the potential of the score. The hy-
pothesis was then validated in a larger multicentric validation
set (n = 305) thatincluded patients treated with PD-1/PD-L1in-
hibitors between November 2012 and January 2017 from 8 Eu-
ropean academic centers (including patients from Gustave Roussy
from July 2016 to January 2017) (eFigure 1in the Supplement).
To determine whether the LIPIis ICI specific, a control cohort of
162 patients with advanced NSCLC exclusively treated with che-
motherapy, composed of 128 patients from Gustave Roussy
treated between December 2011 and September 2015, and 34
from the Hospital 12 de Octubre treated between November 2012
and July 2016 were also evaluated for LIPL.

Complete blood cell counts, LDH, and albumin levels at
baseline before ICI treatment (within 30 days before the first
treatment) were extracted from electronic medical records.
Demographic, clinical, pathological, and molecular data were
also collected.

Data for PD-L1 expression were analyzed on tumor cells by
immunohistochemistry, according to standard practice for each
center. Expression of at least 1% was considered positive.

Radiological assessments were performed every 8 weeks
per RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) v1.1
in the test set and per the investigator’s discretion in the vali-
dation set and the chemotherapy cohort. Radiological atypi-
cal response patterns per the investigator were collected in-
cluding mixed or dissociated response (progressive disease in
one location with objective response at another site).

This study was approved by the Institutional Review Board
of Gustave Roussy (Commission Scientifique des Essais Théra-
peutiques) and informed consent was not required because of
the retrospective character of the study.
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The LIPI was developed on the basis of dNLR greater
than 3 and LDH greater than ULN, characterizing 3 groups
(good, O factors; intermediate, 1 factor; poor, 2 factors). The
cutoff for dNLR was greater than 3 (according to the cutoff
from the largest published study with ICIs in patients with
cancer'?), and the ULN for LDH was defined according the
limit of each center.

Statistical Analysis

Disease control rate (DCR) was defined as complete plus par-
tial response plus stable disease, and overall response rate as
complete plus partial response. Overall survival was calcu-
lated from the date of firstimmunotherapy administration un-
til death due to any cause. Progression-free survival (PFS) was
calculated from the date of first immunotherapy administra-
tion until disease progression or death due to any cause. Com-
parisons between patient characteristics were performed using
X2 or Fisher exact test for discrete variables and the unpaired
t test, Wilcoxon sign-rank test, or analysis of variance for con-
tinuous variables. Survival analyses were performed using the
Kaplan-Meier method and the log-rank test. All P values infe-
rior to .05 were considered statistically significant.

A Cox proportional hazards regression model was used to
evaluate factors independently associated with OS and PFS.
Variables included in the final multivariate model were se-
lected according to their clinical relevance and statistical sig-
nificance in a univariate analysis (cutoff, P = .10). The propor-
tional hazard hypothesis was verified with the Schoenfeld
residual method. Factors associated with disease control were
tested with logistic regression in univariate and multivariate
analyses. The a level was 5%. Internal validation of the final
multivariate model for OS was performed on the overall LIPI
population with a bootstrap sample procedure (n = 1000
samples). Statistical analyses were performed with R (free soft-
ware environment for statistical computing and graphics).

|
Results

Test Set

dNLR and LDH

Baseline characteristics of the 161 test set patients are sum-
marized in eTable 2 in the Supplement. Median follow-up was
12 months (95% CI, 11-14 months). Median OS was 10 months
(95% CI, 8-13 months) and median PFS was 3 months (95% CI,
2-4months). AdNLR greater than 3 and LDH greater than ULN
were associated with shorter OS (HR, 1.98; 95% CI, 1.27-3.10;
P =.002 and HR, 2.44; 95% CI, 1.47-4.04; P < .001, respec-
tively, log-rank test) and shorter PFS (HR, 1.61; 95% CI, 1.1-
2.34and HR, 1.77; 95% CI, 1.16-2.69; both P = .01, log-rank test).
A dNLR greater than 3 and LDH greater than ULN were also as-
sociated with progressive disease (non-DCR) (OR, 2.12; 95% CI,
1.07-4.21; P = .03 and OR, 3.14; 95% CI, 1.47-6.71; P = .003, re-
spectively, Cox regression).

In a multivariate analysis, LDH greater than ULN (HR,
2.51; 95% CI, 1.32-4.76) and dNLR greater than 3 (HR, 2.22;
95% CI, 1.23-4.01) were independently associated with OS,
while performance status of 2 or greater (HR; 2.21, 95% CI,
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1.04-4.67) and dNLR greater than 3 (HR, 1.83; 95% CI, 1.12-
2.98) were independently associated with PFS (eTable 3 in
the Supplement).

Lung Immune Prognostic Index (LIPI)

Baseline dNLR greater than 3 and LDH greater than ULN, both
independently associated with OSin the Cox proportional haz-
ard model, were combined for the LIPI calculation. Thirty-
seven patients without baseline LDH or dNLR were excluded
from the LIPI analysis. Among the 126 evaluable patients, 45
(36%) had good LIPI, 62 (49%) had intermediate LIPI, and 19
(15%) had poor LIPI.

Median OS was 3 months (95% CI, 1 month to not reached
[NR]) vs 10 months (95% CI, 8 months to NR) vs 34 months
(95% CI, 17 months to NR) for the poor, intermediate, and good
LIPIgroups, respectively (P < .001) (eFigure 2A in the Supple-
ment). Median PFS was 1 month (95% CI, 2 to 4 months) vs 3
months (95% CI, 2 to 5 months) vs 6 months (95% CI, 4 months
to NR) for the poor, intermediate, and good LIPI groups, re-
spectively (P = .001) (eFigure 2B in the Supplement). Disease
control rate was also significantly correlated with the LIPI
groups (P = .004) (eTable 4 in the Supplement). Intermediate
and poor LIPI groups were associated with progressive dis-
ease as the best response to ICI (non-DCR), with an odds ra-
dio (OR) of 3.21 (95% CI, 1.12-9.18; P = .03) and 8.03 (95% CI,
1.82-35.36; P = .006), respectively. Performance status of at
least 2 at baseline was also associated with non-DCR, with an
OR 0f 7.89 (95% CI, 1.46-42.50).

Validation Set
Baseline characteristics in the 305 patients in the validation set
were comparable to those of the test set (eTable 1in the Supple-
ment). Median follow-up was 12.8 months (95% CI, 11.9-14.4
months), median OS was 10.5 months (95% CI, 8.3-12.6 months),
and median PFS was 4.6 months (95% CI, 4.0-6.3 months).
Lung Immune Prognostic Index was inversely correlated
with OS and PFS. For the poor (high LIPI), intermediate, and
good (low LIPI) LIPI groups, median OS was 6.2 months (95%
CI, 4.3 to 13.9 months) vs 10.0 months (95% CI, 7.2 to 12.9
months) vs 14.2 months (95% CI, 10.8 months to NR), respec-
tively (P = .004) (eFigure 2C in the Supplement). For the poor,
intermediate, and good LIPI groups, median PFS was 3.6
months (95% CI, 2.1-6.7 months) vs 4.2 months (95% CI, 3.1-
6.3 months) vs 6.7 months (95% CI, 4.5-8.0 months) (P = .005)
(eFigure 2D in the Supplement). The response rate (according
to the investigator) and the DCR were also correlated with the
LIPIgroups (P < .001and P = .01, respectively) (eFigure 3 and
eTable 4 in the Supplement).

Pooled LIPI Population

Baseline characteristics are summarized in eTable 2 in the
Supplement, and in eTable 5 in the Supplement according to
LIPI group. Median follow-up was 12.8 months (95% CI, 11.9-
13.5 months). Median dNLR was 2.42 (interquartile range, 1.73-
3.61) and was greater than 3in 163 patients (35%). Median LDH
was 248.5 U/L (interquartile range, 189-350 U/L; to convert to
microkatals per liter, multiply by 0.0167), and greater than ULN
in 179 patients (41%). For the overall population, LDH and dNLR
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Figure. Overall Survival (OS) and Progression-Free Survival (PFS) According to Lung Immune Prognostic Index (LIPI) Groups,

in the Immunotherapy Pooled Cohort and in the Chemotherapy Cohort
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data were missing for 7% and 3% of the population, respec-
tively. Overall, PD-L1 status was positive in 96 patients (21%),
negative in 33 (7%) and not available in 337 patients (72%). The
high rate of missing PD-L1 status was due to the fact that it was
not mandatory for ICI prescription. The median number of prior
lines of therapy administered before ICI therapy was 1 (range,
0-11). The overall response rate with ICI was 27% (n = 126 pa-
tients), and 32 patients (7%) had additional atypical or disso-
ciated response patterns.

The LIPI was evaluable for 431 patients, giving 63 pa-
tients (15%) in the poor group, 206 (48%) in the intermediate
group, and 162 (38%) in the good LIPI group. Median OS was
10.1months (95% CI, 9.0-11.7 months) and median PFS was 4.0
months (95% CI, 3.4-5.0 months).

Median OS was 4.8 (95% CI, 3.6-7.7) vs 10.0 (95% CI,
7.3-12.6) vs 16.5 (95% CI, 11.4-34.0) months for the poor,
intermediate, and good LIPI groups, respectively (Figure,
A), and median PFS was 2.0 (95% ClI, 1.7-4.0) vs 3.7 (95% CI,
3.0-4.8) vs 6.3 (95% CI, 5.0-8.0) months (both P < .001)
(Figure, B).

JAMA Oncology Published online January 11,2018

Therole of ANLR greater than 3 and LDH greater than ULN
were further validated with a resampling bootstrap proce-
dure (1000 replications) in which all statistical analyses were
replicated on each bootstrapped sample (Table 1), with thisin-
ternal validation procedure reflecting the robustness of the fi-
nal model. A dNLR greater than 3 and LDH greater than ULN
were associated with significantly shorter OS (HR, 1.70; 95%
CI,1.27-2.28; P < .001and HR, 1.36; 95% CI, 1.02-1.83; P = .04,
respectively). No differences were observed in our cohort ac-
cording to PD-L1 expression (positive/negative/unknown)
in terms of PFS and OS.

The LIPI was also correlated with response rate (P < .001).
In a multivariate analysis, the intermediate and poor groups
were associated with progressive disease, with an OR of 2.20
(95% CI, 1.26-3.84; P = .005) and 3.04 (95% CI, 1.46-6.36;
P =.003), respectively (Table 2).

Analysis of OS according to population subgroups re-
vealed significant correlations with the LIPI group, regard-
less of histologic subtype (eFigure 4 in the Supplement) and
age (eFigure 5 in the Supplement). In the smoker population,
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Table 1. Multivariate Analysis for Overall Survival in the Immunotherapy Pooled Cohort

(Bootstrap Internal Validation)

Internal Validation BCA HR

Variable HR (95% ClI) P Value (95% CI)
Age, y
<70 1 [Reference] .10
270 1.35(0.94-1.93) 0.93-1.96
Smoking history
Nonsmoker 1 [Reference] .89
Smoker 0.96 (0.58-1.60) 0.60-1.66
Histologic subtype
Nonsquamous 1 [Reference] .10
Squamous 1.30(0.95-1.79) 0.94-1.87
No. of metastatic sites
<2 1 [Reference] .004
22 1.56 (1.15-2.12) 1.11-2.22
Lines of immunotherapy
<2 1 [Reference] .56
22 0.91 (0.67-1.24) 0.65-1.25
Performance status before
immunotherapy
Oorl 1 [Reference] <.001
22 2.08 (1.38-3.13) 1.27-3.70
Lactate dehydrogenase (ULN)
Low or normal 1 [Reference] .04
High 1.36 (1.02-1.83) 0.98-1.92
Derived neutrophil/lymphocyte ratio
=3 1 [Reference] <001 Abbreviations: BCA, bias-corrected
>3 1.70 (1.27-2.28) 1.29-2.41 and accelerated bootstrap interval;
Albumin level, g/dL ULN, upper limit of normal.
>3.5 1 [Reference] 001 Sl conversion factors: To convert
35 1.60 (1.23-2.34) 1.17-2.48 lactate dehydrogenase to microkatals

per liter, multiply by 0.0167.

LIPI was correlated with OS (HR for intermediate-risk group,
1.68; 95% CI, 1.21-2.32; HR for poor-risk group, 2.82; 95% CI,
1.88-4.24; P < .001) (eFigure 6 in the Supplement). In the per-
formance status O to 1 population, LIPI was correlated with OS
(HR for intermediate-risk group, 1.70; 95% CI, 1.22-2.37; HR for
poor-risk group, 3.30; 95% CI, 2.18-4.99; P < .001) (eFigure 7
in the Supplement). In addition, LIPI was correlated with OS
for PD-L1 positive patients (HR for intermediate-risk group, 1.87;
95% CI, 0.90-3.85; HR for poor-risk group, 4.49; 95% CI, 1.97-
10.24; P = .001) (n = 96 [74%]) (eFigure 8 in the Supplement).
In the population without available PD-L1 status, LIPI was also
associated with OS and PFS (HR for intermediate-risk group,
1.51; 95% CI, 1.07-2.14; HR for poor-risk group, 2.58; 95% CI,
1.65-4.04; P < .001 and HR for intermediate-risk group, 1.39;
95% CI, 1.04-1.84; HR for poor-risk group, 1.98; 95% CI, 1.34-
2.92; P = .001, respectively; n = 337).

Chemotherapy-Only Cohort

In the chemotherapy cohort, the 162 patients with advanced
NSCLC had a median follow-up of 25.0 months (95% CI, 21.0
months to NR). Baseline characteristics are summarized in
eTable 2 in the Supplement. Patients received a median of
1 chemotherapy line (range, 1-3), which was first-line for 91
(56%) of them. Median PFS and OS were 4.0 (95% CI, 3.0-5.0)
and 9.0 (95% CI, 8.0-13.0) months, respectively. Median dNLR
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and LDH were 3.02 (range, 0.78-43.11) and 218 U/L (range, 109-
3408 U/L), respectively. No correlation was observed in the
control cohort between dNLR or LDH and OS or PFS.

Among the 157 patients evaluable for LIPI, 53 patients (34%)
had agood LIPIscore, 70 (45%) intermediate, and 34 (22%) poor
(eTable 6 in the Supplement). No differences were observed
in terms of survival according to LIPI group. Median OS was 7
(95% CI, 5-19) vs 10 (95% CI, 7-15) vs 11 (95% CI, 8-19) months
for the poor, intermediate, and good groups, respectively
(P = .10, log-rank test) (Figure, C). Median PFS was 4 months
(95% CI, 1-6 months) for poor vs 4 months (95% CI, 2-6 months)
for intermediate vs 4 months (95% CI, 4-7 months) for good
(P = .37, log-rank test) (Figure, D). No correlation was ob-
served between LIPI and response rate or DCR.

|
Discussion

The LIPI, based on dNLR and LDH, was used to stratify our
NSCLC population into 3 groups, good, intermediate, and poor.
In our overall population of 431 patients treated with ICI, me-
dian OS and PFS were 10.1 and 4.0 months, respectively, con-
sistent with prior reports in patients with NSCLC treated with
PD-1inhibitors in second or later lines."° The 15% of the popu-
lation with a poor (high) LIPI were more likely to have progres-
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Table 2. Logistic Regression of Clinical Benefit (Disease Control Rate)
in the Immunotherapy Pooled Cohort

Variable OR (95% ClI) P Value
Age,y

<70

270 1.06 (0.58-1.96) £
Smoking history

Nonsmoker 1 [Reference]

Smoker 0.57 (0.24-1.37) 2
Histologic subtype

Nonsquamous 1 [Reference]

Squamous 1.06 (0.62-1.81) 2
No. of metastatic sites

<2 1 [Reference]

>2 1.49 (0.90-2.46) 12
Lines of immunotherapy

<2 1 [Reference]

>2 1.34 (0.81-2.22) 28
Performance status

Oorl 1 [Reference]

22 2.10 (1.06-4.16) 03
LIPI groups

Good 1 [Reference]

Intermediate 2.20 (1.26-3.84) .005

Poor 3.04 (1.46-6.36) .003

Abbreviations: LIPI, lung immune prognostic index: OR, odds ratio.

sive disease as their best response toimmunotherapy (OR, 3.04;
P =.003, and had both shorter PFS (median, 2.0 months) and
OS (median, 4.8 months) than those with an intermediate or
good (low) LIPI (P < .001). On the other hand, LIPI was not as-
sociated with outcome in patients treated with chemotherapy
only, providing support that it might be a predictor of benefit
from ICI, a hypothesis that requires prospective validation.

In lung cancer, systemic inflammatory status has been
closely correlated with worse prognosis, but mainly in early dis-
ease stages.'>1®17 In advanced disease, a negative impact has
been observed in patients treated with platinum-based chemo-
therapy and targeted therapies!®'®1%; however, the effect of in-
flammatory status on immunotherapy benefit is not well known.
Numerous routine blood parameters have been investigated as
potential inflammatory biomarkers, including elevated neutro-
phils, platelets, LDH, and hypoalbuminemia, all of which are as-
sociated with poor outcomes in cancer.!°% More recently, novel
parameters, such as dNLR, have been investigated. The NLR is
a well-known prognostic factor in patients with NSCLC.'%2° In
amonocentric retrospective cohort of 175 patients treated with
nivolumab, NLR of 5 or greater was associated with poor
prognosis.?! The dNLR may be more relevant than NLR be-
cause it includes monocytes and other granulocyte subpopu-
lations. High dNLR has been associated with shorter survival
in patients with several tumor types, including melanoma, pan-
creas, bladder, and renal cancer.'*??24 In melanoma, Ferruci et
al**reported that dNLR of 3 or greater had an independent nega-
tive effect on survival (HR, 4.10; P < .001) in 720 patients with
melanoma treated with ipilimumab. To our knowledge, our
study is the first to explore this parameter in NSCLC. Elevated
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dNLR was found in 35% of the patients with NSCLC, slightly
higher than the 22.5% reported by Ferruci et al** in melanoma.

Lactate dehydrogenase level is a classic inflammatory
marker in patients with cancer, widely studied in lung cancer
treated with chemotherapy or targeted therapies, as well as in
patients with EGFR-mutant NSCLC; LDH has been found to be
associated with shorter survival when increased from 1to 2.5
times ULN.!'»-2>26 In melanoma, it has a potentially predictive
effect on patients treated with PD-1and CTLA-4 (cytotoxic T lym-
phocyte-associated antigen 4) inhibitors.'>27-?8 Interestingly,
Diem et al?” reported that in 66 patients with melanoma treated
with PD-1 inhibitors, a greater than 10% increase in LDH was
significantly associated with shorter OS, reflecting the poten-
tial value of the monitoring these markers.

Recently Kargl et al?° showed that neutrophils dominate
the NSCLC immune landscape, being responsible for treat-
ment failure under ICIs. In the tumor microenvironment, neu-
trophils can be manipulated, including early in their differen-
tiation process, to develop different phenotypicand functional
polarization states inducing antitumor or protumor effects.*”
In a pro-inflammatory status, this induces an “emergency
granulopoiesis” that rapidly increases neutrophil genera-
tion, releasing immature or poorly differentiated neutro-
phils, which has been associated with tumor progression.>! De-
rived NLR may reflect this negative inflammation.

Limitations

The retrospective nature of this study implies various limita-
tions, including missing clinical and pathological data (albeit for
a low proportion of patients); a high rate of patients had un-
known PD-LI status, and when data were available, the per-
centage of positive expression was often not provided. It should
be noted that much of the population was treated in a second-
or third-line setting, in which PD-L1 status was not mandatory
for prescribing the therapy in Europe. Furthermore, for pa-
tients with known status, as this was not centrally performed,
methodology was heterogeneous (eg, antibodies, measure-
ments). Another limitation is that in the validation set and che-
motherapy cohort, radiological assessment was performed lo-
cally, lowering the strength of the DCR and PFSresults. Finally,
some patients from the poor LIPI group achieved clinical ben-
efit—possibly because automated neutrophil counts do not dis-
criminate between the different subpopulations of neutro-
phils that could have protumor or antitumor functions.??3°

|
Conclusions

Poor baseline LIPI, combining dNLR greater than 3 and LDH
greater than ULN, was correlated with poor outcomes with im-
munotherapy, but not chemotherapy, raising the hypothesis
that LIPI might be useful for identifying patients unlikely to
benefit from treatment.

The assessment of LIPI in association with PD-L1 expres-
sion should be explored in future prospective clinical trials and
will contribute to defining the prognostic and/or predictive
value of LIPI. Moreover, LIPI could also be used to stratify pa-
tients in randomized studies.
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