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RESUME

Le cancer du sein est la maladie cancéreuse la plus fréquente chez la femme dans le
monde. Bien qu’il touche principalement les femmes ménopausées, une grande partie des
femmes atteintes de cette maladie sont diagnostiquées a un age relativement jeune. Malgré un
systeme immunitaire trés performant, ces femmes ont tendance a présenter un cancer du sein
agressif, souvent de sous-type moléculaire triple négatif (CSTN), nécessitant un traitement par
chimiothérapie. Ce traitement est accompagné de toxicités importantes pour la fertilité et ne

prévient pas toujours les rechutes métastatiques.

Mes travaux de thése ont porté sur deux axes: le premier sur la recherche de
biomarqueurs prédictifs a partir des paramétres de la formule sanguine, dans le CSTN, et le
second sur 1’étude de la ménopause chimio-induite et ses répercussions sur la qualité de vie

des femmes jeunes atteintes de cancer du sein.

L’objectif du premier axe de ma recherche a été de déterminer si les paramétres
immunitaires, tels que NLR (Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio), PLR (Platelet-to-Lymphocyte
Ratio), neutrophiles et/ou plaquettes au diagnostic sont des meilleurs biomarqueurs prédictifs
et pronostiques que le taux des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) au diagnostic, dans le
CSTN. L’analyse a ¢été réalisée sur une population de 120 patientes atteintes de CSTN et

traitées par chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) de type anthracyclines-taxanes.

Les résultats obtenus ont permis de confirmer le réle prédictif et pronostique des TILs.
En effet, les TILs > 30% et < 1.5% sont corrélés a un taux élevé de réponse pathologique
complete (pCR) et a un taux élevé de rechutes métastatiques, respectivement (p=0,007 et
p=0,012). Toutefois, le critere pCR seul est pas associé au pronostic, mais I’ensemble des
patientes pCR + petites tumeurs résiduelles présente moins de risque de développer des
métastases et une meilleure survie sans rechute métastatique (MFS) (p=0.042, p=0.024,
respectivement) que le reste des patientes. Dans notre cohorte, le PLR < 133.25 au diagnostic
est le seul parametre issu de la formule sanguine associé a une réponse favorable (pCR +
petites tumeurs résiduelles) a la CTNA (p=0,045). Ainsi, PLR est un meilleur biomarqueur
prédictifs que les TILs concernant la réponse favorable associée a une meilleure MFS et a un
moindre risque de rechute métastatique. 1l est donc important de valider ces résultats dans des
grandes cohortes prospectives. Ainsi, PLR pourrait s’avérer un bon biomarqueur prédictif de

la réponse du CSTN a la CTNA et pourrait étre utilisé dans la pratique clinique.



En ce qui concerne le deuxieme axe de ma thése, j’ai été chargé de la gestion de 1’essai
clinique MENOCOR, dont I’objectif principal est d’étudier les répercussions de la ménopause
chimio-induite sur la qualité de vie des femmes jeunes atteintes d’un cancer du sein. L’étude
n’étant pas terminée, il n’a pas été possible d’analyser les données. Néanmoins, j’ai pu assurer
des missions de chef de projet, d’attaché de recherche clinique (ARC) et d’ARC moniteur
pour I’étude MENOCOR, ce qui m’a permis de voir les différents aspects et métiers de la

recherche clinique.

En conclusion, ces travaux ouvrent plusieurs perspectives de recherches. Nous avons
créé et mis en place ’essai PERCEPTION, qui nous permettra de valider les résultats
présentés dans ce rapport. En outre, plusieurs parametres, tels que les TILs, le PLR ou la RCB
(Residual Cancer Burden), pourraient devenir des outils important dans la pratique clinique et
dans la décision thérapeutique. Enfin, les résultats de I’étude MENOCOR nous permettront de
mieux connaitre I’impact de la ménopause chimio-induite sur la qualité de vie et proposer des

solutions pour améliorer la prise en charge du cancer du sein de la femme jeune.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent cancer among women worldwide. Although it
affects mostly post-menopausal women, a large proportion of women with this disease are
diagnosed at a relatively young age and the incidence among younger women is increasing.
Despite a strong initial immune response to cancer, these women tend to develop aggressive
breast cancer, especially triple negative breast cancer (TNBC), which require chemotherapy
treatment. This treatment does not always prevent metastatic recurrences and often leads to

important toxicities regarding fertility.

Therefore, my PhD thesis focused on two axes: firstly, investigating the predictive and
prognostic capacities of different elements of the blood count in TNBC and secondly,
investigating the impact of chemotherapy-induced menopause on quality of life in young

women with breast cancer.

Regarding the first axis, our goal was to determine whether baseline NLR (Neutrophil-
to-Lymphocyte Ratio), PLR (Platelet-to-Lymphocyte Ratio), neutrophil and/or platelet counts
are better predictive and prognostic biomarkers than baseline tumor-infiltrating lymphocytes
(TILs), in TNBC. One hundred twenty TNBC patients uniformly treated by

anthracylcine/taxane neoadjuvant chemotherapy (NACT) were retrospectively analyzed.

TILs > 30% and < 1.5% are better predictive biomarkers of pathologic complete
response (pCR) and distant recurrence risk, respectively (p=0.007 and p=0.012). However, in
this cohort, pCR is not significantly associated with the outcome. Instead, only the ensemble
of patients with pCR and small residual disease have lower recurrence risk and longer distant
recurrence-free survival (DRFS) (p=0.042, p=0.024, respectively) than the rest of the cohort
(larger residual disease). The only parameter which could predict the pCR/small residual
disease status is PLR: patients with values lower than 133.25 had significantly higher chance
of reaching that status after NACT (p=0.045). Thus, PLR is a better predictor of the ensemble
of responses (pCR or small residual disease) which had good outcome in terms of less distant
recurrences or longer DRFS. It is, however, necessary to validate these results in large
prospective cohorts, which would allow for PLR to be used in the clinical practice as a
predictive biomarker of favorable TNBC response to NACT.

As for the second axis, | was in charge of the MENOCOR clinical trial, whose main
objective is to assess the impact of chemotherapy-induced menopause on quality of life in



young women with breast cancer. Because the trial is still ongoing, the data could not yet be
analyzed. In the meantime, | was able to take on assignments as clinical project manager,
clinical research associate (CRA) and monitoring CRA for the MENOCOR study. All these
responsibilities allowed me to discover several different aspects and features of clinical

research.

In conclusion, this work opens up many different research perspectives. Firstly, we
have created and started the PERCEPTION clinical trial, which will allow us to validate the
results presented in this report. Furthermore, several parameters, such as TILs, PLR or RCB
(Residual Cancer Burden), could become important tools for clinical practice and therapeutic
decision-making in breast cancer. Finally, the results of the MENOCOR study will allow us to
better understand the impact of chemotherapy-induced menopause on quality of life and to

propose solutions to improve the management of breast cancer in young women.
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INTRODUCTION

Le cancer du sein est la maladie cancéreuse la plus fréquente chez la femme dans
le monde. En France, cette maladie représente un vrai probleme de santé publique et un
programme national de dépistage est organisé pour les femmes entre 50 et 74 ans. Or,
environ un quart des cancers du sein touche les « femmes jeunes », de moins de 50 ans,
et l'incidence dans cette population est en augmentation. La détection précoce et
I'amélioration des traitements du cancer du sein ont permis d’en réduire la mortalité.
Toutefois, en raison de la grande hétérogénéité de la maladie, le traitement de certains

sous-types de cancer du sein reste a ce jour un vrai défi en oncologie.

Le cancer du sein triple négatif (CSTN), nommé ainsi du fait de ses
caractéristiques moléculaires, est un sous-type agressif, qui touche principalement les
femmes jeunes. Il est doté d’'une évolution rapide et présente un taux élevé de rechutes
métastatiques survenant dans les cing ans apres la fin du traitement de la premiére
ligne. Néanmoins, toutes les patientes atteintes de ce type de cancer ne développeront
pas de métastases a distance et ne bénéficieront pas du méme traitement. Afin d’adapter
le traitement aux besoins de chaque patiente, il est important de connaitre et de pouvoir

prédire I’évolution de la maladie.

Le systéme immunitaire joue un role important dans le controle de I'évolution du
CSTN, en reconnaissant et en détruisant les cellules cancéreuses. Toutefois, certaines
cellules malignes développent des mécanismes pour devenir « invisibles» face au
systeme immunitaire. Ce phénoméne a été plus particulierement observé chez les
cancers touchant les femmes jeunes (1). En effet, I'interaction entre les cellules
tumorales et les cellules immunitaires et inflammatoires, aussi bien dans le site tumoral
que dans la circulation sanguine, détermine l'évolution de la maladie et 1'éventuel
développement des métastases. L’identification de biomarqueurs immunitaires
tissulaires et/ou circulants prédictifs de la réponse aux traitements cytotoxiques et de la
rechute métastatique, pourrait donner aux cliniciens des informations importantes qui

orienteraient la prise en charge, afin d’'améliorer la survie.

Au-dela des traitements, la qualité de vie pendant et apres le cancer du sein est

un aspect clinique important aussi bien pour les patientes que pour I'équipe médicale.
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Les traitements cytotoxiques anti-cancéreux sont accompagnés de toxicités a court et a
long terme. Chez les patientes jeunes, en age de procréer et atteintes d’'un cancer du sein,
la chimiothérapie entraine une aménorrhée, pouvant aller jusqu’a une ménopause
précoce définitive. Il semble pertinent d’étudier les répercussions de la ménopause
chimio-induite sur les différents aspects de la qualité de vie des femmes, afin de leur

proposer des traitements alternatifs et/ou des soins de support.

C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de these, avec un premier axe
sur I'évaluation de la valeur prédictive et pronostique des éléments figurés du sang dans
le cancer du sein triple négatif et un second axe sur la ménopause chimio-induite et ses
conséquences sur la qualité de vie, notamment par la gestion de l'essai clinique

MENOCOR.
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Analyse bibliographique

1. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. LE CANCER DU SEIN

1.1.1. L’ANATOMIE DU SEIN

La fonction biologique du sein est la production du lait par la glande mammaire,
afin de nourrir un nouveau-né. Le sein joue également un réle important dans la
féminité et dans I'image corporelle. La glande mammaire est composée de 15 a 20 lobes
séparés par du tissu adipeux et conjonctif. Chaque lobe est constitué de lobules et de
canaux. Le lait qui est produit dans les lobules sous l'influence de la prolactine, est
transporté par les canaux vers le mamelon (Figure 1). La glande mammaire fonctionne
sous l'influence des hormones sexuelles, I'cestrogéne et la progestérone, fabriquées par

les ovaires.

nombreux lobules Gras

Figure 1 - L'anatomie du sein
(Source : La Ligue contre le Cancer (www.ligue-cancer.net))
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La prolactine est une hormone peptidique produite et secrétée majoritairement
par 'hypophyse. En se fixant sur ses récepteurs a la surface des cellules de la glande
mammaire, elle agit sur le développement de la glande, ainsi que sur la production et la
sécrétion du lait (2). D’autre part, les cestrogenes sont des hormones stéroidiennes qui
agissent en se fixant sur les récepteurs aux cestrogenes (RO). La liaison des deux va agir
sur I'’ADN et contrdler I'expression génique. Le role principal de ces hormones est le
développement des caractéristiques sexuelles secondaires comme le développement des
seins lors de la puberté. Ils sont également impliqués dans I'assouplissement des tissus

et I'laugmentation du volume sanguin lors de la grossesse (3,4).

La progestérone, quant a elle, est reconnue par les récepteurs spécifiques aux
progestérones (RP) et son mode d’action est similaire a celui des cestrogenes. Elle est
impliquée notamment dans la différenciation des cellules du sein, ainsi que
I'implantation de I'ovocyte fécondé (2), la densification et la vascularisation du mucus de
I'utérus, jouant ainsi un roéle important dans la grossesse et la régulation des cycles

menstruels (3,4).

Le sein est parcouru de vaisseaux sanguins et de vaisseaux lymphatiques (Figure
2). Ces derniers relient les ganglions lymphatiques entre eux pour former le systéme
lymphatique, dont le rdle est de filtrer la lymphe et de stocker des lymphocytes, afin de
combattre les infections. Les ganglions lymphatiques se situent au niveau de l'aisselle
(ganglions axillaires), de part et d’autre de la clavicule (ganglions sous- et sus-

claviculaires) et a I'intérieur du thorax (ganglions internes) (4,5).

Ganglions lymphatiques du sein

ganglion sus-claviculaire

clavicule
ganglion infra-claviculaire

(sous-claviculaire)

ganglion axillaire ganglion

mammaire interne

vaisseau
lymphatique

Figure 2 - Les ganglions lymphatiques
(Source : Société canadienne du cancer (www.cancer.ca))
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1.1.2. LE DEVELOPPEMENT DU CANCER DU SEIN
1.1.2.1. Les caractéristiques des cellules tumorales
La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse est le résultat de
plusieurs anomalies biologiques qui surviennent au sein de la cellule et de I'organisme.
Ces anomalies ont été décrites par Hanahan et Weinberg en 2011 (6), qui ont proposé
dix grandes caractéristiques biologiques des cellules tumorales, leur permettant de se

multiplier et de donner naissance a une tumeur (Figure 3).

Premierement, les signaux qui déclenchent la prolifération chez les cellules
cancéreuses sont dérégulés, de sorte qu’elles deviennent capables de maintenir une
prolifération continue. Ceci n’est pas le cas pour les cellules saines de 'organisme,
dont le nombre et I'architecture restent inchangés, grace au contréle du cycle et de la
division cellulaire. La préservation de cette homéostasie cellulaire est en partie due aux
genes suppresseurs de tumeur. Cependant, les cellules cancéreuses acquieérent la
capacité de contourner ce systeme et d’échapper aux suppresseurs de prolifération

tumorale.

La mort programmée de la cellule, ou apoptose, est un moyen naturel et
intrinseéque de défense contre les cellules anormales, endommagées ou cancéreuses, afin
de freiner leur prolifération et propagation. Toutefois, les cellules cancéreuses peuvent
développer une résistance a I'apoptose, par une dérégulation des voies de signalisation
apoptotiques, ce qui entraine leur « immortalité ». Cette immortalité est rendue
possible par la présence et I'activité anormale de la télomérase, I'enzyme responsable de
'ajout et de la réparation des télomeres. Ces derniers contribuent a la protection du

matériel génétique et au final a I'immortalité de la cellule cancéreuse chez I'homme.

De plus, afin de maintenir une prolifération continue, les cellules cancéreuses ont
besoin de nutriments et d’oxygene, qui leur parviennent de la circulation sanguine. Le
processus d’angiogenése, ou formation de nouveaux vaisseaux sanguins, permet de
répondre aux besoins nutritionnels des cellules tumorales en croissance. Ces dernieres
sont donc capables d’entrainer I'angiogenése, notamment par la production et la
sécrétion des facteurs de croissance de l'’endothélium vasculaire (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor). Outre 'apport des nutriments, la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins joue un role important dans la migration des cellules tumorales vers
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d’autres sites. En effet, les cellules cancéreuses peuvent envahir les tissus sains
environnants et emprunter la circulation sanguine et/ou lymphatique pour créer de

nouvelles « colonies » dans d’autres organes, donnant ainsi des métastases.

Outre ces six caractéristiques fondamentales, d’autres phénomeénes ont été
observés et décrits chez les cellules cancéreuses. Ils concernent notamment la
dérégulation des apports et des besoins énergétiques, linstabilité et
I'accumulation des mutations du génome, l'inflammation favorisant la tumeur et
I’échappement au systéeme immunitaire. En effet, depuis les années 2000, un nombre
croissant d’études a mis en évidence un lien entre le cancer et l'inflammation. Les
cellules impliquées dans l'inflammation fourniraient aux cellules cancéreuses des
molécules telles que des facteurs de croissance ou des enzymes, favorisant la
prolifération, I'angiogenese, la résistance a l'apoptose et le développement des
métastases. Une description plus détaillée des mécanismes impliqués dans
I'inflammation pro-tumorale et la réponse immunitaire antitumorale se trouve dans la

partie 1.1.8.

Prolifération continue

2N 7 Echapper au
Dérégulation ‘pp
= o systeme
énergétique : o
immunitaire

Immortalité

Résistance a
l'apoptose

Instabilité et Inflammation
mutation du favorisantla
génome tumeur

. . Envahissement et
métastases

Figure 3 - Les grandes caractéristiques des cellules tumorales
(Source: Hanahan et Weinberg 2011, Cell. Traduit en frangais)
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1.1.2.2. Laformation du cancer du sein (I’adénocarcinome)

Une tumeur mammaire est née lorsque les cellules qui constituent la glande
mammaire présentent des anomalies, se multiplient et produisent d’autres cellules
anormales, dites cancéreuses. Les tumeurs mammaires peuvent étre bénignes ou
malignes. Les tumeurs bénignes sont bien délimitées, avec des cellules bien différenciées
qui ressemblent aux cellules normales du tissu. Elles ont une croissance lente et sont de

bon pronostic (7).

En revanche, une tumeur maligne est composée de cellules peu différenciées,
avec des contours mal définis et une croissance rapide. Souvent, ce sont les cellules
épithéliales qui constituent les lobules et les canaux de la glande mammaire qui forment
une masse maligne, 'adénocarcinome. Les adénocarcinomes sont la forme la plus
courante des cancers du sein et se développent le plus souvent a partir des cellules

canalaires et plus rarement a partir de cellules lobulaires.

Lorsque les cellules cancéreuses sont peu nombreuses et limitées aux canaux et
aux lobules, on parle de carcinome in situ. Environ 80% des carcinomes in situ
surviennent dans les canaux, on parle de carcinome canalaire in situ (CCIS). Le CCIS
représente non seulement la majorité des adénocarcinomes mammaires in situ, mais
également 25% de tous les carcinomes affectant le sein (7-9). En absence de traitement
et avec le temps, les cellules qui se trouvent a I'intérieur des canaux peuvent traverser la
membrane basale pour envahir les tissus environnants (Figure 4). Il s’agit alors de
carcinome infiltrant ou invasif qui peut éventuellement atteindre les ganglions
lymphatiques et la circulation sanguine pour donner des métastases (7,10). Concernant
les carcinomes lobulaires in situ (CLIS), d’apres la derniere classification des tumeurs
mammaires par 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2019, leur présence est
considérée plutét comme un facteur de risque de développement du cancer infiltrant, et

non obligatoirement comme un précurseur de cancer (11-13).

De méme que les carcinomes in situ, la plupart des carcinomes invasifs se forme a
partir des cellules canalaires (environ 85% des carcinomes invasifs). Lorsque ces
cellules ne présentent pas de caractéristiques particulieres de différentiation, on parle
d’adénocarcinome invasif non spécifique (CINS) (14). Le CINS représente environ

75% de tous les carcinomes mammaires invasifs (15). Les carcinomes lobulaires
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invasifs, quant a eux, représentent 5-15% des adénocarcinomes infiltrants (13,16). Les

différents types d’adénocarcinomes sont schématisés dans la Figure 5.

A Lumiére du canal/lobule

il

@ cellule normale
Cellule cancéreuse

=mm Membrane basale

Figure 4 - Apparition et évolution d'un adénocarcinome. (A) Cellules épithéliales normales. (B)
Apparition de cellules cancéreuses. (C) Carcinome in situ. (D) Rupture de la membrane basale et
envahissement des tissus environnants. On parle de carcinome infiltrant.

(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)

Carcinome
lobulaire in situ

Cancer canalaire in situ et infiltrant

Lobule
Canal

O

membrane

basale
& o
Poootd
Carcinome
cellules cancer canalaire cancer canalaire lobulaire infiltrant
normales in situ infiltrant

Figure 5 - Les différents types d’adénocarcinomes : Les cancers canalaires a gauche (Source :

Institut National du Cancer (www.e-cancer.fr)) et les cancers lobulaires a droite (Source : Cancer

Research UK (www.cancerresearchuk.org))
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1.1.2.3. Les formes rares du cancer du sein
Lorsque les vaisseaux lymphatiques du sein sont obstrués par les cellules
cancéreuses qui y circulent, il s’agit d’'une forme rare de cancer du sein, dit
inflammatoire. Cette forme agressive représente environ 2.5% des cancers du sein (17).

D’autres formes rares de carcinomes mammaires existent, tels que :

e le carcinome médullaire, représentant environ 1% des cancers du sein invasifs. Il
s’agit d’'un carcinome dont les contours sont bien délimités, avec une infiltration
lymphocytaire importante. Il touche majoritairement les femmes de moins de 50
ans (18).

e le carcinome mucineux ou colloide représente 2% des cancers du sein infiltrants.
Il tire son nom de la présence de cellules cancéreuses qui produisent et sécretent
du mucus. Survenant le plus souvent chez les femmes de plus de 60 ans, il a un
meilleur pronostic que les autres types de carcinomes infiltrants (19).

e le carcinome tubuleux est un autre sous-type rare, représentant seulement 1%
des cancers du sein infiltrants. Il est composé de structures tubulaires bien
différenciées et touche majoritairement les femmes de plus de 55 ans (20).

e le carcinome neuroendocrine qui touche principalement les femmes
ménopausées, présente des caractéristiques des cellules tumorales
neuroendocrines. Il représente environ 2% des cancers du sein (21).

e le carcinome papillaire infiltrant touche les femmes agées. Il représente 1 a 2%
des cancers du sein et a un bon pronostic (22).

e le carcinome métaplasique est une entité rare, hétérogene et tres agressive du
cancer du sein. Il est caractérisé par la différenciation des cellules épithéliales en
cellules squameuses (épiderme) et/ou mésenchymateuses (cartilages/os)

(23,24).

Malgré leur grande hétérogénéité, due aux différentes caractéristiques
histologiques, les carcinomes, en général, restent la forme la plus courante des cancers
du sein. Il existe, d’ailleurs, d’autres formes rares du cancer du sein, avec des
caractéristiques bien différentes, tels que les sarcomes. Si les carcinomes se développent
a partir des cellules épithéliales, c’est dans les tissus mésenchymateux que les sarcomes

prennent naissance. Ils représentent moins d’'un pourcent des cancers du sein et moins
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de 5% de tous les sarcomes. Bien qu’extrémement rares, les sarcomes sont une entité

assez hétérogene (25).

Toutefois, le cancer du sein n’est pas une maladie exclusivement féminine.
Environ 1% des cas surviennent chez 'homme et la majorité sont des adénocarcinomes.
En raison du diagnostic tardif, le cancer du sein chez 'homme est agressif et présente un

mauvais pronostic (26).
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1.1.3. EPIDEMIOLOGIE

Le cancer du sein est la maladie cancéreuse la plus fréquente chez la femme dans
le monde, avec environ 1,3 - 1,7 millions nouveaux cas et 450 000 décés annuellement
(27). 1l touche environ 1 femme sur 10 dans le monde (28). Les pays développés
comptent plus de la moitié des nouveaux cas et des déces dus a cette maladie. Malgré ce
nombre important, la survie nette a 5 ans dans ces pays est de 80%, grace au dépistage
massif et précoce et a I'amélioration des traitements, contrairement aux pays en voie de
développement, ou la survie nette a 5 ans est de moins de 40% (10). Cette disparité
importante est le résultat des faibles moyens, ressources et technologies des pays en

voie de développement.

En France en 2018, le cancer du sein représentait 32.9% de tous les cancers
féminins (58 459 nouveaux cas) et 15.3% des cancers tous sexes confondus. Il reste ainsi
le cancer le plus fréquent et le plus meurtrier chez la femme, avec 17.9% des déces
féminins par cancer (12 146 déces) en 2018. Les taux d’'incidence et de mortalité sont
99.9 et 14 pour 100 000 personnes-années, respectivement. Le nombre de femmes
atteintes par le cancer du sein a presque doublé entre 1990 et 2018, avec une
augmentation annuelle de l'incidence de 1.1%. Toutefois, au cours de la derniére
décennie (2010-2018) on observe que l'augmentation de l'incidence a été réduite a
0.6%/an (Figure 6). Le dépistage massif, I'augmentation du risque et le vieillissement
de la population pourraient expliquer 'augmentation constante du nombre de nouveaux
cas de cancer du sein diagnostiqués en France. D’'un autre coté, le taux de mortalité est
en baisse ces 30 derniéres années, avec une diminution annuelle de 1.6% depuis 2010
(29). Cette diminution de la mortalité est le résultat de 'amélioration des stratégies

thérapeutiques et du dépistage de plus en plus a un stade précoce de la maladie.

L’age médian au diagnostic est de 63 ans, tandis que I'age médian au déces est de
74 ans. Néanmoins, 22% des cancers du sein touchent les femmes jeunes de moins de 50
ans (30) et on observe une augmentation de I'incidence du cancer du sein a partir de 30
ans (Figure 7) (29). Ces femmes jeunes ont tendance a présenter une maladie plus
agressive, souvent de type moléculaire triple négatif, nécessitant une prise en charge par
chimiothérapie, connue pour ses multiples effets indésirables, notamment

gonadotoxiques (31).
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Figure 6 - Taux d'incidence et de mortalité par cancer du sein en France entre 1990 et 2018
(Source : Estimation nationale de l'incidence et de la mortalité par cancer en France
métropolitaine entre 1990 et 2018 - Volume 1 - tumeurs solides) TSM : Taux standardisé monde
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Figure 7 - Taux d'incidence et de mortalité par cancer du sein en France en 2018 selon les
différentes classes d'age

(Source: Estimation nationale de l'incidence et de mortalité par cancer en France métropolitaine
entre 1990 et 2018 - Volume 1 - tumeur solides)

Page 13



Analyse bibliographique

1.1.4. FACTEURS DE RISQUE ET FACTEURS PROTECTEURS
Plusieurs facteurs sont impliqués dans la survenue d'un cancer du sein. Certains
de ces facteurs de risque sont intrinseéques (propre a chaque patiente ou interne),

d’autres sont extrinseques.

Tout d’abord, parmi les facteurs internes, 1'age reste le plus important. En effet,
78% des cancers du sein surviennent aprés 50 ans, et 'incidence augmente avec 'age
(30). En France, depuis 2004, le programme national du dépistage organisé du cancer du
sein propose aux femmes entre 50 et 74 ans, sans symptomes, ni facteurs de risque, de
réaliser un examen par mammographie tous les deux ans. Cependant, en 2017,
seulement 49.9% de la population cible a participé au programme de dépistage, bien au-

dessous de I'objectif européen de 70% (32).

De plus, 'histoire personnelle/familiale et les antécédents familiaux de
cancer sont un facteur majeur a prendre en compte. Il a été montré que les femmes dont
la mére et/ou la sceur ont eu un cancer du sein, présentent un risque accru de
développer cette maladie (33). Brewer et al. ont présenté les résultats d'un essai
prospectif sur plus de 100 000 femmes, cherchant a établir un lien entre I'histoire
familiale de cancer du sein et le risque de développement de cette maladie. Ils ont
montré un risque 1.8 fois plus important chez les femmes avec un antécédent familial de
cancer du sein versus les femmes sans antécédents familiaux. Ce risque était 2.5 fois plus
élevé si au moins 2 cas de cancer du sein avaient été diagnostiqués dans la famille
proche. Pareillement, le risque était 2.5 fois plus élevé si les antécédents concernaient la
mere et la sceur et/ou survenaient avant I'age de 45 ans (34,35). Outre les antécédents
familiaux, les antécédents personnels de cancer du sein sont associés a un risque 3 a 4
fois plus important de développer un nouveau cancer du sein, comparé a une femme du
méme age n’ayant jamais eu un cancer. Les affections bénignes de la glande mammaires

augmentent elles aussi le risque de survenue de cancer du sein (36).

En outre, ce risque devient plus important si les femmes sont atteintes d’'une
mutation des genes BRCA1 et/ou BRCAZ2 (Breast cancer associated gene 1 et/ou 2),
connus pour leur implication dans l'apparition du cancer du sein, souvent a un age
précoce. Ces geénes codent des protéines suppresseurs de tumeur et leurs mutations

engendrent une instabilité génétique et des anomalies du cycle cellulaire. Les mutations
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BRCA 1/2 sont présentes chez 5% a 10% des femmes atteintes d’'un cancer du sein et

sont responsable d'un quart des cancers du sein héréditaires (5,35,37).

Puis, le temps d’exposition aux hormones, notamment a 'cestrogéne, est un
élément favorisant la tumorigenése mammaire. En effet, la puberté précoce, la
ménopause tardive, la nulliparité et une premieére grossesse a un age plus avancé
augmentent le risque de survenue de ce type de maladie (38,39). Il a été montré que le
risque de cancer du sein augmente de 3% pour chaque année de ménopause tardive. En
revanche, ce risque diminue de 5% pour chaque année de puberté tardive. D’ailleurs,
dans les pays occidentaux, on observe une augmentation du nombre de femmes
nullipares. Or, le risque de survenue du cancer du sein diminue de 10% pour chaque
grossesse menée a terme (35). Enfin, plus une femme est dgée lors du premier
accouchement, moins elle est protégée par la grossesse contre le risque de survenue du

cancer du sein (40).

Un autre facteur de risque propre a chaque femme est la densité du tissu
mammaire. Une densité élevée serait corrélée a un risque jusqu’a six fois plus
important de développement de cancer du sein, par rapport aux femmes avec une

densité mammaire faible (41,42).

Concernant les facteurs extrinseques, on retrouve des facteurs
environnementaux, tels que I'exposition aux radiations, aux substances toxiques, a la
pollution, ou méme le fait de vivre dans un pays développé. Le risque d’apparition du
cancer est augmenté non seulement par l'’environnement, mais aussi par les

comportements alimentaires a risque.

Notamment, la consommation d’alcool augmente le taux des cestrogenes dans la
circulation sanguine. En 2015, en France, on estimait qu’environ 15% des cancers du
sein étaient attribuables a I'exces de la consommation d’alcool, tandis que 4.4% des

cas étaient dus au tabagisme (43).

Enfin, I'alimentation riche en lipides et I'obésité sont un facteur important de
développement de cancer du sein. D’apres le Centre International de Recherche sur le
Cancer de I'OMS, environ 10.6% des cancers du sein survenant chez les femmes de plus
de 30 ans, en France en 2015, étaient attribuables au surpoids et a I'obésité (43). Chez la

femme ménopausée, I'obésité contribue a I'exposition de l'organisme aux hormones,
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notamment aux cestrogeénes, qui ne sont plus produites par les ovaires. En effet, la
réaction de conversion des androgenes en cestrogenes apres la ménopause est catalysée
par 'aromatase, une enzyme qui se trouve majoritairement dans les tissus adipeux (38).
De plus, 'obésité augmente le taux d’insuline, qui a son tour stimule la production
d’androgenes par les ovaires et les glandes surrénaliennes (44). Il a également été
montré que la densité du tissu mammaire est tres élevée chez les femmes dont I'indice

de la masse corporelle (IMC) est élevé (41).

Enfin, l'utilisation des traitements hormonaux substitutifs (THS) pour traiter
les signes climatériques de la ménopause, serait potentiellement un autre facteur de
risque de développement du cancer du sein (5,37). Plusieurs études ont montré que
l'utilisation du THS augmente la densité du tissu mammaire apres la ménopause,

favorisant ainsi la survenue du cancer du sein (42).

Néanmoins, des facteurs protecteurs contre le cancer du sein ont été identifiés,
tels que l'allaitement et la multiparité. En fait, le risque de cancer du sein diminue
jusqu’a 4.5% pour chaque année d’allaitement, en plus de la diminution de 10% pour

chaque accouchement (40).

Enfin et surtout, l'activité physique réguliere est un facteur protecteur connu
pour tous les types de cancer, y compris le cancer du sein. Il a été montré dans plusieurs
études que l'activité physique non seulement aide a éviter le surpoids et I'obésité, mais
encore elle réduit le taux d’insuline, renforce le systeme immunitaire et produit un effet
anti-inflammatoire (35,37,45,46). Le risque de développement de cancer du sein
diminue de 25% chez les femmes pratiquant une activité physique réguliere (47). L’'OMS
recommande 150-300 minutes d’activité physique d’intensité modérée par semaine
ainsi qu’au moins deux jours par semaine de renforcement musculaire modéré ou

intense, pour les personnes de plus de 18 ans (48).

L’identification des facteurs de risque du cancer du sein, liés a I'’environnement et
au mode de vie, ainsi que des facteurs protecteurs, est une étape importante dans la
lutte contre cette maladie. Elle permettrait de sensibiliser le public, afin de changer les
comportements a risque modulables et d’éviter au maximum ce type de cancer. En
résumé, le Tableau 1 reprend les facteurs de risque et les facteurs protecteurs dans le

cancer du sein.
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Tableau 1 - Cancer du sein : les facteurs de risque et les facteurs protecteurs

Facteurs de risque

du cancer du sein

> Intrinseques

o

o

o

Sexe, age

Antécédents personnels/familiaux de cancer du sein
Prédispositions génétiques

Facteurs liés a la reproduction (ménopause tardive,
puberté précoce, nulliparité, dge avancé a la premiére
grossesse)

Densité du tissu mammaire

> Extrinséques

o

o

o

Expositions aux radiations, substances toxiques, a la
pollution

Comportements alimentaires (alcool, tabac, obésité)
Traitement hormonal substitutif

Vivre dans un pays développé

Facteurs
protecteurs contre

le cancer du sein

> Allaitement

» Multiparité

» Activité physique
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1.1.5. LE DIAGNOSTIC DU CANCER DU SEIN
1.1.5.1. L’examen clinique

Le diagnostic du cancer du sein repose premiérement sur une évaluation
clinique par un médecin oncologue ou sénologue, les examens d’imagerie
(mammographie, échographie) et enfin la confirmation anatomopathologique
(biopsie). L’évaluation clinique comprend la palpation manuelle des seins et des
ganglions lymphatiques. Les éléments évocateurs d’'un cancer du sein lors de I'examen
clinique sont la palpation d'une masse dans le sein et/ou les ganglions axillaires, la
rétraction ou un écoulement du mamelon ou bien la présence de signes inflammatoires
locaux. Lorsqu’une anomalie est détectée, le médecin oncologue ou sénologue détermine
le stade de la maladie, a I'aide de la classification TNM (Tableau 2). La taille de la
tumeur (T), le nombre de ganglions lymphatiques atteints par la maladie (N) et la
présence de métastases (M) permettent de classer les cancers du sein en différents
stades cliniques. La 8¢me édition de la classification TNM et des différents stades du
cancer du sein, détaillée en Annexe 2, prend en compte non seulement les parametres
anatomiques, mais également les parametres moléculaires pour définir le stade clinique.
L’American Joint Committee on Cancer propose que l'ancienne classification basée
exclusivement sur les parametres anatomiques (T, N et M) soit utilisée uniquement dans

les pays ou I'analyse des biomarqueurs moléculaires n’est pas disponible (49).

Tableau 2 - La classification TNM clinique du cancer du sein (Source : American Joint
Committee on Cancer - Breast Cancer Staging System)

Catégorie T | Criteres cliniques et/ou pathologiques
TX La taille de la tumeur ne peut étre évaluée
TO Absence de tumeur primaire
Tis (CCIS) Carcinome canalaire in situ (Le carcinome lobulaire in situ est considéré
comme une lésion bénigne et a été retiré de la 8éme édition de la
classification TNM)
Tis (Paget) | Maladie de Paget non associée a un carcinome infiltrant ou in situ
T1 Tumeur < 20mm dans la plus grande dimension
T1mi Tumeur < 1mm dans la plus grande dimension
T1la Tumeur > 1mm mais < 5mm dans la plus grande dimension
T1b Tumeur > 5mm mais < 10mm dans la plus grande dimension
Tlc Tumeur > 10mm mais < 20mm dans la plus grande dimension
T2 Tumeur > 20mm mais < 50mm dans la plus grande dimension
T3 Tumeur > 50mm dans la plus grande dimension
T4 Tumeur de toute taille avec extension a la paroi thoracique et/ou la peau
T4a Extension a la paroi thoracique
T4b (Edeme ou ulcération de la peau du sein, ou nodules de perméation
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T4c
T4d

situés sur la peau du méme sein
T4a et T4b
Cancer du sein inflammatoire

Catégorie N

Criteres cliniques

cNX

Les ganglions lymphatiques ne peuvent étre évalués

cNO

Absence d’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux

cN1

cN1mi

Envahissement des ganglions lymphatiques axillaires homolatéraux de
niveau [ et/ou Il
Micrométastases (environ 200 cellules, entre 0.2 et 2.0 mm)

cN2

cN2a

cN2b

Envahissement des ganglions lymphatiques axillaires homolatéraux de
niveau I et/ou II, qui sont cliniquement fixés
OU des ganglions mammaires internes en absence d’envahissement des
ganglions axillaires

Envahissement des ganglions lymphatiques axillaires homolatéraux de
niveau I et/ou I], fixés ensemble ou a d’autres structures

Envahissement des ganglions mammaires internes en absence
d’envahissement des ganglions axillaires

cN3

cN3a
cN3b

cN3c

Envahissement des ganglions sous-claviculaires homolatéraux (axillaires
niveau III) avec ou sans envahissement des ganglions axillaires de
niveau I et II
OU des ganglions mammaires internes homolatéraux + ganglions
axillaires de niveau I et/ou Il
OU des ganglions sus-claviculaires homolatéraux avec ou sans
envahissement des ganglions mammaires internes ou axillaires
Envahissement des ganglions sous-claviculaires homolatéraux
Envahissement des ganglions mammaires internes et axillaires
homolatéraux
Envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

Catégorie M

Critéres

MO

Absence de métastases a distance (évaluation clinique ou radiologique)

cM1 Métastases a distance, détectées a l'aide d’'un examen clinique ou
radiologique
pM1 Métastases a distances, prouvées histologiquement

1.1.5.2.

Les examens d’imagerie

L’examen clinique est ensuite complété par des examens d’'imagerie. La

mammographie et I'’échographie des deux seins sont les techniques d'imagerie de

routine. La mammographie permet d’obtenir des images des seins a 'aide de rayons X et

de détecter d’éventuelles anomalies. Cet examen peut étre réalisé dans un contexte

symptomatique ou dans le cadre du programme national de dépistage du cancer du sein,

pour les femmes entre 50 at 74 ans. Les résultats de la mammographie permettent de

classer les anomalies selon le systeme BIRADS™ (Breast Imaging Reporting and Data

System) de I'American College of Radiology (ACR) (50-53). Une description succincte des
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différentes catégories BIRADS et de leurs interprétations est donnée dans le Tableau 3.

Pour une description plus compléte voir Annexe 3.

Tableau 3 - Classification BIRADS™ de la mammographie

‘ Catégorie Interprétation
ACR - BIRADS 0 Investigation incompléte.
ACR - BIRADS 1 | Mammographie normale.
ACR - BIRADS 2 Anomalie bénigne ne nécessitant ni surveillance, ni examens
complémentaires.
ACR - BIRADS 3 | Anomalie probablement bénigne, suivi nécessaire dans 6 mois.
ACR - BIRADS 4 | Suspicion de malignité, biopsie nécessaire.
4A Biopsie bénigne, faible probabilité de malignité, surveillance
nécessaire dans 6 mois.
4B Probabilité intermédiaire de malignité.
4C Forte probabilité de malignité.
ACR - BIRADS 5 | Malignité, nécessité de biopsie et/ou de chirurgie.
ACR - BIRADS 6 Malignité prouvée histologiquement. L’'imagerie est réalisée

apres la chimiothérapie.

La mammographie est accompagnée d'un examen échographique des deux seins,
qui donne des informations complémentaires en cas de résultats suspects sur la
mammographie ou lorsque la densité des seins ne permet pas d’obtenir des images de
qualité par mammographie. L'échographie peut également aider a guider la biopsie.
L’'imagerie par résonance magnétique (IRM), quant a elle, est prescrite en cas de
discordance entre '’examen clinique et 'imagerie de routine, ou lorsque I'on suspecte de

multiples lésions (54).

1.1.5.3. L’examen anatomopathologique
Enfin, le diagnostic du cancer du sein est établi par [I'analyse
anatomopathologique, réalisée sur des fragments de tissu tumoral prélevé a I'aide d’'une
aiguille lors d'une biopsie. L’analyse anatomopathologique consiste a étudier au
microscope les cellules et le tissu prélevés, et permet de déterminer le type histologique
(adénocarcinome in situ ou infiltrant, canalaire ou lobulaire), la présence ou non des

récepteurs aux hormones (cestrogene et progestérone) ainsi que la surexpression du
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gene codant pour la protéine HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2). Tous
ces parametres sont nécessaires a une décision thérapeutique adaptée (55). Un
deuxiéme examen anatomopathologique est réalisé sur la piece opératoire, prélevée lors

d’une intervention chirurgicale.

Lorsque la présence d’'une tumeur est confirmée, un bilan d’extension est prévu
pour rechercher des métastases éventuelles. Ce bilan est réalisé grace a des examens
complémentaires tels que le scanner du thorax-abdomen-pelvis, 1’échographie

abdominale, la scintigraphie osseuse ou encore la radiographie du thorax.

En outre, la classification de Scarff Bloom et Richardson (SBR) classe les tumeurs
en trois grades, selon le niveau de différenciation des cellules tumorales. Le grade est
calculé selon un score, qui peut aller de 3 a 9. Le score est basé sur 3 parametres : les
formations tubulaires, les pléomorphismes nucléaires et le nombre de mitoses. Un score
de 1 a 3 est donné a chaque parameétre, 1 étant un score favorable, et 3 un score
défavorable. L’addition des scores pour chaque parameétre va donner un score final,
permettant de déterminer le grade SBR. Un score entre 3 et 5 correspond au grade I, un
score de 6 ou 7 c’est un grade II, et un score de 8 ou 9 correspond au grade III. Les
cancers de grades SBR Il ou III sont agressifs et de mauvais pronostic. Ils présentent des
cellules peu différenciées qui se multiplient et se propagent rapidement, tandis que les
cancers de grade SBR I présentent des cellules bien différenciées, qui ressemblent aux

cellules normales (12).
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1.1.6. CLASSIFICATION MOLECULAIRE

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne non seulement d’'un point de vue
histologique, mais aussi moléculaire. Quatre grands sous-types moléculaires qui
déterminent la prise en charge sont identifiés : Luminal-A, Luminal-B, HER2 enrichi et
triple négatif. Cependant, les analyses d’expression génique basées sur les aberrations
du nombre de copies de génes (CNAs) mettent en évidence jusqu’a dix sous-types du
cancer du sein (28). Les CNAs décrivent les délétions et/ou les amplifications de grandes
régions génomiques et sont des mutations fréquentes liées au développement du cancer
(56). Les dix sous-types identifiés par ces analyses ont des profils pronostiques
différents et ne sont pas encore utilisés dans la prise en charge des patients (57). Dans la
pratique courante, I'analyse du tissu tumoral permet de déterminer le sous-type
moléculaire, en se basant sur les éléments suivants : expression des RO, RP, le statut

HER2 et la prolifération tumorale mesurée par le Ki67.

La détermination du statut des récepteurs aux hormones repose sur une analyse
immunohistochimique (IHC) des coupes de tissu fixé et inclus en paraffine. Le marquage
nucléaire de plus d’'un pourcent des cellules tumorales est considéré comme un statut
hormonal positif (RH+). Toutefois, certains laboratoires utilisent un seuil d’au moins
10% de cellules tumorales marquées pour définir la positivité d’expression des
récepteurs aux hormones. En outre, cette analyse d'IHC permet de déterminer le score
Allred, qui peut prendre des valeurs entre 0 et 8, prenant en compte la proportion des

cellules tumorales marquées et I'intensité de marquage (58).

Le Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) est une protéine
transmembranaire, impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire et codée par le
gene ERBBZ2. L’augmentation du nombre de copies de ce gene entraine une
surexpression de la protéine et par conséquent une prolifération tumorale. Cette
surexpression peut étre mise en évidence par IHC ou par hybridation in situ (FISH). Le
résultat de l'analyse par IHC est donné sous forme d’'un score: un score 0 ou 1+
correspond a un statut HER2 négatif, un score 3+ correspond a un statut positif, tandis
que le score 2+ nécessite une analyse complémentaire par FISH. L’analyse des
récepteurs aux hormones et de la protéine HER2 est essentielle et obligatoire pour

déterminer le sous-type moléculaire et la stratégie thérapeutique adaptée.
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Un autre marqueur important c’est le Ki67, une protéine nucléaire impliquée
dans la prolifération cellulaire, dont le role pronostique a été démontré dans plusieurs
études. Le score Ki67 est déterminé par un marquage nucléaire et correspond au
pourcentage des cellules marquées parmi toutes les cellules malignes. Cependant, les
seuils qui désignent les populations « Ki67 bas » et « Ki67 élevé » varient beaucoup

d’une étude a I'autre, le seuil décrit le plus souvent étant entre 10% et 20% (59).

Les cancers du sein de sous-type Luminal-A représentent 40% de tous les cancers
du sein et sont caractérisés par une expression des RO, RP ou les deux, I'absence de
surexpression d’'HER2 et une faible prolifération, contrairement aux cancers de sous-
type Luminal-B, qui eux ont une prolifération élevée et constituent 20% des cancers du
sein (60). Ceux de type HER2 enrichi (environ 15% des cancers du sein) surexpriment la
protéine HER2 et tendent a étre RH-. Enfin, environ 77% des cancers du sein de type
basal-like n'expriment pas les récepteurs aux hormones, ni la protéine HER2, mais on
retrouve des marqueurs de type basal, tel que les cytokératines CK5, CK6 ou CK17 (60).
L’analyse par IHC a introduit le terme « triple négatif », pour décrire I'absence de RO,
RP et HER2, cependant les termes «triple négatif » et «basal-like » ne sont pas
entierement synonymes (61). En effet, environ 75% des cancers du sein triple négatifs
sont basal-like et tendent a avoir un pronostic plus sombre que les cancers du sein triple
négatifs n’exprimant pas les marqueurs de type basal (27,62). Ainsi, les classifications
immunohistochimiques et moléculaires ne sont pas entierement compatibles (Figure 8).
En 'absence d’'une définition internationalement acceptée du cancer du sein basal-like,
actuellement ce terme n’est pas utilisé dans la pratique clinique (61). Les différentes
caractéristiques moléculaires des quatre grands sous-types sont présentées dans le

Tableau 4.

Ces différentes classes moléculaires n’ont pas le méme pronostic, taux de rechute
ou sensibilité aux traitements. Les différentes stratégies thérapeutiques pour chaque

classe sont détaillées dans la section 1.1.7.

En fonction des caractéristiques moléculaires, des examens pronostiques
génomiques, tels qu'Oncotype Dx®, Endopredict®, MammaPrint® ou PAM50, peuvent
étre prescrits. Ces tests sont réalisés sur du tissu tumoral afin d’évaluer l'activité de
certains genes impliqués dans la croissance et la propagation des cellules tumorales. En

fonction des résultats, différentes stratégies thérapeutiques peuvent étre mises en route
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afin d’obtenir une meilleure réponse aux traitements, ainsi que d’éviter les rechutes

et/ou les éventuelles métastases (63-66).

RH- HER2-
Marqueurs
de type
basal

Basal-like (BL) Triple négatif (TN)

RH+ et/ou HER2+ Absence de marqueurs
(~23% des BL) de type basal (~25% des TN)

Figure 8 - Relation entre I'immunophénotype triple négatif et le sous-type moléculaire
basal-like du cancer du sein
(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)

Tableau 4 - Classification moléculaire des cancers du sein

HER2 | Prolifération (Ki67)

Luminal-A + - | Faible (<20%)
Luminal-B + +/- +/- | Elevée (220%)
HER2-enrichi (HER2+) - - +
Triple négatif (TN) - - -
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1.1.7. PRISE EN CHARGE

Le choix du traitement du cancer du sein se fait par des médecins de différentes
spécialités lors d’'une Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP). La prise en
charge thérapeutique du cancer du sein non métastatique est multiple et comprend
notamment un traitement loco-régional par chirurgie qui peut étre complété par une
radiothérapie et/ou des traitements médicamenteux systémiques (chimiothérapie et/ou
hormonothérapie et/ou thérapie ciblée). La Figure 9 montre I'arbre décisionnel de la

prise en charge du cancer du sein non métastatique (67).

1.1.7.1. La chirurgie

La chirurgie consiste a enlever par un acte chirurgical la tumeur et une partie du
tissu mammaire sain environnant (les marges). On parle alors de tumorectomie ou de
chirurgie conservatrice, qui permet la résection de la tumeur, tout en préservant le sein.
Bien que ce type de chirurgie soit privilégié, dans certains cas, il est nécessaire d’enlever
la totalité du sein (mastectomie). La décision sur le type de chirurgie a réaliser se fait
en prenant en compte la taille de la tumeur, le rapport du volume tumoral sur le volume
du sein et le nombre de foyers tumoraux. Une méta-analyse de plusieurs essais cliniques
randomisés a montré que les taux de survie globale et de survie sans rechute sont
comparables entre les patients traités par tumorectomie et ceux traités par mastectomie
(68). Dans tous les cas, une exploration des ganglions lymphatiques est réalisée. Elle
consiste a prélever et a analyser tout d’abord le ganglion lymphatique sentinelle, le
ganglion le plus proche de la masse tumorale. Lorsque le ganglion sentinelle est envahi

par des cellules tumorales, un curage ganglionnaire est envisagé (28,51).

La piece opératoire, qui correspond au tissu mammaire retiré lors de la chirurgie,
subit ensuite une analyse anatomopathologique pour explorer les caractéristiques
anatomiques et moléculaires de la tumeur. Cette analyse permet de vérifier si les marges
d’exérese sont suffisantes ou si une intervention supplémentaire est nécessaire. De plus,
la classification TNM pathologique, c’est-a-dire apres la chirurgie, est déterminée par
cette analyse. Enfin, les résultats de I'analyse de la piéce opératoire orientent la prise en

charge thérapeutique apres la chirurgie.
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Cancer du sein primitif

3 M 3
Tumeur <2 cm et/ou chirurgie Tumeur >2 cm, ou chirurgie conservatrice non Chirurgie conservatrice non
conservatrice réalisable, a l'exception realisable mais souhait de conservation du sein + réalisable, 4 Pexception des
des phénotypes agressifs * chirurgle conservatrice possible aprés traitement phénotypes agressifs *

néoadjuvant

CSTN/HER2+ >2cm et/ou ganglions envahis,
indépendamment de la chirurgie

“

Phénotypes agressifs * Phénotypes agressifs *
» Chimiothérapie néoadjuvante ¢

~ -

A A
Réponse favorable Réponse non favorable

AT l l v
—
Chirurgie conservatrice Mastectomie t reconstruction

Chimiothérapie adjuvante +
anti-HERZ, si applicable
S S,
Radiothérapie adjuvante, si Hormonothérapie adjuvante,
applicable si applicable

Figure 9 - Arbre décisionnel de la prise en charge du cancer du sein non métastatique.
(Source : Early breast cancer: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and
follow-up (https://www.esmo.org/guidelines/breast-cancer/early-breast-cancer))

CSTN : Cancer du sein triple négatif

aphénotypes agressifs, CSTN et/ou HER2+

1.1.7.2. Laradiothérapie

Le deuxieme traitement locorégional qui compléte la chirurgie est la
radiothérapie. Il s’agit d’'une technique utilisant des rayonnements ionisants dirigés vers
la zone traitée pour détruire les cellules cancéreuses restantes apres les traitements
précédant la radiothérapie. Ces rayonnements sont capables d’entrainer des cassures
des brins de I'’ADN des cellules tumorales et rendre impossible leur survie. La
radiothérapie externe, qui consiste a utiliser une source de rayonnements placée a
'extérieur du corps, est la technique standard pour traiter le cancer du sein. Aprés une
chirurgie conservatrice, la glande mammaire et le lit tumoral sont irradiés, tandis que la
paroi thoracique est irradiée si la radiothérapie succéde la mastectomie d'une tumeur
invasive présentant des risques de récidive. Dans tous les cas, une irradiation des
ganglions est envisagée, en fonction de leur envahissement par des cellules cancéreuses,

quel que soit le type de chirurgie.
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En général, la dose utilisée pour traiter un cancer du sein non métastatique est de
50 Gy (Gray) répartie sur 25 séances de 2 Gy. Le traitement s’étend sur 5 semaines (5
séances par semaine), mais dans certains cas, la radiothérapie peut étre administrée sur

une période plus courte ; on parle alors de radiothérapie hypofractionnée (69).

Afin de réaliser une reconstruction mammaire immédiate lors d'une chirurgie
non conservatrice, il est nécessaire que la radiothérapie soit réalisée dans un cadre néo-

adjuvant, c’est-a-dire, avant la chirurgie. On parle alors d’'une séquence inversée.

Le bénéfice principal de la radiothérapie, c’est-a-dire la réduction du risque de
récidive et de déces du cancer du sein, est bien documenté dans la littérature (70),
néanmoins, les effets secondaires ne sont pas négligeables. En effet, les rayons émis par
'accélérateur de particules atteignent aussi bien les cellules saines que les cellules
tumorales. Les effets secondaires peuvent étre immédiats ou tardifs et toucher plusieurs
organes, notamment les poumons, le cceur, le sein, la peau et les ganglions. Dans de trés
rares cas, la radiothérapie engendre le développement de tumeurs dites radio-induites,
notamment des poumons ou du sein (71,72). Le Tableau 5 décrit les différents effets

secondaires de la radiothérapie.

Tableau 5 - Effets secondaire de la radiothérapie du cancer du sein

Organe Effet secondaire immédiat Effet secondaire tardif

Poumon Infection, pneumonie Tumeur radio-induite

Plévre Epanchement pleural

Ceeur Epanchement péricardique Coronaropathie, péricardite

Sein (Edeme Douleur, cancer du sein radio-induit
Peau Rougeur de la peau Irritation de la peau

Ganglions Lymphcedéeme

1.1.7.3. Les traitements systémiques - ’hormonothérapie
Les traitements locorégionaux seuls ne suffisent pas pour traiter de fagon
optimale le cancer du sein infiltrant. En fonction des caractéristiques moléculaires
(récepteurs hormonaux, statut HERZ, mutation BRCA) et anatomiques (taille de la
tumeur, nombre de ganglions envahis) de la tumeur, des traitements systémiques

peuvent étre administrés. Il s’agit de traitements médicamenteux qui agissent sur
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I'ensemble des cellules de 'organisme. Les traitements systémiques standards utilisés
dans la prise en charge du cancer du sein sont (1) I'hormonothérapie (traitement

antihormonal), (2) les thérapies ciblées et (3) la chimiothérapie.

Environ 60% des cancers du sein appartiennent a la classe moléculaire Luminal
(A/B), caractérisée par l'expression des récepteurs aux hormones (cestrogene et
progestérone). Les patientes atteintes de ce type de cancer peuvent bénéficier d'un
traitement antihormonal, souvent appelé hormonothérapie, qui a pour objectif
d’empécher l'activation des récepteurs hormonaux dans les cellules cancéreuses.
Plusieurs molécules d’hormonothérapie existent, avec des indications et des

meécanismes d’action différents.

Tout d’abord, chez les femmes non ménopausées, atteintes d’'un cancer du sein
hormono-dépendant (RH+), le tamoxiféene a 20 mg/jour pendant cinq ans est
I’hormonothérapie standard (28). Il s’agit d'une molécule non-stéroidienne de la famille
des triphényléthylenes qui a une affinité pour les RO. Le tamoxiféne est un modulateur
sélectif des RO, en raison de son activité ostrogénique a la fois agoniste et antagoniste,
en fonction du tissu cible. Dans les tissus mammaires, le tamoxiféne se lie aux RO et
rentre en compétition avec les cestrogenes produites et sécrétées par les ovaires (Figure
10), en bloquant leur fixation et inhibant ainsi leur activité proliférative sur

I'endothélium de la glande mammaire (73).

En ce qui concerne son efficacité, une méta-analyse réalisée sur 20 essais
cliniques, a montré qu’'un traitement par tamoxifene pour une durée de cinq ans, est
corrélé a une réduction de 47% (Risque relatif RR = 0.53, p<0.0001) du taux de rechute
du cancer du sein dans les 4 premiéres années apres le diagnostic, ainsi qu’a une
réduction de 32% (RR = 0.68, p<0.0001) du taux de rechute entre 5 et 9 ans apres le
diagnostic, par rapport aux patientes n’ayant jamais recu de tamoxifene. De plus, le taux
de déces dans les 15 ans suivant le diagnostic était environ 30% plus faible chez les

patientes traitées par tamoxifene (74).

Les effets secondaires liés a l'utilisation du tamoxiféene sont multiples et
consistent principalement de signes climatériques de la ménopause, tels que les bouffées
de chaleur, la sécheresse vaginale, la diminution de la libido et les troubles du sommeil.

D’autres effets secondaires plus sérieux qui peuvent survenir sont les événements
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thromboemboliques chez les patientes ayant un terrain de prédisposition, la dépression,
les complications oculaires et plus rarement l'apparition d’'un cancer de I'endometre

(75).

Chez les femmes ménopausées, d’autres hormonothérapies peuvent étre
prescrites, notamment les inhibiteurs de lI'aromatase (IA). En effet, lorsque la
ménopause est installée, les ovaires cessent de produire de l'cestrogéne, mais sa
production continue d’étre assurée par la conversion des androgenes, synthétisés dans
les glandes surrénaliennes, en cestrogenes, grace a 'aromatase. L’inhibition de cette
enzyme diminue le taux d’cestrogene dans l'organisme et par conséquence arréte la

prolifération des cellules cancéreuses hormono-dépendantes (Figure 10).

Les IA utilisés en France sont le létrozole (FEMARA®), 'anastrozole (ARIMIDEX®)
et 'exémestan (AROMASINE®). Il a été montré que 'administration des IA pendant 5 ans
réduit de 15% la mortalité, par rapport a un traitement de 5 ans par tamoxiféne seul
(76). Toutefois, un traitement antihormonal par IA, suivi par tamoxiféne, peut étre
utilisé contre le cancer du sein chez la femme ménopausée. La plupart des effets
secondaires associés au tamoxifene, notamment les signes climatériques de la
ménopause, peuvent survenir également avec un traitement par IA. En outre, on observe
une diminution de la densité osseuse et une augmentation de risque de fracture chez les
femmes traitées par des IA. De plus, les myalgies et les arthralgies sont des effets

secondaires fréquents des IA (75).

Ensuite, le fulvestrant (FASLODEX®) est un autre médicament antihormonal
prescrit chez la femme ménopausée pour empécher la fixation de l'cestrogene a son
récepteur. Contrairement au tamoxiféne, il agit en abimant les RO (Figure 10), n’a pas
d’activité agoniste et est administré par injection intramusculaire. Le fulvestrant est
indiqué en monothérapie dans le cancer du sein RH+ métastatique ou localement
avancé, ou en association avec d’autres thérapies. Les principaux effets secondaires sont

les bouffées de chaleur, les nausées, les vomissements et les céphalées (77,78).

Enfin, les analogues de la GnRH (Gonadotropin-releasing hormone) sont le dernier
type d’hormonothérapie utilisé dans le traitement du cancer du sein de la femme non
ménopausée de moins de 35 ans, ou présentant un risque élevé de rechute. En effet, la

GnRH est une hormone produite et sécrétée par l'hypothalamus. Elle agit sur
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I’hypophyse pour stimuler la sécrétion de 'hormone lutéinisante (LH) et de 'hormone
de stimulation de follicules (FSH), qui vont a leur tour stimuler la production et la
sécrétion de I'cestrogene et de la progestérone par les ovaires. Le taux de production et
de sécrétion des hormones sexuelles (cestrogéne et progestérone) est régulé par un
rétrocontrdle négatif. Lorsque le taux de ces hormones augmente, elles agissent sur
I’hypothalamus pour freiner la sécrétion de la GnRH et inhiber in fine leur propre
sécrétion (Figure 10). L’hormonothérapie par analogues de GnRH se sert de ce méme
processus pour hyper-stimuler ’hypophyse et arréter la production des hormones par
les ovaires (79). Les analogues de la GnRH utilisés dans le traitement du cancer du sein

sont la goséréline (ZOLADEX®) et la leuproréline (ENANTONE®).

D’apreés les résultats de plusieurs essais cliniques, I'association du tamoxifene ou
des IA avec les analogues de la GnRH améliorerait la survie sans rechute des patientes
atteintes d’'un cancer du sein (28). Les principaux effets secondaires associés aux
analogues de la GnRH sont la diminution de la densité osseuse et une castration
chimique accompagnée de signes climatériques de la ménopause (80). Le Tableau 6

reprend les différents types d’hormonothérapie utilisés pour traiter le cancer du sein.

Tableau 6 - Les hormonothérapies utilisées dans le cancer du sein

Hormonothérapie Indication Mécanisme d’action Effets secondaires
tamoxiféne Femmes ménopausées Rentre en compétition  Signes climatériques,
ou non avec I'cestrogéne sur événements thrombo-
les RO emboliques, cancer de

I’endomeétre

Inhibiteurs Femmes ménopausées Inhibition de I'activité Diminution de la densité
d’aromatase de 'aromatase osseuse, risque de fracture,

signes climatériques

fulvestrant Femmes ménopausées Abime les RO, inhibela  Bouffées de chaleur, nausées,

fixation des cestrogénes vomissements, céphalées

Analogues de la Femmes non Hyper-stimule Castration chimique

GnRH ménopausées avec I'hypophyse et inhibela (ménopause + signes
risque élevé de voie de productiondes  climatériques), diminution de
rechute cestrogénes la densité osseuse
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Figure 10 - Schéma simplifié des mécanismes d'action des différentes hormonothérapies contre
le cancer du sein.
RO : Récepteurs aux cestrogénes

(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)

1.1.7.4. Les traitements systémiques - les thérapies ciblées
La protéine transmembranaire HERZ est surexprimée dans environ 15% des
cancers du sein et impliquée dans la prolifération des cellules tumorales. Des stratégies
thérapeutiques ciblées contre cette protéine ont été développées, telles que le
trastuzumab (HERCEPTIN®). Il s’agit d’'un anticorps monoclonal qui bloque la fixation
des facteurs de croissance sur 'HER2 et inhibe ainsi la voie de signalisation en aval et

enfin la croissance tumorale.

Le trastuzumab (HERCEPTIN®) est un traitement prescrit de maniere
systématique contre le cancer du sein HER2+. Dans le cadre néo-adjuvant, il peut étre
administré de maniére concomitante a la chimiothérapie de type taxanes. En cas de
réponse pathologique non complete a cette association, le trastuzumab est poursuivi en

adjuvant, conjugué a 'emtansine (TDM-1, nom commercial KADCYLA®) (81).
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Le pertuzumab (PERJETA®) est un autre anticorps monoclonal qui a été testé
dans le cancer du sein HER2+, en néo-adjuvant, en combinaison avec le trastuzumab et
les agents cytotoxiques de types taxanes (28). Les résultats des essais cliniques
montrent une augmentation du taux de réponse pathologique compléte (pCR) chez les
patientes traitées par cette combinaison, par rapport aux patientes ayant recu
uniquement trastuzumab + chimiothérapie. Le pertuzumab est également utilisé dans le
cadre adjuvant chez les patientes présentant un risque élevé de rechute du cancer du

sein HER2+ (82).

D’autres thérapies ciblées sont indiquées dans le traitement du cancer du sein
RH+/HERZ2-, telles que le palbociclib (IBRANCE®) et I'évérolimus (AFINITOR®). Ce sont
des inhibiteurs des protéines kinases CDK4/6 (Cyclin-dependent kinase) et mTOR
(mechanistic target of rapamycin), respectivement, connues pour leur implication dans

la tumorigenese mammaire (83).

Enfin, le bevacizumab (AVASTIN®) est un anticorps monoclonal qui empéche
I'angiogeneése, en se fixant sur les récepteurs aux VEGF et en bloquant leur activation.
Cette thérapie est utilisée exclusivement dans le traitement du cancer du sein
métastatique, combinée a la chimiothérapie. Son administration a été prouvée bénéfique
pour améliorer la survie sans rechute, mais pas la survie globale du cancer du sein
métastatique (28). Le Tableau 7 et la Figure 11 reprennent les différents types de

thérapies ciblées utilisés pour traiter le cancer du sein et leurs mécanismes d’action.

Tableau 7 - Les thérapies ciblées utilisées dans le cancer du sein

‘ Thérapie ciblée Mécanisme d’action
trastuzumab (HERCETPIN®) Inhibition des voies de signalisation de HER2
pertuzumab (PERJETA®) Inhibition des voies de signalisation de HER2
palbociclib (IBRANCE®) Inhibition des voies de signalisation des CDK4 et CDK6
évérolimus (AFINITOR®) Inhibition des voies de signalisation de mTOR
bevacizumab (AVASTIN®) Inhibition de la fixation du VEGF a son récepteur
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Figure 11 - Schéma simplifié des mécanismes d'action des différentes thérapies ciblées contre le
cancer du sein.
EGF : Epidermal growth factor (Facteur de croissance épidermique).

(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)

1.1.7.5. Les traitements systémiques - la chimiothérapie

Le traitement le plus connu contre le cancer du sein est peut-étre la
chimiothérapie. Cependant, ce traitement est réservé aux patientes présentant un risque
élevé de rechute de la maladie ou lorsqu’aucun autre traitement n’est possible. Bien que
la chirurgie représente le choix thérapeutique principal, il s’avere que certains cancers
du sein ne sont pas opérables d’emblée. C’'est notamment le cas des cancers trop
volumineux par rapport a la taille du sein, qui demandent une prise en charge
chirurgicale radicale. Dans ce cas, lintervention peut étre réalisée apres une
chimiothérapie de premiere intention (néo-adjuvante), ayant pour but de réduire la
taille de la tumeur et de rendre ainsi la tumeur opérable (55,84). La chimiothérapie
néo-adjuvante (CTNA) est également indiquée dans la prise en charge des cancers du

sein de phénotype agressif, tels que HER2+ ou triple négatif (Figure 5). Lorsqu’elle est
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jugée nécessaire pour traiter le cancer du sein non métastatique, la chimiothérapie peut

étre administrée dans un cadre néo-adjuvant, adjuvant, ou les deux.

La CTNA permet non seulement de rendre la tumeur opérable, mais aussi
d’étudier la réponse de la tumeur aux traitements cytotoxiques (85) et d’éliminer des
éventuelles métastases non détectées auparavant par les examens d’imagerie (84). La
mesure de la réponse tumorale a la CTNA est un critére important a prendre en compte

dans la décision des thérapies adjuvantes.

La réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante

L’évaluation de la réponse a la CTNA est réalisée grace a une analyse histologique
de la piece opératoire, obtenue a la chirurgie post-CTNA. Plusieurs systémes
d’évaluation de la réponse histologique a la CTNA existent ; ceux utilisés dans la pratique
courante en France sont la classification TNM pathologique post-CTNA (ypTNM)
(49,86), la classification selon Chevallier (87,88), la classification selon Sataloff (88,89),
et plus récemment le Residual Cancer Burden (RCB) (90). Le Tableau 8 décrit les

différents systemes d’évaluation de la réponse du cancer du sein a la CTNA (91).

Tableau 8 - Systémes d'évaluation de la réponse pathologique du cancer du sein a la
chimiothérapie néo-adjuvante

Systeme de Critere Réponse histologique

classification

ypTNM ypTO/Tis ypNO Absence de carcinome invasif dans le sein et les
ganglions lymphatiques, a 'exception du carcinome in

situ. Réponse pathologique complete (pCR).

ypT>0 et/ou Présence de carcinome invasif dans le sein et/ou les
ypN+ ganglions lymphatiques (non-pCR).
Chevallier Classe 1 Disparition de toute tumeur apreés analyse
macro/microscopique.
Classe 2 Présence de carcinome in situ dans le sein, absence de

tumeur dans les ganglions lymphatiques.

Classe 3 Présence de carcinome invasif.
Classe 4 Peu ou pas de modification de la tumeur.
Sataloff - réponse TA Effet thérapeutique total ou presque total.
au site principal TB Effet thérapeutique supérieur a 50% mais pas d’effet
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de la tumeur (T) total ou presque total.

TC Effet thérapeutique inférieur a 50%.

TD Pas d’effet thérapeutique.
Sataloff - réponse NA Effet thérapeutique, pas d’envahissement des
au niveau des ganglions.
ganglions NB Pas d’envahissement des ganglions ou d’effet
lymphatiques (N) thérapeutique.

NC Effet thérapeutique évident mais toujours présence

d’envahissement des ganglions.

ND Envahissement des  ganglions, pas  deffet
thérapeutique.
RCB RCB-0 Absence de résidu tumoral (pCR).
RCB-I Résidu tumoral de petite taille.
RCB-II Résidu tumoral de taille intermédiaire.
RCB-III Résidu tumoral de grande taille.

Lorsque la CTNA entraine une disparition complete de tout carcinome invasif
dans le site principal de la tumeur (ypTO ou ypTis) et au niveau des ganglions
lymphatiques (ypNO), on parle de réponse pathologique complete (pCR). Une méta-
analyse sur 12 essais cliniques (11 955 patients) avait montré que le taux de pCR était
plus élevé pour les sous-types agressifs de cancer du sein (HER2+ et triple négatif) (92).
D’ailleurs, plusieurs études et méta-analyses ont montré que I'obtention de pCR apres
CTNA est corrélée a une meilleure survie sans événement (SSE) et une meilleure survie
globale (SG) dans presque tous les sous-types moléculaires du cancer du sein, a
I'exception de Luminal A et Luminal B exprimant HER2 (92,93). Cette différence en SSE
et SG entre les patients pCR et non-pCR est particulierement plus évidente pour les sous-
types HER2+ (non luminal) et triple négatif (84,92-95). Ainsi, bien que plusieurs
systéemes d’évaluation de la réponse a la CTNA existent, la pCR constitue actuellement le
critére de jugement principal dans les essais cliniques évaluant les traitements néo-

adjuvants, et est considérée comme le « gold standard » a atteindre en clinique.

L’utilisation clinique de ce critére classe les patients en deux groupes: pCR et
non-pCR, et les traitements adjuvants sont décidés en conséquence. Or, toutes les

patientes non-pCR n’ont pas le méme pronostic. Symmans et al., qui ont mis au point le
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systeme RCB, ont montré la méme survie a 5 ans entre les patients RCB-0 (pCR) et RCB-I
(petit résidu tumoral) tout cancers du sein confondus (90). Dans le cancer du sein triple
négatif par exemple, Luen et al. ont montré que les classes RCB-I, RCB-II et RCB-III ont
une survie sans rechute (SSR) a 3 ans de 86%, 67% et 26%, respectivement (96). De
plus, une étude rétrospective sur 243 patientes atteintes d’'un cancer du sein non
métastatique, avait montré une SSR a 5 ans de 66% et 68% pour les patientes pCR et les
patientes avec une réponse pathologique intermédiaire (définie comme ypT1-2, ypNO),
respectivement (97). Depuis quelques années, les sociétés scientifiques (ASCO:
American Society of Clinical Oncology, et ESMO : European Society for Medical Oncology)
recommandent d’utiliser le RCB, avec la pCR, comme criteres prédictifs de la survie

pour le cancer du sein.

Le déroulement de la CTNA

La chimiothérapie standard utilisée dans le traitement de premiére intention du
cancer du sein consiste en trois grandes familles de molécules : les anthracyclines, les
agents alkylants et les taxanes. Elle est administrée par injection intraveineuse, de
facon périodique, tous les 21 jours, appelés cycles de traitement. Deux protocoles de
CTNA sont administrés de maniére séquentielle selon une configuration 3+3 cycles ou
4+4 cycles : le premier protocole consiste en trois ou quatre cycles d'une combinaison
d’anthracyclines et d’agents alkylants, alors que le second protocole consiste en trois ou
quatre cycles de taxanes (Figure 12). En fonction de la molécule utilisée, la deuxiéme
séquence de chimiothérapie peut éventuellement étre administrée toutes les semaines,

pendant 9 a 12 semaines.

C1 C2 Cc3 i { i

ﬂ 21 jours 21 jours 21 jours 21 jours 21 jours b
1¢r protocole : 3 a 4 cycles 2" protocole : 3 a 4 cycles
d’Anthracyclines + Agents alkylants de Taxanes

Figure 12 - Schéma thérapeutique de la chimiothérapie néo-adjuvante standard pour le
traitement du cancer du sein non métastatique
(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)
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Les différentes molécules de CTNA

La chimiothérapie est un traitement cytotoxique visant a arréter la croissance
cellulaire tumorale par la destruction des cellules et/ou par 'arrét de leur division. Les
molécules de chimiothérapie agissent sur toutes les cellules de I'organisme, aussi bien
sur les cellules tumorales que sur les cellules saines, d’ou les effets secondaires
importants. Différents types de chimiothérapie sont utilisés pour le traitement du cancer

du sein.

Tout d’abord, I'épirubicine (FARMORUBICINE®) et Ila doxorubicine
(ADRIAMYCIN®) sont les principales molécules appartenant a la famille des
anthracyclines, utilisées dans le traitement standard du cancer du sein. Elles ont été
découvertes de maniere fortuite a partir des bactéries Streptomyces peucetius (98). Les
anthracyclines sont des inhibiteurs de la topoisomérase II, 'enzyme responsable des
cassures bicaténaires de I’ADN, nécessaires pendant la division cellulaire et la
réplication de I'’ADN. Les anthracyclines agissent en s’intercalant entre les paires de
bases de I’ADN et forment un complexe ternaire avec 'ADN et la topoisomérase II,
bloquant l'activité de cette derniere, et entrainant ainsi l'arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose. En présence de certaines enzymes, les anthracyclines créent des radicaux
libres d’oxygéne et provoquent un stress oxydatif. Cela se traduit par un
dysfonctionnement des mitochondries et des dommages de I’ADN, notamment dans les
cellules myocardiaques, ce qui explique les cardiotoxicités importantes, mais aussi leur

effet anti-cancéreux (98,99).

Les anthracyclines sont administrées en combinaison avec le cyclophosphamide
(ENDOXAN®), un agent alkylant qui est utilisé dans le traitement de plusieurs types de
cancer. Il agit en ajoutant des groupes alkyles aux bases guanines de I’ADN, ce qui rend
impossible la réplication de cette derniere et la division des cellules cancéreuses. Cette
modification de I'’ADN par les agents alkylants est permanente et entraine
éventuellement la mort cellulaire (100). Le cyclophosphamide peut étre administrés
avec I'épirubicine (EC) ou avec la doxorubicine (AC). Les principaux effets indésirables
qui surviennent au cours de la premiere séquence de CTNA sont I'alopécie, I'insuffisance
de la moelle osseuse, les nausées et les vomissements, les infections et

I'immunosuppression (99,100).
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Enfin, il a été montré que 'ajout des taxanes en deuxieme séquence améliorait
I'efficacité de la chimiothérapie (67). C’est notamment le cas des travaux de Bear et al,,
qui ont démontré qu’un protocole de CTNA associant anthracyclines, cyclophosphamide
et taxanes dans le traitement du cancer du sein permettait d’obtenir un taux plus élevé
de pCR par rapport a la CTNA de type AC (101). Les taxanes utilisés dans le traitement
de premiére intention du cancer du sein non métastatique sont le docétaxel
(TAXOTERE®), administré tous les 21 jours et le paclitaxel (TAXOL®), administré tous
les 7 jours. Ces molécules agissent en se fixant sur les microtubules, en stimulant leur
prolifération et stabilisation. Or, 'assemblage et la dégradation des microtubules est
essentielle a la division cellulaire. Les taxanes sont ainsi responsable de I'arrét du cycle
cellulaire et de l'inhibition de la mitose (102,103). L’administration des taxanes est
accompagnée de plusieurs effets indésirables, tels que l'alopécie, la neuropathie
périphérique, la neutropénie, des phénomenes pseudo-allergiques et les douleurs

musculaires et articulaires (102).

Lorsque les anthracyclines sont contre-indiquées, notamment chez les patients
agés ou atteints de pathologies cardiovasculaires, un protocole de type docétaxel -
cyclophosphamide (TC) peut étre envisagé. Toutefois, cette combinaison a été prouvée

moins efficace qu'une CTNA basée sur les anthracyclines et les taxanes (67).

La chimiothérapie adjuvante

Ces mémes traitements peuvent étre administrés apres la chirurgie premiere,
selon les mémes modalités que la CTNA ; on parle alors de chimiothérapie adjuvante
(CTA). Plusieurs études ont montré que le pronostic des patientes traitées par CTNA ne

difféere pas de celui des patientes traitées par chirurgie premiere suivie d’'une CTA (84).

Autres chimiothérapies

Récemment, plusieurs essais cliniques ont mis en évidence des bénéfices d’autres
types de chimiothérapie, surtout dans la prise en charge du cancer du sein triple négatif.
C’est ainsi que les essais BrighTNess et Alliance ont montré I'intérét de 1'association de la
carboplatine a la CTNA standard, afin d’obtenir une augmentation du taux de pCR chez
les patientes atteintes d’'un CSTN (104,105). En ce qui concerne la survie a long-terme,
I'essai GeparSixto avait montré une meilleure SSR chez les patientes atteintes de CSTN

traitées par carboplatine + CTNA, mais pas d’amélioration significative de la SG (106). En
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revanche, les données sur la survie a long-terme sont moins concluantes chez les
patientes porteuses de mutations BRCA1/2, qui ne semblent pas tirer bénéfice de la
carboplatine (107). Dans I'état actuel de nos connaissances sur cette molécule, la
carboplatine n’est pas encore utilisée comme CTNA standard dans le traitement du CSTN

(67).

D’'un autre coété, les résultats de l'essai clinique CREATE-X montrent qu’en
absence de pCR suite a une CTNA standard, les patientes atteintes d'un CSTN peuvent
bénéficier d'un traitement adjuvant par capécitabine (XELODA®), qui améliorait la SSR
et la SG chez les patientes asiatiques. Méme si ces résultats doivent étre validés dans
d’autres populations, le XELODA pourrait étre proposé aux patientes traitées pour un
CSTN qui n’obtiennent pas une pCR suite a la CTNA (108). Le Tableau 9 reprend les
différentes chimiothérapies utilisées pour traiter le cancer du sein non métastatique. Les

mécanismes d’action sont schématisés dans la Figure 13.

Tableau 9 - Les différents types de chimiothérapie contre le cancer du sein non métastatique

Molécule Mécanisme d’action Indication

Principaux effets

indésirables

doxorubicine | Inhibition de I'activité de | - CTNA ou CTA pour Cardiotoxicités, infections,
épirubicine la topoisomérase II, cancer du sein (CS) neutropénie, nausées,
intercalant de ’ADN non-métastatique. vomissements, alopécie,
- CS métastatique aménorrhée.
cyclophos- Alkylation de ’ADN - CTNA ou CTA pour CS | Infections, immunosuppression,
phamide non-métastatique. aménorrhée, insuffisance
- CS métastatique ovarienne, alopécie, nausées,
vomissements.
paclitaxel Fixation aux - CTNA ou CTA pour CS | Alopécie, neuropathie,
docétaxel microtubules, inhibition | non-métastatique. neutropénie, allergies, myalgies,
de la mitose - CS métastatique arthralgies
carboplatine | Formation de ponts entre | Traitement néo- Neutropénie, thrombocytopénie
les brins de 'ADN, adjuvant du CSTN (105)
inhibition de la synthese
et de la réparation de
I’ADN (109)
capécitabine | Inhibition de la synthése | Traitement adjuvantdu | Syndrome main-pied,
de’ADN, de 'ARN et des | CSTN non-pCR suite a neutropénie, thromocytopénie,
protéines (110) la CTNA nausées, diarrhées (108)
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Figure 13 - Schéma simplifié des mécanismes d'action des différents types de chimiothérapies
utilisés dans le traitement du cancer du sein non métastatique

(TOP2 : topoisomérase 2 ; Dox : doxorubicine)

(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO)

Focus sur la ménopause chimio-induite

Les traitements anti-cancéreux sont accompagnés de multiples effets secondaires
a court et a long terme, dont I'apparition et la durée dépendent de plusieurs facteurs. En
particulier, 'dge au moment du diagnostic du cancer du sein est un facteur de risque de
I'apparition des symptomes de la ménopause. Plus de 20% des cancers du sein
concernent les femmes de moins de 50 ans et l'incidence de cette maladie chez les
patientes jeunes, en age de procréer, est en augmentation. Ces patientes jeunes ont
tendance a présenter un cancer du sein agressif, souvent de type moléculaire triple
négatif, nécessitant une prise en charge par la chimiothérapie. Ce traitement cytotoxique
entraine une aménorrhée, pouvant aller jusqu’a une ménopause précoce définitive. On
estime qu’'environ 35% des femmes jeunes traitées par chimiothérapie de type AC et
45% des femmes traitées par AC + taxanes, sont en aménorrhée a 12 mois apres la fin de
ce traitement (111). Les patientes agées de plus de 40 ans ont plus de risque de ne pas

recouvrer leurs cycles menstruels apres la chimiothérapie et de se retrouver en
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ménopause chimio-induite (MCI) (112). Les symptémes qui accompagnent la MCI, tels
que les bouffées de chaleur et les sueurs nocturnes, les troubles psycho-sociaux, la
sécheresse vaginale et la diminution de la libido, I'ostéoporose, la prise de poids et
l'infertilité, sont susceptibles d’altérer la qualité de vie des femmes jeunes (113-115). 11
semble donc pertinent d’étudier les répercussions de la MCI sur les différents aspects de
la qualité de vie des femmes, afin de leur proposer des traitements alternatifs et/ou des

soins de support.
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1.1.8. L'IMMUNITE ET LE CANCER

L'immunité a été décrite comme un facteur clef dans le développement du cancer
et de sa progression métastatique. L’inflammation et linhibition du systeme
immunitaire font partie des grandes caractéristiques du cancer (6), cependant, les
mécanismes précis par lesquels les cellules tumorales échappent aux cellules

immunitaires sont complexes et ne sont pas encore tres bien compris.

D’apres Castro et al. il existerait une sélection des cellules tumorales des les
phases précoces de la maladie cancéreuse. En effet, les cellules tumorales sont porteuses
de mutations géniques qui sont traduites en protéines altérées. Ces dernieres peuvent
étre présentées au systéme immunitaire et stimuler une réponse immunitaire
antitumorale. Le systéme immunitaire est capable de reconnaitre et tuer les cellules
cancéreuses, néanmoins, certaines cellules tumorales présentent des mutations
« invisibles », et sont capables d’échapper au systéme immunitaire. Il est intéressant de
noter que les tumeurs présentant le plus de mutations invisibles pour le systeme

immunitaire concernent des patients jeunes de sexe féminin (1). (Figure 14).
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Figure 14 - Les femmes jeunes présentent plus de mutations invisibles pour le systeme
immunitaire (adapté en francais de Castro et al., 2020, Nature.)

Il existe une interaction constante entre la tumeur et le systeme immunitaire, qui

a lieu aussi bien dans le site tumoral (microenvironnement tumoral : MET) qu’en
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périphérie (circulation sanguine). En effet, la réponse immunitaire locale n’est possible
que lorsqu’elle est « en communication » avec I'immunité générale et les cellules
immunitaires périphériques. Ces dernieres jouent un role important dans la réponse
immunitaire antitumorale (116). Afin de mieux comprendre ces phénomenes, il est
important d’étudier l'impact du cancer sur les différentes lignées de cellules

immunitaires et le réle de ces dernieres dans la réponse antitumorale.

Les données pré-/cliniques montrent que le développement du cancer entraine
une dérégulation de la production et de la différenciation des cellules hématopoiétiques
dans la moelle osseuse, notamment en diminuant le taux de lymphocytes T et B, et en
augmentant la quantité des monocytes et des neutrophiles immatures. Les travaux
précliniques de Hiam-Galvez et al. sur 3 modeles murins de cancer du sein, ont montré
une diminution du nombre des cellules dendritiques, et des lymphocytes T et B, produits
par la rate et libérés dans la circulation sanguine, ainsi qu'une augmentation du nombre
de neutrophiles, éosinophiles et monocytes circulants (116). Ces derniers migrent du
sang vers le MET, ou ils entrainent une immunosuppression qui donne lieu a la

croissance tumorale (Figure 15).

De plus, les tumeurs engendrent une immunosuppression non seulement locale,
mais aussi systémique, afin de pouvoir se propager a d’autres organes. En effet, la
production d'IL-1f par les cellules tumorales stimule I'activation des lymphocytes Ty$
qui expriment I'IL-17. Cette dernieére entraine une accumulation des neutrophiles qui
ont la capacité d’inhiber les lymphocytes T CD8+, connus pour leur effet anti-
métastatique. Des études précliniques ont montré qu’en ciblant I'axe Ty$ - IL-17 -
neutrophiles, on pourrait inhiber le développement de la maladie métastatique (117).
D’ailleurs, une méta-analyse sur plus de 40000 patients a montré qu’un taux sanguin
élevé de NLR (rapport neutrophiles/lymphocytes) était associé a mauvais pronostic
dans plusieurs cancers, tels que le cancer du pancréas, du rein, colorectal, gastrique, du

poumon et du foie (118).

L’accumulation des neutrophiles dans d’autres tissus, notamment dans les
poumons, pourrait créer un microenvironnement propice a l'installation des cellules
tumorales métastatiques (119). Il a été montré que la résection chirurgicale de la
tumeur permet d'inverser certains de ces changements, indiquant ainsi que le cancer

module les différentes lignées de cellules immunitaires (116). La dérégulation de
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I’'hématopoiese n’est pas exclusive a un seul type de cancer. En effet, une étude basket a
montré une augmentation du taux sanguin des cellules souches hématopoiétiques et des
progéniteurs des monocytes et des granulocytes dans le cancer du sein, de 1'ovaire, du

foie, des poumons et les cancers digestifs de 'homme (120).
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Figure 15 - Dérégulation par les cellules tumorales de la production des neutrophiles et leur
implication dans le processus métastatique.

(MET : microenvironnement tumoral)

(Source personnelle, image créée par Sejdi LUSHO).

De plus, les macrophages sont une autre population cellulaire ayant un effet aussi
bien anti- que pro-tumoral. Ce sont des cellules impliquées dans la réponse immunitaire
innée. Ils se trouvent dans les tissus et sont le résultat de la différenciation des
monocytes (121). Les macrophages sont responsables de I'inflammation due au cancer,
et il a été montré que leur présence est corrélée a un mauvais pronostic (122). En effet,
pendant les premieres étapes de la cancérogenese, les macrophages sont impliqués dans
la destruction des cellules tumorales « visibles » par le systéme immunitaire. Cependant,
avec le développement tumoral et sous 'influence du MET, les macrophages acquierent
un effet pro-tumoral, par la stimulation de I'angiogenese (production de VEGF et autres
facteurs de croissance), de la dissémination métastatique et I'inhibition des cellules
immunitaires antitumorales (production d’IL-10, inhibant les cellules T et les cellules

dendritiques) (123). De plus, sous l'influence de certaines cytokines et chimiokines
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inflammatoires, telles que CXCL2 et CSF1, sécrétées par le MET, les macrophages sont
recrutés dans le site tumoral et produisent des IL-1[3, stimulant ainsi I'axe Tyd - IL-17 -

neutrophiles (124,125).

En outre, la diminution du nombre de cellules dendritiques circulantes a un
impact important dans la progression tumorale, puisqu’elles sont responsables de la
stimulation, différentiation et prolifération des lymphocytes T CD8+ et CD4+. Cette
diminution a été observée dans plusieurs types de cancer: ovaire, prostate, sein,
poumon, rein et peau (116). Il a été montré que dans le cancer du sein, les facteurs de
croissances hématopoiétiques, tels que G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor)
produits par les tumeurs, ainsi que le VEGF, sont responsables de l'arrét de la
maturation des cellules dendritiques. Ces dernieres sont rendues incapables de stimuler
les lymphocytes T (116,123). De plus, la production et la libération d’'IL-6 par la tumeur

dans la circulation sanguine induit I'apoptose des cellules dendritiques (116).

Puis, les cellules Natural Killers (NK) sont responsables de I'apoptose des cellules
tumorales (126). Leur activation empéche le développement des métastases dans le
cancer du foie, du poumon et de la peau (116). De plus, leur présence dans le MET est
associée a un meilleur pronostic dans le cancer colorectal (123). L’altération du
phénotype des cellules NK a été observée chez les patientes atteintes de cancer du sein.
Par conséquent, les NK perdent leur capacité d’étre activés et de reconnaitre et « tuer »
les cellules tumorales. Ceci a été observé aussi dans le cancer gastro-intestinal et
pulmonaire. Cette altération des fonctions des NK a été associée a une mauvaise survie
dans le cancer du poumon (116). Cette population de cellules immunitaires reste encore
trés peu explorée, concernant son réle dans la réponse antitumorale, surtout dans le

cancer du sein.

Les lymphocytes, quant a eux, sont la population la plus étudiée. En ce qui
concerne les lymphocytes T circulants, ils sont caractérisés par une diminution de la
diversité des récepteurs chez les patients atteints de cancer du sein ou du poumon. Or,
ces récepteurs sont essentiels dans la réponse immunitaire antitumorale. Hormis I'effet
des cellules cancéreuses, 1'age et les infections chroniques pourraient impacter cette
diversité des récepteurs et favoriser le développement des tumeurs. Dans la circulation

sanguine des patientes atteintes d'un cancer du sein, il a été observé une augmentation
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du nombre de lymphocytes T et B régulateur (Treg et Breg), responsables de la

régulation et/ou suppression de l'activité des cellules immunitaires (116,123).

Dans les premieres étapes de la cancérogenese, les lymphocytes T périphériques
peuvent migrer vers le MET et infiltrer la tumeur, si suffisamment d’antigénes
immunogenes sont produits par les cellules cancéreuses. Une fois dans le MET, les
lymphocytes T entreprennent une action immunitaire contre les cellules tumorales. Les
lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) sont des biomarqueurs prédictifs largement

étudiés et validés dans plusieurs cancers, y compris le cancer du sein (127).

Les cellules T CD8+ sont la population principale antitumorale de TILs. Ils se
différencient en lymphocytes cytotoxiques et menent une attaque efficace contre les
cellules cancéreuses. D’un autre coté, les cellules T helper CD4+ produisent des cytokines
inflammatoires (IL-2, TNF-a, IFN-y) pour stimuler l'activation des lymphocytes

cytotoxiques, des macrophages et des cellules NK (123).

Toutefois, les tumeurs sont capables de porter atteinte a la capacité des
lymphocytes d’infiltrer la tumeur et de produire un effet cytotoxique antitumoral (128).
En effet, les cellules tumorales résistantes a la réponse immunitaire initiale développent
des mécanismes pour échapper au systéme immunitaire. Elles entrainent le recrutement
des lymphocytes Treg qui exercent un effet immunosuppresseur sur les cellules
immunitaires (Figure 16). D’ailleurs, dans le cancer du sein, 'infiltration de la tumeur
par les cellules Treg est associée a un mauvais pronostic (129). CTLA-4, PD-1 et PD-L1
sont des molécules des points de controle immunitaire impliquées dans l'inhibition des
lymphocytes T et dans la progression tumorale (130). Elles ont été la cible de différentes
immunothérapies (inhibiteurs des points de controle, tels que anti-PD-1, anti-PD-L1 et
anti-CTLA-4) qui ont été montrées efficaces dans certains types de cancer, notamment le

cancer du poumon ou les mélanomes (1,116).
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Figure 16 - Le role des lymphocytes dans le développement du cancer et des métastases
(Adapté de Hiam-Galvez et al., 2021, Nature Reviews Cancer)

Les populations des cellules immunitaires circulantes ne sont pas altérées
seulement par la tumeur, mais aussi par les traitements. Les différentes thérapies
utilisées dans le traitement du cancer du sein, notamment les agents cytotoxiques,
pourraient perturber le systeme immunitaire. Par exemple, il a été montré que la CTNA
diminue, augmente ou ne change pas la quantité des lymphocytes T CD8+PD1+
circulants, chez les cancers HER2+, TN et RH+, respectivement (116,131). Dans le CSTN,
par exemple, la CTNA entraine le recrutement des lymphocytes T de la circulation
sanguine vers le MET. D’un autre c6té, la diminution des lymphocytes T CD8+ dans la
circulation sanguine post-CTNA chez les patientes atteintes de CSTN, est un facteur
prédictif de la survenue de la rechute métastatique (116). Il est donc important de
comprendre I'impact du traitement anti-cancéreux, afin d’administrer les traitements

susceptibles d’entrainer une réponse immunitaire antitumorale.
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Enfin, bien qu’elles ne soient pas considérées comme des cellules, les plaquettes
sont issues de ’hématopoiese et jouent un réle important dans I'inflammation. Elles sont
impliquées dans le développement du cancer par la production et la libération des
facteurs de croissance (132,133). Les facteurs de croissance sont aussi produits et
libérés par les cellules cancéreuses, afin de stimuler de maniére autocrine leur propre
dissémination et progression (134,135). D’'un autre co6té, les cellules cancéreuses
produisent des molécules inflammatoires, tels que IL-1, IL-3 et IL-6, induisant la
différenciation des mégacaryocytes en plaquettes (136). De plus, 'augmentation du
nombre de plaquettes entraine une coagulation intravasculaire disséminée et favorise le
développement des métastases dans plusieurs types de cancers, tels que digestifs,

pulmonaires, et prostatiques (137).

La combinaison des valeurs de certains de ces parametres permet d’obtenir
I'index de I'immunité et de I'inflammation systémique (SII). Il prend en compte le taux
sanguin des neutrophiles, plaquettes et lymphocytes (neutrophiles x
plaquettes/lymphocytes), et reflete I'état de I'immunité et de I'inflammation systémique.
Dans le cancer du sein, une méta-analyse récente a permis de montrer que
I'augmentation du SII était associée a une mauvaise SSR et SG (138). C’est pourquoi, il
est important d’étudier I'état général de I'immunité des patientes atteintes de cancer du
sein et de développer des biomarqueurs immunitaires prédictifs de la réponse aux
traitements. En approfondissant nos connaissances sur la relation entre le cancer et le
systéme immunitaire, nous pouvons proposer les meilleurs traitements selon les

besoins de chaque patiente.

L'immunothérapie

Les données nombreuses qui montrent la relation étroite entre le cancer et le
systéme immunitaire ont poussé les chercheurs a développer un autre type de
traitement contre le cancer, I'immunothérapie, qui est actuellement en plein essor. Elle
vise a « réveiller » le systéme immunitaire pour reconnaitre et combattre les cellules
tumorales. L'immunothérapie a déja montré son efficacité dans certains types de cancer
(poumon et mélanome) et actuellement plusieurs essais cliniques sont en cours pour

évaluer son efficacité dans le traitement du cancer du sein (123).
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Les cellules tumorales ont parfois recours a des protéines spécifiques, appelées
points de controle, qui sont fabriquées par les cellules du systéeme immunitaire, pour
éviter d’étre attaquées par celles-ci. Les inhibiteurs du point de controle immunitaire
(ICI) sont des médicaments qui bloquent ces protéines et permettent aux lymphocytes T
d’attaquer et de détruire les cellules cancéreuses. Les ICI sont des anticorps
monoclonaux qui trouvent un antigene spécifique a la surface des cellules cancéreuses et

qui s’y fixent.

Cependant, les ICI sont efficaces pour seulement 10-40% des patients atteints de
cancer, pour des raisons encore pas trés bien connues. Plusieurs méta-analyses
montrent que les femmes jeunes atteintes de cancer tendent a avoir un faible taux de
réponse a l'immunothérapie, par rapport aux autres populations (femmes agées,

hommes jeunes et agés) (1).

Dans le CSTN par exemple, les points de contréle PD-1 et PD-L1 sont impliquées
dans I'échappement des cellules cancéreuses au systeme immunitaire. L’utilisation des
inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 entraine la réactivation de la réponse immunitaire
antitumorale. L’ajout du pembrolizumab, un ICI, a la CTNA de type anthracyclines-
taxanes, a permis d’obtenir des taux tres élevés de pCR, pouvant aller jusqu’a 90% dans

certaines études (139).

En particulier, I'essai clinique KEYNOTE-522, évaluant I'ajout du pembrolizumab
(200mg) vs placebo a la CTNA de type paclitaxel + carboplatine, a mis en évidence un
taux significativement plus élevé de pCR chez les patientes atteintes de CSTN primitif
recevant du pembrolizumab (taux de pCR: 64.8% vs 51.2%, respectivement). De plus,
une tendance vers une meilleure SSE a 18 mois a été observée dans le groupe

pembrolizumab, sans pour autant étre statistiquement significative (140).

Actuellement, 'immunothérapie n’est pas utilisée dans la pratique courante pour
le traitement du cancer du sein. De nombreux essais cliniques sont en cours pour
évaluer des nouveaux médicaments qui pourraient jouer un réle important dans la prise

en charge des cancers du sein de tous les stades.
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1.2. LE CANCER DU SEIN TRIPLE NEGATIF

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est un sous-type agressif du cancer du sein
qui présente un taux élevé de rechutes métastatiques précoces, souvent fatales. Doté
d’'une grande hétérogénéité morphologique, clinique et génétique, il représente un vrai
défi en oncologie. C’est pourquoi, il est important d’élargir nos connaissances sur le
développement du CSTN, ses différents profils de rechutes, la réponse aux traitements et

les différents biomarqueurs prédictifs et pronostiques.

1.2.1. LES CARACTERISTIQUES DU CSTN
1.2.1.1. Les caractéristiques histologiques et moléculaires

Le CSTN est caractérisé par l'absence d’expression des récepteurs aux hormones
cestrogene (RO-: <1% de cellules tumorales marquées en IHC) et progestérone (RP-:
<1% de cellules tumorales marquées en IHC), ainsi que par I'absence de surexpression
du gene ERBBZ, responsable de la synthése de la protéine HER2 (HER2- : score 0 ou 1+
en IHC, ou absence d’amplification du gene ERBBZ par FISH) (141). En outre, les CSTN
ont tendance a étre de grade histologique élevé (grade SBR 2 et 3), d'une taille plus
importante et présenter des caractéristiques du phénotype basal-like, tels qu'une
activité mitotique importante, un index Ki67 élevé, un pléomorphisme cellulaire ou
encore une infiltration lymphocytaire du stroma. Tout comme les autres sous-types de
cancer du sein, les CSTN sont en majorité des adénocarcinomes invasifs non spécifiques.
On retrouve par ailleurs d’autres types histologiques, notamment des carcinomes

médullaires ou métaplasiques (142).

Les principales mutations génétiques des CSTN concernent les genes TP53 et
PIK3CA (143). Environ 10% des patientes atteintes d'un CSTN sont porteuses de
mutation dans le géne BRCA1, alors que plus de 75% des cancers BRCA1 muté sont de
phénotype triple négatif (144). La recherche des anomalies génétiques impliquées dans
le développement et la rechute du CSTN est essentielle pour le développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les études du transcriptome du CSTN attestent de la grande hétérogénéité de
cette maladie. Lehmann et al. ont mis en évidence six sous-types de tumeurs triple
négatives: basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2), immunomodulateur (IM),

mésenchymateux (M), mésenchymateux stem-like (MSL) et luminal avec récepteurs aux
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androgenes (LAR). Cette classification pourrait avoir des implications thérapeutiques et
cliniques importantes, puisque les études pré-cliniques ont déja montré différents taux
de pCR selon le sous-type TN, les BL1 étant les plus sensibles a la CTNA standard
(jusqu'a 50% de pCR), tandis que les BL2 et LAR rarement atteignent une réponse

pathologique complete (143).

De méme, les travaux de Curtis et al. sur la classification basée sur les CNAs,
avaient mis en évidence jusqu’'a 10 sous-types de cancer du sein, parmi lesquels ils ont
observé deux sous-groupe de CSTN, avec des caractéristiques et pronostics différents,

apportant ainsi des preuves supplémentaires quant a I'hétérogénéité du CSTN.

1.2.1.2. L’épidémiologie

Le CSTN représente 10-20% de tous les cancers du sein et touche principalement
les femmes jeunes de moins de 40 ans (139). Il est plus fréquent chez les femmes
d’origine africaine ou afro-américaine (145,146). Les travaux de plusieurs équipes
mettent en évidence une relation entre le surpoids et I'obésité chez les femmes pré-
ménopausées et la survenue d'un CSTN (145). Contrairement aux autres types de cancer
du sein pour lesquels la multiparité est un facteur protecteur, certaines études ont établi
un lien entre la multiparité et le risque du CSTN, tandis que l'allaitement reste un facteur
protecteur contre cette maladie (144,147). Les antécédents familiaux de cancer du sein

seraient un autre facteur de risque de survenue d'un CSTN (146,148).

1.2.1.3. Laréponse aux traitements

Malgré son agressivité et pronostic sombre, le CSTN est, en général, tres sensible
aux traitements cytotoxiques endommageant '’ADN, notamment a la CTNA (149). Le
taux de pCR suite a la CTNA comportant anthracyclines + taxanes se trouve entre 35% et
50% pour les patientes atteintes de CSTN, significativement plus élevé que les autres
types moléculaires de cancer du sein. De plus, les patientes atteintes de CSTN qui sont en
pCR apres la CTNA ont moins de risque de développer des rechutes métastatiques et ont
un meilleur pronostic, par rapport aux patientes qui présentent un résidu tumoral post-
CTNA (93,143). En outre, des essais cliniques récents montrent que les sels de platine,
notamment la carboplatine, administrés en combinaison avec la CTNA standard,

augmentent le taux de pCR dans ce groupe de cancer du sein (104-106).
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1.2.1.4. Le pronostic du CSTN

En raison des caractéristiques moléculaires qui limitent les stratégies
thérapeutiques, et en dépit du développement rapide de nouvelles thérapies, le CSTN
reste une maladie agressive avec un pronostic sombre. En effet, les rechutes
meétastatiques sont fréquentes apres les traitements initiaux. Elles concernent environ
35% de toutes les patientes avec un CSTN, un taux significativement plus élevé que les
autres sous-type de cancer du sein (150,151). Les rechutes métastatiques surviennent
majoritairement dans les trois ans apres les traitements initiaux, avec un pic d’incidence
a un an apres la fin des traitements, et tres rarement au-dela de cinq ans apres la fin des
traitements (Figure 17). En ce qui concerne la survie, les résultats obtenus par Liedtke
et al. montraient une SSR a 3 ans de 63% pour les CSTN, significativement différente du
taux de 76% pour les autres types de cancers du sein traitées par CTNA, tandis que les

taux de SG étaient de 74% versus 89% pour CSTN et non-CSTN, respectivement (141).
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Figure 17 - Taux de risque de la rechute métastatique du cancer du sein triple négatif (Source:
Dent et al. 2007, Clin Cancer Res.)

Une fois que la maladie évolue au stade métastatique, le pronostic est toujours

fatal, la SG médiane des patientes métastatiques étant inférieure a 15 mois (151-153).
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Les premiers sites atteints par les métastases du CSTN sont le systéme nerveux
central (SNC) et les poumons (153,154), les métastases osseuses et hépatiques étant
moins fréquentes (Figure 18). A partir de 5 ans apres le diagnostic, les os sont le site

principal de métastases du CSTN (150,154).
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Figure 18 - Taux de risque de rechute métastatique du CSTN selon le site de rechute (Source :
Pogoda et al., 2013, Medical Oncology)

D’apres les travaux de Dawood et al., la SG des patientes atteintes de métastases
cérébrales est inférieure a 3 mois et inférieure a 6 mois si le SNC est le premier site
meétastatique (152). Pogoda et al. ont rapporté une survie médiane de 3.5 et 9.8 mois
pour les patients atteints de métastases hépatiques et pulmonaires, respectivement

(150).

Néanmoins, toutes les patientes atteintes d’'un CSTN ne développeront pas de
métastases. Il est donc important de mettre en évidence des biomarqueurs fiables
permettant de déterminer le niveau de risque, et si possible, le profil de la rechute
métastatique de ces patientes, afin de mieux adapter les traitements pour prévenir la

survenue d’'une rechute a distance et/ou améliorer la survie.
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1.2.2. FACTEURS PREDICTIFS ET PRONOSTIQUES
1.2.2.1. Les parametres clinico-pathologiques
Actuellement, les principaux parameétres utilisés dans l'estimation du risque
métastatique et de la survie des patientes atteintes d’'un CSTN sont de nature clinico-
pathologique, tels que la taille de la tumeur et le nombre de ganglions lymphatiques

envahis par les cellules tumorales (155).

En effet, les tumeurs triple négatives de taille T1a/bNO ont tendance a avoir une
meilleure survie par rapport aux tumeurs TN plus volumineuses (156) et une survie
similaire aux autres sous-types moléculaires de la méme taille (157,158). Cependant,
des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux connaitre le CSTN de petite

taille et les biomarqueurs qui permettent d’évaluer son risque métastatique et la survie.

D’un autre coté, la présence de cellules cancéreuses dans les ganglions
lymphatiques est associée a une survie médiocre (159,160). Ceci est d’autant plus vrai
lorsque I'envahissement ganglionnaire persiste apreés la CTNA (161). La présence de
ganglions lymphatiques atteints par la maladie serait un indicateur du caractére invasif

et du potentiel métastatique de la tumeur.

L’obtention de la pCR apres la CTNA a été corrélée avec une meilleure survie chez
les patientes atteintes d’'un CSTN (92,95). Toutefois, toutes les patientes pCR ne sont pas
protégées contre la maladie métastatique, de méme fagon que toutes les patientes avec
un résidu tumoral post-CTNA ne rechutent pas. Le RCB serait un meilleur facteur
pronostique, surtout en combinaison avec d’autres biomarqueurs provenant du
microenvironnement immun tumoral, notamment le taux d’infiltration lymphocytaire

tumorale (162-164).

En effet, nous avons besoin de mieux comprendre la relation entre la tumeur et
I'immunité, non seulement locale, mais aussi systémique. Cette derniere décennie, de
nombreuses études ont mis en évidence le réle prédictif et pronostique de plusieurs
parametres qui refletent la réponse immunitaire dans le site tumoral et/ou la circulation
sanguine, dans plusieurs types de cancer. Malgré le nombre croissant des recherches sur
ces biomarqueurs, peu d’études ont été menées dans le CSTN, ou le besoin d’établir des

parametres prédictifs et pronostiques se ressent fortement. Dans le cadre de mon projet
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doctoral, je me suis particulierement intéressé aux cellules immunitaires circulantes,

aux plaquettes et aux lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs).

1.2.2.2. Leslymphocytes infiltrant la tumeur (TILs)

Les TILs correspondent a toutes les populations de lymphocytes qui infiltrent le
tissu tumoral, afin de reconnaitre et tuer les cellules cancéreuses. En temps normal, tres
peu de lymphocytes se trouvent dans le tissu mammaire sain (165). Leur présence
suggere qu'il existe un effet immunogéne du cancer du sein. En effet, des recherches
menées sur différents types de cancer ont montré que les mutations et l'instabilité
génétique des tumeurs donnaient lieu a la production d’antigenes reconnaissables par le
systéme immunitaire, ce qui entrainait un recrutement des lymphocytes vers le site
tumoral. Dans le cancer du sein, les sous-types TN et HER2+ présentent plus de
mutations que les tumeurs luminales, ce qui pourrait expliquer le taux supérieur de TILs
chez ces sous-types par rapport aux tumeurs luminales. Dans le MET mammaire il s’agit
souvent de lymphocytes T CD4+ et/ou CD8+ (139). D’autres populations, tels que les
lymphocytes B- et NK se trouvent en quantité plus faible (166).

Les lymphocytes T CD8+ jouent un role majeur dans la mort des cellules
cancéreuses par la libération des IFN-y, tandis que leur activation et maturation sont
meédiées par les cellules CD4+ et les antigenes produits par les cellules dendritiques

(165).

Ces cinqg dernieres années, de nombreuses études aussi bien rétrospectives que
prospectives ont bien démontré que la présence de TILs en grande quantité est associée
a une meilleure réponse aux traitements cytotoxiques et une meilleure survie, dans

plusieurs types de cancer, y compris le CSTN (127).

Dans le cadre néoadjuvant, les TILs sont considérés comme un biomarqueur
fiable de la pCR. En 2010, Denkert et al. ont présenté les résultats de deux cohortes
(GeparDuo et GeparTrio) sur plus de 1000 patientes atteintes de cancer du sein traitées
par CTNA de type anthracyclines-taxanes, montrant clairement une relation entre la
présence de TILs et le taux de pCR (167). De plus, la CTNA avec son effet cytotoxique,
favorise I'attraction des lymphocytes vers le site tumoral, par la destruction des cellules

cancereuses, dont le contenu est reconnu par les cellules immunitaires (168).
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Dans le cadre adjuvant, plusieurs essais cliniques ont établi un lien entre la
présence de TILs en grande quantité sur le résidu tumoral post-CTNA et un meilleur
pronostic pour le CSTN (169,170). Dieci et al. montrent une réduction relative du risque
de métastase de 21% pour chaque incrément de 10% de TILs sur la piece opératoire
post-CTNA dans le CSTN (169). D’autres études ont montré des résultats similaires

(171-173). Une synthese des principales études évaluant le réle prédictif et pronostique

des TILs sur le CSTN est montrée dans le Tableau 10.

Tableau 10 - Synthese de plusieurs études évaluant TILs en tant que biomarqueur prédictif et

Etude (auteur,

année)

Type de

traitement

pronostique dans le CSTN

Caractéristiques de I'étude

Résultats de I’étude

Adams, 2014 (174) | Chirurgie 481 échantillons, prospectif, TILs 18% et 19% de réduction du risque
premiere comme variable continue de rechute et de déces,
respectivement, pour chaque
incrément de 10% de TILs
Asano, 2018 (175) | CTNA 61 patients, TILs évalués au Taux de pCR élevé dans le groupe
(anthracyclines | diagnostic TILs élevés, p=0,013
- taxanes) TILs élevé > 10% SSR et SG plus longue dans le groupe
TILs bas < 10% TILs élevés, p=0,001
Pruneri, 2016 Chirurgie 647 patients, TILs comme variable | 11% (p=0,005) et 17% (p<0,001) de
(173) premiére * continue réduction du risque de rechute et de

Docétaxel +

déces, respectivement, pour chaque

Methotrexate incrément de 10% de TILs
Luen, 2019 (96) CTNA 375 patients avec résidu tumoral TILs élevés corrélés a une meilleure
(anthracyclines | post-CTNA, TILs évalués sur la SSR et SG (p<0,001)
- taxanes) piéce opératoire TILs élevés corrélés a une meilleure
TILs élevé > 20% SSR et SG dans le groupe RCB 11
Loi, 2014 (172) Chirurgie 145 patients avec CSTN primitif 13% de réduction du risque de
premiere TILs comme variable continue métastase a distance pour chaque
incrément de 10% de TILs (p=0,02)
Krishnamurti, Chirurgie 157 piéces opératoires, Corrélation positive entre le taux de
2017 (176) premieére TILs évalués comme intervalles : TILs et la SG (p=0,0354) et la SSR
<5%, 5-10%, 11-50%, >50% (p=0,0314)
Dieci, 2014 (169) CTNA 278 patients avec résidu tumoral 21% de réduction du risque de

post-CTNA, TILs évalués sur la
piece opératoire,

TILs comme variable continue et
binaire

TILs élevés > 60%

métastase et de déces pour chaque
incrément de 10% de TILs (p<0,001)
SSM a 5 ans 81,5% et 46% pour TILs
élevés et bas, respectivement
(»=0,0019)

SG a5 ans 91% et 55% pour TILs
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élevés et bas, respectivement

(p=0,0017)
Denkert, 2018 CTNA 906 patients, 50% de pCR pour TILs élevés (60-
(177) TILs comme variable continue et 100%) contre 31% de pCR pour les
catégorielle deux autres groupes (p<0,0001)
0-10%, 11-59% et 60-100% TILs corrélé a une meilleure SSR
Ruan, 2018 (178) CTNA 166 biopsies de diagnostic, Corrélation positive entre le taux de

TILs exprimés par incréments de TILs et le taux de pCR (p=0,0001)
10%

Malgré la validation de ce biomarqueur par plusieurs laboratoires et études,
I’évaluation des TILs ne fait pas encore partie de la pratique clinique de routine de la
prise en charge du cancer du sein, en raison de la nécessité d'un pathologiste spécialisé
et de la présence d’'un risque d’erreur inhérent. Afin d’éviter ces erreurs, un groupe de
travail composé d’experts sur I'évaluations des TILs (Immuno-Oncology International
TILs Working Group) a développé des recommandations pour harmoniser les méthodes

d’évaluation des TILs sur les tissus mammaires (179,180).

Dans le cadre de mon projet doctoral, je me suis intéressé particulierement aux
biomarqueurs circulants, notamment aux cellules sanguines (neutrophiles,
lymphocytes), aux plaquettes et aux rapports entre eux, afin de déterminer si ces
parametres pourraient apporter des informations supplémentaires aux celles des TILs,
voire les remplacer dans la prédiction de la réponse a la CTNA du CSTN et de la survie

sans rechute métastatique.

1.2.2.3. Les facteurs circulants

La recherche de biomarqueurs immunitaires dans le CSTN doit s’étendre au-dela
du MET. En effet, les cellules immunitaires périphériques jouent un réle crucial dans la
réponse immunitaire contre le cancer, soit en la renforcant, soit en engendrant une
immunosuppression (116). De plus, une recherche menée par Wu et al. portant sur le
séquencage d’ARN des différentes populations de lymphocytes infiltrants et circulants,
dans plusieurs types de cancers, a mis en évidence I’expansion clonale des lymphocytes
périphériques, entrainant une infiltration de la tumeur par ces populations de
lymphocytes. Cette étude montrait que les lymphocytes infiltrants la tumeur étaient
remplacés continuellement par des lymphocytes venant de la circulation périphérique et

des tissus sains. De plus, 'expansion clonale des lymphocytes périphériques variaient
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d’un patient a I'autre, ce qui pourrait expliquer la variabilité d'infiltration tumorale et de
la réponse clinique qui en résulte. L’identification des clones de lymphocytes dans la
circulation sanguine par une « biopsie liquide » pourrait apporter plus d’informations

sur les populations de TILs (181).

Les cellules circulantes (neutrophiles, lymphocytes, monocytes) et les plaquettes
sont des biomarqueurs émergeants, étudiés dans la prédiction de la réponse aux

traitements et de la survie dans plusieurs types de cancer.

Par exemple, les travaux de Soyano et al. sur 157 patients atteints d'un cancer du
poumon non a petites cellules et traités par des inhibiteurs de la protéine PD-1
(Programmed Death Protein 1) tels que le nivolumab ou le pembrolizumab, ont mis en
évidence une corrélation significative entre plusieurs parametres sanguins et la SSR et la
SG a 12 mois. En effet, un NLR (neutrophil-to-lymphocyte ratio) < 5.9 et un taux de
monocytes 2 0.63x10° cellules/L étaient associés a une plus longue SG et SSR, tandis que
le MLR (monocyte-to-lymphocyte ratio) et le taux de neutrophiles inférieurs a 11.3 et

7.5x10° cellules/L respectivement, étaient associés a une meilleure SG (166).

En outre, une méta-analyse récente sur différents cancers urologiques, montre
que le NLR élevé est prédictif d'une mauvaise SSR et SG dans le cancer de la prostate, du
rein et de la vessie (182). De nombreuses recherches mettent en évidence des résultats
similaires sur le cancer du pancréas (183), de '’endometre (184), du foie (185) et ORL

(186).

Les parametres de la formule sanguine ont également été étudiés dans le cancer
du sein. Une étude francaise menée sur 280 patientes traitées par CTNA de type
anthracyclines-taxanes pour un cancer du sein, a montré qu’'un taux faible de
neutrophiles (< 1.5x107 cellules/L) et un PLR (platelet-to-lympohcyte ratio) élevé (=
150) avant les traitements étaient tous les deux corrélés a un risque élevé de rechute

(p<0.001 et p=0.012 respectivement en analyse multivariée) (187).

De plus, Van Berckelaer et al. ont établi une corrélation entre les parametres
sanguins avant la mise en route des traitements et le pronostic, chez 127 patientes
atteintes d’un cancer du sein inflammatoire. En effet, un NLR > 4 serait associé a une

mauvaise SG (p=0,01), avec une survie médiane de 5,54 ans pour le groupe NLR bas vs
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2,17 ans pour les patientes avec NLR élevé. De plus, un PLR <210 serait corrélé a une

meilleure SSR (p=0,018) (188).

Des recherches ont également été réalisées sur le CSTN. Azab et al. ont étudié les
parametres sanguins avant la CTNA sur 125 femmes atteintes d'un CSTN de stade 1-3.
IIs ont montré une mauvaise SG et SSR pour les patientes dans le groupe NLR élevé
(NLR=22 ; p<0,0001) (189). De nombreuses autres équipes ont présenté des résultats qui

vont dans le méme sens (190-195).

La plupart des données dans la littérature suggere un role prédictif du NLR. Or, le
rapport plaquettes/lymphocytes (PLR) est un autre parametre qui a été étudié dans le
cancer du sein et qui serait un marqueur intéressant de la réponse aux traitements et de
la survie. Cependant, les recherches sur le PLR dans le CSTN ont été réalisées sur un
nombre limité de patients, souvent ne permettant pas de conclure a une corrélation avec
le pronostic dans ce type de cancer. D’apres les travaux d’Asano et al. un PLR < 150
serait corrélé a un taux supérieur de pCR (p=0,019) chez 177 patientes atteintes d’'un
cancer du sein, traitées par CTNA, parmi lesquelles 61 présentaient un CSTN (196). Le
méme seuil a été utilisé par Cuello-Lopez et al. qui ont montré une relation avec le taux
de pCR chez 272 patientes avec un cancer du sein, mais aucune relation n’a été observé
chez les 62 patientes CSTN de la cohorte (132). Des résultats similaires ont été obtenus
par différents équipes, montrant la corrélation entre le PLR élevé et la survie plus courte

chez les patientes atteintes d’un cancer du sein (187,197-199).

Des recherches ont également été menées sur I'Index de l'immunité et de
I'inflammation systémique (SII). Ce parametre qui reflete 1'équilibre des cellules
immunitaires dans la circulation sanguine, a été étudié dans plusieurs types de cancers.
Il est calculé en multipliant le nombre absolu de neutrophiles et de plaquettes, divisés
par le nombre absolue de lymphocytes (SII = neutrophiles x plaquettes/lymphocytes).
L’étude menée par Chen et al. sur 262 patientes traitées par CTNA de type
anthracyclines-taxanes pour un cancer du sein, dont 67 présentaient un CSTN, a montré
qu’'un SII inférieur a 0.85x10° cellules/L était associé a une meilleure SSR et a une SG

plus longue (200).

Contrairement aux TILs, ces biomarqueurs circulants sont faciles a obtenir et a

évaluer en routine. Ils pourraient représenter une alternative plus rapide et moins chere
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que les biomarqueurs tissulaires. Toutefois, les seuils de NLR, PLR etc. utilisés dans la
littérature pour définir les populations de bon pronostic ou non, sont différents d’une
étude a l'autre. De plus, davantage d’études doivent étre réalisées dans le CSTN. Une
synthese des caractéristiques des principales recherches ayant montré un role prédictif
des cellules immunitaires circulantes dans le cancer du sein, est présenté dans Annexe

4.

1.2.2.4. Autres biomarqueurs circulants
I est important d’identifier des biomarqueurs de tumeur résiduelle
microscopique apres les traitements locaux et systémiques du cancer du sein, et
notamment du CSTN. La présence de ’ADN tumoral circulant (ADNtc) dans le plasma
apres les traitements pourrait indiquer que des cellules tumorales continuent a étre
présentes dans l'organisme. Ces cellules tumorales pourraient avoir un potentiel

métastatique a distance et/ou de rechute dans le sein traité.

La recherche de 'ADNtc est basée sur le principe que ’ADN tumoral contient des
mutations somatiques, présentes uniquement dans I’ADN des cellules tumorales et non
dans ’ADN des cellules saines d’'un organisme. Les mutations présentes dans certains
genes de I'’ADN tumoral sont identifiées a partir du tissu tumoral prélevé lors de la
biopsie ou de la chirurgie, fixé au formol et inclus en paraffine. La détection de ces
mutations se fait par séquencage (201). Ensuite, 'ADN circulant est extrait du plasma et
la technique de PCR (polymerase chain reaction) permet d’amplifier la région de '’ADN
mutée, correspondant a I’ADN tumoral identifié sur le tissu, afin de le quantifier. Les
techniques de PCR et de séquencage dont on dispose aujourd’hui permettent de détecter
I’ADNtc a des tres faibles concentrations et de l'amplifier, afin de rechercher une

mutation donnée (202).

L’ADN circulant est libéré par toutes les cellules, tumorales ou non. Il a été
montré cependant, que le taux d’ADN circulant est significativement plus important chez
les patients atteints d'un cancer que chez les individus sains (203). Ce taux est encore

plus important chez les patients présentant des métastases (204,205).

L’ADNtc a été utilisé dans plusieurs études pour surveiller I'évolution de
plusieurs cancers solides, mais peu d’études ont été menées sur le cancer du sein.

Dawson et al. avaient montré que 'ADNtc présente une meilleure sensibilité que les
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autres biomarqueurs circulants, dans la détection de la maladie métastatique du cancer
du sein (206). L’analyse intermédiaire de 1’essai EBLIS, mené par Coombes et al. sur 49
patientes atteintes d’un cancer du sein non métastatique, a montré un taux de détection
de I'’ADNtc de 89% chez les patientes ayant rechuté, et de 100% chez les patientes
atteintes d’'un CSTN et ayant rechuté. De plus, 'ADNtc a été détecté dans le plasma

environ 200 jours avant la détection de la rechute par les techniques d’imagerie (207).

L’ADNtc pourrait devenir un outil clinique qui aiderait les cliniciens a proposer
des traitements adjuvants et un suivi particulier aux patientes qui présentent un risque
élevé de rechute. Cependant, cet outil serait différent et propre a chaque patient, en
fonction des mutations identifiées dans la tumeur. Il pourrait étre d’'un grand intérét
pour prédire la réponse a la chimiothérapie de premiere ligne et la survie chez les

patientes métastatiques, atteintes d'un cancer du sein (204).

D’autres éléments circulants, tels que les protéines circulantes dans le sang
pourraient avoir un role prédictif et pronostic dans plusieurs cancers, y compris le
cancer du sein. Il serait sans doute intéressant de combiner plusieurs marqueurs
tissulaires, circulants et génétiques pour établir un marqueur composite, fiable dans la
prédiction de la réponse aux traitements et de la rechute, chez les patientes atteintes

d’un CSTN.
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2. RECHERCHE DE BIOMARQUEURS PREDICTIFS ET PRONOSTIQUES
DANS LE CSTN

Le premier axe de mon projet doctoral a été focalisé sur la recherche de
biomarqueurs circulants prédictifs et pronostiques dans le CSTN. Je me suis intéressé
particulierement aux parametres dérivés de la formule sanguine, notamment les taux de
neutrophiles, lymphocytes, plaquettes et les différents rapports entre eux, tels que NLR
et PLR. Au vu des nombreux résultats présentés dans la littérature démontrant I'intérét
de ces parametres circulants dans plusieurs types de cancer, et la validation de la
quantité de TILs comme un biomarqueur fiable dans le CSTN, nous avons souhaité
déterminer si les parameétres circulants pourraient apporter des informations
supplémentaires aux celles obtenues par la quantification des TILs, voire les remplacer
dans la prédiction de la réponse a la CTNA du CSTN et de la survie sans rechute

métastatique. Plus précisément, nos hypotheéses étaient les suivantes :

Les parameétres NLR, PLR, neutrophiles et/ou plaquettes au diagnostic sont des
biomarqueurs prédictifs de la réponse a la CTNA, du risque de rechute métastatique et

de la survie sans rechute métastatique, dans le CSTN.

La quantité de TILs, évaluée sur la biopsie de diagnostic est un biomarqueur
prédictif de la réponse a la CTNA, du risque de rechute métastatique et de la survie sans

rechute métastatique, dans le CSTN.

Il existe une corrélation entre le taux sanguin de neutrophiles ou plaquettes, ou
entre le NLR et le PLR et la quantité de TILs sur la biopsie tumorale effectuée avant le

traitement néoadjuvant.

Afin de tester nos hypotheéses, nous avons analysé les données de 120 patientes
atteintes d’'un CSTN et traitées par CTNA au Centre Jean PERRIN (CJP). Ces données ont
été extraites de la base de données des CSTN du CJP.
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2.1.  LES OBJECTIFS

L’objectif principal de cette recherche était de déterminer si les parametres NLR,
PLR, neutrophiles et/ou plaquettes au diagnostic sont des meilleurs biomarqueurs

prédictifs de la réponse a la CTNA que le taux de TILs au diagnostic, dans le CSTN.
Les objectifs secondaires de cette recherche étaient les suivants :

e Déterminer si les parameétres NLR, PLR, neutrophiles et/ou plaquettes au
diagnostic sont des meilleurs biomarqueurs prédictifs du risque de
rechute métastatique que le taux de TILs au diagnostic.

e Déterminer si les parameétres NLR, PLR, neutrophiles et/ou plaquettes au
diagnostic sont des meilleurs biomarqueurs prédictifs de la survie sans

rechute métastatique que le taux de TILs au diagnostic.

2.2. LA BASE DE DONNEES DU CSTN

Au Centre Jean PERRIN, nous avons créé une base de données (BD) répertoriant
tous les cas de CSTN diagnostiqués et/ou traités au centre depuis 2008. Elle est mise a
disposition de plusieurs utilisateurs pour la saisie, la mise a jour et la recherche. En
juillet 2021, la BD compte 776 cas de CSTN primitifs ou de cancers du sein ayant
développé au moins une fois une tumeur triple négative pendant leur prise en charge

et/ou suivi.

Depuis sa conception, plusieurs étudiants ont participé a 'alimentation de cette
BD, qui recensait 417 cas en octobre 2018. Tout au long de mon projet doctoral, j’ai été
chargé de la gestion de la base, a savoir le transfert dans un support sécurisé et plus
simple d’utilisation, la mise a jour de tous les cas existants, la saisie de nouveaux cas de

CSTN et la formation de nouveaux utilisateurs.

Cette BD est enregistrée dans le registre CNIL (Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés) de I'établissement sous la référence « Ref-2018-08 ».
Toutes les patientes, dont les données sont rentrées dans notre BD, en ont été informées
et ne s’y sont pas opposées. Concernant les recherches dans le cadre de mon projet
doctoral, un avis éthique consultatif favorable a été obtenu le 18 janvier 2021 par le
Comité d'éthique des Centres d'Investigation Clinique de la région Rhone-Alpes-

Auvergne (numéro IRB 5921).
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2.2.1. DONNEES RECUEILLIES

Des données cliniques et biologiques des patientes sont recueillies a partir des
documents sources (comptes rendus d’examens, de consultations etc.) et saisies dans la
BD de fagon structurée et avec le moins de redondance possible. Seules les données
nécessaires a la recherche de facteurs pronostiques et prédictifs du CSTN sont
recueillies. Elles sont regroupées par « étape » de la prise en charge du CSTN (diagnostic,
traitements néoadjuvants, chirurgie, traitements adjuvants et rechutes/progressions,

Figure 19).
Les données sur le diagnostic du cancer du sein :

e Date du diagnostic

e Type histologique (canalaire / lobulaire / autre)
e Grade SBR (Scarff-Bloom-Richardson)

e Expression des RH, HERZ2, Ki67

e (lassification TNM clinique

e Statut ménopausique au diagnostic

¢ Les mutations constitutionnelles et somatiques des génes BRCA1 et 2
Les données sur les traitements néoadjuvants :

e Le protocole de CTNA (si applicable)

e Autres traitements néoadjuvants, si applicable (hormonothérapie,
thérapies ciblées, etc.)

e Radiothérapie (RT) néoadjuvante (si applicable)

e Progression de la maladie sous les traitements néoadjuvants
Les données sur la chirurgie et la piece opératoire :

e Date de la chirurgie

e Type de chirurgie (conservatrice/non conservatrice, premiere
intention/post-CTNA)

e Taille de la tumeur sur la piece opératoire

e Recherche du ganglion sentinelle et/ou curage ganglionnaire

e Type histologique (canalaire/lobulaire/autre) du résidu tumoral
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e Grade SBR
e Expression des RH, HER2, Ki67
e Laréponse aux traitements néoadjuvants (si applicable) :
o pCRounon
o Classification selon Chevallier, Sataloff, RCB, pTNM, ypTNM

o Nombre de ganglions lymphatiques envahis
Les données sur les traitements adjuvants :

e Le protocole de chimiothérapie adjuvante (si applicable)
e Radiothérapie adjuvante

e Autres traitements, si applicables (hormonothérapie, thérapie ciblée)
Les données sur la rechute et/ou la progression du cancer du sein :

e Date de la rechute/progression

e Type de rechute (locale/controlatérale/métastatique)

o Type moléculaire de la rechute (Luminal A/B, HER2+, TN), si déterminé
e Localisation des métastases (si applicable)

e Les traitements recus pour la maladie métastatique et leur durée
Les données sur la numération de la formule sanguine :

e Date du bilan biologique (diagnostic, avant la chirurgie, avant la RT, 6 mois
apres la fin de la RT, 12 mois apres la fin de la RT et au moment de la
premiere rechute)

e Taux de leucocytes, neutrophiles, lymphocytes, éosinophiles, basophiles,

monocytes et plaquettes
Autres données :

e (Cancer concomitant (autre que cancer du sein) et/ou antécédent de cancer
(cancer du sein ou autre cancer)
o Date de diagnostic

o Traitements recus
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Figure 17 - (A) Les différents types de données recueillies dans la BD (RT : radiothérapie). (B)
Les différents bilans biologiques sanguins saisis dans la BD (RT : radiothérapie ; CTA :
chimiothérapie adjuvante ; * si applicable).

2.2.2. MISE A JOUR DE LA BD ET SAISIE DES NOUVEAUX CAS

La premiere étape dans la gestion de la BD concernait son transfert dans le
logiciel EnnovClinical, un support couramment utilisé internationalement pour les
cahiers d’observation (CRF: case report form) des essais thérapeutiques. Ce logiciel
présente plusieurs avantages: il est sécurisé, simple d’utilisation et accessible a
distance. Il permet également de suivre I'avancement de la saisie des dossiers et de

tracer les modifications.

En collaboration avec la gestionnaire de données du Centre Jean PERRIN, j’ai
rédigé les différents documents et trames nécessaires a la création de l'interface de la
BD et j'ai mis en forme les données extraites, afin de faciliter leur transfert dans le
nouveau logiciel (Figure 20). Au moment du transfert, 417 cas de CSTN sur la période

2008 - 2015 étaient répertoriés dans la BD.
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REPONSE AUX TRAITEMENTS NEOADJUVANTS
1 Réponse pathologique compléte ? Oui / Non [ NC / NA MNon ~
2 Réponse selon Chevallier 1/2/374/NC |3—v‘
3 Réponse selon Sataloff (T) AfB/C/D/NC
4 Réponse selon Sataloff (N) AfBJC/D/NC IB—V‘
5 Taille du résidu {mm)
6 Taille du résidu n*2 (mm) |_|
7 [sstormatgon o e e
8 | Résidu ganglionnaire (ypN) ‘;I::NWWNI /YpN2 [ ypN3 fypN3a/ | v
] RCB - Residual Cancer Burden (Symmans) [0/1/2/3 /NC MNon connu w
10 | Nombre de ganglions préleves
11 | Nombre de ganglions envahis |U_|
12 | Ganglion sentinelle envahi ? Qui / Non / NC |

Figure 20 - Exemple d'une page de recueil des données sur la réponse aux traitements
néoadjuvants

Avant la saisie des cas de CSTN diagnostiqués et/ou traités au CJP a partir de
I'année 2016, il était important de mettre a jour les données existantes. Ainsi, j’ai revu
tous les dossiers afin de (1) vérifier 1’éligibilité des patientes déja saisies et identifier les
cas qui ne respectaient pas les criteres de la BD, (2) de mettre a jour les données

manquantes et (3) de saisir les données de la numération de la formule sanguine (NFS).

Enfin, la saisie des nouveaux cas concernait les patientes diagnostiquées avec un
CSTN primitif ou qui présentaient une rechute de type moléculaire triple négatif d'un
cancer du sein entre janvier 2016 et décembre 2019 au CJP. Au total, 295 nouveaux cas

ont été saisis pour cette période.

Soixante-quatre cas sur l'année 2020 ont été saisis dans la BD par Manon

BARAILLE, étudiante en Master 2, stagiaire au CJP, sous ma supervision.
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2.3. PATIENTS ET METHODES

2.3.1. LES CRITERES DE SELECTION DES PATIENTES

Notre recherche de facteurs prédictifs et pronostiques a porté sur les cellules
périphériques circulantes et les TILs. Elle a été réalisée rétrospectivement sur la BD des
CSTN, pour la période 2008 - 2019. La sélection des patientes a été faite selon les trois

criteres suivants :

1. CSTN (RH<10%, HER2- par hybridation in situ), histologiquement prouvé,
non métastatique au diagnostic
2. Traitement par CTNA de type anthracyclines-taxanes seulement (pas de
RT néoadjuvante, pas d’autres types de médicament dans le schéma)
3. Résultats de la NFS disponibles avant les traitements
2.3.2. LES BILANS SANGUINS
Les bilans sanguins permettant d’obtenir les résultats de la NFS ont été réalisés
dans le laboratoire associé au CJP (le laboratoire d’hématologie du Centre de biologie du
CHU Gebriel Montpied de Clermont-Ferrand), la veille de 'administration de la premiere
cure de CTNA. NLR a été défini comme le rapport entre le nombre absolu de
neutrophiles (nombre de cellules x 1012/L) sur le nombre absolu de lymphocytes
(nombre de cellules x 1012/L). PLR a été défini comme le rapport entre le nombre absolu
de plaquettes (nombre de plaquettes x 1012/L) sur le nombre absolu de lymphocytes
(nombre de cellules x 1012/L).

2.3.3. L’ANALYSE HISTOPATHOLOGIQUE
L’analyse par IHC des biopsies et des pieces opératoires a permis de définir le

statut triple négatif (RH < 10% ; statut HER2 négatif par hybridation in situ).

La pCR a été définie comme l'absence de toute tumeur invasive (ypTO) ou
présence d’adénocarcinome in situ seulement (ypTis) dans le sein, absence

d’envahissement ganglionnaire (ypNO) et absence de métastases (ypMO0), apres la CTNA.
Dans le cadre de mes travaux, nous avons classé les patientes en deux groupes :

Groupe 1 : résidu tumoral absent ou petit. Ce groupe comprenait les patientes avec une
PCR ou un résidu tumoral de petite taille, sans envahissement ganglionnaire (ypTO

ypNO, ypTis ypNO, ypT1a ypNO et ypT1b ypNO).
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Groupe 2: ce groupe comprenait toutes les autres patientes, a savoir, petit résidu
tumoral avec envahissement ganglionnaire (ypN+) et gros résidu tumoral (= ypTlc)

quel que soit le statut ganglionnaire.

2.3.4. L’EVALUATION DES TILS

L’évaluation de la quantité de TILs sur la biopsie de diagnostic a été réalisée par
la Dre Myriam KOSSAI (pathologiste au sein du CJP) et Mlle Nathalie LACRAMPE
(interne en médecine), selon les recommandations de l'International Immuno-Oncology
TILs Working Group (www.tilsinbreastcancer.org). Dans l'analyse statistique, les TILs
ont été évalués non seulement comme une variable continue, mais aussi binaire, selon

différents seuils (5%, 10%, 30%, 50%).

2.3.5. LES ANALYSES STATISTIQUES

L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel R, version 3.6.1 (R-Project,
GNU GPL, http://cran.r-project.org/). Pour l'analyse descriptive, chaque variable
d’intérét a été exprimée par des résumés statistiques classiques et des représentations
graphiques. Les variables catégorielles ont été présentées par les effectifs et les taux

associés des modalités de chaque variable.

Les tableaux des variables continues comprennent: le nombre des valeurs
disponibles pour chaque variable (n), des mesures de tendance centrale (moyenne et
médiane), des mesures de dispersion (écart-type et intervalle interquartile), les valeurs

maximales et minimales, la valeur p, I'intervalle de confiance (IC 95%).

Pour l'analyse inférentielle nous avons utilisé le seuil de significativité
conventionnel de 0.05. Pour évaluer la relation entre deux variables catégorielles nous
avons utilisé la matrice de contingence et le test exact de Fisher, tandis qu’entre une
variable continue et une variable catégorielle nous avons utilisé le test de Wilcoxon-
Mann-Whitney ou le test de Student, ainsi que la courbe ROC. La relation entre une
variable continue et la MFS a été investiguée par le modele de régression de Cox et la

courbe ROC dépendante du temps.
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2.4. RESULTATS OBTENUS

Parmi les 712 cas de CSTN saisis dans la BD au moment de notre analyse, nous
avons identifié 237 cas de CSTN primitifs, traités par CTNA. Aprés élimination de 27 cas
de cancer métastatique d’emblée, 31 cas non traités par CTNA de type anthracyclines-
taxanes, 15 cas traités par RT néoadjuvante et 44 cas dont les données de la NFS au
diagnostic n’étaient pas disponibles, nous avons obtenu 120 cas de CSTN analysables

(Figure 21).
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Figure 21 - Flowchart de la sélection des patientes analysées
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2.4.1. LES CARACTERISTIQUES DES PATIENTES

Les principales caractéristiques des patientes sont présentées dans le Tableau

11. Pour une description plus détaillée des caractéristiques, voir Annexe 5.

Tableau 11 - Les principales caractéristiques des patientes analysées

Variable N (%)

Age médian (années) 56 (28 - 86)
> 50 ans 79 (65.8%)
<50ans 41 (34.2%)

Type histologique au diagnostic
Carcinome canalaire infiltrant
Carcinome canalaire infiltrant + in situ

98 (81.7%)
21 (17.5%)

Carcinome lobulaire infiltrant + in situ 1 (0.8%)
Grade SBR sur la biopsie de diagnostic

1 4 (3.3%)

2 48 (40%)

3 66 (55%)

Non connu 2 (1.7%)
Ki67 53.8 +28.8

<20% 17 (14.5%)

>20% 100 (85.5%)
Classification TNM clinique

T1 30 (25%)

T2 70 (58.3%)

T3 13 (10.8%)

T4 5 (4.2%)

Tx 2 (1.7%)
Cancer du sein inflammatoire 5 (4.2%)

Envahissement ganglionnaire

NO 69 (57.5%)
N1 35 (29.2%)
N2 4 (3.3%)
N3 3 (2.5%)
Nx 9 (7.5%)
pCR 34 (28.3%)

Classification TNM pathologique post-CTNA

ypT1la ypNO 16 (13.3%)
ypT1b ypNO 8 (6.7%)
ypTO/Tis ypN>0 8 (6.7%)
ypT1laypN>0 3 (2.5%)
ypT1b ypN>0 3 (2.5%)
ypT1lc ypNO 17 (14.2%)
ypT1lc ypN>0 6 (5%)
ypT=2 ypNO 7 (5.8%)
ypT=2 ypN>0 18 (15%)
Rechute métastatique 24 (20%)
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Le suivi médian des patientes était de 46 mois [IC 95% (37 - 55)]. L’age médian
au diagnostic était de 56 ans, et environ deux tiers des patientes avaient plus de 50 ans.
La quasi-totalité des patientes (99.2%) présentait un carcinome canalaire infiltrant,
associé a un carcinome in situ pour 21 (17.6%) d’entre elles. La majorité des tumeurs
était de grade histologique intermédiaire ou élevé (40% et 55%, respectivement). Les
tumeurs de taille T2 étaient les plus fréquents (58.3%), tandis que 69 patientes (57.5%)

ne présentaient pas d’envahissement ganglionnaire au diagnostic.

ATissue de la CTNA, 34 patientes (28.3%) étaient en pCR. Vingt-quatre patientes
présentaient un petit résidu tumoral (16 patientes avec ypT1a ypNO et 8 patientes avec
ypT1b ypNO). Ainsi, 58 patientes appartenaient au Groupe 1 et 62 patientes au Groupe
2. Parmi les 120 patientes analysées, 24 (20%) d’entre elles ont développé des

métastases.

2.4.2. TILS ET LEUR ASSOCIATION AVEC LA PCR

Les données des TILs étaient disponibles pour 98 (81.7%) patientes de notre
cohorte et ont été évalués sur la biopsie de diagnostic du CSTN. La moyenne et la
médiane des TILs étaient de 17.1% et de 10%, respectivement, tandis que la valeur

maximale observée était de 80%.

Parmi les 98 patientes dont les données de TILs étaient disponibles, 31 (31.6%)
d’entre elles étaient en réponse pathologique complete apres la CTNA. Nous avons pu
montrer que les patientes ayant obtenu une pCR présentaient un taux plus élevé de TILs
sur la biopsie (p=0.043). De plus, les patientes avec un taux de TILs =2 12.5% au
diagnostic (TILs évalué en tant que variable continue) avaient 2 fois plus de chance
d’obtenir une pCR a l'issue de la chimiothérapie, par rapport aux patientes dont le taux
d’infiltration lymphocytaire tumorale était < 12.5% (taux de pCR: 43.5% vs 21%,
respectivement, p=0.029, Tableau 12, Figure 22).

Tableau 12 - Taux de pCR selon les différents seuils de TILs (12.5% pour variable continue et

30% pour variable binaire).

TILs 212.5% TILs<12.5% TILs=30% TILs <30%

pCR 20 (43.5%) | 11 (21%) 14 (53.9%) | 17 (23.6%)
Non-pCR 26 (56.5%) | 41 (79%) 12 (46.1%) | 55 (76.4%)
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Figure 22 - Association entre TILs a la biopsie de diagnostic et le pCR. (A) Les patientes pCR
présentent un taux plus élevé de TILs a la biopsie (p=0.043). (B) La courbe ROC montrant que le
seuil de 12.5% de TILs permet de discriminer entre les patientes pCR et non-pCR.

Lorsque les TILs ont été évalués en tant que variable binaire (élevé vs bas, selon
les différents seuils définis), seulement le seuil de 30% permettait d’obtenir une
différence significative du taux de pCR. En effet, les patientes avec un taux de TILs = 30%
au diagnostic présentaient un taux plus élevé de pCR, par rapport aux patientes dont les
TILs étaient < 30% (taux de pCR: 53.9% vs 23.6%, respectivement, p=0.007, Tableau
12). Cependant, nous n’avons pas trouvé d’association entre le taux de TILs (variable

continue ou binaire) et le Groupe 1 (résidu tumoral absent ou petit).

2.4.3. TILS BAS AU DIAGNOSTIC SONT ASSOCIES A UN RISQUE ELEVE DE RECHUTE

METASTATIQUE

Parmi les 98 patientes dont les données de TILs étaient disponibles, 20 (20.4%)
ont développé des métastases. D’apres la courbe ROC, un seuil de TILs a 1.5% (variable
continue) peut discriminer entre les patientes qui développent des métastases et celles
qui n’en développent pas. En effet, les patientes avec TILs < 1.5% présentaient un risque
trois fois plus élevé de métastase que les patientes avec TILs = 1.5% (taux de rechute
meétastatique : 37.9% vs 13%, respectivement, p=0.012, Figure 23). Toutefois, aucune
association n’a été mise en évidence entre TILs en tant que variable binaire (seuils 5%,

10%, 30% et 50%) et le risque de survenue de rechutes métastatiques.
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Figure 23 - Association entre TILs a la biopsie de diagnostic et la survenue de la rechute
métastatique. (A) Les patientes présentant des rechutes métastatiques ont un faible de taux de
TILs au diagnostic (p=0.021). (B) La courbe ROC montrant que le seuil de 1.5% de TILs permet
de discriminer entre les patientes qui développent des métastases ou non.

2.4.4. LE PLR EST ASSOCIE A LA REPONSE A LA CTNA

Nous avons ensuite étudié la relation entre les différents parameétres sanguins au
diagnostic et la réponse a la CTNA. Aucune corrélation statistiquement significative n’a
été retrouvée entre la réponse a la CTNA et chacun des parametres suivants:
neutrophiles, monocytes, lymphocytes, plaquettes et NLR. En revanche, la valeur de PLR
était statistiquement plus faible dans le Groupe 1 (médiane 124.3) que dans le Groupe 2

(médiane 141.2), p=0.045 (Figure 24). Les courbes ROC ont montré qu’'un seuil de PLR a

133.25 permet de discriminer entre les deux groupes (Figure 25).
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Figure 25 - Courbe ROC montrant un seuil de 133.25 de PLR pour discriminer entre les
patientes avec bonne (pCR + petites tumeurs résiduelles) et mauvaise réponse
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2.4.5. RELATION ENTRE LES PARAMETRES SANGUINS AU DIAGNOSTIC ET LA

SURVENUE DE LA RECHUTE METASTATIQUE
Parmi les 120 patientes de notre cohorte, seulement 24 patientes ont développé
des métastases. La recherche d’'une association entre les différents parametres issus de
la formule sanguine au diagnostic et la survenue de la rechute métastatique n’a pas

permis d’obtenir des résultats significatifs.

2.4.6. RELATION ENTRE LES PARAMETRES SANGUINS ET LES TILS
Dans notre cohorte, nous n’avons pas pu mettre en évidence une corrélation
entre le taux de TILs au diagnostic et les parametres dérivés de la formule sanguine

(neutrophiles, lymphocytes, monocytes, plaquettes, NLR et/ou PLR).

2.4.7. LE GROUPE 1 (PCR + PETITES TUMEURS) PRESENTE UN FAIBLE RISQUE DE

RECHUTES METASTATIQUES
Nous n’avons pas observé une différence significative du risque métastatique
entre les patientes pCR et non-pCR. Toutefois, 'ensemble des patientes avec un résidu
tumoral petit ou absent (Groupe 1) présentait un plus faible risque de rechute
métastatique (p=0.042). Le risque relatif de développer des métastases était 2.27 fois

plus élevé dans le Groupe 2 (Tableau 13).

Tableau 13 - La survenue de la rechute métastatique

Rechute Pas de rechute
p valeur
métastatique métastatique
pCR 5 29
p =0.453
Non-pCR 19 67
Groupe 1 7 51
p =0.042
Groupe 2 17 45
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2.4.8. LE GROUPE 1 (PCR + PETITES TUMEURS RESIDUELLES) PRESENTE UNE

MEILLEURE SURVIE SANS METASTASES (MFS)

Outre le faible risque de métastases, les patientes du Groupe 1 présentaient aussi
une meilleure MFS que les patientes du Groupe 2 (Figures 26 et 27). La différence entre
les deux groupes était statistiquement significative a 24, 60 et 96 mois apres le
diagnostic (p=0.024, 0.035 et 0.024 respectivement, Figure 26), ainsi qu'a 60 et 96 mois
apres la chirurgie (p=0.036 et 0.025, respectivement, Figure 27). Nous n’avons pas

observé une différence de MFS entre les patientes pCR et non-pCR.
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Figure 26 - Probabilité de la survie sans rechute métastatique (MFS) depuis le diagnostic. Les
patientes du Groupe 1 présentent une meilleure MFS a 24, 60 et 96 mois que celles du Groupe 2.
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Figure 27 - Probabilité de la survie sans rechute métastatique (MFS) depuis la chirurgie. Les
patientes du Groupe 1 présentent une meilleure MFS a 60 et 96 mois que celles du Groupe 2.

En résumé, nos résultats montrent que les parameétres issus de la formule
sanguine (neutrophiles, lymphocytes, plaquettes, monocytes, NLR, PLR), au moment du
diagnostic, ne sont pas des biomarqueurs plus performants que les TILs dans la
prédiction de la réponse pathologique complete (pCR) suite a la CTNA et du risque de

survenue de métastases.

De plus, dans notre cohorte, la pCR n’était pas corrélée au risque de rechute

métastatique.

Néanmoins, les patientes du Groupe 1 (pCR + petites tumeurs résiduelles) avaient
un risque de rechute métastatique plus faible et une meilleure survie sans métastases

que les patientes du Groupe 2 (gros résidu tumoral).

PLR était le seul parametre qui montrait le risque des patientes d’appartenir au

groupe 1, le groupe qui, sur le long terme, avait un meilleur pronostic.
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2.5. DISCUSSION

Notre étude nous a permis de mettre en évidence plusieurs résultats intéressants.
Premiérement, nous avons montré que les TILs au diagnostic étaient des
biomarqueurs plus performants que les parametres sanguins (neutrophiles,
lymphocytes, monocytes, plaquettes, NLR et PLR) dans la prédiction de la réponse
pathologique compléte (pCR) du CSTN a la CTNA standard. Cependant, lorsque
I'ensemble des pCR et petites tumeurs résiduelles (Groupe 1) était considéré

comme « bonne » réponse a la CTNA, le seul biomarqueur preédictif était le PLR.

Méme si la pCR est actuellement considérée et acceptée universellement comme
un critére prédictif puissant du pronostic du CSTN (92), il a été montré que la
persistance d’'un résidu tumoral de petite taille apres la CTNA n’aggrave pas le
pronostic, qui est pratiquement identique a celui des patientes en pCR. Symmans et al.
qui ont mis au point un nouveau systéme histologique de la mesure de la réponse a la
CTNA, le RCB, ont montré que les patientes avec un score RCB-0 (pCR) et RCB-I (petit
résidu tumoral) avaient la méme survie a 5 ans (90). Le score RCB n’a pas pu étre
analysé dans notre cohorte, en raison de matériel tissulaire insuffisant pour une grande
partie des patientes. C’est pourquoi, nous avons défini le statut ypT1ab ypNO comme

« petit résidu tumoral ».

Deuxiemement, dans la population étudiée, une proportion importante des
patients présentait un petit résidu tumoral post-CTNA (20% de la cohorte entiere (24
patientes sur 120) et 28% du sous-groupe non-pCR (24 patientes sur 86)), parmi
lesquelles, seulement deux patientes ont développé une rechute métastatique, soit 8,3%
(Tableau 13). Ainsi, le taux de rechute métastatique chez les patients ayant un
petit résidu tumoral était environ deux fois moins important que le taux de

rechute métastatique des patientes en pCR (5 patientes sur 34, 14,7%, Tableau 13).

De plus, des taux similaires de rechute métastatique ont été observés chez les
patientes dont les données de TILs étaient disponibles (98 sur 120 patientes). En effet,
parmi les 31 patientes en pCR, trois ont rechuté a distance (9,6%), tandis que parmi les
19 patientes avec un petit résidu tumoral, une seule patiente (5,2%) a rechuté. Ces
proportions montrent que notre cohorte était composée de beaucoup de patientes

non-pCR (ypT1ab ypNO) qui avaient un trés bon pronostic.
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Une explication possible de la perte du pouvoir prédictif des TILs lorsque la
réponse favorable apres la CTNA comprenait pCR + petites tumeurs, pourrait étre la
sensibilité intrinseque des patientes avec un petit résidu tumoral a la CTNA et le
recrutement des TILs pendant ce traitement. En effet, les patientes auraient pu avoir un
faible taux de TILs au diagnostic, mais une augmentation du nombre de TILs pendant la
CTNA et présenter ainsi un petit résidu tumoral post-traitement. En effet, les patientes
avec un petit résidu tumoral post-CTNA dans notre cohorte avaient un taux plus
faible de TILs au diagnostic (médiane : 2%, moyenne * écart-type : 14% * 7%), que
les patientes en pCR (médiane : 20%, moyenne * écart-type : 23% + 21%) (p < 0,05,
Annexe 5). La CTNA engendre l'activation de la réponse immunitaire antitumorale par
la destruction des cellules cancéreuses, dont le contenu attire les lymphocytes dans le lit
tumoral. Ce phénomene est un facteur majeur responsable de la réponse favorable a la

chimiothérapie et de la bonne survie a long-terme (168,208).

La valeur prédictive des TILs a été démontrée dans plusieurs études sur le CSTN,
les seuils de 50% et 60% étant les meilleurs seuils décrits, permettant de discriminer
entre les patientes pCR et non-pCR (177,209). Dans notre cohorte, le seuil des TILs
permettant de montrer une différence entre pCR et non-pCR était de 30%, plus bas
que la plupart des valeurs référées dans la littérature, mais quand-méme similaire aux

résultats de certaines équipes (167,178,210-212).

La présence de TILs reflete 'état de I'immunité systémique et locale (site
tumoral). Les mécanismes derriere l'association entre les parameétres sanguins
circulants et l'infiltration lymphocytaire tumorale dans le cancer du sein n’ont pas
encore été bien explorés. Nos recherches n’ont pas montré une corrélation entre les
parametres sanguins au diagnostic et les TILs. Cela laisse supposer qu'il existe une
régulation différente de 'immunité systémique et celle locale. Des études ont montré
qu’'une diminution du taux des lymphocytes dans la circulation sanguine est associée a
une survie médiocre dans le cancer du sein métastatique, néanmoins, les données sur
I'impact des parametres sanguins au moment du diagnostic sur la réponse aux

traitements et la survie du CSTN restent rares (213,214).

A notre connaissance, nous présentons les résultats de la plus grande étude
menée sur le CSTN et montrant une valeur prédictive du PLR. Les travaux de

Graziano et al. ont montré qu'une combinaison de NLR faible (< 2.42) et de PLR faible (<
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104.47) était associée a un taux élevé de pCR dans une cohorte de 373 patientes
atteintes de cancer du sein, parmi lesquelles 62 présentaient un CSTN (198). Cuello-
Lopez et al. ont montré qu'un PLR faible (PLR < 150) avant les traitements, corrélait
avec un taux élevé de pCR, dans une population de 272 patientes avec un cancer du sein.
Cependant, aucune corrélation n’a pas été observée parmi les 62 patientes de leur
cohorte atteintes de CSTN (132). Des résultats similaires ont été obtenus par Asano et al.
dans une population de 177 patientes atteintes d’'un cancer du sein, mais seulement 61

d’entre elles avaient un CSTN (196).

Dans notre étude, le seuil permettant de faire la distinction entre les
populations PLR bas et PLR élevé était de 133,25, similaire aux données déja
publiées (132,197). Il est important de noter que dans notre étude le PLR bas n’était
pas associé a la pCR, mais au groupe pCR + petites tumeurs résiduelles (Groupe 1).
Dans notre cohorte, le groupe 1 avait une meilleure survie sans rechute
métastatique que le groupe pCR. Cela implique que le PLR est le seul facteur prédictif
de la «bonne » réponse. En effet, les valeurs de PLR au diagnostic étaient tres
similaires entre le groupe pCR (médiane : 125,3, moyenne * écart-type : 131,5 * 46,3)
et le groupe petits résidus tumoraux (médiane : 124,3, moyenne * écart-type : 139,4 +
62,4) (Annexe 5). La supériorité de PLR par rapport aux TILs dans la prédiction de la
bonne réponse pourrait s’expliquer par une immutabilité du taux de PLR au cours de la
CTNA, contrairement aux TILs, qui eux, auraient pu augmenter pendant le traitement et
contribuer ainsi a l'obtention de la bonne réponse, malgré le faible infiltrat

lymphocytaire au moment du diagnostic.

Les données sur le PLR et son évolution pendant la CTNA sont rares, et
principalement obtenues sur les cancers digestifs, traités par radio-chimiothérapie.
Certaines de ces études montrent une association entre PLR élevé et pCR, tandis que
d’autres suggerent que le PLR bas est associé a la réponse favorable (215,216). Afin de
déterminer a quel moment le PLR présente le plus de puissance prédictive et afin de
décrire son évolution pendant et apres la CTNA, nous avons mis en place I'essai

clinique PERCEPTION (217), décrit dans la section 2.6.

Troisiemement, nous montrons que les TILs sont des biomarqueurs prédictifs
de la survie sans rechute métastatique. Les analyses statistiques ont défini la valeur

de 1,5% comme le seuil permettant de différencier entre les patientes a bas et haut
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risque de rechute métastatique. Cette valeur de 1,5%, qui est assez faible et impossible a
obtenir lors de I'évaluation des TILs, pourrait étre considérée comme équivalente a
I'absence de TILs. Les biais de sélection des patientes étudiées pourraient étre un facteur
important dans l'obtention de ce faible seuil. En effet, la proportion des patientes
ayant développé une rechute métastatique était relativement faible (24 patientes
sur 120, soit 20%), tandis que la MFS et la SG étaient relativement longues. De plus, 45%
de nos patientes présentaient une tumeur de grade SBR I ou II, ce qui signifie que notre

cohorte était composée de patientes atteintes d’'un CSTN moins agressif.

En ce qui concerne le PLR, nous n’avons pas trouvé une corrélation avec la
survie, malgré son association avec le groupe pCR + petites tumeurs post-CTNA.
Nous pensons que le PLR pourrait étre validé en tant que biomarqueur prédictif de la
survie dans des grandes études prospectives. En effet, Corbeau et al. ont montré une
association entre le PLR élevé et une mauvaise SSR et SG chez 280 patientes, parmi
lesquelles 72 étaient atteintes d'un CSTN (187). De l'autre co6té, d’autres études ont
montré que le PLR bas (< 100-190) est associé a une meilleure survie (197). Certaines
équipes ont travaillé sur le CSTN métastatique. Par exemple, Vernieri et al. ont trouvé
une association entre PLR = 200 et une mauvaise survie sans progression, chez 57

patientes atteintes de CSTN métastatique (199).

Afin de comprendre I'impact de PLR sur la réponse aux traitements et la survie, il
est important de comprendre le role des plaquettes dans le développement du cancer.
Les plaquettes soutiennent la progression tumorale et le développement des
métastases par la production et la libération des facteurs de croissance dérivés de
plaquettes (PDGF A et B), des facteurs angiogéniques et des facteurs de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF-A). De plus, les plaquettes interagissent avec les
interleukines et les métalloprotéines myéloides (132,133). Ces molécules, notamment
les PDGF, sont aussi produites et libérées par les cellules cancéreuses, afin de stimuler
leur propre dissémination et progression (134,135). D'un autre cote, les cellules
cancéreuses produisent des molécules inflammatoires, tels que IL-1, IL-3 et IL-6,
induisant la différenciation des mégacaryocytes en plaquettes (136) et activant ainsi un
cycle vicieux ou les plaquettes et les cellules cancéreuses stimulent continuellement la
croissance les uns des autres. En outre, les PDGF sont également impliqués dans la

régulation des protéines transmembranaires, telles que CDCP1 (CUG domain-containing
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protein 1), une protéine surexprimée dans le CSTN et jouant un réle dans le progression
tumorale (136). De plus, 'augmentation du nombre de plaquettes entraine une
coagulation intravasculaire disséminée et favorise le développement des métastases
dans plusieurs types de cancers, tels que digestifs, pulmonaires, et prostatiques (137).
Finalement, nous pouvons dire que le PLR élevé reflete 1'état de 'immunité systémique,
ou les plaquettes stimulent la progression tumorale, tandis que les lymphocytes

I'inhibent.

La plupart des études analysant les cellules sanguines et les plaquettes en tant
que biomarqueurs prédictifs dans le CSTN, montre que le NLR est un parametre plus
puissant (133,190-195,197). Ces études ont été menées principalement dans un cadre
adjuvant ou sur moins de 90 patientes atteintes de CSTN et traitées par CTNA. Parmi les
120 patientes de notre cohorte, aucune association n’a été décelée entre le NLR et la

réponse a la CTNA, probablement due aux biais de sélection.

Cette étude présente plusieurs limites. Il s’agit d'une étude monocentrique,
rétrospective, sur une population de taille relativement petite et composée de
patientes non-consécutives. De plus, les taux des cellules sanguines peuvent étre
altérés par I'alimentation, les médicaments et les maladies concomitantes, telles que les
infections. C’est pourquoi, ces résultats devraient étre validés dans des plus grandes
cohortes de patientes. Dans ce cadre, la Division de Recherche Clinique du CJP a mis en
place l'essai clinique PERCEPTION, dont l'objectif principal est d’évaluer la valeur
prédictive des cellules sanguines, NLR, PLR et TILs, avant, pendant et apres la CTNA
standard dans le CSTN (217).
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2.6.  L’ESSAI CLINIQUE PERCEPTION

Les études rétrospectives permettent d’obtenir des résultats préliminaires.
Néanmoins, il s’avere nécessaire de poursuivre les investigations par des études
prospectives pour avoir un meilleur niveau de preuve. Les résultats obtenus sur la BD
doivent étre validés sur une cohorte prospective de patients. Dans ce cadre, au CJP, nous
avons mis en place I'essai clinique PERCEPTION (Corrélation entre les éléments figurés
du sang et le taux de l'infiltration lymphocytaire tumorale chez les patientes atteintes d’un
cancer du sein triple négatif), ayant pour objectif principal d’étudier la corrélation entre
le taux d’infiltration lymphocytaire tumorale évalué sur biopsie et le NLR mesuré sur

prélévement sanguin, chez la femme atteinte d’'un CSTN, au moment du diagnostic.

Il m’a été confié la gestion de cet essai clinique depuis les premiéres étapes de sa
conception. Ainsi, j’ai réalisé la veille bibliographique, la rédaction des documents de
I'étude (protocole, synopsis, liste des investigateurs), la création du CRF électronique,
I'estimation du budget, la recherche de financement et la soumission du protocole aux
instances réglementaires (Comité de Protection de Personnes (CPP) pour avis et
information de ’Agence Nationale de la Sécurité des Médicaments et des produits de
santé (ANSM)). J'ai également réalisé la mise en place de I'étude et jai assuré des

missions de chef de projet et d’attaché de recherche clinique.

L’essai clinique PERCEPTION rassemble plusieurs intervenants de spécialités
différentes, tels que des oncologues, des pathologistes, des chefs de projet clinique, des
onco-généticiens, une biostatisticienne et des étudiants. Tous ces experts scientifiques et

médicaux ont participé au design de I’étude et a la rédaction du protocole.

PERCEPTION est une recherche impliquant la personne humaine (RIPH) de
catégorie 2, a risques et contraintes minimes, menée prospectivement dans un seul
centre (CJP). Apres obtention d'un avis favorable du CPP Sud Méditerranée IV de
Montpellier, I'essai a été mis en place au CJP le 4 décembre 2019 et la premiere patiente

a été incluse dans I’étude le 11 décembre 2019.
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2.6.1. OBJECTIFS DE L’ETUDE ET CRITERES D’EVALUATION

Les objectifs de I’étude et les critéres d’évaluation sont présentés dans le Tableau 14.

Tableau 14 - Les objectifs et les criteres d'évaluation de I'essai PERCEPTION

Objectif principal Critéres d’évaluation

Corrélation entre le taux de TILs sur la - Lavaleur de NLR au diagnostic

biopsie et le NLR mesuré sur - Le taux de TILs sur la biopsie de
préléevement sanguin, au moment du diagnostic

diagnostic.

Objectifs secondaires Criteres d’évaluation

biopsie, et les autres parametres de la neutrophiles, plaquettes et PLR au
formule sanguine (taux circulant de diagnostic

leucocytes, de polynucléaires - Le taux de TILs sur la biopsie de
neutrophiles, de lymphocytes, de diagnostic

plaquettes et PLR), au moment du

diagnostic.

Relation entre les différents - Lesvaleurs de leucocytes, lymphocytes,

parametres issus de la formule neutrophiles, plaquettes et PLR au

sanguine au moment du diagnostic et diagnostic

les marqueurs de I’évolution - La réponse a la CTNA selon la

histologique et clinique du CSTN : classification histologique de Sataloff

réponse a la CTNA, taux de TILs apres - Letaux de TILs apres la CTNA

la CTNA, rechute de la maladie - Lasurvenue de la rechute métastatique

cancéreuse.

Relation entre les différents - Lesvaleurs de leucocytes, lymphocytes,

parametres issus de la formule neutrophiles, plaquettes, NLR, PLR le

sanguine le jour de la chirurgie post- jour de la chirurgie post-CTNA

CTNA et le taux de TILs au méme - Letauxde TILs apres la CTNA

moment. - Délai entre le dernier cycle de CTNA et
la chirurgie

Relation entre tous les parametres - Lesvaleurs de leucocytes, lymphocytes,

relevés et la présence d’ADN tumoral neutrophiles, plaquettes, NLR, PLR
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circulant (ADNtc), ainsi que la relation - Letauxde TILs

entre ’ADNtc et le devenir clinique - Le taux d’ADNtc plasmatique

(rechute métastatique). - Lasurvenue de la rechute métastatique
Relation entre les différents - Lesvaleurs de leucocytes, lymphocytes,
parametres issus de la formule neutrophiles, plaquettes, NLR, PLR
sanguine apres les traitements et la apres les traitements

rechute métastatique de la maladie - Lasurvenue de la rechute métastatique
cancéreuse.

2.6.2. CRITERES D'INCLUSION

Les critéres d’inclusion et de non inclusion sont présentés dans le Tableau 15.

Tableau 15 - Criteres d'inclusion et de non inclusion de I'essai clinique PERCEPTION

Criteres d’inclusion Criteres de non inclusion

Femmes > 18 ans Prélevements tumoraux non disponibles

CSTN primitif, non métastatique, | Résultats des bilans sanguins au diagnostic non
histologiquement prouvé disponibles

Patiente traitée par chimiothérapie, | Femmes enceintes ou allaitantes, personnes
chirurgie et radiothérapie vulnérables, majeurs faisant I'objet d’'une mesure
Patiente maitrisant la langue | de protection légale ou hors d’état d’exprimer
francgaise leur consentement.

Patiente affiliée a un régime de

sécurité sociale

Obtention du consentement éclairé,

écrit, daté et signé

2.6.3. DEROULEMENT DE L’ETUDE

Les patientes éligibles se verront proposer de participer dans I'étude a 12 mois
apres la fin des traitements (Figure 28). Apres inclusion, les prélevements tumoraux de
la biopsie et de la piéce opératoire seront analysés par deux pathologistes pour
déterminer le taux de TILs. D’autres données cliniques et biologiques des patientes
auront déja été recueillies dans la BD des CSTN et seront disponibles pour l'essai

PERCEPTION.

Plusieurs bilans sanguins a différents moments de la prise en charge des
patientes seront analysés: au moment du diagnostic, avant la chirurgie, avant la

radiothérapie et 6 mois apres la fin de la radiothérapie. Les patientes incluses dans
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'essai réaliseront en plus un prélévement sanguin un an apres la fin de la radiothérapie
(au moment de l'inclusion) et au moment du diagnostic de la premiere rechute
meétastatique, le cas échéant. Ces prélevements serviront aux dosages des éléments

figurés du sang et a la quantification de I’ADN tumoral circulant.

La période d’'inclusion sera de 3 ans. Au total, 90 patientes participeront a I’étude.
Les patientes seront suivies jusqu’a 'apparition de la premieére rechute métastatique ou

jusqu’a 5 ans apres l'inclusion si aucune rechute métastatique ne survient.

P> Bilan sanguin P Bilan sanguin

Evaluation TILs sur

> Evaluation TiLs | 4 P Bilan sanguin P> Bilan sanguin | Bilan sanguin [P Bilan sanguin

| la piéce opératoire

Diagnostic CTNA* Chirurgie Chimio adjuvante*  Radiothérapie 6 mois post-RT 12 mois post-RT Rechute métastatique

Inclusion

P> Bilan sanguin réalisé avant I'inclusion
P> Bilan sanguin réalisé aprés I'inclusion

P Evaluation TiLs

Figure 28 - Schéma de I'étude PERCEPTION (CTNA : chimiothérapie néoadjuvante ; RT :
radiothérapie ; * si applicable).

2.6.4. CONSIDERATIONS STATISTIQUES

En utilisant un risque alpha de 5% et une puissance de 80%, nous avons estimé
qu’'une taille d’échantillon de 90 patientes nous permettrait de mettre en évidence une
corrélation entre les TILs et le NLR. Les analyses statistiques seront réalisées avec le

logiciel R (R-Project, GNU GPL, http://cran.r-project.org/).

2.6.5. ETAT D’AVANCEMENT DE L’ETUDE

L’essai PERCEPTION a été mis en place au CJP le 4 décembre 2019 et la premiere
patiente a été incluse le 11 décembre 2019. Au 16 juillet 2021, 30 patientes ont été
incluses dans I'étude. La période d’'inclusion sera de 3 ans et au total 90 patientes seront
incluses dans cette étude avant la fin de 'année 2022. Le protocole détaillé de I'étude
PERCEPTION a été publié le 11 décembre 2020 dans le journal MEDICINE (217)
(Annexe 1).

2.6.6. RESULTATS ATTENDUS

L’étude PERCEPTION permettra de déterminer si les parametres issus de la

formule sanguine, ainsi que ’ADNtc pourraient prédire la réponse aux traitements,
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notamment a la CTNA, ainsi que la survenue de la rechute métastatique. Ces nouveaux
parametres, faciles a obtenir et peu onéreux, pourraient apporter des informations
complémentaires aux TILs, et devenir un outil clinique de routine. A terme, il serait
possible de proposer des traitements alternatifs et innovants aux patientes atteintes

d’'un CSTN et présentant un risque élevé de rechute métastatique et/ou de déces.
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2.7. CONCLUSION

Le besoin d’identification de biomarqueurs prédictifs et pronostiques dans le
CSTN s’avere nécessaire. Les résultats obtenus sur la BD ont permis de confirmer la
valeur prédictive et pronostique des TILs. Cependant, leur évaluation n’est pas toujours
possible dans la pratique clinique. Le PLR pourrait représenter une autre alternative et
nous donner des informations sur la réponse a la CTNA. Des études prospectives sont
nécessaires afin de valider ces résultats. Dans cette optique, nous avons mis en place

'essai clinique PERCEPTION.

Contrairement aux TILs, I'évaluation des parametres sanguins est plus simple,
moins chere, moins invasive et réalisable en routine. Les efforts pour identifier des
biomarqueurs issus de la formule sanguine doivent étre multipliés, afin de les introduire
dans la pratique clinique. Des efforts doivent étre faits également pour faciliter

I’évaluation des TILs, qui restent un biomarqueur fiable dans la prise en charge du CSTN.
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3. MENOPAUSE CHIMIO-INDUITE (ETUDE MENOCOR)

La chimiothérapie est un traitement indispensable pour les patientes atteintes
d’un cancer du sein agressif, souvent de type triple négatif ou HER2+, et présentant un
risque élevé de rechute. Souvent, il s’agit de patientes jeunes, en age de procréer, chez
lesquelles les traitements anti-cancéreux pourraient avoir des effets gonadotoxiques. Au
vue de l'augmentation de l'incidence de cancer du sein chez cette population, il est
important de pouvoir apporter des informations précises aux femmes en age de
procréer atteintes de cancer du sein concernant la gonadotoxicité éventuelle des

traitements.

En effet, la chimiothérapie entraine une déplétion de la réserve ovarienne,
traduite en aménorrhée, pouvant aller jusqu’a une ménopause précoce définitive, dite
ménopause chimio-induite (MCI). 11 a déja été montré que la ménopause survenant
naturellement est accompagnée de plusieurs symptomes et d'une dégradation de la
qualité de vie. Il semble donc pertinent d’étudier les répercussions de la MCI sur les
différents aspects de la qualité de vie des femmes, afin de leur proposer des traitements

alternatifs et/ou des soins de support.

Dans ce cadre, le CJP a mis en place I'essai clinique MENOCOR : “Etude de I'impact
de la Ménopause Chimio-Induite (MCI) sur la qualité de vie chez les femmes jeunes en dge
de procréer et atteintes d’un cancer du sein non métastatique”, dont I'objectif principal est
I’évaluation a 2 ans de I'impact de la MCI sur le score fonctionnel du questionnaire de
qualité de vie QLQ-C30 chez des femmes jeunes en age de procréer et atteintes d'un
cancer du sein. Il s’agit d'un essai prospectif, interventionnel a risque minime,
multicentrique. Trois centres participent au recrutement des patientes : le Centre Jean
PERRIN a Clermont-Ferrand, I'Institut de Cancérologie Lucien NEUWIRTH a Saint-
Etienne et I'Institut Jean GODINOT a Reims.

Le deuxiéme axe de mon projet doctoral concernait donc I'étude de la MCI,
notamment par la gestion de I'essai MENOCOR. Toutefois, en raison d'un rythme
d’inclusion en-deca des attentes, il n’est pas encore possible d’analyser les données de

I’étude. Tout au long de ma these, j’ai assuré des missions de chef de projet, d’attaché de
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recherche clinique (ARC) et d’ARC moniteur pour I'étude MENOCOR, ce qui m’a permis

de voir les différents aspects et métiers de la recherche clinique.

3.1.0BJECTIFS DE L’ETUDE ET CRITERES D’EVALUATION

L’objectif principal de I'essai MENOCOR est I’évaluation a 2 ans de I'impact de la

MCI sur le score fonctionnel du questionnaire de qualité de vie QLQ-C30 chez des

femmes jeunes en age de procréer et atteintes d’'un cancer du sein. Plusieurs objectifs

secondaires vont étre analysés. Le Tableau 16 reprend les différents objectifs et criteres

d’évaluation de I'étude.

Tableau 16 - Les objectifs et les criteres d'évaluation de 1'essai MENOCOR

Objectif principal

Criteres d’évaluation

Evaluation a 2 ans de I'impact de la MCI sur le
score fonctionnel du questionnaire de qualité
de vie QLQ-C30 chez des femmes jeunes en
age de procréer, atteintes d'un cancer du

sein.

Objectifs secondaires

Variation différentielle du score
fonctionnel du questionnaire de qualité
de vie QLQ-C30 entre I'inclusion et a 2

ans.

Criteres d’évaluation

Evaluation du taux de MCI a l'issue des

chimiothérapies

Taux de patientes ménopausées a

'issue des chimiothérapies

Sensibilité et spécificité de 'hormone
antimillérienne (AMH) sanguine dans la

prédiction de la MCI

Dosage sanguin de I’AMH a l'inclusion

et post-chimiothérapie

Evaluation de la variation des taux de FSH
(Follicle Stimulating Hormone) et d’cestradiol
avant chimiothérapie et a la fin de la

chimiothérapie

Dosages sanguins de la FSH et de

I'oestradiol a linclusion et post-

traitement

Valeur prédictive de 'aménorrhée de 6 mois

sur la ménopause a 2 ans

Taux de patientes recouvrant leurs

regles apres 6 mois d’aménorrhée

Délai d’apparition de 'aménorrhée induite en

fonction du type de chimiothérapie

Délai d’apparition de [I'aménorrhée
induite (méthode Kaplan-Meier) en

fonction du type de chimiothérapie

Délai d’apparition de 'aménorrhée induite en

Survenue de la MCI en fonction I'age
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fonction de I'age

Variation différentielle du score
symptomatique du questionnaire QLQ-C30 a

2 ans selon I'état ménopausique

Score symptomatique du questionnaire

de qualité de vie QLQ-C30

Etude longitudinale de la qualité de vie des
patientes apres le traitement selon le statut

ménopausique

Score global de la qualité de vie des
patientes a l'inclusion a 1, 2, 3 ans post-

inclusion

Impact de la MCI sur les aspects spécifiques
de la qualité de vie (anxiété, dépression,
image corporelle, activité sportive et qualité

du sommeil) apres un cancer du sein

Scores par dimension et scores globaux
des questionnaires QLQ-BR23 (Quality
of life questionnaire, breast cancer),
HAD (Hospital anxiety and depression),
BIQ (Body

questionnaire de sommeil de Leeds,

image questionnaire),

activité physique Ricci et Gagnon

Comparaison de la survie sans rechute a 3
ans entre les femmes ménopausées a l'issue

du traitement et celles non ménopausées

Survie sans rechute aprés 3 ans de suivi

(méthode Kaplan-Meier)

Relation entre les variations de poids et la

MCI

Variations entre le poids a l'inclusion et
le poids pris a différentes périodes (1, 2,

3 ans post inclusion)

Incidence de la douleur en général

Evaluation de la douleur par EVA
(Echelle Visuelle Analogique) et par le

questionnaire DN4 (Douleur

Neuropathique par le biais de 4

questions).

Incidence des bouffées de chaleur et des

signes associés a la MCI

Gradation OMS des bouffées de chaleur

Index de Kupperman

Incidence de la MCI sur la fertilité

Nombre de grossesse apres la
chimiothérapie, Procréation
Médicalement Assistée (PMA) et

nombre de fausses couches.
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3.2.CRITERES D’INCLUSION

Afin de répondre aux objectifs de I'étude, 240 femmes atteintes d’'un cancer du

sein non métastatique agées de 18 a 45 ans sans aménorrhée au moment de l'inclusion

et recevant une chimiothérapie adjuvante ou néoadjuvante ont été incluses dans I'essai.

Les critéres d’inclusion et de non inclusion sont détaillés dans le Tableau 17.

Tableau 17 - Les critéres d'inclusion et de non inclusion de I'essai MENOCOR

Criteres d’inclusion Critéres de non inclusion

Femme 4gée > 18 ans et <45 ans

Patient de sexe masculin

Performance status < 2 (selon les
criteres de 'OMS)

Cancer au stade métastatique

Patiente sans aménorrhée au
moment du diagnostic

Toute tumeur T4 (envahissement cutané, adhérence
profonde, cancer du sein inflammatoire)

Patiente atteinte d’'un cancer du
sein histologiquement prouvé,
non métastatique

Patiente ayant subi une castration chirurgicale du
type ovariectomie ou hystérectomie

Stades cliniques [, I1A, 1IB et I11A

Patiente atteinte d’endométriose

éclairé écrit, signé et daté

Fonctions hématologiques, | Patiente enceinte ou allaitant

rénales et hépatiques

satisfaisantes

Obtention du consentement | Patiente qui n’utilise pas une contraception efficace

Affiliation a un régime de

Sécurité Sociale

Patiente ayant déja eu une hormonothérapie ou une
chimiothérapie

Patiente ayant déja pris des analogues de la Gn-RH
ou de la LH-RH (castration chimique)

Patiente dont la mere a été ménopausée
précocement sans traitement particulier

Présence de comorbidités en lien avec la fertilité ou
antécédents médicaux en lien avec la fertilité du
type insuffisance ovarienne ou encore stérilité

Anomalies neurologiques ou psychiatriques
significatives

Impossibilité pour la patiente a remplir les
questionnaires (barriere de la langue)

Patiente privée de liberté par décision de justice ou
administrative

Patiente présentant une autre pathologie jugée
comme incompatible avec I’entrée de la patiente
dans le protocole

Participation a un autre essai clinique nécessitant la
castration chimique ou chirurgicale de la patiente

Patiente non stable géographiquement dans les 6
mois suivants ou demeurant loin du centre de
traitement et par la méme rendant difficile son suivi
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3.3.SCHEMA DE L'ETUDE

Les patientes incluses réaliseront 9 a 13 visites dans le cadre de l'étude
MENOCOR (Figure 29). La visite de l'inclusion (VO0) aura lieu avant la mise en route du
traitement par chimiothérapie. Les patientes compléteront les questionnaires de I'étude
et réaliseront un prélevement sanguin pour le dosage des hormones sexuelles : AMH,
FSH et cestradiol. Les patientes recevront ensuite 4 a 8 cycles de chimiothérapie. A
I'issue de ce traitement, une visite de fin de traitement (V1) permettra de doser les
hormones sexuelles et d’évaluer la qualité de vie des patientes a l'aide des
questionnaires de I’étude. Trois visites de suivi auront lieu a 6 mois, 18 mois et 30 mois
apres la fin du traitement (Visite V2, V3 et V4) et permettront d’évaluer le statut

ménopausique et la qualité de vie des patientes.

Inclusion Finde CT
VO | 438 cycles de chimiothérapie V1 6mois V2 12mos V3 1Zmois | V4
Qdv QdvVv QdVv Qdv QdVv
Hormones Hormones

Figure 29 - Schéma de I'étude MENOCOR (CT : chimiothérapie ; QdV : questionnaires de qualité
de vie)
3.4.CONSIDERATIONS STATISTIQUES
Pour ce protocole, nous supposons que la MCI a un effet au moins similaire a celui
de la ménopause survenue naturellement sur la qualité de vie. Au début du traitement,
nous supposons que les patientes vont avoir un score fonctionnel de 80 et au bout de 2

ans, deux groupes devraient étre caractérises :

» Un premier groupe ou les patientes ne seront ni en aménorrhée ni en MCI. Elles
devraient sensiblement garder leur score fonctionnel constant.
» Un deuxiéme groupe qui se divise en 2 selon les situations suivantes :
o les patientes présenteront une aménorrhée suite au traitement et
recouvreront leurs menstruations apres un laps de temps.
o les patientes seront en aménorrhée durant au moins 2 ans. Elles seront

alors considérées comme ménopausées.

Pour ces deux derniers cas, nous avons émis ’hypothése que le score fonctionnel

de la qualité de vie devrait baisser a 75. Pour montrer une différence de 5 points sur 100
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entre le groupe des patientes ménopausées et les autres, nous allons nous placer en
situation unilatérale avec risque o a 5%,  a 20% et un écart-type de 15. Au total, 112
patientes seront nécessaires par groupe, soit environ 240 femmes en considérant que

certaines d’entre elles sortiront de I’étude.

3.5.ETAT D’AVANCEMENT DE L’ETUDE
L’essai MENOCOR a été mis en place en avril 2014. La derniére patiente a été
incluse le 10 juillet 2020. Au total, 124 patientes ont été incluses au CJP, 76 patientes a
I'Institut de Cancérologie Lucien NEUWIRTH et 40 patientes a I'Institut Jean GODINOT.
Au 16 juillet 2021, 143 patientes avaient terminé le suivi dans I’étude. Il est estimé que
les suivis seront terminés pour I'ensemble des patientes en juin 2023 et les analyses

finales de I’étude seront réalisées avant la fin de I'année 2023.

3.6.RESULTATS ATTENDUS
A partir des résultats obtenus dans I'’étude MENOCOR, il sera possible
ultérieurement de déterminer de facon précise les différents impacts de la MCI sur la
qualité de vie et donc de proposer des traitements alternatifs et a terme d’améliorer la

qualité de vie des patientes.

3.7.MISSIONS CONFIEES

Dans le cadre de I'’étude MENOCOR, plusieurs missions m’ont été confiées.

3.7.1. Chefferie de projet

En tant que chef de projet de I'essai, j'ai été chargé de la gestion administrative.
Cela concernait notamment la rédaction des procédures pour la gestion de 'essai, la
recherche de financement et la gestion du budget, la commande de matériel, la
réalisation des modifications substantielles et la soumission aux autorités

reglementaires, la gestion des prestataires etc.

3.7.2. Attaché de recherche clinique

En tant qu’attaché de recherche clinique (ARC) j’ai participé a la pré-sélection des
patientes éligibles et j’ai assisté les investigateurs lors des inclusions. De plus, j'ai été
chargé de I'organisation des différentes visites prévues dans le protocole, le recueil des

données et leur saisie dans le CRF de I'étude. Enfin, j’ai réalisé les envois des échantillons
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biologiques et j’ai réalisé les corrections des données selon les demandes de I’ARC

moniteur.

3.7.3. Attaché de recherche clinique moniteur

J'ai également eu 'opportunité de réaliser le monitoring de I'étude dans les deux
centres extérieurs au CJP : a I'Institut de Cancérologie Lucien NEUWIRTH et a I'Institut
Jean GODINOT. En tant qu’ARC moniteur, ma mission était de vérifier I'exactitude et
I'intégrité des données recueillies dans le CRF en vérifiant les documents sources
(dossier médical du patients, questionnaires etc.), ainsi que d’émettre des demandes de

correction en cas de données erronées.
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le cancer du sein touche principalement les femmes ménopausées, cependant
une grande partie des femmes atteintes de cette maladie sont diagnostiquées a un age
relativement jeune. Malgré un systeme immunitaire tres performant, di en partie a la
protection par les hormones sexuelles, ces femmes ont tendance a présenter un cancer
du sein agressif, souvent de sous-type moléculaire triple négatif, nécessitant un
traitement par chimiothérapie. Ce traitement présente des toxicités importantes pour la
fertilité et ne protége pas forcément contre les rechutes métastatiques, qui sont presque
toujours fatales pour le CSTN. Dans ce cadre, j’'ai mené le projet doctoral présenté dans
ce rapport, avec un premier axe sur la recherche de biomarqueurs prédictifs a partir des
parameétres de la formule sanguine, dans le CSTN, et un second axe sur I'étude de la
ménopause chimio-induite et ses répercussions sur la qualité de vie des femmes jeunes

atteintes de cancer du sein.

En conclusion de ces travaux, nous avons pu confirmer la valeur prédictive et
pronostique des TILs évalués au diagnostic, dans le CSTN. Cela se rajoute aux
nombreuses données de la littérature qui montrent des résultats similaires pour le
CSTN. C’est pourquoi, nous pensons qu’il est important d’introduire I'analyse des TILs
dans la pratique de routine de la prise en charge du cancer du sein et nous proposons

que ce parametre soit utilisé en clinique pour orienter la décision thérapeutique.

De plus, nous avons constaté que le PLR est un biomarqueur intéressant et utile
pour prédire la « bonne réponse » des CSTN a la CTNA standard. Cependant, nos
résultats doivent étre validés dans des grandes cohortes prospectives. Dans cette
optique, notre équipe a créé et mis en place I'étude clinique prospective PERCEPTION,
qui cherche a évaluer la valeur prédictive des parametres sanguins et des TILs, dans le
CSTN. Si nos résultats sont confirmés par I'essai PERCEPTION et par d’autres essais
thérapeutiques, les parametres sanguins pourraient se voir utiliser dans la pratique
clinique de la prise en charge du CSTN. De plus, si la valeur prédictive et pronostique de
ces parametres sanguins est confirmée, ils pourraient s’avérer trés utiles dans les pays
en voie de développement, ou les moyens pour évaluer systématiquement les TILs ne

sont pas suffisants.
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Un autre outil qu'il serait intéressant d’utiliser dans la pratique clinique est la
classification RCB de la réponse a la CTNA. Nos résultats qui montrent que les petites
tumeurs résiduelles post-CTNA ont un bon pronostic, sont en phase avec les données de
la littérature montrant un pronostic identique entre les patientes RCB-0 (pCR) et RCB-I
(petites tumeurs résiduelles) dans le cancer du sein. La classification RCB pourrait étre
utilisée comme un critéere d'évaluation dans les futurs essais cliniques évaluant les

nouvelles thérapies et comme un critére pronostique dans la pratique clinique.

De plus, chez le sujet jeune, le traitement cytotoxique par chimiothérapie pourrait
entrainer une ménopause précoce définitive, qui pourrait avoir des nombreuses
répercussions sur la qualité de vie. Nos travaux sur I'’étude MENOCOR nous permettront
dans l'avenir d’apporter des réponses a cette question. Si en effet, la ménopause chimio-
induite entraine une dégradation de la qualité de vie, il serait important de proposer aux
patientes des soins de support (sport, soutien psychologique), voire des traitements
anti-cancéreux alternatifs et efficaces, mais dépourvus des importantes toxicités de la

chimiothérapie.

L’'immunothérapie est un traitement innovant en oncologie et pourrait devenir
une alternative intéressante a la chimiothérapie. De nombreux essais cliniques sur le
cancer du sein sont en cours, mais a ce jour, I'immunothérapie n’est pas utilisée en
clinique pour traiter le cancer du sein. C’est pourquoi, il est important de développer nos
connaissances sur la relation entre le systeme immunitaire (local et systémique) avec
tous ses composants (cellules immunitaires, plaquettes, protéines) et le cancer et sa
progression métastatique. Toutes ces connaissances permettront de développer des
traitements efficaces et moins toxiques, ainsi que d’identifier des biomarqueurs

prédictifs et pronostiques pour améliorer la prise en charge du cancer du sein.
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REFLEXIONS PERSONNELLES

Les trois années de mon projet doctoral ont été pour moi une expérience tres
enrichissante, aussi bien dans le plan professionnel que personnel. Tout d’abord, les
theéses en recherche clinique, comme celles développées par le Centre Jean PERRIN et
I'Université Clermont Auvergne, sont une formation assez rare en France, mais tres
instructive et bénéfique. Cette formation m’a permis de découvrir aussi bien la
recherche clinique que la recherche translationnelle. En plus, j'ai eu la possibilité de
gérer plusieurs essais cliniques, ce qui m’a donné l'occasion de découvrir et d’exercer
plusieurs métiers de la recherche clinique (chef de projet, attaché de recherche clinique,
ARC moniteur). Mes connaissances et compétences en recherche clinique ont été
approfondies par la formation DIU FIEC (Formation des Investigateurs aux Essais

Cliniques des Médicaments) qui m’a été proposée par le Centre Jean PERRIN.

De plus, cette expérience m’a permis d’apprendre le travail en équipe, ainsi que
de travailler avec des partenaires académiques et industriels. Une étape clé dans mon
projet doctoral, qui me sera sans doute trés bénéfique pour mon futur projet
professionnel, a été la gestion financiére des projets, ainsi que la recherche et I'obtention
de plusieurs subventions. J'ai eu également la possibilité de gérer des équipes et
d’encadrer plusieurs étudiants. Enfin, la these m’a aussi aidé a développer ma réflexion

scientifique.

En ce qui concerne mon futur projet professionnel, j'envisage de poursuivre mon
travail en tant que chef de projet dans la recherche clinique et translationnelle en
France. Je serais aussi désireux d’apporter ces connaissances et de contribuer a la
création et au développement de la recherche scientifique dans mon pays d’origine,

'’Albanie, lors des congres, des conférences ou des formations.
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Introduction: Triple negative breast cancer (TNBC) is highly heterogenecus, but stil
most of the patients are treated by the anthracycline/taxane-based neoadjuvant
therapy (NACT). Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are a strong predictive and
prognostic biomarker in TNBC, however are not always available. Peripheral blood
counts, which reflect the systemic inflammatory/immune status, are easier to obtain
than TiLs. We investigated whether baseline white cell or platelet counts, as well as,
Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio (NLR) or Platelet-to-Lymphocyte Ratio (PLR) could
replace baseline TILs as predictive or prognostic biomarkers in a series of TNBC
treated by standard NACT.

Patients and Methods: One hundred twenty patients uniformly treated by FEC/taxane
NACT in a tertiary cancer care center were retrospectively analyzed. The presence of
pathological complete response (PCR: ypTO/Tis, ypNO) or the presence of pCR and/small
residual disease (ypT0/Tis/T1ab, ypNO) were considered as good responses in data analysis,
Baseline/pre-NACT blood count, NLR, PLR and TILs were evaluated as predictors of
response, distant recurrence rate and distant recurrence-free survival (DRFS).

Results: TlLs >30% and >1.5% were best predictors of pCR and distant recurrence risk,
respectively (p = 0.007, p = 0.012). However, in this cohort, pCR status was not
significantly associated with recurrence. Only the ensemble of patients with pCR and
small residual disease had lower recurrence risk and longer survival DRFS (p = 0.042, p =
0.024, respectively) than the rest of the cohort (larger residual disease). The only
parameter which could predict the pCR/small residual disease status was PLR:
patients with values lower than 133.25 had significantly higher chance of reaching that
status after NACT (p = 0.045). However, no direct correlation could be established
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between baseline PLR and metastatic recurrence. No correlation sither was found
between TIL and individual blood counts, or between TILs and NLR or PLR.

Conclusion: In this cohort, TILs retained their pCR predictive value; however PLR was a
better predictor of the ensemble of responses which had good outcome in terms of less
distant recurrences or longer DRFS (pCR or small residual disease). Thus, baseline PLR is
worth further, prospective investigation together with baseline TiLs, as it might indicate a
good TNBC response to NACT when TILs are unavailable.

Keywords:

(PCR), peripheral blood counts, platelet-to-

lymphocyte ratio (PLR), triple negative breast cancer (TNBC), tumor-infiltrating lymphocytes (TILs),

distant recurrence

INTRODUCTION

Treatment of triple negative breast cancer (TNBC) is currently
one of the biggest challenges in oncology. TNBC is characterized
by absence or very low expression of estrogen and progesterone
receptor in tumor cells, associated with absence of ERBB2 gene
amplification. TNBC accounts for 10-15% of all breast cancers
and tends to be more common among younger women and
women carrying a BRCA] gene mutation (1, 2). As a group, this
breast cancer type has a poorer prognosis compared to other
breast cancer molecular subtypes; however triple negative tumors
are very heterogeneous in terms of clinical behavior. In spite of
this heterogeneity, therapeutic approach to TNBC is still limited
to neoadjuvant chemotherapy (NACT), post-NACT surgery and
adjuvant radiation therapy as no targeted therapies are available
for the early phase of the disease (3). Distant recurrences are
frequent within the first 5 years after the initial treatment
completion (2) and the median survival of patients with
metastatic disease is shorter than 15 months (1, 4, 5).
Therefore, it is necessary to identify, as early as possible during
the disease course, the biomarkers useful to determine the risk of
metastatic relapse for a given patient. This can be used to
monitor the disease evolution under NACT and to adapt the
therapeutic strategy for high-risk patients.

In TNBC, a pathologic complete response (pCR) to NACT is
considered to be the most powerful predictor of good disease-
free survival (DFS) and overall survival (OS) (6, 7), so it is used as
the principal surrogate endpoint for patient outcome. However,
new data suggest that TNBC patients with small residual tumors
after NACT may have similar outcome as patients who reach
pCR. Symmans et al. showed excellent prognoses for both TNBC
patients with pCR and those having score 1 of the Residual
Cancer Burden (RCB), after anthracycline/taxane-based NACT
(8, 9). Similar results were obtained by Sharma et al. in TNBC
patients treated by neoadjuvant carboplatin-docetaxel (10).
Other studies have reported that pCR and near-pCR to NACT
were significantly associated with better DES and OS, and that
the presence of a small residual tumor after NACT does not
adversely affect TNBC outcome (11). Therefore, the presence of
small residual post-NACT disease, together with pCR, has been
increasingly considered as a favorable response to NACT and as
an endpoint in clinical and translational TNBC trials. In line with
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this, biomarkers which could predict such a response of a given
TNBC to NACT, are actively sought for.

In the recent years, parameters reflecting the immune
response to cancer, either within the tumor site, or in the
circulation (blood), have been shown to have predictive or/and
prognostic value in oncology. For example, high baseline
numbers of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are
associated with higher rates of TNBC pCR to NACT (12, 13).
Other studies have demonstrated a correlation between high
levels of TILs in post-NACT TNBC residual tumors and
improved patient survival (14, 15). However, a TIL number is
not routinely available to many breast oncologists, for several
major reasons: need for a highly skilled pathologist to determine
it, breast cancer diagnostic biopsy performed outside the
institution which will treat the patient or small biopsy size not
representative for TIL assessment although sufficient for breast
cancer diagnosis. Moreover, there is a degree of inherent error in
TIL number evaluation, especially when TIL quantity is
moderate. For all this, either other biomarkers of the patient
or/and tumor immune status are needed, easier to assess and
more widely implemented in the clinic than TILs, or the efforts to
meet the conditions for correct TIL assessment in routine breast
oncology practice should be significantly intensified.

Numerous studies have suggested that parameters derived
from peripheral blood counts, such as neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR), could predict
response to treatment and prognosis in several cancers, including
breast cancer. Peripheral white blood counts are indicators of
systemic inflammation, which have been shown to have an impact
on cancer development and metastatic progression (16). Indeed,
high values of NLR and/or PLR have been shown to correlate with
poor prognosis in various types of cancer, such as gastric,
colorectal, ovarian, pancreatic and lung cancer (17-22).

Several studies have reported that low PLR is associated to
higher pCR rates, and better DFS/OS in breast cancer patients
treated with NACT (23, 24). Other studies have reported similar
results for both PLR and NLR, either separately (16, 25) or
combined (6). Interestingly, a relatively small number of such
studies have been conducted on TNBC; most of them have
shown stronger prognostic value for NLR than for PLR (26, 27).

In this study, we investigated whether the pre-treatment
neutrophil, lymphocyte, monocyte or platelet count, as well as
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NILR or PLR provides a better information than TILs about
TNBC response to NACT or/and distant recurrence-free survival
(DRFS), in a retrospective monocentric cohort uniformly treated
by a standard-of-care anthracycline/taxane regimen.

PATIENTS AND METHODS
Ethics Statement

Patients were informed of the investigational nature of this study
and were given the possibility to oppose to their data being used.
All the data analyzed in the scope of this paper came from
patients that were not opposed to such use.

The ethics approval of the study was obtained from the
Ethical Committee of the Clinical Investigation Centre of the
Rhone-Alpes-Auvergne region, Grenoble, France; approval
number: IRB 5921.

Patients

Patient data were retrieved from the TNBC database of Centre
Jean Perrin. Medical records of the patients carrying an early
TNBC treated by NACT from 2008 to 2019 were reviewed and
the patients were selected for this study according to three main
criteria: (1) histologically proven non-metastatic TNBC at
diagnosis, (2) anthracycline/taxane-based NACT only (no
other drugs, no neoadjuvant radiotherapy) and (3) available
blood counts before NACT, for evaluation of NLR and PLR.

Data Collection

Clinical, histological and biological data of the selected patients
have been previously collected and entered, in a pseudonymized
fashion, into the TNBC database of Centre Jean Perrin, and were
extracted for the present analysis.

Blood Counts

Blood tests were performed on the day before the start of the
NACT, in the reference university laboratory serving Centre Jean
Perrin. NLR was defined as the ratio between the absolute
number of neutrophils (ANC, number of cells x 10'*/L) and
the absolute number of lymphocytes (ALC, number of cells x
10"*/L). PLR was defined as the ratio between the absolute
number of platelets (APC, number of platelets x IO”/L)
and ALC.

Pathological Assessments
The triple negative status of all biopsies and surgical specimens
was determined by immunohistochemistry (IHC). Hormone
receptor status was considered negative if 0-9% of tumor cells
had nuclear receptor staining (28, 29), in conformity with the
institution practices at the Centre Jean Perrin and in France in
general. HER2 negativity was defined as score 0 or 1+ on [HC or
the absence of ERBB2 gene amplification by in situ hybridization,
if the HER2 THC score was 2 (30).

pCR was defined as the absence of residual invasive tumor in
the breast and the lymph nodes (ypT0/Tis ypNO0) and the absence
of metastases (M0) (31).
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Due to a lack of tissue blocks, we were not able to determine
the RCB score. Therefore, we defined small residual disease, for
purpose of this research, as all ypTla ypNO and ypT1b ypNO
responses (0 NACT. Further, we categorized the patients in two
groups. First, small or absent residual disease group (hereafter
defined as Group 1) included patients with pCR and small
residual disease. The second group (hereafter defined as Group
2) included all other patients: small residual disease with lymph
node involvement and large residual disease (ypT lc or greater)
regardless of the lymph node status.

The amount of TILs in pre-NACT tumor biopsies was
assessed according to recommendations of the International
Immuno-Oncology Biomarker Working Group on Breast
Cancer (32). In statistical analysis, TILs were taken into
account as a continuous variable and as a binary variable by
several prespecified cut-offs (5, 10, 30 and 50%), similarly to the
cut-offs reported in the literature (33).

Study Endpoints

The primary goal of this study was to determine whether baseline
NLR and/or PLR better predict TNBC response (pCR or [pCR +
small residual disease]) to NACT than baseline TILs. The
secondary goal was to determine whether baseline NLR and/or
PLR have a greater prognostic value than TILs, for patient distant
recurrence risk or DRFS.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the R software, version 3.6.1
(R-Project, GNU GPL, http://cran.r-project.org/). The relationship
between categorical variables was evaluated by contingency
matrices and Fisher’s exact test, whereas the Wilcoxon-Mann-
Whitney test, Student’s test and ROC curves were used to evaluate
the relationship between continuous and categorical variables. The
relationship between continuous variables and DRES was evaluated
using ROC curves and Cox regression models, Kaplan-Meier
survival curves, and log-rank test.

RESULTS

Patient Characteristics

We identified 237 TNBC patients treated with NACT. After
excluding the patients with metastatic cancer at diagnosis,
the patients treated with chemotherapy regimens other than
the anthracycline/taxane-based, the patients treated with
neoadjuvant radiation therapy, and the patients without
available baseline blood counts, 120 patients were available for
further study (Figure 1). Table 1 shows clinical characteristics of
those patients and histological features of their tumors. The
median follow-up was 46 months [IC 95% (37-55)). The median
age at diagnosis was 56 years (range: 28 to 86). Almost all of the
patients presented with infiltrating ductal carcinoma. The
majority of the tumors were of intermediate or high histologic
grade (40 and 55%, respectively). The prevalent tumor size and
lymph node status at diagnosis were T2 (58%) and NO
(58%), respectively.
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TNBC treated with NACT
(n=237)
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metastatic TNBC at

Non-metastatic TNBC
treated with NACT

diagnosis
(n=27)

No neoadjuvant RT
(n=164)

(n=210) NACT regimens other
than

anthracycline/taxane

Anthracycline/taxane (n=31)

NACT
(n=179) Neoadjuvant

radiation therapy (RT)

(n=15)

Unavailable baseline

Available baseline blood
count
(n=120)

FIGURE 1 | Patient salection flowchart.

After NACT, 34 patients (28%) achieved pCR, whereas 24
patients presented with a small residual tumor (16 patients with
ypTla ypNO and ecight patients with ypT1b ypNO). Thus, 58
patients belonged to Group 1 and 62 patients to Group 2.

Out of 120 patients, 24 experienced distant recurrence.

Higher TIL Counts Are Associated With
Higher Chance of pCR

TILs were assessed in pre-NACT tumor biopsy in 98 patients.
The average and median values of TILs were 17.1 and 10%
respectively (range: 1-80%). We observed a slightly significant
correlation between baseline TIL levels as a continuous variable
and pCR rate. The patients with TILs >12.5% had a 2-fold higher
chance of achieving pCR than patients with TILs <12.5% (pCR
rate 43.5% vs 21.0%, respectively, p = 0.029, Figure 2).When
TILs were considered as a binary variable (high vs low, according
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blood counts
(n =44)

to different prespecified cut-offs), only the cut-off at 30% showed
a statistically significant difference in pCR rate between patient
groups, The patients with 230% TILs had significantly higher
PCR rate than the patients with <30% TILs (53.9% vs 23.6%,
respectively, p = 0.007). However, the fraction [pCR + small
residual tumors| was not significantly different between patients
with baseline TILs 230 and <30%. No other TIL cut-off (5, 10 or
50%) was able to demonstrate a significant difference in pCR or
[pCR + small residual tumor] rate.

Low Baseline TIL Values Carry a Risk of
Distant Recurrence

Out of the 98 patients with available TIL data, 20 patients
experienced distant recurrence. The ROC curve approach
showed that TIL value of 1.5% could statistically significantly
discriminate between patients who developed distant recurrence
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TABLE 1 | Patient baseline charactenstics (n = 120).

Variable n (%)
Age (years)
>80 70 (65.8%;)
=50 41 (34.2%)
Histological type
Infiltrating ductal carcinoma 98 (81.7%)
Infiltrating and fn stw ductal carcinoma 21(12.5%)
Infiltrating and i sit lobular carcinoma 1(0.8%)
Histological grade (SBR grade)
1 4(3.3%)
2 48 (40%)
3 €6 (55%)
Unknown 2(1.7%)
HR expression
0% 110 (91.7%)
1-0% (low positive) 10 (8.3%)
Ki67 53.8 4 28.8 (mean & SO)
<20% 17 (14.5%)
+20% 100 (85.5%)
TNM classification
T 30 (25%)
T2 70(68.3%)
T3 13 (10.8%)
T4 5 (4.2%)
Tx 2(1.7%)
Inflammatory breast cancer 5(4.2%)
Lymph node status
NO 69 (57.5%)
N1 35 (20.2%)
Nz 4(3.3%)
N3 3(2.5%)
Nx 9 (7.6%)
pCR 34 (28.3%)
TNM classification of surgical specimen
yeTia ypNO 16 (13.3%)
ypT 1k ypNO B(6.7%)
ypTO/Tis ypiN >0 B16.7%)
ypTiaypN =0 3{2.5%)
VPT1b ypiN 0 3(2.6%)
ypTic ypNO 17 (14.2%)
ypTicypN >0 6 (5%)
ypT=22 ypND 715.8%)
ypT22 yoN >0 18 (15%)

and those who did not. The patients with less than 1.5% TILs in
pre-NACT biopsy had almost 3-fold higher risk of developing
distant recurrence than patients with =1.5% TILs (rates 37.9% vs
13%, respectively, p = 0.012, Figure 3). No other tested cut-off (5,
10, 30, and 50% TILs) rendered patient groups significantly
different in terms of distant recurrence rate. Similarly, no
significant difference in DRFS was demonstrated between
patient groups, no matter which cut-off was used.

Platelet-to-Lymphocyte Ratio Is the Only
Blood Cell Count-Derived Parameter
Associated With Response to NACT

There was no statistically significant association between pCR
and any of the absolute baseline blood cell counts (neutrophil,
lymphocyte, monocyte, platelet count), or blood cell count-
derived parameters (NLR, PLR). However, when favorable
response was defined as [pCR + small residual disease] the
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only parameter significantly associated with that type of
response was PLR. PLR was significantly lower in Group 1
(median 124.3, inter quartile range (IQR) 56) than in Group 2
(median 141.2, IQR 55), p = 0.045 (Figure 4). The ROC curve
approach showed that the PLR cut-off at 133.25 best
discriminates between favorable and unfavorable response
patients (Figure 5).

Relationship Between Blood Counts and
Distant Recurrence Rate

No association could be established between baseline absolute
neutrophil, lymphocytes, monocyte or platelet counts, as well as
NLR or PLR, and distant recurrence rate or DRFS in our
patient cohort.

Relationship Between Blood Counts

and TILs

In our cohort, no association could be found between baseline
TIL levels and the baseline blood counts or blood count-derived
parameters (NLR and PLR).

Patient Group With Absent or Small
Post-NACT Residual Disease Has Lower
Risk of Distant Recurrence

No significant difference in the risk of distant recurrence could be
found between pCR and non-pCR patients, However, in our
cohort, the ensemble of pCRs and small residual post-NACT
tumors (Group 1) was associated with lower risk of distant
recurrence (p = 0.042). The relative risk of developing a distant
recurrence was 2.3 times higher for patients in Group 2 (17
patients with metastases out of 62) than in Group 1 (seven
patients with metastases out of 58).

Patient Group With Absent or Small
Post-NACT Residual Disease Have
Longer DRFS
Patients presenting with small or absent residual disease after
NACT also had longer DRFS than the patients with larger
residual discase (Figure 6). The difference between the two
groups remained statistically significant for DRES at 24, 60 and
96 months after diagnosis (p = 0.024, 0.035 and 0.024
respectively). A statistically significant difference in DRFS was
also observed at 60 and 96 months, but not at 24 months after
surgery (p = 0.036, 0.025 and 0.054 respectively) (Figure 7).
Taken together, these results show that baseline counts of
white blood cells (neutrophils, lymphocytes, monocytes) or
platelets, as well as the derived parameters (NLR, PLR) do not
have higher pCR predictive value than TILs. Similarly, the
evaluated blood parameters were not stronger biomarkers of
distant recurrence than TILs. In this TNBC cohort, pCR status
was not associated with the risk of recurrence or DRFS. However
the group comprised of the patients with pCR and the patients
with small residual tumor had lower risk of distant recurrences
and better DRFS than the patients with larger residual disease.
PLR was the only parameter which significantly differed between
these two groups of patients.
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DISCUSSION

In this retrospective study, we first showed that baseline TILs
were better biomarkers of TNBC response to standard NACT
than any of the blood parameters studied (neither pre-treatment
counts of neutrophils, lymphocytes, monocytes or platelets nor
the derived parameters, NLR and PLR). This was observed when
PCR was used as the criterion of favorable response to NACT.
However, when both pCR (ypT0/is ypND) and the presence of
small residual tumor (ypTla/b ypN0) were considered as
favorable response, the only predictive biomarker was a blood
cell count-derived one, the PLR.

This loss of predictive value for TILs but gain for PLR has not
been reported before. One could argue that the more convincing
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findings are the onecs obtained when pCR was used as the
criterion of good response. pCR is nowadays a universally
accepted strong predictor of good outcome of TNBC patients
(34), however it has been evoked that persistence of a minimal
residual disease in TNBC offers the patients practically identical
outcome as the pCR status. Namely, Symmans et al. proposed a
histology-based measure of post-NACT breast disease, the
Residual Cancer Burden (RCB) and showed that patients with
RCB-0 (pCR) and RCB-1 (minimal residual disease) have the
same 5-year prognosis (9). We could not assess RCB in all our
patients due to a lack of tissue material for some of them. For
that reason, we arbitrarily defined the status ypTlab ypNO as
small residual post-NACT disease. In our cohort, the fraction of
patients with small residual disease was quite large (20% of the
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entire cohort and 28% of the non-pCR patients), out of which
only 2 (8.3%) experienced distant recurrence (data not shown).
The recurrence rate of the patients left with a small residual
tumor was almost 2-fold lower than the recurrence rate of the
patients with pCR (5/35, 14.7%, data not shown). Moreover,
these characteristics of the pCR patients and the patients with
small residual tumors were the same in the subpopulation for
which we had baseline TIL data (98 out of 120 pts): 31 pCR
patients, out of which three recurred (9.6%), and 19 patients with
small residual tumors out of which only one recurred (5.2%)
{(data not shown). This demonstrates that our cohort actually
had many very good responders in the non-pCR group, the
patients with the ypTla/b ypNO status. The first possible
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explanations why TILs lost their predictive power when the
good response group was enlarged by the patients with small
residual tumors after NACT could be a particular intrinsic
sensitivity to NACT of the patients with small residual disease
and a development of TILs during NACT. In other words, these
patients might have had lower baseline TILs, but increase their
number during NACT and present only a small residue (near-
pCR status) at the end of the treatment. Indeed, the patients left
with small residual disease post-NACT, in our cohort, had
significantly lower baseline TILs (median: 2, mean + SD: 14 +
7) than the patients with pCR status post-NACT (median: 20,
mean + SD: 23 + 21) (p <0.05, data not shown). The activation of
the anti-tumor immune response during NACT is the basis of
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the cancer-immunity cycle and is actually initiated by
destruction of the tumor cells sensitive to chemotherapy. This
destruction liberates tumor neoantigens and damage-associated
molecular pattern (DAMP) signals, thus attracting lymphocytes
to the tumor bed. This phenomenon is the major factor
responsible for good cancer response to cytotoxic chemotherapy
and good long-term prognosis of cancer patients (35). Many
studies, starting with the seminal work of Demaria et al. (36),
have shown that TILs can develop during NACT (37). In some of
them, like the one of Jovanovic et al, the pre-treatment TILs
were not predictive at all, however mutations in the DNA
damage response-related genes were, which indicates that
TNBCs, as well as other cancers, may have an intrinsic
sensitivity to DNA-damaging agents, which is behind a good
response to DNA-damaging agents and the consequent TIL
development (38).

The strong predictive value of TILs in TNBC has been
reported in numerous studies, however, in most of them the
cut-offs of 50 or 60% best separated good responders (pCR) from
the poor ones (non-pCR) (39, 40). In our study, 30% was the
best-separating among the predefined cut-offs (5, 10, 30, and
50%), similarly to what was reported by Ono et al. (41). Some of
the recent studies showed that lower cut-offs than the ones used
for definition of lymphocyte-predominant breast cancer (250%)

Frontiars n Oncology | www.rontiersin.org

®

Page 112

can also statistically significantly separate patient groups
according to the pCR rate (42-45).

The presence of TILs in tumors reflects both systemic and
local immunity (within the tumor bed). It has not been fully
explored yet how the parameters of systemic immunity (white
blood cell counts, circulating immune cell subpopulations)
correlate with lymphocytic infiltration of cancers, including
breast cancer. We did not find a correlation between any
baseline blood count or blood count-derived parameter with
TILs, which might indicate a distinct regulation of systemic and
tumor-site immune response. Previous studies in metastatic
breast cancer have shown inferior patient outcomes in patients
with general or specific (CD4+) lymphopenia, however data on
baseline blood count impact on early TNBC response to therapy
and outcome are still scarce (46, 47).

To the best of our knowledge, this is the largest study of
NACT-treated TNBC patients which showed predictive value of
PLR. Graziano et al. found that a combination of low NLR
(=2.42) and low PLR (£104.47) was associated with higher pCR
rate in a population of 373 all-type breast cancer patients,
including only 62 TNBC patients (6). Cuello-Lopez et al.
showed that low pre-treatment PLR (PLR <150) correlated
with higher pCR rate in 272 breast cancer patients, however,
no correlation could be found within the 62 TNBC patients of
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their cohort (25). Asano et al. observed similar results in a
population of 177 breast cancer patients, but only 61 of them
had a TNBC (23). In this study, low PLR was defined as lower
than 133.25, which is similar to the published data (25, 48). The
particularity of our study is that low PLR was not significantly
associated with pCR only but with pCR and the presence of small
post-NACT residual tumor. As we already explained above, the
group of patients with small residual tumours after NACT had
an even better outcome than the pCR group, so PLR was the only
predictor of the real good response in our cohort. Indeed, and
contrary to TILs, PLR was practically identical in the pCR group
(median: 125.3, mean + SD: 131.5 + 46.3) and the small residual
disease group (median: 124.3, mean + SD: 139.4 + 62.4) (data not
shown). One explanation for this superiority of PLR over TILs
could be that PLR did not change the same way as TILs during
NACT. TILs could have developed/increased during NACT, and
thus contribute to good response even in the patients with low
pre-treatment TIL values. PLR could have had dynamics with
less change impacting the response. Studies about PLR dynamics
during NACT are scarce; most of them were performed in
esophageal or rectal cancer treated by chemoradiation and
their results are conflicting. Some studies reported the
association of PLR increase and pCR, whereas in others
lowering of PLR was favorable for good response (49, 50). To
better determine the time point during NACT at which the PLR
value is most predictive, as well as to determine the predictive
value of PLR change between different time-points during
NACT, prospective studies are needed, like the one our group
has recently initiated (PERCEPTION trial, NCT04068623) (51).

We also showed prognostic value of TILs, with regards to
patient DRFS. The cut-off revealed by the ROC curve approach
as the best separator between the patients at risk of distant
recurrence and the ones without was quite low (1.5%) and
‘artificial’ in a certain sense (the value of 1.5% TILs cannot be
obtained at TIL assessment), However, it could be viewed as an
equivalent of the cut-off zero (presence/absence of TILs),
indicating that TNBC totally devoid of TILs (the so-called
immune-deserted type) have the worst outcome. One strong
reason why the cut-off for TILs as prognosticators was so low in
our study is the specificity of the analyzed cohort (selection bias).
The fraction of patients with metastatic recurrence was relatively
low (20%) and the DRFS/OS relatively long. It may suggest that
our cohort was composed of patients with less aggressive TNBCs;
for example, almost half of the patients (45%) had tumors of
intermediate/low grade, which also could have more indolent
clinical course,

Although PLR was well associated with good response to
NACT, it was not a prognostic biomarker in our study. As we
showed that the ensemble of patients with pCR and small
residual disease had better outcome than the rest of the
patients, and that PLR was predictive of that type of response,
we are hypothesizing that a prognostic value of PLR could be
confirmed in a larger study. Corbeau et al. demonstrated that
higher PLR is associated to worse RFS and OS in 280 breast
cancer patients, 72 of which were TNBC (52). One recent meta-
analysis found that higher PLR was associated to worse disease-
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free and overall survival in all-type breast cancer. Given that a
few TNBC studies were included in this meta-analysis and their
small size, no significant results could be established in TNBC
(53). Other researchers have shown prognostic value of low PLR
(<100-190). For example, Huszno et al. observed that low PLR
was associated to improved OS in 86 TNBC patients (48). Studies
have also been conducted on metastatic TNBC. Vernieri et al.
found that PLR 2200 was associated with worse progression-free
survival, but not with overall survival in 57 metastatic TNBC
patients (54).

Besides their essential roles in hemostasis, platelets also support
cancer progression and metastatic development, through the
production and excretion of platelet-derived growth factors
(PDGF A and B), platelet-derived angiogenesis factors and
vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), as well as by
interacting with interleukins and myeloid metalloproteins (25, 55).
PDGF is also produced and excreted by cancer cells, stimulating
tumor progression and dissemination in an autocrine manner
(16, 56). On the other hand, the release of inflammatory mediators,
such IL-1, IL-3 and IL-6 by cancer cells, triggers the differentiation
of megakaryocytes into platelets (57), thus fueling a vicious cycle
where platelets and tumor cells continuously stimulate each-
other's growth. Romero-Cordoba et al. showed that PDGF
are involved in the regulation of transmembrane proteins,
such as CUG domain-containing protein 1 (CDCP1), which is
overexpressed in TNBC and stimulates tumor progression (57).
An increase in platelets can also lead to disseminated intravascular
coagulation, favoring tumor metastasis in different cancers, such as
gastric, colon, lung, kidney and prostate (58). We may therefore
hypothesize that high PIR reflects a systemic status with more
tumor-promoting and less tumor-suppressing action (by platelets
and lymphocytes, respectively), allowing metastatic progression
of TNBC.

A great majority of the studies assessing circulating blood
cells and platelets as predictive or/and prognostic biomarkers in
TNBC demonstrated stronger prognostic and predictive value of
NLR (26, 27, 48, 59-63). These studies have been carried out
cither in the adjuvant setting or in less than 90 TNBC patients
treated by NACT. In our cohort of 120 TNBC patients, no
correlation was observed between the baseline NLR and response
to NACT. Likely it is again the selection bias which is behind this
finding, It should be noted that 95% of the analysed patients had
normal neutrophil, lymphocytes and platelet counts before
NACT, so we did not have many extremely high or low values
for NLR or PLR, which likely was one of the major reasons for
the lack in statistically significant differences between
patient groups.

Our study has several limitations. It is a monocentric non-
consecutive retrospective study with a relatively small cohort
size, The peripheral blood cell counts can be affected by
nutrition, medication and underlying medical conditions, such
as infection or other diseases. Therefore, the findings of our study
need to be validated in larger patient cohorts. In this line, our
group has recently started a prospective translational trial,
PERCEPTION, whose main objective is evaluation of
predictive and prognostic value of blood cell counts, NLR, PLR
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and TILs, before, during and after anthracycline/taxane-based
NACT in TNBC patients (51).

CONCLUSION

This study confirms the predictive and prognostic value of
TILs in TNBC patients treated by standard neoadjuvant
chemotherapy; however the study also shows that they are not
a perfect predictor of good response. In addition, in real-life
situations, TILs might be difficult to assess if a patient is coming
to a tertiary cancer care center after being diagnosed outside. In
such situations, PLR might be a good orientation about the
patient chance to respond well to NACT, either reaching pCR or
the status with a small residual disease.

Qur findings need to be validated both in larger retrospective
studies, on cohorts similar to ours in terms of patient response, as
well as in prospective studies. Compared to TILs, a peripheral
blood examination is simpler, less expensive and less invasive and
thus very suitable for dynamic assessment. Therefore, identifying
reliable biomarkers from peripheral blood cell count should be
continued, optimized and standardized. in order to introduce
these easy-to-assess parameters into clinical practice. As TILs
remain to be useful biomarkers in TNBC management, efforts
should be intensified to introduce them into the routine practice,
including the organizational adjustment which facilitates access to
the pre-treatment tumor tissue samples.
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Abstract

Background: Triple negative breast cancer affects 10% to 20% of all women diagnosed with breast cancer. Due to its
characteristics, treatment strategies are limited and metastatic recurrences are common in the first 5 years after treatment. However,
not all patients affected by this disease develop metastases. Tumor-infiltrating lymphocytes have shown to be reliable predictive
biomarkers of treatment response and metastatic recurrences. However, we need to develop simpler ard faster ways 1o predict
response 1o cylotoxic treatment and the possibility of eventual cancer relapse by identifying new biomarkers, Recently, new studies
are emerging, suggesting a predictive role of circulating blood cells in different types of cancer. In this study, we will assess the
correlation between tumor-infiltrating lymphocytes and differert elements of the blood count in patients diagnosed with tripie negative
breast cancer.

Methods: The main objective of this study is to evaluate the correlation between the peripheral neutrophil-to-lymphocyte ratio and
the amount of tumor-infiltrating lympnocytes, assessed in triple negative breast cancer patients at diagnosis. Secondary objectives
include evaluation of the correlation between tumor-infiltrating lymphocytes at diagnosis and the baseline absolute neutroghil,
lymphocyte, and platelet counts, as well as the platelet-to-lymphocyte ratio. The triple negative breast cancer patients will be enrolled
in the PERCEPTION trial during the first year after the treatment completion. Two supplementary blood tests, at 12 months after the
end of treatment and at the time of the first metastatic recurrence, will be performed,

Discussion: The discovery of new prognostic and predictive biomarkers is crucial for tripie negative breast cancer. We set
up the PERCEPTION clinical trial in order to evaluate certain bicod counts as early biomarkers and to assess thelr correlation with
tumnor-infiltrating lymphocytes. Demonstration of comparative predictive and/or prognostic capacities of peripheral blood counts and
tumor-infiltrating lymphiocytes weuld aliow introduction of the former as simple and cheap biomarkers in triple negative breast cancer
patient management.

Trial registration: The PERCEPTION study has been registered in the French National Agency of Medical Security registry on the
2nd of July 2018 under the number 2019-A01861-56 and in the ClinicalTrials.org registry under the numoer NCT04068623.
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Abbreviations: ALC = absolute lymphocyte count, ANC = absolute neutrophil count, APC = absolute platelet count, cIDNA =
circulating tumor DNA, HER2 = Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, NACT = neoadjuvant chemotherapy, NLR =
neutrophil-to-lymphocyte ratio, pCR = pathologic complete response, PCR = polymerase chain reaction, PLR = platelet-to-
lymphocyte ratio, RFS = recunrence-free survival, RT = radiation therapy, TILs = tumor-infiltrating lymphocytes, TNBC = triple

negative breast cancer, WBC = white biood cells count.

Keywords: ful blood count, metastatic recurrence, neutrophil-to-lymphocyte ratio, predictive factors, study protocdl, triple

negative breast cancer, tumor-infiltrating lymphocytes

1. Introduction

Triple negative breast cancer (TNBC) represents 10% to 20% of
all breast cancers. Trearment strategies for this type of breast
cancer are limited, due to the lack of hormone recepror
expression (oestrogen receptors and progesterone receptors)
and the absence of amplification for the gene coding for the
Human Epidermal Growth Factor Recepror 2 (HER2) protein, in
tumor cells.!! As a result, patients diagnosed with TNBC cannot
benefit from endocrine therapy or anti-HER2 therapy. Therefore,
TNBC has an unfavorable prognosis with a high rate of
metastatic recurrence during the first $ years after trearment.*™!
However, not all TNBC patients develop metastatic recurrence
and it 15 therefore crucial to identify biomarkers that would allow
determining which patents will evenrually relapse.

Several studies have demonstrated thar higher amounts of
tumor-infiltrating  lymphocytes (TILs) in the biopsy before
treatment are associated with higher rate of pathologic complete
response (pCR) to the neoadjuvant chemotherapy (NACT).!
Other studies have shown a correlation between the presence of
high TIL quantity in the surgical specimen after NACT and a
better relapse-free survival, as well as a significantly reduced
death rate, in patients suffering from TNBC."! For mstance,
Dieci et al have found that the S-year overall survival rate for
patients with high quantities of TILs in the neoadjuvant
chemotherapy setting was 91% and significantly higher than
that of patients with low quantities of TILs whose 5-year overall
survival rate was 55%.'°!

The assessment of TIL quantity in a cancer tissue specimen is a
semi-guantitative method, which 1s still not in routime use due to
the need for a highly skilled pathologist to perform it, and, also,
due to certain level of the inherent error risk. Therefore, reliable
quantitative biomarkers that are easy to measure and that could
provide additional information to that of TILs or even replace
them in predicting treatment response and disease relapse are still
lacking.

Various blood cell counts and the ratios between them, such
as neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-to-
lymphocyte ratio (PLR) could be used as predicrive biomarkers
in several types of cancer, including breast cancer."*?! The
research conducted by Lee er al in 2019 suggests that low NLR
at baseline is associated with a berter overall survival in TNBC
patients.!!]

Besides the full blood count, several studies have shown a
correlation between the presence of circulating tumor DNA
(ctDNA) in the blood and treatment response or even metastatic
recurrence. ' !!! Despite the insufficient data in TNBC, studies
have shown that ctDNA is a reliable marker in predicting cancer
recurrence, due to its high sensitivity and specificity.!'*"¥
Moreover, this circulating biomarker can be obtained and
quantified from a simple blood test. Therefore, evaluation of
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ctDNA as a predictor of metastatic relapse in TNBC is of great
interest and it could provide additional information to that of
TILs andfor the circulating blood cell counts.

2. Patients and methods
2.1. Study aim

The aim of this study is to evaluate the correlation between the
absolute counts of blood neutrophils, lymphocytes, and platelets,
as well as the NLR and PLR, and the amount of TILs assessed on
hematoxylin and eosin (H&E)-stained breast tumor ussue
sampled before treatment for women with TNBC. Evaluation
of this correlation might provide important informanion whether
peripheral blood counts and their ratios could replace TILs in the
prediction of TNBC treatment response and metastatic recur-
rence. Another aim of this study is to assess ctDNA as a
biomarker of metastatic cancer recurrence.

2.2. Primary objective and endpoints

The primary objective of the PERCEPTION study is to evaluate
the correlation between the amount of TILs found in the biopsy,
measured semi-quantitatively as the percentage of tumor stromal
area occupied by lymphocytes''*! and the NLR derived from the
absolute blood counts of neutrophils and lymphocytes in TNBC
patients, at the oime of diagnosis. The primary endpoints are the
value of NLR and the amount of TILs ar diagnosis (before any
treatment). NLR is defined as the ratio of the absolute neutrophil
count (ANC) over the absolute lymphocyte count (ALC} {NLR =
ANC/ALC).

2.3. Secondary objectives and endpoints
Secondary objectives of the present study include:

o Assessment of the correlation berween the amount of TILs in
the biopsy and the total white blood cell count (WBC), ANC,
ALC, absolute platelert count {APC), and PLR routinely
assessed in women with TNBC, at diagnosis.

» Assessment of the correlation between the mentioned blood
counts and their ratios (NLR and PLR), at the time of diagnosis,
and the response to NACT according to Sataloff.!"™!

o Assessment of the correlation between the mentioned blood
counts and therr ratios (NLR and PLR) at the time of diagnosis,
and the TIL amount in the post-NACT surgical specimen.

e Assessment of the correlation between the mentioned blood
counts and their ratios (NLR and PLR) and the recurrence-free
survival (RFS).

e Assessment of the correlation between the mentioned blood
counts and their ratios (NLR and PLR) before post-NACT
surgery and TIL quantity in the surgical specimen post-NACT,
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Inclusion and exclusion criteria of the PERCEPTION ftrial.

Inclusion criteria

Exclusion criteria

Female
Age >18yr
Primitive, non-metastatic triple negative breast cancer, diagnosed hitologicaly

Unavailable blopsy tumer samples
Unavailable blood test resuls at the time of diagnosis
Pregnant or breastfeeding women, winerable persons, adults under legal profection, or unable

to give their consent, accarding to the L.1121-6 ariicle of the Public Heath Code

Treated vath chemetherapy. surgery, and radation therapy
French language fluency

Affillagion to sodial security

Able to providz a signed informed consent form

depending on the time between surgery and the last
administration of chemotherapy.
o Assessment of the correlation between the mentioned blood
counts and their ratios (NLR and PLR) and the presence of
ctDNA.
Assessment of the correlation between ccDNA and RFS.
Assessment of the correlation berween the mentioned blood
counts and their ratios (NLR and PLR) after cancer treatment
and the RFS.

The secondary endpoints include the following:

o The absolute values of toral white blood cells, neutrophils,
lymphocytes, platelets measured in number of cells x 10'*/L
and the PLR at diagnosis. PLR 1s defined as the ratio of the APC
over the ALC (PLR=APC/ALC).

» The values of total white blood cells, neutrophils, lymphocytes,

platelets, NLR, and PLR before post-NACT surgery.

TIL amount in the biopsy befare cancer treatment.

TIL amount in the surgical specimen post-NACT.

Response to NACT according to the Sataloff classification.

The period of time berween surgery and the last administration

of chemotherapy.

o The amount of ctDNA.

e Metastatic recurrence.

2.4. Eligibility criteria

The participants should meet the inclusion criteria in order to be
enrolled in the study (see Table 1). Only adult {(over 18 years of
age) female patients diagnosed for the first time with non-
metastatic TNBC will be recruited. The eligible patients must be
treated with chemotherapy, surgery, and radiation therapy (RT).
The lack of tumor sample from biopsy, necessary for the
evaluation of TILs and the lack of blood test results at diagnosis
will render the inclusion impossible.

Patient may exat study prematurely following:

- Patient decision

- Investigator decision

- Patient death

- Patient lost to follow-up

2.5. Study design

Eligible patients will be selected out of a local database of TNBC
patients and will be recruited during the first year following the
end of RT. The data collected before inclusion, such as TILs
evaluation at baseline and in the surgical specimen, as well as
blood test resulrs at different times (baseline, before surgery,
before the start of RT, and 6 months after the end of RT) will also
be analyzed. After inclusion in the PERCEPTION trial, patients
will undergo 2 terventions. A blood test will be performed 12
months after the end of RT and another blood test will be
performed at the time of the first metastatic recurrence, if
applicable. WBC, ANC, ALC, APC, NLR, PLR, and c¢tDNA will
be measured from these blood tests. The overall follow-up 1s S
years (see Fig. 1).

2.6. Recruitment

Recruitment will be carried out in the Jean Perrin Centre by
an oncologist. After checking the inclusion and exclusion
criteria, the study will be thoroughly explained to the
patient by the oncologist, and a consent form will be signed
by both.

The recruitment period will last 3 years, from October 2019 to
Qctober 2022; 90 patients are expected to be included. After
enrolment completion, the primary objective will be analyzed.
The overall follow-up for each patient is 3 years, if no metastatic
recurrences occur.

Biood test
thest froen NaC T

Post NACT TiLs
rraluation

Blood test (if available)

Blood tast (if
’ wvailable)

Wethest froem

Inclusion

Figure 1. Timeline of the patients' treatment and folow-up. CT=chemotherapy, NACT=neoaduvant chemotherapy, RT=radation therapy. Patients are included
in the trial 1 year after the and of radetion therapy, as indicated by the bius arrow.
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2.7. Data collection and management

Most of the data will be available and will have been collected at
the time of enrolment:

e Demographic data (age)

e Initial diagnosis of TNBC (date of diagnosis, histological
charactenistics of the tumor, hormone receptor and HER2
expression, TNM classification)

o Cancer treatment and response to the treatment

o Clinical characteristics of the tumor in the surgical specimen

® Blood test results at the time of diagnosis, before surgery,
before the onset of RT, and 6 months post-RT

e TIL amount in the biopsy and in the surgical specimen

After patient enrolment, blood test results at 12 months post-
RT and at the dme of the first metastatic recurrence will be
collected.

A comparison of the demographic and recurrence data of the
recruited patients to those of eligible patients but not included in
the study will be performed, to show that the studied population
in this trial is no different from the general population of non-
metastatic TNBC patients.

The assessment of TIL quantity will be independently
performed by 2 breast pathologists. In case of the mitial resule
discordance, the slides will be reviewed by both pathologists
under a multi-headed microscope and the consensus will be
reached after a concertation.

Tumor DNA mutations will be identified from tumor samples.
Then, DNA will be extracted from the blood plasma and will be
amplified by polymerase chain reaction (PCR), in order to select
the DNA region carrying the mutation identified in the tumor
sample and to measure the quantity of circulating tumor DNA.

Data will be collected and entered m the electronic Case Report
Form (¢CRF) by a Clinical Research Associate (CRA)in charge of
the study, under the responsibility of the principal investigator.

2.8. Data confidentiality

Data collected and transmitted to the promoter by the
investigators will be anonymized. Study data will not contain
any names or other personal identifiers such as addresses. Patients
included in the trial will be identified by a code specific to this
trial. The investigator will have access to the correspondence
table berween the patient’s last name, first name, date of birth,
and the code assigned in the trial.

2.9. Statistical analysis

Given the scarcity of data in the literature concerning the
correlation between TILs and NLR, our goal is to recruit as many
patients as possible. A sample size of 90 patients would allow us
to show an average effect size of 0.3 (witha 0.8 power and a 0.05
alpha risk). According to preliminary studies (not published), the
variables present enough variability to allow for the detection of a
correlation.

Statistical analysis will be performed with R software {v3.6 or
newer, R-Project, GNU GPL, htpiferan.r-project.org/). Each
variable of interest will be expressed by conventional statistical
summaries: the quantitative variables will be expressed through
the most relevant position indicator (mean, median, quartiles,
range) and dispersion indicators (standard deviation, interguar-
tile range), and qualitative variables will be expressed by counts
and percentages for each level.
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Normality of continuous variables will be investigated and we
will perform a description of the dependencies of the pairs of
variables, where relevant. For hypothesis testing, alpha risk will
be set at the conventional 5%, P-value corrections will be made
for mulriple comparisons, and effect sizes will be systemartically
specified. If relevant, post-hoc tests and comparisons in
subgroups will also be performed for exploratory purposes
and with adjustment for multiple restings.

2.10. Main objective analysis

In order to study the dependency relationship between NLR and
TILs, we will perform a correlation analysis between these 2
continuous variables (graphical analysis, Spearman correlation
cocfficient, significance test, confidence interval).

2.11. Secondary objective analysis

o The relationship between the other blood counts and the TILs
at different times will be assessed through a correlarion analysis
as for the main objecrive.

e The relationship between the absolute blood counts and the

derived ratios (NLR, PLR), and the response to NACT will be

evaluated by analyses of variance (or Kruskal-Wallis tests) and
logistic regressions. A subgroup analysis will be performed
based on the length of the period between the last cycle of

NACT and surgery. A mixed model will also be considered to

account for repeated measures and the time lag between the end

of NACT and surgery.

The relationship between the presence of ceDNA after the end

of trearment and the relapse of TNBC will be analyzed by

Fisher’s exact test. Patients treated with NACT and first-line

surgery will be analyzed separately.

The elements of blood will be assessed as early markers of

TNBC relapse using logistic regressions, possibly penalized (the

LASSO method). Patients treated with NACT and first-line

surgery will be analyzed separately.

3. Quality control

A CRA mandated by the promoter will ensure the proper conduct
of the study, dama collection, documentation, recording, and
report, in accordance with the good clinical practices guidelines
and the legal provisions in force.

The respect of the study protocol and procedures therein, and
the quality of the collected data {accuracy, missing data,
consistency with the source documents) will be regularly
reviewed; monitoring reports will ensure traceability.

4. Amendment to the protocol

Changes to the protocol will be qualified as substantial or nor.
Depending on their nature, they will be the subject of a new
review by the French ethical research committee and/or an
authorization from the compertent authority.

5. Discussion

Identifying new biomarkers that would allow for a quidk,
mexpensive, and reliable prediction of treatment response and
metastatic recurrence of TNBC patients is still an important
unsatisfied medicalneed. Such biomarkerswould allow oncologists
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to propose altemativetreatmentand enrolment into clinical trials to
the TNBC patients carrying a high risk of resistance to the classical
NACT orfand a high risk of metastatic recurrence.

The PERCEPTION clinieal trial 1s designed to verify whether
a peripheral blood count or a ratio of peripheral blood counts
can provide similar prognostic informarion as TILs. However,
this clinical trial has certain drawbacks. First of all, since it is
conducted at a single site, the sample size will be relatively
limited. Furthermore, this study will only assess the full blood
count and ctDNA as predictors of relapse. Studying other
clements, such as circulating proteins would be of great interest in
the prediction of TNBC relapse.

In conclusion, the PERCEPTION trial will give us important
mnformanon about the correlation between NLR and TILs before
treatment in TNBC patients and at other time periods. It will
allow us to determine if we can further explore the values of
blood cells as predictive markers in TNBC, and propose further
studies, assessing new biomarkers that could be of great value in
the treatment of TNBC.

6. Trial status

As of this day 18 patients have been recruited in the
PERCEPTION trial. Recruitment began on 4th of December
2019 and is ongoing, according to version 14 of the protocol of
9th Ocrober 2019. Recruitment is expected to be completed in
October 2022,
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Abstract

Umbilical skin metastases (or Sister Mary Joseph nodules) are rare. Their presence typically
indicates the late manifestation of deep-seated abdominopelvic malignancy. They occur
mainly in gynecological cancers, and gastrointestinal cancers in men. The most common his-
tology is adenocarcinoma (~75% of cases), but it can also rarely be squamous cell or undif-
ferentiated carcinoma. These metastases can be present at diagnosis or appear at disease
recurrence, and are associated with a very poor prognosis with an average survival of 11
months. We report the clinical case of a 58-year-old man with metastatic pancreatic adeno-
carcinoma and umbilical cutaneous metastasis after receiving first-line chemotherapy. The
diagnosis was established upon liver biopsy in July 2019, after the patient presented with a
complaint of transfixing abdominal pain. The first-line treatment consisted of six cycles of
modified FOLFIRINOX chemotherapy. However, in November 2019, computed tomography
(CT) scan showed disease progression. Second-line treatment with gemcitabine (Gemzar®)
led to a 16% decrease in target lesions. During the fourth cycle, three periumbilical indurated

The manuscript of this case report has been published as a preprint on ResearchSquare.com. Reference:
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-141436/v1,
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nodules appeared. After six cycles, skin infiltration had increased, and the patient reported
his abdominal pain had intensified. Reassessment by CT scan showed an increase in both he-
patic and peritoneal disease progression. Third-line treatment with FOLFIRI, started on April
15, 2020, could not control the disease, leading to greater induration and subcutaneous infil-
tration, which were responsible for the increased pain and ultimate death. Umbilical skin me-
tastases are rare, and they are associated with advanced metastatic disease and a very poor
prognosis. Cases reporting Sister Mary Joseph nodules are needed to better understand the
conditions and mechanisms of their appearance and dissemination.

© 2021 The Author(s).
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Umbilical skin metastases, also known as Sister Mary Joseph nodules, are rare. They are
described in 1-3% of patients with neoplasia of abdominopelvic origin (gynecological or
digestive) [1, 2]. Umbilical metastases are most common in gastric cancer (30%), colorectal
cancer (25%), and pancreatic cancer (18%) in men, and in ovarian cancer (34%), endometrial
cancer (12%), and colorectal cancer (12%) in women. There is a predominance of females
who present with these nodules (male to female ratio of 0.69); however, the majority of male
cases have digestive etiologies [1, 2]. In 14-33% of cases, the discovery of umbilical metas-
tasis leads to the diagnosis of an unknown neoplasia [3]. In contrast, among those patients
with known neoplasia, the umbilical nodules are an early sign of recurrence in about 40% and
in about 59% of cases, the umbilical metastases occur after discovery of the primary tumor
[3].

They canbe present at diagnosis or appear at disease recurrence, and are associated with
a very poor prognosis, patients having an average survival of 11 months [4]. Their presence
typically indicates the late manifestation of deep-seated abdominopelvic malignancy.

Here, we report an original case of a patient with metastatic pancreatic adenocarcinoma
at diagnosis, who developed periumbilical nodules during the course of his disease.

Case Presentation

Diagnosis

A 58-year-old man presented with transfixing abdominal pain on July 17, 2019. A
corporeo-caudal lesion of the pancreas, containing the celiac trunk and associated with
secondary hepatic lesions, was discovered in July 2019. The patient had no symptoms, signs,
orfindings prior to the abdominal pain that prompted presentation. Upon hospital admission,
the patient underwent a physical examination by an oncologist. Regarding the personal
history of past illnesses, the patient had undergone surgery and radiation therapy for a
testicular seminomain 2007,

Laboratory testing was performed and showed that plasma angiotensin-converting
enzyme level was elevated (17.3 ng/mL; normal: <5.2 ng/mL) and the carbohydrate antigen
19-9 level was exceedingly elevated (7,329 IU/mL; normal: <27 IU/mL). Liver biopsy
confirmed the diagnosis of pancreatic adenocarcinoma and ruled out the possible recurrence
of testicular seminoma. No deleterious mutations were identified in the tumor tissue for the
breast cancer 1/2 (BRCA 1/2) genes.
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July 2019 Di is of metastatic pancreaticadenocarcinoma

A

First line of chemotherapy
{modified FOLFIRINOX)

v
Nov 2019 —— Cycle 6: progression of the disease according CT scan (RECIST 1.1)

o

 second line of
chemotherapy (GEMZAR) Cycle 3: stable disease according CT scan (RECIST 1.1)
J Cycle 4: apparition of 3 periumbilical indurated nodules
March 2020 ——|— Cycle 6: disease progression according CT scan (RECIST 1.1)
April 2020
Third line of T
chemotherapy (FOLFIRI) |
May 2020 Cycle 3: clinical progression of periumbilical lesions (greater

induration and subcutaneous infiltration, responsible for an
increased pain)

b 4

Fig. 1. Treatment timeline.

Computed tomography (CT) scan showed secondary hepatic lesions and peritoneal carci-
nomatosis. The final diagnosis was corporeo-caudal lesion of the pancreas, containing the
celiac trunk and associated with secondary hepatic lesions.

Treatment
Figure 1 illustrates the treatment timeline.

First-Line Treatment

The patient received modified FOLFIRINOX (5-fluorouracil 1,200 mg/m? continuously
for 46 h, levofolinate 200 mg/m?, oxaliplatin 85 mg/m? irinotecan 150 mg/m?) as first-line
chemotherapy [5]. After six cycles, in November 2019, the CT scan revealed an increase in
pre-existing liver lesions as well as the appearance of new liver lesions and lesions of peri-
toneal carcinomatosis, indicating disease progression according to Response Evaluation
Criteriain Solid Tumors (RECIST) 1.1. Anincidental pulmonary embolism wasalso discovered.

Second-Line Treatment

Second-line treatment (1,250 mg/m?) was administered on days 1 and 8, and repeated
on day 21, adapted to the patient’s general condition [6]. After three cycles of treatment, the
disease was deemed stable, according to the RECIST 1.1 criteria (i.e.,a 16% decrease in target
hepatic and pancreatic lesions). However, during the fourth cycle of gemcitabine (Gemzar®;
Eli Lilly), three periumbilical indurated nodules appeared, two of which were erythematous
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Fig. 2. Evolution of the metastatic periumbilical nodules of pancreatic adenocarcinoma throughout the Gem-
zar® treatment. A Fourth cycle of Gemzar¥, started on February 12, 2020. B Fifth cycle of Gemzar®, started
on March 4, 2020. C Sixth cycle of Gemzar®, started on March 25, 2020.

(Fig. 2A). During the fifth cycle of gemcitabine, these nodules remained visible and slightly
increased in size (Fig. 2B). After six cycles, skin infiltration and abdominal pain associated
with peritoneal carcinomatosis increased. The umbilical orifice showed unfolding of the
umbilicus (Fig. 2C). Reassessment by CT scan also showed disease progression (according to
RECIST 1.1), both hepatic and peritoneal.

Third-Line Treatment

Third-line treatment with FOLFIRI (5-fluorouracil bolus 400 mg/m? and then 1,200 mg/
m? administered continuously for 46 h, irinotecan 180 mg/m?) was started on April 15,2020
[7]. Under FOLFIR], there was dinical progression of the periumbilical lesions (Fig. 3); in
particular, greater induration and subcutaneous infiltration occurred, which were respon-
sible for increased pain.

Outcome and Follow-Up

Unfortunately, the patient died from his illness on July 11, 2020, after receiving all three
lines of treatment.
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Fig. 3. Evolution of the metastatic periumbilical nodules of pancreatic adenocarcinoma throughout the FOL-
FIRI treatment. A First cycle of FOLFIRI, started on April 15,2020. B Second cycle of FOLFIRI, started on April
28, 2020. C Third cycle of FOLFIRI, started on May 12, 2020.

Discussion

The most common histology of umbilical skin metastases is adenocarcinoma (accounting
for ~75% of cases), but it can also (rarely) be squamous cell carcinoma or undifferentiated
cancer [2]. Because of its vascularization, connections to embryological remnants, and prox-
imity to the peritoneum, the umbilicus is predisposed to being a site of metastasis. As such,
several hypotheses have been put forth to explain the underlying pathophysiology [2]. These
mainly concern the umbilical region receiving rich arterial vascularization via the inferior
epigastric artery and the iliac circumflex artery arising from the external iliac artery and via
the superior epigastric artery arising from the internal mammary artery.

Under normal conditions, venous drainage occurs through the internal mammary vein to
the axillary vein, and through the lower epigastric vein to the femoral vein. The umbilical
region is also drained by a lymphatic system that follows the venous system. It comprises a
deep network (involving para-aortic, internal mammary and external iliac nodes) and a
superficial network (involving axillary and inguinal nodes) [8]. Lymphatic diffusion appears
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to be the most likely mechanism of dissemination, exerting a major impact on prognosis and
surgical management [2].

Tumor cells undergo both anterograde and retrograde diffusion, making the umbilicus a
point of intersection of the lymphatic network [2, 9]. In addition, the umbilicus is separated
from the peritoneum only by a single structure (the fascia transversalis) which may be
strengthened by focal thickening ofthe fascia umbilicalis [2, 8]. This close connection between
the umbilicus and anterior peritoneal surface may allow contiguous diffusion. The umbilicus
is a scar that appears after birth when the umbilical cord falls off but retains connection to
the embryonic remains, including Meckel's diverticulum (a remnant of the vitelline duct), the
falciform ligament (from the umbilical veins, connecting the vena cava), the urachus (itself a
remnant of the allantoid duct, connecting the umbilicus to the roof of the bladder), and the
medial umbilical ligaments (on the sides of the urachus, arising from the umbilical arteries)
[2]. Despite the many anatomical connections of the embryonic remnants, they do not seem
to play an important role in the dissemination of tumor cells. The presence of an umbilical
nodule is usually associated with advanced metastatic disease and, therefore, with a very
poor prognosis (average survival of only 11 months) [2, 10].

Conclusion

In this case study, we followed a patient whose umbilical metastases appeared after first-
line treatment, showing aggressive disease and a poor prognosis. Their appearance is strongly
linked to the progression of peritoneal carcinomatosis, suggesting a mixed mechanism of
dissemination, most likely by lymphatic diffusion and promiscuity.
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Abstract
Introduction: Patient-derived xenografts (PDX) can be used to version 3 "
explore tumour pathophysiology and could be useful to better (revision) -
understand therapeutic response in breast cancer. PDX from 21 jun 2021 o
mammary tumours are usually made from metastatic tumours. Thus,
PDX from primary mammary tumours or after neoadjuvant treatment ~ version 2 & 2
are still rare. This study aims to assess the feasibility to establish (revision) i
xenografts from tumour samples of patients with triple negative or 10 Mar 2021 ik bk
luminal B breast cancer in neoadjuvant, adjuvant or metastatic
SEHing, version 1 ?

Methods: XENOBREAST is a single-centre and prospective study. This
feasibility pilot trial aims to produce xenografts from tumour samples
of patients with triple negative or luminal B breast cancer. Patient
enrolmentis expected to take 3 years: 85 patients will be enrolled and 1. Jessica Finlay-Schultz ", University of
followed for 28 months. Additional blood samples will be taken as part Colorado Anschutz Medical Campus, Aurora,
of the study. Surgical specimens from post-NAC surgery, primary USA

surgery or surgical excsion of the metastases will be collected to
establish PDX. Histomolecular characteristics of the established PDX
will be investigated and compared with the initial histomolecular
profile of the collected tumours to ensure that they are well-
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Ethics and dissemination: XENOBREAST belongs to category 2 Research Institute, Royal Brisbane Hospital,
interventional research on the human person. This study has been Herston, Australia

approved by the Sud Méditerranée IV - Montpellier ethics committee. e ; R

Itis conducted notably in accordance with the Declaration of Helsinki A I T R R L (S
and General Data Protection Regulation (GDPR). Study data and Qatar

findings will be published in peer-reviewed medical journals. We also
plan to present the study and all data at national congresses and
conferences. article can be found at the end of the article.
Registration: ClinicalTrials.gov [D NCT04133077; registered on

October 21, 2018.
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Amendments from Version 2

We added relevant Ierature in the introduction secton, We also
cited five new references: Bruna ef al. (2016) (PMID: 27641504),
DeRose et af. (2011) (PMID: 22019887), Sachs e o/, (2018) (PMID:
29224780), Rosenbiuth et a/. (2020] {PMID: 32249764) Ben-David
et af (2017) (PMID: 28991255). Some detaiis have been added
about the PDXs commercialzation and production

Any further resp from ther can be found at
the end of the article

Introduction

Breast cancer can be classified into different  molecular

subtypes according to gene expression: luminal A (Hormone
Receptor  positive (HR+)Vhuman epidermul  growth  factor
receptor 2 negative (HER2-), with high HR expression and
low levels of the protein Ki-67), luminal B (HR+ either
HER2+ or HER2- with high levels of Ki-67 und with low HR
expression), HER2-enriched (umplification of ERBB2 gene.
regardless of HR status) and triple-negative (HR-/HER2-).
Luminal B and triple-negative tumours account respectively
for approximately 206 and 10-15% of all breast cancers .
Although rarer than luminal A breast cancers, luminal B and
riple-negative umours are often high-grade tumours with a
Pocrer prognosis

The establishment of patient derived xenogralts (PDX) could be
useful to discover new treatments and strategies needed in the
fight against these subtypes of breast cancer. PDX are derived
from tumour tissue in which the tumour architecture and the
propoion of cancer and stromal cells are both maintained:
advantages not found in cell lines. Therefore, PDX effectively
model intra- and inter-tumoural heterogeneity'”. It is important
to note that PDXs have been shown to undergo mouse-specific
mmour evolution',

Thus. PDX are used to answer questions such as the contribu-
tion of tumour heterogeneily (o therapeutic response, patterns
of tumour progression during metastatic progression and
mechanisms of treatment resistance -,

Most of the available PDX or organoids. which have been
xenografted into mice and recapitulate the primary tumours,
are generated from primary breast cancer tissue™ ' In contrast,
generated PDX from metastatic tumours remain rarer and may
allow the identification of eventual molecular therapeutic targets
in metastatic setting.

Tt is also necessary to have PDX maodels from primary breast
lesions that are resistant to neoadjuvant therapies. Recent
prospective studies show that PDX can be obtained from
neoadjuvant breast tumours and demonstrate the feasibility of
wmour sequencing in these situations' . Breasl cancer patients
wilh residual disease after necadjuvant chemotherapy (NAC)
have an increased risk of recurrence. Similarly, high-grade
breast tumours reated by primary surgery are very rare, poorly
known. and aggressive.
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The production of PDX from post-NAC residual breast tumours
or from high-grade breast tumours will provide data on the
molecular characteristics of these tumours with a high risk of
recurrence.

In this study, we want to establish PDX from tumour samples
of patients with triple-negative and luminal B breast cancers in
neoadjuvant, adjuvant or metastatic settings. In addition, to
verify whether or not the PDX obtained is consistent with the
original wmour, we will study the tumour exomes of both the
PDX and the original mmour. The study of the patients’
constitutional exome will serve as the basis for this comparison
and is an essential element in the overall somatic analysis.

Methods

Study design

This is a single-cenire prospective trial designed to establish
xenografts from surgical specimens of patients with triple
negative or luminal B breast cancer in neoadjuvant, adjuvant or
melastatic seting. Patient enrolment is expected to take 3 years:
85 patients will be enrolled and followed during 28 months.

Study design is presented in Figure |. The management of
patients in the study may vary depending on the sefting:
neo-adjuvant, adjuvant or metastatic. In all the settings and as
a part of their medical follow-up, patients will go through a
pre-operative biological assessment. For patients in metastatic
setting, this assessment will be performed before surgical
excision of the metastases. Blood samples will be used to
perform sequencing of the patienU’s constitutional exome. At
the end of the surgery, one sample of the surgical specimen
will be taken to generate PDX and another one to sequence
the patient’s umour exome.

Participants can withdraw al any time. Data obtamned will be
retained with consent, and any reasons given for withdrawal
will be recorded.

PDX generation

The patient-derived tumour xenograft platform called XenTech
will generate the PDX. All PDX will be established us
approved by the ethical authorisation #16569: « Développement
d’une collection de modéles de lumeurs humaines greffés sur
souris (PDX) ». The different steps of the development of
an established xenograft model are summarized in Figure 2.
Overall, fresh surgical tissue will be cut into small fragments
and prafted into the inter-scapular region or into the renal
capsule of 6- to 13-week-old fernale immunodeficient or severe-
combined immuno-deficiency (SCID) or non-obese diabetic
SCID mice. The inter-scapular site allows easy access to a
well vascularized region with tissue that in female mice is in
continuity with the mammary gland. Although the use of extra-
cellular matrix tends to increase xenograft take rates, tumor
fragments will be implanted without any matrix. Mice should
weigh 18g at 6 months. At the onset of tumour growth, a latency
period of 1 to Y months is expected. The mouse generation with
the patient derived graft will be called FO and the following
generations will be numbered FI, F2, and F3. When the tumour
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NAC Blood samples :
setting \ = omstinmonsl e If successful PDX = Exomes
\ (x3)
\
Adjuvant | - D\
setting | Inclusion __ Surgery PDX generation >
/
/
/ +/- oncogenetic
/ consultation
Metastatic Surgical specimens with 3 fragments:
setting - 1 for histopathology
-1 for xenografts

-1 for the tumor exome

* post-NAC surgery , primary surgery or surgical excision of the
metastases
NAC : neoadjuvant chemotherapy; PDX : Patient derived xenografts

Figure 1. Design of the XENOBREAST study. Adult women with triple negative or luminal B breast cancer in neoadjuvant, adjuvant or
metastatic setting will be Included. In all the settings, patients will go through a pre-operative biological assessment. Blood samples will be
used to perform sequencing af the patient’s constitutional exome. At the end of the surgery {post-NAC surgery, primary surgery or surgical
excision of the metastases), a sampie of the surgical specimen will be taken to generate patient-derived xenografts (PDX) and anather one
10 sequence the patient’s tumour exome.

On the operating room:
a= * On fixed sample
\ © MES histology
of | © Immunchistochemical analysis of basal and luminal cytokerating

First graft:
* On fixed sample

© HES histology

o Immunohistochemical analysis of basal and luminal cytokeratins
* Freezing in nitrogen for molecular studies

FO

Second graft:
* On fixed sampie
PDX © HES histology
- © Immunchistochemical analysis of basal and luminal cytokerating

F1 * Freezing in nitrogen for molecular studies

Third graft:
* On fixed sample

© HES histology

o Immunohistochemical analysis of basal and luminal cytokerating
= Freezing in nitrogen for molecular studies

Fourth graft:
* On fixed sample
PDX © HES histology
» o Immunohistochemical analysis of basal and luminal cytokerating
o Measurement of ER, PR, Her2
« Freezing in nitrogen for molecular studies

PDX
F2

F3

Figure 2. Scheme summarizing the different steps from the patient’s surgery to the generation of an established patient-
derived xenografts (PDX) model. Fresh surgical tissue will be grafted into the inter-scapular region of into the renal capsule of
immunadeficient or severe-combined immuno-deficiency mice. When the tumour volume reaches the ethical limit, the tumour is remaved
and fragmented as follows: a part is grafted to a new set of mice; a secand part is fixed in formalin and embedded in paraffin far histological
studies; a third part is frozen in liquid nitrogen for molecular studies; and a last part is frozen in a 10% DMSO salution ta generate a viable
tissue stock. These steps are repeated for the F1, £2 and F3 generation. A xencgraft will be considered as well-established in the third
generation (F3).
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volume reaches the ethical limit (10% of the total weight of
the mouse), the tumour is removed and fragmented as follows:
a part is grafted to a new set of mice; a second part is fixed in
formalin and embedded in paraffin for histological studies; a
third part is frozen in liquid nitrogen for molecular studies;
and u last part is frozen in a 10% DMSO solution o generate a
viable tissue stock. These steps are repeated for the F1, F2 and
F3 generation. A xenograft will be considered as well-established
in the third generation (F3). When it is necessary. the animal
will be sacrificed by cervical dislocation. For the duration of the
study, mice will be housed, by a maximum of 6, in individually
ventilated cages. They will be housed in a light-dark cycle
with temperature and hygrometry control. The mice will have
throughout the duration of the project a complete diet and
drinking water. For the ER+ PDX models. mice will receive
173-estradiol supplementation in the drinking water, useful for
the establishment of these models''. No estrogen pellets will be
implanted.

Sample selection

Inclusion and exclusion criteria are presented in Tuble 1.
Bricfly, adult women (18 years or older) with triple-negative or
luminal B breast cancer in neoadjuvant, adjuvant or metastatic
setting will be included.

F1000Research 2021, 9:1219 Last updated: 05 JUL 2021

Recruitment and consent

Eligible patients will be offered the opportunity to participate
in the study by their oncologist or their surgeon. Patients who
agree to participate in this study will provide written informed
consents (clinical consent and genetic consent} for enrolment,
XenTech is allowed to commercialize the PDX generated in this
project. The patients will be made aware of that during consent.

Sample size calculation

This feasibility study aims to obtain xenografts from tumours
that are cither rare or tumours that are resistant to treatment and
therefore difficult to establish. We consider that a minimum
of five successful grafts would meet this objective. Under
these conditions, knowing the graft success rate specific to each
histological type and the proportion of luminal B (2/3) and
triple-negative breast cancers (1/3), we calculate the number of
subjects required so that the lower bound of the 95% confidence
interval (CI) of the success rate multiplied by the number of
subjects is 25.

To obtain a xenografl. the average rate is 30% from (riple-
negative tumours and 10% from luminal B tumours. Taking
these data into account, we will include 2/3 luminal B tumours
and 1/3 triple negative tumours: the expected rate of successful

Table 1. Inclusion and exclusion criteria.

Inclusion o Female
qitenia o Age>18years

= ECOG (Eastem Cooperative Oncalogy Group) performance status <2

o Wormen with :

e high grade metaplastic triple-negative (TN) breast cancer, histologically proven before treatment, recenving
negadjuvant chemotherapy and having, after treatment, a breast residue of at least 15 mm on the specimen.
The mammary residue will measure at least 15 mm on the mammagraphy performed at the end of negadjuvant

treatment OR

o high grade metaplastic tniple-negative (TN) breast cancer, histologically proven before treatment, treated by
primary surgery with a tumour size of at least 15 mm on the speamen OR

o inflammatory TN breast cancer (T4d), histologically proven priar to reatment, receiving neoacjuvant
chemotherapy and having, after treatment, a breast residue of at least 15 mm on the specimen. The mammary
residue will measure at least 15 mm on the mammography performed at the end of the necadjuvant treatment

OR

o TN breast cancer ather than non-metaplastic or inflammatory, histologically proven prior to treatment, receiving
neoaadjuvant chemotherapy and having, after treatment, @ mammary residue of at least 30 mm an the spadmen.
The mammary residue will measure at least 15 mm on the mammaography performed at the end of the

necadjuvant treatment OR

o Luminal B breast cancer, histolagically proven prior to treatment, receiving neoadjuvant chemotherapy and
having, after treatment, 2 mammary residue of at least 30 mm on the specimen, The mammary residue will
measure at least 15 mm on the mammography performed at the end of the neoadjuvant treatment CR

o Metastatic TN or luminal B breast cancer, histologically proven at diagnosis, with an operable metastasis and
having after chemotherapy a residue of at least 10 mm on the surgical specimen. Residual metastasis will

measure ar least 15 mm on imaging

Affiliation 1o sodial security

Exclusion .
aitena o

Pregnant woman

Refusal to participate to the study

Signature of the participation consent of the study
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Patients in a metastatic situation can be included regardless of the therapeutic line

Patient deprived of liberty by court or administration decision
In necadjuvant stuation: neoadjuvant treatment by radiotherapy or honmone therapy
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xenografts will be approximately 17%. The number of patients
needed to be included is therefore at least 63: lower bound
of the CI-95% of 17% for 65 subjects = 8% or 5 patients
(8%x65=5.2).

Since for some patients the tumour will be of sufficient size
for imaging. but of insufficient size in the operating room, we
consider that this number should be increased by 30%, to a
total number of 85 patients.

Study objectives and data collections

The primary objective of the XENOBREAST trial is o
establish xenografts from tumour samples of patients with triple
negative or luminal B breast cancer in neoadjuvant, adjuvant or
meltastatic setting. Furthermore, the study aims to investigate
histomolecular characteristics of the established PDX and to
compare these characteristics with the initial histomolecular
profile of the collected tumours.

Data collected are the patient’s age (month and year of birth),
pathology, treatments received, response to treatments, date and
nature of surgery (primary tumour, metastasis), data conceming
exomes (constitutional and tumour). as well as histomolecular
profiles of the initial tumour and of the different xenograft
generations. To define these histomolecular profiles we will
quantify the expression of the oestrogen, progesterone and
androgen receptors by immunohistochemistry, the amplification
status of the ERBB2 gene, and the fraction of tumour cells
expressing Ki67. Finally, tumours will be classified into
molecular classes according to the above-mentioned data:
luminal A, luminal B. HER2-enriched or triple negative.

Data collected and transmitted to the sponsor of the study
by the investigators will be pseudonymized. Study data will
not contain any names or other personal identifiers such as
addresses. Patients included in the trial will be identified by
a code specific to this trial. The investigator will have
access to the correspondence lable between the patient's last
name, first name, date of birth and the code assigned in the
trial,

Statistical analysis

Primary analysis. The main oucome of this feasibility trial
is the number of successful xenografts obtamned. a xenograft
being considered successful when it reaches the F3 generation

F10D0Research 2021, 9:121 9 Last updated: 05 JUL 2021

tumours (description of the population, histomolecular pro-
file, anatomopathological data. etc.). Qualitative characteristics
will be described using their number and frequency, and quan-
titative characteristics (age at diagnosis, tumowr size, etc.)
using standard distribution parameters: mean, median, standard
deviation. extremes. normality.

The characteristics of the tumours will also be described
according Lo whether or not a xenograft was successful. These
characteristics will also be compared, if the sample sizes
allow it, using Fisher's exact test, and Welch's t-test or the
non-parametric Mann-Whitney U-test if needed. All tests will
be two-sided and the statistical significance threshold will be
generally set at 0.05 except in case of differential analyses
on the exome data where multiple testing corrections will be
applied.

Ethical considerations

The XENOBREAST trial has been approved by an ethics
commitiee (Sud Méditerranée IV — Montpellier) on April 2020
(Reference: 20 03 02 and ID-RCB number: 2020-A00308-31}.
It is conducted notably in accordance with the Declaration of
Helsinki and General Data Protection Regulation (GDPR).

Study data and finding will be published in peer-reviewed
medical journals. We plan to present the study and all data at
national congresses and conferences.

Trial status

Participant recruitment is expected to begin in October 2020
and to finish in October 2023. The approved protocol is
version 02, 24/03/2020.

Conclusion

The XENOBREAST study a feasibility pilot trial that will
allow us (o estimate the success rale of xenografis and to
estimate PDX drift by comparing the histomolecular profile
of the PDX to that of the tumour. In perspective. the generation
of PDX from rare and chemo-resistant tumours would allow
for testing new treatments before their administration in vive.
In the long term, the establishment of PDX from primary
mammary tumours or after neoadjuvant treatment would allow
a better understanding of the therapeutic response. Moreover, it
could be a great model 0 explore tumour evolution patterns
during melastatic progression and to observe tumour resistance
mecl in non ic tumours.

and its molecular subtype defined by i
has remained identical to the onginal tumour. The percentage
of wmours yielding a successful xenograft will also be calcu-
lated. along with a 95% confidence interval. The feasibility
will be considered acceptuble if at least five successful
rransplants are obtained.

Wi 1 s
shistochemistry

Secondary analysis. A diversity analysis of genomic data
from the tumour exomes and the constitutional exome will be
performed. Differential analyses using bioinformatics tools
adapted Lo these data could be envisaged i the number of
patients allows it. We will describe in detail the collected
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Background: Triple negative breast cancer (TNBC) accounts for 10-20% of breast
cancers but has no specific therapy. Whilke TNBC may be more sansitive to chemotherapy
than other types of breast cancer, it has a poor prognosis. Most TNBC relapses occur
during the five years following treatment, however predictive biomarkers of metastatic
relapse are still lacking. High tumour-infittrating lymphocytes (TILs) levels before and after
neo-aduvant chemotherapy (NAC) are associated with lower relapse risk and longer
sunvival but TlLs assessment is highly error-prone and still not introduced into the clinic.
Therefore, having reliable biomarker of relapse, but easier to assess, remains essential for
TNBC management. Searching for such biomarkers among serum/plasma proteins,
circulating tumoral DNA (ctDNA) and blood cells appear relevant.

Methods: This single-centre and prospective study aims to discover predictive
biomarkers of TNBC relapse and particularly focuses on plasma proteins. Blood
samples wil be taken at diagnosis, on the day of first-line or post-NAC surgery, on the
day of radiotherapy start, then 6 months and one year after radiotherapy. A blood sample
wil be taken at the time of metastatic relapse diagnosis. Blood samples will be used for
circulating protein quantification, blood cell counts and circulating tumour DNA
quantification. A tumour RNA signature, based on the analysis of the RNA exprassion
of 6 genes, will also be tested from the initial biopsy taken routinely. In NAC patients, TlLs
quantity will be assessed on TNBC pre-treatment biopsy and surgical specimen.

Ethics and Dissemination: INSTIGO belongs to category 2 interventional research on
humans. This study has been approved by the SUD-EST IV ethics committee and is
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and General Data Protection
Regulation (GDPR). Study findings will be published in peer-reviewed medical joumnals.
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INTRODUCTION

Triple negative breast cancer accounts for approximately 10-20% of
breast cancers and is characterized by the ladk -or by very low -
expression of oestrogen and progesterone receptors and the lack of
amplification of the gene coding for HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) (1). TNBC has no specific therapy;
chemotherapy, radiotherapy and surgery remain preferred
modalities. While TNBC may be more sensitive to chemotherapy
than other types of breast cancer, it has a poor prognosis due 1o its
heterogeneity (2-4). Predictive biomarkers of metastatic relapse and
type of relapse need to be discovered Among these predictive
biomarkers, it has been shown that a high level of TILs before and
after NAC is associated with lower recurrence risk and longer
recurrence-free survival (5, 6). However, TIL assessment is error-
prone and subject to high inter-evaluator variability despite the
existence of standardized recommendations (7, 8). It is also known
that a complete pathological response to NAC is associated with a low
risk of metastatic relapse in TNBC (9). The determination of
biomarkers that are easily quantifiable at diagnosis is essential. The
search for predictive biomarkers of metastatic progression among
arculating molecules seems relevant (10, 11). Tt has been shown that
high concentrations of proteins involved in inflmmation, such as
interleukins 6 and 8, orinvolved in angiogenesis, such as angiopoietin-
like protein,are associated with a high risk of metastatic progression of
breast cancer (12-14). Tn TNBC, high blood levels of transforming
growth factor-} (TGF-}) and vascular endothelial growth factor-A
(VEGE-A) are associated with a high risk of relapse (15). Circulating
proteins assays are part of routine clinical testing and have a high
sensitivity. Targeted analysis of the blood proteome (serum/plasma),
using high through put techniques such as multiplex ELISA, appears to
be an interestingapproach for the discovery of new biomarkers. In this
context, we propose to conduct a study that measures the
concentrations of a set of plasma proteins to evaluate their ability to
predict metastatic relapse in patients with TNBC.

The interest in circulating biomarkers also leads us to focus on
blood cells which are easily quantifiable and accessible. Blood cells
and their ratios [Platelet-to-lymphocyte Ratio (PLR) and
Neutrophil-to-lymphocyte Ratio (NLR)] are predictive and
prognostic biomarkers of breast cancer (16, 17). In patients with
TNBC, a high NLR, reflecting a weak immune response, is
associated with a poor response to NAC and a poor survival (18,
19). In addition, plasma from cancer patients contains circulating
tumoral DNA (ctDNA) carrying tumour mutations. ctDNA is
proving to be another biomarker of interest to study. ¢tDNA levels
make it possible to anticipate the response to treatment and to

Abbreviations: (tDNA, circulating tumoral DNA; HER2, Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2; NAC, Necadjuvant chemotherapy; NLR, Neutrophil-
to-lymphocyte Ratio; PLR, Platelet-to-lymphocyte Ratio; TILs, Tumour
whiltrating lymphocytes; TNBC, Tnple negative breast cancer.
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predict the risk of metastatic relapse (20, 21). They are also a
predictive and prognostic biomarker in patients with metastatic
breast cancer (22). Combining the characteristics of a plasma
protein profile, blood cells levels (PLR, NLR) and ctDNA would
provide information on the metastatic potential of a given tumour.

Finally, analyses of tumour RNA expression of a wide range of
genes by PAMS0 tests, EndoPredict tests, MammaPrint tests or
even BluePrint tests allow clinicians to classify breast cancers into
molecular subtypes, each corresponding to a specific prognosis
and treatment proposal (23-27). However, no such tests exist for
TNBCs. The validation of an RNA signature of triple negative
breast tumours, established at the Centre Jean Perrin by the
analysis of the RNA expression of 6 genes, could provide us an
indication on the treatments to be preferred.

METHODS AND STUDY DESIGN
Study Design

This is a single-centre prospective trial designed to evaluate a
plasma protein profile as a predictive biomarker for metastatic
relapse of TNBC. The estimated duration of patients’ enrolment is
3 years: 90 patients will be enrolled and followed from the patient
inclusion until the first metastatic relapse or up to 5 years after the
end of treatment if no relapse occurs. Study design is presented in
Figure 1. TNBC patients will have blood samples taken at
diagnosis, on the day of first-line surgery or post-NAC surgery,
on the day of radiotherapy start, and 6 months and one year after
the end of radiotherapy. Patients receiving neoadjuvant radiation
will not be included in the trial. Tn case of recurrence, a blood
sample will be taken at the time of diagnosis of metastatic relapse.
Blood samples will be used for the quantification of plasma
proteins, for the determination of blood cells and for the
quantification of ctDNA. TILs rate evaluation will be performed
on tumour tissue from the biopsy and from the operating
specimen. The quantification of proteins will be done by
multiplex ELISA. The identification of tumoral DNA mutations
will be made from extracted DNA from tumour tissue from the
operating specimen or from the biopsy. All coding regions,
including exons borders and splicing sites, of the ten most
frequently muted genes in breast tumours (including TP53,
PTEN, PIK3CA, etc) will be captured from sample
genomes. Then, targeted regions will be analysed by high
throughput sequencing Targeting several genes will ensure to
discover at least one tumour-specific mutation. This mutation
will later be quantified in peripheral blood samples. The RNA
signature will be generated from transcripts extracted from tumour
tissue from the surgical specimen or from the biopsy. A multiplex
RT-gPCR will quantify the expression levels of the 6 genes of
interest. The expression level of each gene will be multiplied by the
corresponding coethicient in order to generate a prognostic score.
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FIGURE 1 | Design of the INSTIGO study. Patients will have biood samples taken at diagnosis, on the day of firstine surgery or post-NAC surgery, on the day of
the start of rediotherapy, and 6 months and ane yeer after radotherapy. If necessary, a blood sampla will be taken at the time of disgnosis of metastatic elapss.
Bleod samplas will be usad for circulating proteins auantification, blood oalls assay and circulating tumour DNA quantification, In necadant satting, TILs rate will be

avaltated from tumcur tssue from the ticpsy and from the operating rocm.

Study Objectives

The primary objective of the INSTIGO trial is to discover a
baseline plasma protein profile predictive of metastatic relapse in
patients with TNBC (Table 1). It also aims to identify a plasma
protein profile at different times during patient follow-up that
could be predictive of metastatic relapse. Based on a review of the
literature INSTIGO focuses on a specific group of proteins:
Matrix metalloproteinase 9, tissue inhibitor of metalloproteinase
1, interleukin-6, interleukin-8, interleukin-10, programmed
death-ligand 1, stromal cell-derived factor 1, GM-CSF, tyrosine
kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor-
homology domains 2, TGF-B, VEGF-A, hepatocyte growth
factor, fibroblast growth factor, CXCL5, CXCLI2. Morcover,
the INSTIGO study takes interest in others potential
biomarkers such as ¢tDNA, blood cells, TILS, or tumour RNA
expression (Table 1). Briefly, the objective is to evaluate the ability
of those potential biomarkers to predict metastatic relapse in
patients with triple-negative breast cancers.

Patient Selection

Inclusion and exclusion criteria are presented in Table 2. Briefly,
women (18 years or older) with newly diagnosed, histologically
proven and never treated primary triple negative breast cancer,
and non-metastatic (M0} at diagnosis, will be included.

Recruitment and Consent

Eligible patients will be offered the opportunity to participate in
the study by their oncologist or their surgeon. Patients who agree
to participate in this study will provide written informed consent
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TABLE 1 | Primary and secondary objectves,

Pnmary chjective

Secondary
chedives

In recadjuvent
salting

To discover a basaine plasma proten profle predictive
of metasiatic relapse in patients with TNBC

To dscover phsma pratein profies predictive  of
metastatic réapse in patients with TNBC, assessed at

- the day of first surgery or post-CTNA surgery

- the day of the mdotherapy start

- 6 months and cne year after racictherapy

To siudy the relationship betwesn the quantity of tumour
infiitrating lymehceytes at diagnesis and metastatc reigpse
To study the relatiorship between NLR and PLR and
metastatic réapse, when those 2 parametars are
assessed af

- diagnosis

- the day of frat surgary or post-CTNA surgery

To study the reatiorship between plasma levels of
circuating tumoral DNA and metastatic relapse

- e diegnosis

- et the cay of frst surgery or pest-CTNA surgery

- a the day of the start radiotherapy start

- 6 months and cne year after radiothe rapy

To verify prognostic valie of a baseine FINA sigrature
To identify a baselne plasma protein profle predictive of
histological response to nanadjant chamatherspy (NAC)H
To swcy the relatonshp betwean varation in proteln
concentration, between diagnoss and end of NAC, and
histolegica response 10 NAG

To study the ralationship between TIL cuartty before
and after NAC, as well as between the relaticnship
batwaan tha bageina TIL inal and the level of
histological response to NaC

To study the relationshp between the vanaton of the PLR
ard the NLR before and after NAC, as well as batween
the relaticnship between the Daseline FLA and NLA levels
ard the level of histdogica response o NAC
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TABLE 2 | Inclusion and non-inclusion critaria

Inciusicn criteria + Female

«  Agez18 yeas

+  Newly dagnosed. histolegeally proven and nener
treated pnmary triple negatve breast cancer, and non-
metastatic (M) at dagnosis

+  Speaking ard understanding French

+  Afiated to the French Social Secunty System

«  Adle lo give informea consent

+  Patlent deprived of liberty by court or admhistraticn
decision

*  Innecaduwant situation: necadjuvant treatmeant by
radotherapy o harmone tharapy

+  Refusal to participate to the study

Non-inclusion
criteria

for enrolment. Data obtained will be retained with consent, and
any reasons given for withdrawal will be recorded. Participants
can withdraw at any time.

Sample Size Calculation

Given the exploratory nature of the study, and the lack of sufficient
data to provide hypotheses in order to perform sample size
calculation, the objective is to recruit a maximum of patients. The
recruitment capacity for this study is estimated at 90 patients (30
patients per year). An interim analysis at 30 patients will allow us to
re-evaluate the recruitment capacity, and to assess the interest of
extending the recruitment period, and to re-estimate the number of
subjects needed in view of the amount of missing data and the
variability of the protein data. A rough estimation allows us to
evaluate that with a sample size of 90 patients we would obtain a
95% (Wilson's) confidence interval for the sensitivity of a 90%
predictive score, with a precision of +/- 12%, assuming that the
proportion of metastatic relapses at 5 years will be 1/3.

Data Collections

Data collected are the patient’s age (month and year of birth),
pathology, treatments received, response to NAC, dinical and
molecular characteristics of the tumour on biopsy and surgical
specimen and blood tests at diagnosis, on the day of the first-line
surgery, before the start of radiotherapy, 6 months and 1 year
after the end of radiotherapy and at the time of metastatic
relapse. Data collected will be pseudonymized. Thus, study
data will not contain any names or other personal identifiers
such as addresses. Patients included in the trial will be identified
by a code specific to this trial. The investigator will have access to
the correspondence table between the patient’s last name, first
name, date of birth and the code assigned in the trial.

Statistical Analysis

Primary Analysis

The predictive plasma profile of metastatic relapse will be
investigated using an approach based on the elastic-net method
Firstly, univariate analyses (Wilcoxon-Mann-Whitney tests with p-
value correction for FDR control) will be performed to evaluate the
relationship between the concentration of each protein and the
occurrence of relapse. Then, a multivariate logistic regression model
with clastic-net regularization will be constructed to allow an
intrinsic selection of predictive variables (proteins). If necessary, a
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selection stabilization algorithm will also be applied. The results of
the analysis will therefore be the set of predictive variables selected
by the selected model, their regression coefficients, as well as an
estimation of the model performance (with associated confidence
intervals). However, in the absence of a test datasetthe performance
of the model can only be estimated by cross-validation.

Secondary Analysis
To identify a plasma protein profile that is predictive of metastatic
relapse, the same approach as for the main objective will be used.

The relationship between TILs, NLR and PLR levels measured at
different times, or ctDNA plasma levels and metastatic relapse will
be studied by Wilcoxon-Mann-Whitney tests and logistic
regressions. Mixed models will be used to account for repeated data.

The relationship between, on the one hand, the variation in
protein concentration, the variation in TILs, or the variation in
PLR and NIR levels, between diagnosis and end of NAC, and, on
the other hand, the histological response to NAC, will be studied
as in the previous point. These aspects are also concerned by an
intermediate analysis on the first 30 patients.

An RNA signature predictive of metastatic relapse will be
assessed by applying a previously constructed model on the data
obtained in the INSTIGO study. The classical indices for the
evaluation of a classification (sensitivity, specificity, and

precision, among others) will be calculated.

Trial Status

As of this day 2 patients has been recruited in the INSTIGO trial.
Participant recruitment began on 9'® November 2020 and is
expected to finish in November 2023. The approved protocol is
version 15, 04/09/2020.

Patient and Public Involvement
Neither patients nor the public were involved in the design of
this research.

Ethics and Dissemination

The INSTIGO trial has been approved by an ethics committee
(SUD-EST IV - Leéon Berard) on September 2020 (ID-RCB
number: 2020-A01423-36). It is conducted notably in
accordance with the Declaration of Helsinki and General Data
Protection Regulation (GDPR). Study data and finding will be
published in peer-reviewed medical journals. We plan to present
the study and all data at national congresses and conferences.

DISCUSSION

The discovery of new inexpensive and reliable biomarkers to
predict treatment response and metastatic recurrence in TNBC
patients remain an important medical need. Such biomarkers
would allow oncologists to offer an alternative treatment to
TNBC patients with a high risk of metastatic recurrence.
During the last years, many proteins appeared to predict
clinical behaviour and new biomarkers have been proposed to
predict survival and response to chemotherapy in many cases.
The INSTIGO trial explores a group of blood proteins expected
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to be reliable biomarkers. Thus, this study would allow us to
determine whether a group of plasma proteins can predict
response to neo-adjuvant chemotherapy and metastatic relapse
in TNBC. Proteins are easily quantifiable and accessible
biomarkers that could be used routinely.

Moreover, as many studies have demonstrated, the strength
of a liquid biopsy is based on the association of several
biomarkers (20). Thus, in the long term, this study and the
discovery of various biomarkers such as plasma proteins, ctDNA,
and blood cells would help clinicians choosing the best adapted
treatment to each patient. More interestingly, the association of
these biomarkers could provide a more reliable and powerful
composite biomarker in TNBC.

AUTHOR’S NOTE

The trial is managed by the Jean Perrin Centre, in Clermont-
Ferrand, France.
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Title

National multicentre retrospective study on metastatic breast cancer patients to
characterize long responder under eribulin - LORELINE study

Abstract

Background: Eribulin (ERI) can represent a therapeutic alternative for advanced breast
cancer patients (pts) who have received at least one or two lines of anthracyclines-based
chemotherapy and taxanes therapy. In this study, we focused on long responder
patients, i.e. with objective response or stability = 6 months (mo.) under ERI, in order to
better characterize them (NCT03771183).

Methods: Metastatic breast cancer pts treated by ERI in 2nd, 3rd or 4th ]line between Sep-
2011 and June-2018 were selected. The following parameters were assessed: primary
tumor and metastasis characteristics, type of response and duration, disease
progression, treatment received toxicities, survival (progression free survival (PFS),
overall survival (0S) and predictive factors of PFS. A special focus was set on pts with
hepatic disease (HD).

Results: Among the 98 pts included, analysis was conducted on 84 pts (median age 62)
with a majority of HR+ tumor (89% HR+; 6% TN and 5% unknown), 81% of pts had
visceral disease and 89% had non visceral disease. ERI was received in 274, 3rd and 4th
line of metastatic treatment for respectively 21%, 44% and 35% pts. Complete response
(CR), partial response (PR) and stable disease (SD) were observed respectively for 2.4%,
46.4% and 51.2% of pts. The median duration of response was 25.6 weeks (95 IC 22-
27.7) with a median number of infusions of 6. Response was similar irrespective of ERI
line number. HD was observed in 70.2% of pts with 3.4% of CR, 50.8% of PR and 45.8%
of SD. The median PFS was 9 mo. (95 %CI 8-10). Subgroup analysis showed similar PFS
irrespective of HD (p=0.21) and treatment line (p=0.46). The median OS was 24 mo.
(95% IC 20-31). Predictive factors of PFS in univariate analysis were progesteron
receptor expression (p=0.014), number of ERI infusions (p=0.011) and duration of
response (p<0.001); in multivariate analysis the main predictive factor was duration of
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response (p=0.003). The same predictive factors were found for pts with HD. Saftey
results and predictive factors of OS will be presented in the congress.

Conclusion: Response to ERI and PFS were independent of presence of hepatic
metastasis and number of line by ERI. The duration of response, number of line by ERI
and positive progesteron receptor are the main predictive factors of PFS in our cohort
and in pts with HD.

PFS
Subgroups Median (mo.) (95%
Event (%) CI)
All (n=84) 82 (98) 9 (8-10)
HD (n=59) 57 (97) 8 (7-10)
ERI in 2nd line (n=18) 16 (89) 8 (7-48)
ERI in 3rd line (n=37) 37 (100) 9(8-12)
ERI in 4th line (n=29) 29 (100) 9(7-12)
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PERCEPTION TRIAL : CORRELATION BETWEEN PERIPHERAL BLOOD
CELLS AND TUMOUR INFILITRATING LYMPHOCYTES IN TRIPLE
NEGATIVE BREAST CANCE

uNivERSITE 1 v Y % ) 3, Myriam ure

Clermont g . & he .‘ s
Auvergne VLAUSUE

i

BACKGROUND | : SECONDARY OBJECTIVES

TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER @ ‘ 1. A of the correlation b the of TiLs in the biopsy and

the total white bleod cell count (WBC), absolute neutrophil count [ANC),
absolute lymphocyte count (ALC), absolute platelet count (APC) and platelet-
to-lymphocyte Ratio (PLR)) routinely assessed in women with TNBC, at
diagnosis.

2. of the cor the mentioned blood counts and their
ratios (NLR and PLR), at the time of diagnosis, and the response to NACT

Triple negative breast cancer (TNBC) represents 10%

to 20% of all breast cancers, Treatment strategies for this
type of breast cancer are limited, due to the lack of
hormone receptor expression {oestrogen receptors and
progesterone receptors) and the absence of amplification

0 6

for the gene coding for the Human Epidermal Growth according to Sataloff.

Factor Receptor 2 (HER2) protein, in tumour cells. TNBC has . Assessment of the correlation between the mentioned blood counts and their
an unfavourable prognosis with a high rate of metastatic ratios (NLR and PLR) at the time of diagnosis, and the TIL amount in the post-
recurrence during the first five years after treatment (1). NACT surgical specimen.

However, not all TNBC patients develop metastatic 4. Assessment of the correlation between the mentioned blood counts and their
recurrence. ratios (NLR and PLR) and the recurrence-free survival (RFS).

NOVEL BIOMARKERS IN TNBC S. of the correlation b 1 the mentioned blood counts and their

ratios (NLR and PLR) before post-NACT surgery and TIL quantity in the surgical
specimen post-NACT, depending on the time between surgery and the last
administration of ch herapy
6. A of the correlation b the ioned blood counts and their
ratios (NLR and PLR) and the presence of ctDNA.
. Assessment of the correlation between ctDNA and RFS.
A of the correlation b the mentioned blood counts and their
\ ratios (NLR and PLR) after cancer treatment and the RFS.

Higher amounts of tumor-infiltrating lymphocytes
{TiLs} in the biopsy before treatment are
associated with higher rate of pathologic complete
response (pCR) to the neoadjuvant chemotherapy
{NACT) and better relapse-free survival {2-3).

TILs evaluation :

- Semi-guantitative assessment

- Not in routine use

- Inherent error risk

Various blood cell counts and the ratios between
them, such as Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio

{NLR] and Platelet-to-lymphacyte Ratio [PLR) ,' PATIENTS AND METHODS

~

could be used as predictive biomarkers in several T
types of cancer, including breast cancer {4-5). Main exclusion criteria :

1P 4 uding (a3) ~ Unavailable biopsy tumor samples

- Unavailable blood test results at the

Despite the insufficient data in TNBC, studies have shown that circulating tumor

DNA (ctDNA) is a reliable marker in predicting cancer recurrence, due to its high time of diagnosis
sensitivity and specificity (6), Therefore, evaluation of ctDNA as a predictor of
metastatic relapse in TNBC is of great interest and it could provide additional
information to that of TiLs and/or the circulating blood cell counts.
/ Eligible patients will be sel i out of a database of TNBC pati and will be
:;;m::,;'j‘_’,“’m',’g";fs::'c POI2 IO WA 1 2004 (G o, Wmand Ao 2009 recruited during the first year following the end of RT. The data collected before
3 d inclusion, such as TiLs evaluation at baseline and in the surgical specimen, as well
P Rl M ARY 0 B J E CTIVE ; as blood test results at different times (baseline, before surgery, before the start
of RT and 6 months after the end of RT} will also be analysed. After inclusion in

the PERCEPTION trial, patients will undergo two interventions. A blood test will
be performed 12 months after the end of RT and another blood test will be
performed at the time of the first metastatic recurrence, if applicable. WBC, ANC,
ALC, APC, NLR, PLR and ctDNA will be measured from these blood tests. The
overall follow-up is 5 years.

NLR Correlation TiLs .
R "~ == " $ Total number of patients : 90. As of January 2021, 22 patients have been enrolied
At diagnosis In the biopsy before treatment %
Enroliment period : 3 years (December 2019 — October 2022)

Follow-up period : 5 years

Assessment of the correlation between the amount of TiLs found in the biopsy,
measured semi-quantitatively as the percentage of tumour stromal area
occupied by lymphocytes and the NLR derived from the absolute bloed counts of
neutrophils and lymphocytes in TNBC patients, at the time of diagnosis.

P> Biood test (B> Blood test
Furthest fram NACT
TiLs Post NACT TiLs w Blood test (if
| ie— bk P> Blood test (i availabie) (B "0 P Blood test P> Blood test

Fusthest from
Tfsurgery

Diagnosis N ' ’ First line surgery Adiuwant chemotherepy  Radiation Therapy

Inclusion

DISCUSSION AND FUTURE WORKS

The PERCEPTION clinical trial is designed to verify whether a peripheral blood count or a ratio of peripheral blood counts can provide similar prognostic information as TiLs.

Drawbacks : The study Is conducted at a single site. The sample size is not a very large one.

Advantages: Identifying new biomarkers would allow for a quick, inexpensive and reliable prediction of treatment response and metastatic recurrence of TNBC patients.
Such biomarkers would allow oncologists to propose alternative treatment and enrolment into clinical trials to the TNBC patients carrying a high risk of
resistance to the classical NACT or/and 3 high risk of metastatic recurrence.,

Future works :  Studying other elements, such as circulating proteins would be of great interest in the prediction of TNBC relapse.
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Annexe 2 : Le stade clinique du cancer du sein selon la 8¢me édition
de la classification TNM (Source : American Joint Committee on
Cancer - Breast Cancer Staging System)

TNM Grade Statut RO ‘ RP Stade
SBR HER2 clinique
TisNOMO Tout Tout Tout Tout 0

T1INOMO G1 ou G2 | Positif Tout Tout 1A
TON1miMO Négatif | Positif Tout IA
T1IN1miMO Négatif Positif IA
Négatif IB
G3 Positif Tout Tout IA
Négatif | Positif Positif IA
Négatif IB
Négatif Tout 1B
TON1MO G1 Tout Positif Positif 1B
TIN1IMO Négatif I1A
T2NOMO Négatif Tout I1A

G2 ou G3 | Positif | Positif Positif IB
Négatif 1A
Négatif Tout I1A
G2 Négatif | Positif Positif 1B
Négatif I1A
Négatif Positif I1A
Négatif 11B
G3 Négatif | Positif Positif I1A
Négatif I11B
Négatif Positif I11B
Négatif | IIB
T2N1MO G1 Positif Positif Positif IB
T3NOMO Négatif 1A
Négatif Positif 1A
Négatif 003]
Négatif | Positif Positif IT1A
Négatif 003]
Négatif Tout IIB
G2 Positif Positif Positif IB
Négatif IT1A
Négatif Positif IT1A
Négatif 003]
Négatif | Positif Positif I1A
Négatif I11B
Négatif Positif IIB
Négatif I1IB

G3 Positif Positif Positif IB
Négatif IIB
Négatif Tout 003]

Négatif | Positif Positif [IB
Négatif I1T1A
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Négatif Positif [T1IA
Négatif I11B
TON2MO G1louG2 | Positif | Positif Positif 1A
T1N2MO Négatif I11A
T2NZMO Négatif | Tout 111A
T3N1MO Négatif | Positif | Positif | IIA
T3N2MO Négatif | 1IIA
Négatif Positif IT11A
Négatif I11B
G3 Positif Positif Positif 11B
Négatif I11A
Négatif Tout IT11A
Négatif | Positif Positif IT11A
Négatif I11B
Négatif Positif 111B
Négatif 111C
T4NOMO Gl ou G2 | Positif | Positif Positif I11A
T4N1MO Négatif I1IB
T4NzZMO Négatif | Tout 11IB
LEms L ST Négatif | Positif | Tout 1B
Négatif Positif I1IB
Négatif 111C
G3 Positif | Tout Tout [1IB
Négatif | Positif Positif [1IB
Négatif I11C
Négatif Tout 111C
Tout T, tout N, M1 | Tout Tout Tout Tout v
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Annexe 3 : Classification des images mammographiques en fonction du degré de suspicion de leur
caractere pathologique - correspondance avec le systeme BIRADS de I’American College of Radiology
(ACR) (Source : Haute Autorité de Santé)

Catégorie Interprétation

ACR - BIRADS 0 | Des investigations complémentaires sont nécessaires : comparaison avec les documents antérieurs,
incidences complémentaires, clichés centrés comprimés, agrandissement de microcalcifications, échographie, etc. C’est
une classification « d’attente », qui s’utilise en situation de dépistage ou dans l'attente d’'un second avis, avant que le
second avis soit obtenu ou que le bilan d’'imagerie soit complété et qu’ils permettent une classification définitive.
ACR-BIRADS1 | Mammographie normale.

ACR - BIRADS 2 | Il existe des anomalies bénignes ne nécessitant ni surveillance ni examen complémentaire :
Opacité ronde avec macrocalcifications (adénofibrome ou kyste)
Ganglion intramammaire
Opacité(s) ronde(s) correspondant a un/des kyste(s) typique(s) en échographie
Image(s) de densité graisseuse ou mixte (lipome, hamartome, galactocéle, kyste huileux)
Cicatrice(s) connue(s) et calcification(s) sur matériel de suture
Macrocalcifications sans opacité (adénofibrome, kyste, adiponécrose, ectasie canalaire sécrétante, calcifications
vasculaires, etc.)
Microcalcifications annulaires ou arciformes, semi-lunaires, sédimentées, rhomboédriques
Calcifications cutanées et calcifications punctiformes régulieres diffuses

ACR - BIRADS 3 | Il existe une anomalie probablement bénigne pour laquelle une surveillance a court terme est conseillée :
Microcalcifications rondes ou punctiformes réguliéres ou pulvérulentes, peu nombreuses, en petit amas rond
isolé
Petit(s) amas rond(s) ou ovale(s) de calcifications amorphes, peu nombreuses, évoquant un début de calcification
d’adénofibrome
Opacité(s) bien circonscrite(s), ronde(s), ovale(s) ou discréetement polycyclique(s) sans microlobulation, non
calcifiée(s), non liquidiennes en échographie
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+ Asymétrie focale de densité a limites concaves et/ou mélangée a de la graisse
ACR - BIRADS 4 | Il existe une anomalie indéterminée ou suspecte qui indique une vérification histologique :
+  Microcalcifications punctiformes régulieres nombreuses et/ou groupées en amas aux contours ni ronds, ni ovales
+ Microcalcifications pulvérulentes groupées et nombreuses
+  Microcalcifications irrégulieres, polymorphes ou granulaires, peu nombreuses
- Image(s) spiculée(s) sans centre dense
+  Opacité(s) non liquidienne(s) ronde(s) ou ovale(s) aux contours lobulés, ou masqués, ou ayant augmenté de
volume
- Distorsion architecturale en dehors d’une cicatrice connue et stable
+ Asymétrie(s) ou surcroit(s) de densité localisé(s) a limites convexes ou évolutif(s)
ACR - BIRADS 5 | Il existe une anomalie évocatrice d’un cancer :
+ Microcalcifications vermiculaires, arborescentes ou microcalcifications irrégulieres, polymorphes ou granulaires,
nombreuses et groupées
- Groupement de microcalcifications quelle que soit leur morphologie, dont la topographie est galactophorique
*  Microcalcifications associées a une anomalie architecturale ou a une opacité
+ Microcalcifications groupées ayant augmenté en nombre ou microcalcifications dont la morphologie et la
distribution sont devenues plus suspectes
- Opacité mal circonscrite aux contours flous et irréguliers
- Opacité spiculée a centre dense
ACR - BIRADS 6 = Malignité prouvée histologiquement. L'imagerie est réalisée aprés la chimiothérapie.
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Annexe 4 : Les différents seuils des parametres sanguins dans les études montrant une corrélation
entre NLR, PLR et le pronostic.

Effectif

Type de cancer

Type de traitement

Corbeau et al. (187) 2020 150 280 Cancer du sein CTNA (anthracyclines-taxanes)
Asano et al. (196) 2016 150 177 Cancer du sein CTNA (anthracyclines-taxanes)
Cuello-Lopez et al. (132) 2018 150 288 Cancer du sein CTNA (anthracyclines-taxanes)
Graziano et al. (198) 2019 2,42 104,47 | 373 Cancer du sein CTNA

Takeuchi et al. (218) 2017 162,28 | 296 Cancer du sein Chirurgie premiere
Krenn-Pilko et al. (219) 2016 3 762 Cancer du sein Chirurgie premiere

Kim et al. (220) 2019 2,21 143,36 105 Cancer du sein CTNA

Azab etal. (221) 2013 3,3 185 437 Cancer du sein Non connu

Van Berckelaer et al. (188) | 2020 4 210 127 Cancer du sein T4d | CTNA (anthracyclines-taxanes)
Liu et al. (222) 2017 3 147 318 Cancer du sein RH- | Chirurgie premiére ou CTNA
Vernieri et al. (199) 2018 200 57 CSTN métastatique | CTNA

Azab et al. (189) 2021 2 125 CSTN stade 1-3 CTNA

Bozkurt et al. (190) 2015 2 85 CSTN stade 1-3 Chirurgie premiere

Ren et al. (191) 2018 2.6 281 CSTN Chirurgie premiére ou CTNA
Pistelli et al. (192) 2015 3 90 CSTN stade 1-3 Chirurgie premiere

Asano et al. (193) 2016 3 61 CSTN CTNA (anthracyclines-taxanes)
Chae et al. (194) 2018 1,7 87 CSTN CTNA (anthracyclines-taxanes)
Lee et al. (195) 2019 3,16 358 CSTN stade 1-3 Chirurgie premiére ou CTNA
Qiu et al. (223) 2018 2,85 406 CSTN Chirurgie premiére ou CTNA
Huszno et al. (197) 2019 190,9 86 CSTN CTNA
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Annexe 5 : Les caractéristiques des patientes analysées

Variable n (%)

Emboles sur la biopsie

Oui 10 (8.3%)
Non 99 (82.5%)
Non connu 11 (9.2%)
Mutations

BRCA1 10 (8.3%)
BRCA2 4 (3.3%)
Aucune 51 (42.5%)
Non connu 55 (45.8%)

Taille de la tumeur (mm) au diagnostic

Clinique 36+17.3

Mammographique 26.3 £14.6

Echographique 25.6 +13
Chirurgie

Conservatrice 87 (72.5%)

Mastectomie 33 (27.5%)

Curage ganglionnaire
Oui

Non

71 (59.2%)
49 (40.8%)

Histologie de la piéce opératoire

Carcinome canalaire infiltrant

Carcinome lobulaire infiltrant
Carcinome canalaire in situ

Pas de tumeur résiduelle

Carcinome canalaire infiltrant + in situ

47 (39.2%)
35 (29.2%)
1 (0.8%)

6 (5%)

31 (25.8%)

0%

<10%

<20%

Non applicable

Récepteurs aux cestrogénes sur la piece opératoire

79 (65.8%)
3 (2.5%)
2 (1.7%)
36 (30%)

0%

Récepteurs aux progestérones sur la piéce opératoire

82 (68.3%)
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<10%
<20%
Non applicable
Statut HER2 sur la piece opératoire
Négatif
Equivoque
Non applicable
Emboles sur la piece opératoire
Oui
Non
Non connu
Ki67 sur la piece opératoire
<20%
220 %
Classification selon Chevallier de la réponse a la CTNA
1
2
3
4
Classification selon Sataloff de la réponse a la CTNA
TA
TB
TC
TD

NA

NB

NC

ND

Non connu
Taille du résidu tumoral (mm)
Nombre de ganglions prélevés
Nombre de ganglions envahis
Radiothérapie adjuvante

Oui

1 (0.8%)
1 (0.8%)
36 (30%)

83 (69.2%)
1 (0.8%)
36 (30%)

10 (8.3%)
90 (75%)
20 (16.7%)
39.9 +35.2
30 (25%)
46 (38.3%)

32 (26.7%)
9 (7.5%)
70 (58.3%)
9 (7.5%)

51 (42.5%)
44 (36.7%)
19 (15.8%)
6 (5%)

20 (16.7%)
61 (50.8%)
26 (21.7%)
10 (8.3%)
3 (2.5%)
11.8+15.1
8.3+ 6.2
0921

116 (96.7%)
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Non
Chimiothérapie adjuvante
Oui

Non

Hormonothérapie adjuvante

Oui
Non
Thérapie ciblée adjuvante
Oui
Non
Rechutes métastatiques
Cérébrales
Osseuses
Hépatiques
Pulmonaires
Cutané
Autres
Rechute poly métastatique
Derniéres nouvelles
Vivantes
Décédées
Bilan sanguin au diagnostic
Neutrophiles
Lymphocytes
Monocytes
Plaquettes
NLR
PLR

TILs sur la biopsie de diagnostic

Moyenne

Médiane

TILs dans le sous-groupe pCR

Médiane

Moyenne # écart-type

TILs dans le sous-groupe ypT1lab ypNO

4 (3.3%)

3 (2.5%)
117 (97.5%)

3 (2.5%)
117 (97.5%)

2 (1.7%)
118 (98.3%)
24 (20%)

8 (33.3%)
12 (50%)
12 (50%)
12 (50%)

2 (8.3%)

7 (29.2%)
19 (79.2%)

99 (82.5%)
21 (17.5%)

4.3 +2.04
2.01 £ 0.52
0.5+0.16
266.66 + 59.3
229+13

142.23 £51.44

98 (81.7%)
17.11%
10%

20%
23% +21%
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Médiane
Moyenne + écart-type
PLR dans le sous-groupe pCR
Médiane
Moyenne * écart-type
PLR dans le sous-groupe ypT1lab ypNO
Médiane

Moyenne * écart-type
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