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Résumé

Evaluation de la spectroscopie moyen-infrarouge sur sérum comme marqueur
pronostique de patients traités en premiere ligne par chimiothérapie associée au

bévacizumab dans le cancer colorectal métastatique

Introduction : Le bévacizumab associé a une chimiothérapie est un des traitements de
référence du cancer colorectal métastatique (CCRm). Pourtant, certains patients ne bénéficient
pas de cette combinaison. A ce jour, aucun biomarqueur pronostique ni prédictif robuste n’a
été identifié. La spectroscopie moyen infra-rouge sur sérum (SMIRS) permet d’obtenir
I’empreinte métabolique d’un individu. L’objectif principal de notre étude était d’évaluer le
potentiel pronostique de la SMIRS chez des patients traités en premiére ligne d’'un CCRm par

chimiothérapie associée au bévacizumab.

Méthodes : 108 patients issus d’une étude prospective multicentrique (NCT00489697) ont été
rétrospectivement étudiés. Leur sérum avant traitement a été analysé par réflexion totale
atténuée puis interprété en composante principale et partitionnement en k-moyennes en
aveugle des données cliniques. Les critéres de jugement principal étaient la survie sans

progression (SSP) et la survie globale (SG).

Résultats : Deux groupes ont été définis par la SMIRS. Les patients du groupe A (n=25)
¢taient plus dénutris (p<0,001). Leurs taux d’angiopoiétine-2, facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire, lactate déshydrogénase et antigéne carcino-embryonnaire étaient
plus élevés (p<0,001 pour tous). Leur signature spectrale variait selon 6 bandes d’absorption
discriminantes correspondant a une carence lipidique et composition protéique et sucrée
différente. Leur meilleur taux de réponse objective était diminué : 52,0% contre 73,5%
(p=0,043). En analyse univariée, leur SG et SSP étaient diminuées avec des médianes
respectives de 17,6 contre 27,9 mois (p=0,02) et 8,7 contre 11,3 mois (p=0,03). En analyse
multivariée, la SSP était significativement raccourcie (HR : 1,74 ; 1C95 [1,07-2,82] ; p=0,025)
avec une tendance similaire pour la SG (HR : 1,69 ; 1C95 [0,98-2,93] ; p=0,061).

Conclusion : La signature métabolomique par SMIRS s’avére étre un outil pronostique
prometteur pour les patients traités en premicre ligne par chimiothérapie associée au

bévacizumab pour un CCRm.

Mots-clés : cancer colorectal métastatique, bévacizumab, spectroscopie moyen-infrarouge,
biomarqueur
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Abstract

Evaluation of serum mid-infrared spectroscopy as new prognostic marker for

bevacizumab-based chemotherapy in first-line treatment of metastatic colorectal cancer

Background: Bevacizumab-based chemotherapy is a recommended first-line therapeutic
strategy for metastatic colorectal cancer (mCRC). Yet, some patients do not benefit from this
association and until now robust predictive or prognostic biomarker with clinical practice
applicability have not been identified. Serum analysis by mid-infrared spectroscopy (SMIRS)
allows a rapid and non-invasive metabolomic profiling of an individual. Its prognostic value
has never been assessed in mCRC. The aim of this study was to evaluate the prognostic yield

of SMIRS in patients receiving first-line bevacizumab-based treatment for mCRC.

Methods: We conducted an ancillary analysis from a multicentre prospective study
(NCTO00489697). All baseline serums were screened by attenuated total reflection method.
Principal component analysis and unsupervised k-mean partitioning methods were performed
blinded to all patients’ data. Endpoints were progression-free survival (PFS) and overall

survival (OS).

Results: From the 108 included patients, two prognostic groups defined by spectral signatures
were blindly discriminated by SMIRS. First group patients (n = 25) had lower body mass index
(p = 0.026) and albumin levels (p < 0.001). They had higher levels of angiopoietin-2, vascular
endothelial growth factor, lactate dehydrogenase and carcinoembryonic antigen (p < 0.001 for
all). Their spectral signature differed according to six significative absorption bands
corresponding to lipid deficiency and different sugar and protein composition. They had less
grade 1-2 bevacizumab-related toxicity (p = 0.041). Their best objective response rate was
worse: 52.0% vs 73.5% (p = 0.043). In univariate analysis, their OS and PFS were shorter with
respective medians: 17.6 vs 27.9 months (p = 0.02) and 8.7 vs 11.3 months (p = 0.03). In
multivariate analysis, PFS was significantly shorter (HR: 1.74, 95% CI [1.07-2.82], p = 0.025)
with a similar trend for OS (HR: 1.69, 95% CI [0.98-2.93], p = 0.061).

Conclusions: By metabolomic fingerprinting, SMIRS on baseline serum proves to be a
promising prognostic tool for patients receiving first-line bevacizumab-based chemotherapy for

mCRC.

Keywords: metastatic colorectal cancer, bevacizumab, mid-infrared spectroscopy, biomarker
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Préface

La prise en charge du cancer colorectal métastatique sollicite I’administration de
traitements systémiques a base de chimiothérapies le plus souvent associ¢es a des thérapies
ciblées. Ces dernicres ont été développées depuis ces vingt derniéres années. Elles permettent
d’améliorer la réponse au traitement et la survie des patients. Cependant, certains sous-groupes
de population ne bénéficient pas de 1’ajout de ces médicaments. Ils sont ainsi exposés a une
iatrogénie parfois sévere sans pour autant tirer parti du traitement. C’est pourquoi il est
indispensable d’identifier des critéres repérant ces patients non-répondeurs. Concernant les
anticorps monoclonaux anti-EGFR (cétuximab et panitumumab), la présence d’une mutation
sur le géne KRAS s’avére étre une information prédictive de I’échec thérapeutique. Aussi,
I’anticorps monoclonal anti-PD-1 (pembrolizumab) se montre particuliérement efficace chez
les patients présentant une instabilité microsatellitaire. S’agissant du bévacizumab, alors qu’il
est le premier anticorps monoclonal commercialisé pour la prise en charge du cancer colorectal
métastatique, aucun biomarqueur robuste ne permet d’identifier les patients ne bénéficiant pas

de la suppression angiogénique.

Ce travail de these est structuré en deux parties. La premicre est une mise au point sur
I’¢état actuel des efforts entrepris pour identifier un biomarqueur pronostique et/ou prédictif du
bévacizumab dans le cancer colorectal métastatique. Elle s’intéresse aux caractéristiques
globales de I’individu, aux marqueurs biologiques de la tumeur et de son microenvironnement,
et aux analyses pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de ’anticorps monoclonal. La
seconde partie est un article scientifique original. Il est le fruit d’un travail multicentrique,
transdisciplinaire et innovant dont I’objectif était d’évaluer le potentiel pronostique de 1’analyse
sérique par spectroscopie dans le domaine du moyen-infrarouge de patients traités en premicre
ligne thérapeutique pour un cancer colorectal métastatique. Les résultats sont encourageants et
permettent d’entrevoir un nouvel axe de recherche dans cette quéte de biomarqueur si

essentielle a notre pratique clinique.

Plus personnellement, ce travail a renforcé ma conviction de la nécessité du partenariat
entre cliniciens et chercheurs. C’est par ce lien essentiel que nous arriverons a optimiser la prise
en charge de nos patients d’oncologie digestive. J ose croire que ce travail ajoute une pierre a

I’édifice.

Bonne lecture.
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Mise au point :

Biomarqueurs pronostiques et prédictifs du bévacizumab dans le

cancer colorectal métastatique : ou en sommes-nous ?

I. Introduction

Depuis ses premieres évaluations cliniques au début des années 2000s, le bévacizumab est
devenu un médicament incontournable de la stratégie thérapeutique du cancer colorectal
métastatique (CCRm) [1,2]. Cependant, malgré son effet anti-angiogénique, cet anticorps
monoclonal humanisé ciblant tous les isoformes du VEGF-A n’est bénéfique que pour une
partie des patients atteints de CCRm [3,4]. De nombreuses sources de variabilités inter- et intra-
individuelles de réponse aux traitements, en particulier anti-angiogéniques, ne sont pas encore
¢lucidées. Elles sont a 1’origine soit d’une inefficacité primaire soit de 1’¢laboration de
mécanismes de résistance secondaire [5,6]. Ces différences mettent en exergue la complexité
de I’angiogénése tumorale. La plupart des essais cliniques ayant validé [’utilisation du
bévacizumab ont surtout mis en avant une amélioration de la survie sans progression (SSP)
alors que celle de la survie globale (SG) était moins évidente [7]. Certaines études de phase 3
randomisées vont méme a I’encontre de son intérét avec en téte de file I’é¢tude ITACa dans
laquelle la SSP en tant que critére de jugement principal n’était pas améliorée par 1’ajout du
bévacizumab a une chimiothérapie standard [8]. De plus, malgré un profil de tolérance connu
et gérable, 1I’ajout du bévacizumab augmente les effets secondaires liés au traitement et altére
la qualité¢ de vie [9]. Plusieurs études médico-économiques suggerent un surcoit largement
déséquilibré par rapport au bénéfice clinique de I'utilisation du bévacizumab [10-12]. Ces
¢tudes sont évidemment influencées par le systéme de soins relatif au pays concerné. La
problématique est similaire dans d’autres néoplasies ou le bévacizumab a également une place

parfois non clairement établie dans la stratégie thérapeutique [13]. Une autre problématique
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concernant le CCRm est la position du bévacizumab par rapport aux anticorps monoclonaux
anti-EGFR. Certaines ¢études suggerent que le cétuximab [14] et le panitumumab améliorent
davantage la SG que le bévacizumab lorsque associés a une chimiothérapie comparable.
Pourtant, d’autres études mettent en évidence une différence d’amélioration de survie moins
certaine [15,16]. Une méta-analyse de ces essais conclue a I’absence de données suffisantes
pour trancher entre ces thérapies ciblées [17]. Deux éléments ont été retenus pour orienter le
choix en faveur du cétuximab ou du panitumumab : I’absence de mutation du géne RAS [18] et,
dans une moindre mesure, la localisation colique gauche [19]. A I’inverse, aucun paramétre a
ce jour permet de guider le choix du bévacizumab. Pourtant, d’intenses efforts ont été entrepris
ces vingt derniéres années afin d’identifier un ou plusieurs biomarqueurs pronostiques et/ou
prédictifs de la réponse au bévacizumab chez les patients traités pour un CCRm. Mais la
multiplicit¢ des biomarqueurs analysés dans des études souvent de faible puissance et
présentant des résultats souvent hétérogenes, associés a la complexité des mécanismes
influencant ’angiogénése, limitent 1’utilisation en pratique clinique de critéres décisifs.
Certaines analyses rétrospectives de grandes cohortes issues d’essais prospectifs permettent
d’obtenir des résultats encourageants la poursuite de ces efforts substantiels. Nous revoyons ici
I’ensemble des biomarqueurs qui ont été explorés a visée pronostique et/ou prédictive de la

réponse au bévacizumab dans le CCRm.

II. Marqueurs cliniques

Le patient est le témoin principal de I’interaction ente le bévacizumab et la tumeur

colorectale métastatique. Son état général et nutritionnel impacte la réponse au traitement tout

comme sa tolérance.
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4

1. Etat général

De maniére peu surprenante, I’état général altéré, mesuré habituellement par le score de
performance selon I’Organisation Mondiale de la Santé (PS), et I’age avancé, sont souvent des
facteurs pronostiques indépendants péjoratifs dans les essais cliniques et en pratique clinique
oncologique. Cela en est de méme pour les patients traités pour un CCRm par bévacizumab
associ¢ a une chimiothérapie. Dans une étude observationnelle de cohorte de 1438 patients
traités en 1°° ligne par bévacizumab associé principalement au FOLFIRI (68%) ou au FOLFOX
(19%), I’age >75 ans et le PS >1 étaient de facteurs indépendants de mauvais pronostic en
termes de SSP et/ou SG [20]. Dans une autre étude de cohorte de patients globalement similaires
a I’étude précédente, Bennouna et al ont également montré qu’un PS >1 était un facteur
pronostique indépendant pour la SSP, mais pas pour la SG [21]. La mesure du taux de globules
blancs (GB) intégré au sein d’un score composite comprenant le PS, amplifie I’effet pronostique
li¢ a I’état général. En effet, dans I’étude de Giessen et al, le risque de mortalité a 2 mois était
décuplé chez les patients PS >1 avec une concentration sanguine de GB >8 G/I (OR a 30,5 ;
1C[10,58-88,20] ; p<0,001) [22]. Au contraire, I’étude de Mol et a/ qui a rétrospectivement
analysé les cohortes issues des essais CAIRO et CAIRO-2, a mis en évidence que le PS n’était
pas un facteur pronostique indépendant a contratio d’un score de qualité de vie et d’état général
au diagnostic (EORTC QLQ-C30) [23]. Cela pose les limites de I’hétéro-évaluation par le
clinicien par rapport a 1I’auto-évaluation par le patient qui est probablement plus proche de la
réalité. Dans une méta-analyse sur plus de 20 000 patients issus de 24 essais cliniques (dont 9
qui ont évalué un traitement a base de bévacizumab), 1’age et le PS étaient des facteurs
pronostiques indépendants de la SSP et de la SG [24]. Globalement ces études révelent que les
patients >75ans et/ou PS >1 sont de mauvais pronostic. Néanmoins, ces données ne sont pas

spécifiques du bévacizumab et donc pas des facteurs prédictifs du bévacizumab.
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Que retenir ? L’age et I’état général sont des facteurs déterminants le pronostic des
patients pris en charge pour un CCRm. Leur effet n’est cependant pas spécifique du

traitement par bévacizumab.

2. Etat nutritionnel

L’état nutritionnel du patient est un facteur pronostique essentiel en cancérologie, non
seulement en terme de diminution du risque de complications oncologiques au cours de la prise
en charge globale (sepsis, iatrogénie, autonomie), mais aussi compte tenu de 1’interaction entre
la graisse viscérale et l’angiogénese. Le tissu adipeux du sujet obeése présente des
caractéristiques microenvironnementales favorisant 1’inflammation et 1’angiogénése [25,26].
L’adipocyte sécretent des adipokines stimulant les cellules endothéliales et influengant
I’orientation phénotypique des cellules du microenvironnement tumoral. Egalement, la
sécrétion de leptine par les adipocytes aurait un effet pro-angiogénique par 1’activation des
voies PI3K, JAK et ERK a I’origine de la surexpression de VEGF. Sous I’influence des cellules
tumorales, les adipocytes péri-tumoraux ont une activité de lipolyse soutenue permettant la
libération d’acides gras libres servant de substrat énergétique aux cellules endothéliales a la
pointe des bourgeonnements vasculaires. Plus globalement, I’obésité et notamment la graisse
viscérale abdominale provoque des déséquilibres hormonaux, des modifications du microbiote
intestinale et la chronicisation inflammatoire a 1’origine de 1I’amplification de la prolifération et
invasivité cellulaire tumorale ainsi qu’a I’entretien du processus d’angiogénese.

De ce fait, I’obésité semble étre un facteur pronostique négatif. C’est ce qu’ont mis en
évidence Aykan et al et Artag et al dans leurs études rétrospectives monocentriques de patients
traités en 1% ligne thérapeutique d’'un CCRm par bi-chimiothérapie associée au bévacizumab.
Dans la premiere étude, les patients a I’indice de masse corporel (IMC) >25 présentaient une
SSP diminuée de maniere indépendante (HR : 4,37 ; p=0,01) [27]. Dans la seconde étude, qui

regroupait 563 patients, I’impact pronostique favorable en SSP d’un IMC <30 ¢était uniquement
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valable pour ceux ayant un statut KRAS sauvage et/ou une tumeur colique gauche [28]. Cette
influence n’était pas significative en analyse multivariée. A ’inverse de ces deux études, une
équipe polonaise a récemment exposé¢ dans un travail multicentrique rétrospectif sur 237
patients en 2" ligne thérapeutique par FOLFOX associé au bévacizumab qu’un IMC <25 était
un facteur de mauvais pronostic indépendant en analyse multivariée pour la SSP et la SG (HR :
1,79 ; p=0,047 et HR : 1,83 ; p=0,015 respectivement) [29]. Aparicio et al a réalisé une analyse
poolée des données individuelles de 2085 patients traités en 1% ligne et issus de 8 études FFCD
dont 4 chez qui ils recevaient du bévacizumab (n=688) [30]. Dans ce travail, alors que les
résultats de I’analyse de I’ensemble des patients montraient qu’un IMC >30 était associé a une
meilleure SG (HR : 0,88 ; p=0,02) et un meilleur taux de réponse objective (TRO) (OR : 1,23 ;
p=0,04), P'IMC n’était pas significativement associé a la survie dans le sous-groupe des patients
traités par bévacizumab. Il a été réalis¢ une étude similaire mais sur un plus grand nombre
d’études internationales permettant d’inclure 21 149 patients dans 1’analyse dont 9 114 traités
par bévacizumab [31]. Il était mis en évidence que les patients a I’'IMC <18,5 par rapport a ceux
obéses présentaient 27% et 50% de risque supplémentaires de progression et de déces
respectivement. Ces résultats étaient similaires dans une étude présentée a ’ESMO en 2015
[32]. Ces résultats n’étaient cependant pas interprétés en fonction de la thérapie ciblée associée
a la chimiothérapie. D’ailleurs, en comparant les données de CAIRO et CAIRO-2, alors que
I’IMC >30 était un facteur de meilleure SG dans la premicre étude, il n’était pas retrouvé de
différence significative dans la seconde chez qui la moitié des patients étaient traités par
bévacizumab [33]. Toutes ces études semblent contradictoires et I’interprétation est d’autant
plus complexe qu’en termes physiopathologiques, I’obésité et la cachexie stimulent tous les
deux D’angiogénése. Le point essentiel est de constater que la mesure de 'IMC n’est
probablement pas une bonne méthode pour évaluer la graisse viscérale. Des études ont calculé
scannographiquement le volume de graisse viscérale en ’associant a la survie. Leurs résultats

sont aussi contradictoires. Alors que Guiu ef al dans une étude rétrospective monocentrique de
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120 patients traités en 1% ligne par chimiothérapie dont 80 associés au bévacizumab, a mis en
¢vidence qu’un volume de graisse viscéral élevé était un facteur de mauvais pronostic
indépendant pour la SSP et SG (HR : 2,8 ; p=0,002 et HR : 2,88 ; p<0,05 respectivement) [34].
Au contraire, 1’équipe de Miyamoto et al a plus récemment réalisé une analyse poolée de 5
¢tudes dont 2 prospectives et a mis en évidence qu’un volume de graisse viscéral faible était de
mauvais pronostic pour la SG uniquement (HR : 1,85 ; p=0,01) et seulement chez les patients
ayant recu du bévacizumab [35]. De manicre originale, Dolly et al a évalué¢ par imagerie
I’évolution des volumes adipeux, musculaire et osseux en cours de traitement de 1% ligne par
chimiothérapie associée au bévacizumab [36]. Le caractére catabolique défini par la perte d’au
moins deux tissus était associ¢é au volume tumoral mais pas a la survie. L’évaluation
chronologique de I’évolution de la masse adipeuse est un élément particulieérement intéressant

a prendre en compte dans ces études.

Que retenir ? L’obésité devrait-étre analysée en termes de volume de graisse viscérale
plutét que par la mesure de PIMC car la répartition des volumes adipeux a une
importance physiopathologique. Elle joue un role essentiel dans I’angiogénése et par
conséquent sur efficacité du traitement anti-VEGF. La traduction clinique en termes de
valeurs prédictives et pronostiques n’est pas clairement établie a cause de résultats

contradictoires. Son évaluation doit se poursuivre au moyen d’études prospectives.

3. Effets secondaires liés au traitement

Il a également été étudié si les effets secondaires liés au bévacizumab n’étaient pas
corrélés au taux d’exposition au médicament et par conséquent a la survie et réponse tumorale.
De nombreuses études se sont d’abord penchées sur 1’hypertension artérielle (HTA) iatrogéne
a I’anti-VEGF. En prenant en compte 1’ensemble des études cliniques évaluant le bévacizumab,

le taux d’HTA liée au traitement grade 3-4 est d’environ 10%. Tous grades confondus, ’'HTA
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est effet secondaire le plus fréquent 1i¢ au bévacizumab. C’est un marqueur facilement
mesurable en pratique clinique et objectif contrairement a d’autres effets secondaires (asthénie,
syndrome main-pied). Sur des cohortes de patients traités par bévacizumab a 2,5 mg/kg par
semaine, ’HTA précoce était un facteur indépendant pronostique de la SG [37] et du TRO [38].
Sur une autre analyse rétrospective, basée sur 315 patients traités pour un CCRm par
bévacizumab, ’'HTA, tous temps de traitement confondus, est un facteur pronostique associé a
une meilleure SG [39]. Compte tenu du grand nombre d’études réalisées dans cette objectif,
plusieurs méta-analyses ont été développées ces dernieres années [40—42]. La plus récente a
analysé les résultats de 14 études correspondant a 2292 patients [42]. Elle montre que I’HTA
est pronostique sans hétérogénéité majeure avec une association positive sur la SSP et la SG
(HR : 0,52 ; p<0,001 et HR : 0,51 ; p<0,001 respectivement). L’effet semble similaire pour le
TRO mais il y était indiqué des biais de publication et une forte hétérogénéité entre études. La
protéinurie basale avant initiation du traitement a également été évaluée. Dans une premicre
¢tude analysant 36 patients, une protéinurie basale >114 mg/24h était un facteur de mauvaise
SSP (HR : 1,7 ; p=0,01) sans significativité sur la SG [43]. Dans une autre étude, 127 patients
issus de deux essais de phase 2 étaient rétrospectivement examinés et tant ’'HTA que la
protéinurie basale étaient significativement associées au taux de contrdle tumoral [44]. Cela
n’était cependant pas confirmé en analyse multivarié¢ pour la protéinurie. Aucun autre effet

secondaire li¢ au bévacizumab n’a été étudié¢ en tant que biomarqueur pronostique ou prédictif.

Que retenir ? L’HTA induite par le bévacizumab semble étre un bon critére pronostique.
Elle est probablement représentative de I’'imprégnation au médicament. Faute de plus de
preuve scientifique solide, c’est un élément informatif mais qui a ce jour ne doit pas étre
un critére décisif dans la stratégie thérapeutique. Des études prospectives permettraient
de confirmer son potentiel pronostique. Les autres effets secondaires liés au bévacizumab

n’ont pas été suffisamment étudiés dans cet objectif.
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III. Marqueurs tumoraux

1. Marqueurs cliniques et histologiques

Il existe des différences clinico-pathologiques entre tumeurs coliques droites et gauches.
Les tumeurs coliques droites sont plus souvent mucineuses et peu différenciées, présentent plus
de mutations génétiques somatiques, d’hyperméthylation CpG et de déficience du systéme
MMR [45]. Selon la classification consensuelle des sous-types moléculaires (CMS), le type 1
est plus fréquemment caractéristique des tumeurs coliques droites alors que c’est I’inverse pour
le type 2 et que les types 3 et 4 sont globalement uniformément réparties [46]. De ce fait, la
latéralisation tumorale a probablement impact pronostique et prédictif de la réponse au
traitement. Elle devrait nous permettre de guider nos choix thérapeutiques. A ce jour, les
données rapportées sont basées principalement sur des analyses rétrospectives basées entre
autres sur d’essais cliniques de phase II/III. Comparées aux CCRm d’autres localisations, il
semblerait que les tumeurs coliques droites soient de moins bon pronostic en termes de SG et
SSP [19]. Plus spécifiquement selon la thérapie ciblée utilisée et d’aprés les données d’une
récente méta-analyse, la plupart des études montrent pour conclure que chez les patients RAS
non mutés les tumeurs coliques gauches bénéficient plus des anti-EGFR que du bévacizumab
en terme de SG (HR : 0,71 ; p=0,0003) alors que les tumeurs droites semblent plus sensibles au
bévacizumab qu’a un anti-EGFR mais avec un effet moins important et non significatif (HR :
1,3 ; p=0,081) [19]. Une étude rétrospective plus récente indique les mémes résultats mais avec
une significativité en faveur de I’allongement de la survie des patients avec une tumeur colique
droite traitée par bévacizumab plutét qu’avec un anti-EGFR [47]. Dans une analyse post-hoc
de I’essai ITACa comparant chimiothérapie seule ou associée au bévacizumab, les patient ayant
une tumeur colique droite bénéficiaient plus de I’ajout de I’anti-angiogénique que ceux ayant
une tumeur gauche et pour lesquels d’ailleurs le bénéfice du bévacizumab n’était pas évident

[48]. La stratégie thérapeutique pour les tumeurs coliques droites métastatiques est par
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conséquent plutdt en faveur d’une intensification de la chimiothérapie et d’un recours a un anti-
VEGF en 1°¢ intention. Chez les patients traités par bévacizumab, alors que deux études
semblent indiquer que les tumeurs coliques gauches sont plus sensibles a un anti-angiogénique
[49,50], une autre indique le contraire avec une explication physiopathologique relevant que les
tumeurs droites sont moins inflammatoires et présentent plus de caractéristiques angiogéniques
[48].

Un autre élément d’étude a été 1’évaluation du potentiel pronostique et prédictif de la
résection de la tumeur primitive. De nombreuses études montrent que I’exérése du primitif
améliore la survie des patients atteints de CCRm. Une méta-analyse récente s’est penchée sur
cet impact mais en rapport avec I’utilisation du bévacizumab [51]. Sept études (3 rétrospectives
et 2 prospectives) ont été analysées. Les patients étaient traités par chimiothérapie associée au
bévacizumab a différentes lignes thérapeutiques. Les patients chez qui la tumeur avait été
réséquée présentaient une SSP et SG allongées (HR : 0,65 ; p<0,01 et HR : 0,50 ; p<0,01
respectivement). Similairement, les patients chez qui la tumeur avait été réséquée bénéficiaient
davantage de ’ajout du bévacizumab que de la chimiothérapie seule en terme de SG par rapport
a ceux avec la tumeur en place. La résection du primitif malgré le stade métastatique est
actuellement non recommandée. Cependant de récentes méta-analyses semblent indiquer que
cela permettrait d’améliorer la survie [52—54]. D’autres essais prospectifs sont nécessaires afin
de répondre a cette question fondamentale.

La classification CMS issue d’un consortium international d’expert a permis de dégager
4 sous-types de cancers colorectaux caractérisés par des facteurs moléculaires, biologiques et
cliniques [55]. Cette classification a une valeur pronostique pour les CCR localisés mais moins
¢tudiée pour les CCRm. En cas de CCRm, le type 1 présentent une moins bonne SG
contrairement au type 2 qui présente le meilleur pronostic. Les autres sous-types n’ont, semble-
t-il, pas de données de survie significativement différentes. Les tumeurs CMS-1 sont

préférentiellement localisées au colon droit et sont caractérisées par une infiltration immunitaire
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importante avec une instabilité microsatellitaire fréquente. Les patients traités par bévacizumab
pour un CCRm CMS-1 présentent une SG significativement supérieure a ceux traités par un
anti-EGFR dans une analyse rétrospective de I’é¢tude CALGB/SWOG [46]. Cela concorde avec
les données moléculaires pronostiques et prédictives décrites ci-dessus et avec le principe
d’interaction entre stabilisation vasculaire et infiltration immunitaire. C’est I’inverse pour les
tumeurs CMS-3 et -4 qui bénéficient clairement plus des anti-EGFR que du bévacizumab
d’apres les analyses rétrospectives des études CALGB/SWOG et FIRE-3 [46,56]. Les données
sont moins évidentes pour le CCRm CMS-2 [56]. Cependant il existe de probables interactions
avec les protocoles de chimiothérapie utilisés, les techniques utilisées pour classer les tumeurs
en type CMS et les différences de répartition entre type CMS dans les études actuelles qui ne
sont qu’uniquement rétrospectives. Concernant le bénéfice de 1’ajout du bévacizumab a la
chimiothérapie, I’analyse rétrospective de 1’essai MAX indique que ce sont les patients ayant
une tumeur CMS-2 ou CMS-3 les plus avantagées en termes de SSP [57]. Cette étude
comportant des patients KRAS mutés ou non, ses résultats sont difficilement comparables a
ceux des analyses rétrospectives de CALGB/SWOG et FIRE-3 uniquement constituées de

patients non mutés sur le géne KRAS.

Que retenir ? La latéralisation tumorale droite et le type 1 de la classification CMS sont
des facteurs de mauvais pronostique en terme de SG. En termes prédictifs, la
latéralisation tumorale n’est pas un critere robuste. Les tumeurs coliques gauche RAS
sauvage bénéficient davantage des anti-EGFR que du bévacizumab. La classification
CMS est potentiellement utile pour guider le choix de la thérapie ciblée adéquate mais les
données ne se sont pas suffisantes pour Dutiliser dans nos pratiques cliniques
actuellement. La résection de la tumeur primitive semble étre un facteur de meilleur
pronostic, cependant son caractere prédictif n’est pas suffisamment étudi¢ en rapport

avec le bévacizumab.
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2. Marqueurs protéiques

L’antigéne carcino-embryonnaire (ACE) et 1’antigéne 19.9 d’hydrate de carbone
(CA19.9) sont deux marqueurs tumoraux utilisés en pratique clinique pour la surveillance post-
ou per-thérapeutique d’un CCRm en cas de valeur informative au diagnostic. L’ACE est une
glycoprotéine jouant un role dans I’adhésion et la reconnaissance cellulaire. Il est synthétisé
essentiellement par les cellules épithéliales du tube digestif. Il est habituellement surexprimé
en cas de CCR mais n’en est pas spécifique. Le CA19.9 est un ligand des E-sélectines et joue
un rdle important dans 1’adhésion des cellules cancéreuses a 1’endothélium. Il est moins utilisé
en pratique clinique que I’ACE compte tenu d’une plus faible spécificité et sensibilité de
détection de progression tumorale.

Certaines ¢tudes ont évalué le potentiel pronostique et prédictif de valeurs basales
¢levées de I’ACE et du CA19.9 par rapport a la réponse au bévacizumab dans le CCRm. Dans
une étude monocentrique rétrospective de 87 patients traités par bi-chimiothérapie associée au
bévacizumab pour 29 d’entre eux, Formica et a/ ont mis en évidence qu’une valeur basale
élevée >35 Ul/ml de CA19.9 était prédictive d’une plus courte SSP uniquement pour les
patients traités par bévacizumab (HR : 2,22 ; p=0,02) [58]. Dans une étude plus récente,
Jirgensmeier et al ont rétrospectivement analysé les cohortes issues des études HORIZON et
HORIZON-3 [59]. Parmi les 1254 patients concernés, 713 étaient traités par bévacizumab
associés a une chimiothérapie par FOLFOXG6. Il était mis en évidence qu’une valeur basale
¢levée >50 ng/ml d’ACE était prédictive de plus courte SSP et SG pour les patients traités par
bévacizumab. Cela était particuliérement valable pour les valeurs d’ACE dans les hauts
quartiles. Similairement, Quidde et a/ ont réalisé une analyse observationnelle sur 1438 patients
traités pour un CCRm par chimiothérapie associée au bévacizumab [20]. Une valeur basale
d’ACE >20 ng/ml était significativement associ¢e de maniere indépendante a de plus courtes
SSP et SG (HR:1,35; p<0,001 et HR: 1,65; p<0,001 respectivement). Le potentiel

pronostique et prédictif du dosage de I’ACE basal a été¢ confirmé comme étant plus spécifique
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chez les patients traités par bévacizumab que cétuximab en prenant une valeur charniere a 26,8
ng/ml [60]. Plus récemment en 2019, en réalisant une analyse rétrospective sur la cohorte de
I’¢tude FIRE-3, Holch ef al ont montré que les patients traités par bévacizumab et présentant
une valeur basale d’ACE >10 ng/ml avaient une SG réduite (HR : 1,5 ; p=0,036) [61]. Cela
n’était pas le cas pour les patients traités par cétuximab. D’ailleurs, les patients présentant une
valeur basale d’ ACE >10 ng/ml bénéficiaient plus du cétuximab que du bévacizumab en termes
de SG (HR : 0,56 ; p<0,001). Le monitoring des taux concentrations sanguines des marqueurs
ACE et CA19.9 s’avere également intéressant pour les patients traités par chimiothérapie-
bévacizumab. Dans trois études il a été observé une corrélation significative entre de meilleures
SSP ou SG et la diminution du taux d’ACE [20,62,63] ou de CA19.9 [63] aprés 2 mois de
traitement. Parallelement, une ¢élévation combinée de >25% d’ACE et CA19.9 permettait de
détecter une progression tumorale avec une forte sensibilité (84,8%) et spécificité (98,6%) dans
une étude prospective d’une petite cohorte de 72 patients atteints de CCRm traités par bi-
chimiothérapie a base de fluoropyrimidines et oxaliplatine associées au bévacizumab [63].
Les lactates déshydrogénases (LDH) sont des enzymes qui catalysent la conversion du
pyruvate lactate et vice-versa. Leurs valeurs sériques sont représentatives d’une activité de
glycolyse anaérobique intense. Cette voie métabolique est habituelle pour les cellules tumorales
en général mais aussi les cellules endothéliales participant a I’angiogénése. Par ailleurs, les
LDH sont régulées principalement par la voie PI3K/AKT/mTOR, le facteur transcriptionnel
MYC, ’hypoxie tumorale et la nécrose. Leurs valeurs sériques sont donc représentatives du
volume, de la croissance et de I’agressivité tumorale. Il a été signalé qu’un taux ¢levé de LDH
a une valeur pronostique dans le CCRm [64]. Concernant les patients traités par bévacizumab,
le potentiel pronostique et/ou prédictif du taux de LDH n’est pas certain car les données
actuelles sont contradictoires. Dans une étude récente et sur une cohorte de 210 patients dont
82 traités par chimiothérapie associée au bévacizumab, il a été affiché que ceux ayant un taux

basal de LDH >588 Ul/ml avaient de moins bonnes SSP (p=0,003) et SG (p=0,001) [65]. Cela
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n’était cependant pas valable pour les patients traités par bévacizumab chez qui ce taux élevé
étaient uniquement prédictif d’un TRO diminué (p=0,02). Similairement, dans une analyse
post-hoc de I’essai ITACa, Passardi ef al ont indiqué qu’un taux basal supérieur a la limite
normale supérieure de LDH était pronostique des SSP et SG pour la cohorte globale mais pas
pour le sous-groupe des patients traités par bévacizumab [66]. Par contre, chez les patients a
LDH ¢levés, I’ajout du bévacizumab permettait d’améliorer la SSP par rapport au traitement
par chimiothérapie seule (p=0,028). Inversement dans 1’analyse post-hoc par Marmorino et a/
de I’essai BEBYP, les patients présentant un taux de LDH >300 Ul/ml ne bénéficiaient pas de
la poursuite du bévacizumab aprés progression d’une 1°° ligne de chimiothérapie associée au
bévacizumab [67]. Finalement, une méta-analyse de 29 études concernant les facteurs
pronostiques du bévacizumab, dont 3 seulement s’intéressant au taux de LDH, a révélé qu’un
taux ¢levé de LDH était significativement de mauvais pronostic en termes de SG (HR : 2,08 ;
p<0,001 ; sans hétérogénéité) [68]. Cependant, dans les études concernées, les valeurs
charnieres du taux de LDH étaient disparates. Les résultats d’une étude prospective récente de

2017, vont dans ce méme sens [69].

Que retenir ? Les données actuelles semblent plutét en faveur d’un intérét pour le
dosage de ’ACE basal et son monitoring a but pronostique et prédictif. Elles sont au
contraire trop maigres pour le dosage du CA19.9 et contradictoires pour celle des LDH.
La spécificité de ces dosages par rapport au bévacizumab doit étre confirmée dans des
études a puissance statistique supérieure. Les valeurs « cut-off » de ces marqueurs sont
hétérogénes dans les études et un effort d’homogénéisation doit &tre entrepris afin

d’éclaircir I’interprétation des résultats.
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IV.  Marqueurs de ’angiogénése et I’inflammation

1. Protéines angiogéniques

i. VEGF et VEGFR

Le VEGF est le facteur pro-angiogénique principal régulateur clef de 1’angiogénése
tumorale. Il est composé de plusieurs isoformes dont le VEGF-A qui est le ligand du
bévacizumab. Les VEGFs se lient aux récepteurs tyrosine kinase VEGFR dont il existe 3
isoformes VEGFR-1, -2 et -3 et deux corécepteurs neuropilines NRP-1 et -2. Les VEGFR sont
exprimés dans les cellules endothéliales mais aussi dans les macrophages et monocytes. Suite
a la liaison des ligands a leur récepteur, des voies de signalisation d’aval s’activent favorisant
I’angiogénese et la progression tumorale. Chaque récepteur a une implication spécifique. La
liaison VEGF-A/VEGFR-2 semble étre la plus inductrice de I’angiogénése. Majoritairement
médiée par la voie des MAPK, elle entraine la prolifération, survie et migration des cellules
endothéliales, augmente la perméabilité¢ vasculaire et altére 1I’expression génique des cellules
endothéliales.

Son potentiel pronostique et prédictif de la réponse au bévacizumab a été exploré dans
de nombreuses ¢études depuis la mise sur le marché de I’anticorps monoclonal. La premicre
¢tude réalisée sur la cohorte de I’étude AVF-2107G a mesuré les niveaux tissulaires de la
thrombospondine-2, du VEGF et de marqueurs de densité vasculaire [70]. Aucun de ces
¢léments n’était pronostique ni prédictif. Plus récemment mais sur une cohorte de plus petite
taille, Tsai et al ont mesuré sur échantillons tissulaires tumoraux 1’expression pré- et per-
thérapeutique du VEGF chez des patients traités par FOLFIRI et bévacizumab [71]. Un niveau
bas avant traitement et la décroissance pendant traitement du VEGF tissulaire était prédictif de
réponse avec un taux de SSP a 6 mois significativement supérieur (p=0,033). Mais 1’analyse
tissulaire par immunohistochimie est inadaptée a la pratique clinique courante. C’est pour cela

que Jirgensmeier ef al ont mesuré le VEGF circulant sur les cohortes des études HORIZON-2
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et -3 [59]. Des concentrations sanguines élevées de VEGF (>98 pg/ml) a 1’état basal étaient
associées a de plus courtes SSP et SG quel que soit le traitement regu. La significativité de la
corrélation était d’autant plus forte que le quartile des concentrations plasmatiques en VEGF
était élevé. Dans une autre étude, sur une cohorte de 20 patients traités en 1% ou 2"% ligne
thérapeutique par une chimiothérapie a base d’oxaliplatine associée au bévacizumab, le rapport
du VEGF-libre/total était mesuré a 1’état basal et pendant le traitement [72]. Ce rapport permet
de prendre en compte le taux de VEGF li¢ au bévacizumab. Il était mis en évidence que le ratio
VEGF-libre/total variait inversement au cours du traitement entre les patients répondeurs ou
stables et ceux avec un CCRm en progression. Les patients répondeurs ou stables avaient un
ratio en diminution entre le 2°™ et 5°™ cycle de traitement. Ce monitoring plasmatique permet
d’avoir une information prédictive de la réponse sous bévacizumab. Enfin, une revue
systématique de 49 études a la recherche de biomarqueur sérique prédictif ou pronostique du
bévacizumab dans le CCRm a identifi¢ 9 études s’intéressant au VEGF [73]. Six présentent des
résultats clairs avec une faible hétérogénéité en faveur d’un fort potentiel pronostique du taux
circulant de VEGF. Cependant les études concernées utilisent des valeurs charnicre variables
et les résultats restent difficilement comparables et reproductibles.

Le VEGF ¢étant composé¢ de plusieurs isoformes, et le bévacizumab se liant
spécifiquement au VEGF-A, d’autres études ont évalué le potentiel pronostique et prédictif du
VEGF-A. La plupart d’entre elles ont décrit le VEGF-A comme un bon facteur pronostique
mais sa capacité prédictive de I’efficacité de 1’anti-angiogénique reste contradictoire. En effet,
Zhao et al ont réalisé une méta-analyse poolée de 11 études mélangeant des données issues de
taux tissulaires et circulants du VEGF-A [74]. Alors que des taux élevés du biomarqueur étaient
corrélés significativement a une SSP (HR : 1,26 ; p=0,0001) et SG (HR: 1,3 ; p<0,0001)
diminuées, on n’observait pas de différence en termes de TRO (p=0,87). 1l y avait cependant
une forte hétérogénéité entre les études. En analysant rétrospectivement les patients de la

cohorte de I’essai MAX, le taux de VEGF-A a été mesuré sur 196 tissus tumoraux exposés a
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différents traitements (chimiothérapie seule, associée au bévacizumab ou au bévacizumab et a
la mitomycine) [75]. En analyse multivariée, les taux de VEGF-A supérieurs a la médiane
¢taient significativement associés a la SG (HR : 1,55 ; p=0,008) avec une tendance similaire
pour la SSP (HR : 1,34 ; p=0,06), uniquement chez les patients traités par bévacizumab. Plus
récemment, dans une analyse post-hoc de I’essai ITACa regroupant 129 patients atteints de
CCRm traités par bi-chimiothérapie associée ou non au bévacizumab, les taux circulants de
différents biomarqueurs d’angiogénese dont le VEGF-A étaient mesurés avant et pendant
traitement [76]. Parmi les patients traités par bévacizumab (n=64), une diminution de >30% des
taux de VEGF-A circulant était associée a une SSP significativement améliorée (p=0,008). Cela
n’était pas le cas pour les patients traités par chimiothérapie seule. Le VEGF-D est un autre
¢lément de la famille des VEGF qui a été étudi¢ dans cette optique. L’étude de Weickhardt et
al basée sur les cohortes des études MAX et CAIRO-2, a consisté a mesurer le niveau
d’expression tissulaire du VEGF-D sur 268 patients [77]. Un faible niveau d’expression était
associ¢ a une SSP diminuée uniquement dans le groupe des patients traités par bévacizumab.
On observait cependant une forte interaction avec le schéma de chimiothérapie associée.

Suite a la transcription du géne VEGF-A, il peut exister différents isoformes par épissage
alternatif. Les deux principaux étudiés sont les isoformes VEGF-165b et -145b. D’aprés Bates
et al,un ratio VEGF-165b/total inférieur a la médiane en expression tissulaire avant I’initiation
du traitement était prédictif de la réponse au bévacizumab (HR : 0,49 ; p=0,029) sans différence
pour la SG [78]. De maniére intéressante il a été indiqué qu’un niveau d’expression tissulaire
¢levé du VEGF-165Db était de mauvais pronostic en SG pour les tumeurs coliques droite (HR :
1,87 ; p=0,021) et inversement pour les tumeurs coliques gauches (HR : 0,68 ; p=0,005) [79].
Egalement dans cette étude, un niveau d’expression tissulaire élevé du VEGF-145b était un
facteur de risque de progression uniquement chez les patients traités par bévacizumab (HR :

1,66 ; p=0,009) et particulierement en cas de tumeurs colique droite.
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Il existe trois isoformes des récepteurs VEGFR. Alors que le VEGFR-2 est impliqué
dans la survie, prolifération et migration des cellules endothéliales, le VEGFR-1 stimule la
migration des monocytes et macrophages et favorise la progression et métastase des cellules
tumorales colorectales. Le taux du VEGFR-1 circulant a également été¢ analysé. Chez 46
patients atteints de CCRm et tous traités par FOLFOX4 associ¢ au bévacizumab, un taux
plasmatique bas de VEGFR-1 était mesuré chez les répondeurs au traitement [80]. Inversement,
un taux ¢levé de VEGFR-1 est associ¢ a des SSP et SG diminuées (HR : 3,06 p=0,021 et HR :
1,8 ; p=0,04 respectivement). Cette corrélation était également identifiée dans 1’étude de

Weickhardt er al méme apres ajustement sur le traitement des 268 patients analysés [77].

Que retenir ? Les VEGF sont de potentiels facteurs pronostiques et prédictifs du
bévacizumab dans le CCRm mais les études actuelles sont parfois contradictoires, souvent
difficilement reproductibles et toutes rétrospectives avec une faible puissance statistique.
Cela limite Dutilisation de ce biomarqueur en pratique clinique mais des études

prospectives doivent étre menées dans ce but.

ii. Axe Ang/Tie

D’autres protéines sont essentielles au processus d’angiogénese tumorale colorectale.
Parmi celles-ci, les angiopoiétines (Ang) sont les molécules stimulant le plus 1’angiogénése.
Elles participent a la réparation tissulaire et a I’homéostasie vasculaire. Les plus étudiées sont
Ang-1 qui est exprimée par les fibroblastes, les cellules tumorales et les péricytes, et Ang-2 qui
est exprimée par les cellules endothéliales. Ce sont les ligands des récepteurs tyrosine kinase
Tie-1 et Tie-2 des cellules endothéliales. Alors que Ang-1 active Tie-2 et permet de stabiliser
les vaisseaux matures, Ang-2 est associ¢ au remodelage vasculaire en antagonisant I’activité
d’Ang-1 par inhibition de Tie-2. Ang-2 entraine la dissociation péricytaire et endothéliale et

rend les vaisseaux plus sensibles aux signaux pro-angiogéniques. Son expression est favorisée
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par les facteurs de croissance VEGF-A, PDGFb et IGF1. Sous I’influence d’autres facteurs
angiogéniques, I’axe Ang/Tie a ainsi un role fondamental dans ’angiogénése tumorale, le
phénoméne métastatique, et la perméabilit¢ vasculaire [81]. D’ailleurs I’hyper-régulation
d’Ang-2 est suspectée d’étre un mécanisme de résistance aux traitements anti-VEGF. De ce
fait, de nombreuses molécules inhibant ce systéme Ang/Tie sont en cours de développement
[81].

L’angiopoiétine-2 (Ang-2) a été évaluée en tant que biomarqueur circulant pronostique
et prédictif de la réponse au bévacizumab dans le CCRm. Globalement les études réalisées a ce
jour mettent en évidence un potentiel pronostique du dosage de cette protéine. Dans une étude
regroupant 33 individus sains et 90 patients atteints de CCR, il était indiqué que les
concentrations sériques d’Ang-2 était significativement différentes entre : individus sains et
atteints de CCRm ; ainsi qu’entre les CCR localisés et métastatiques [82]. Chez les 34 patients
traités par bévacizumab, ceux ayant une concentration sérique basse d’Ang-2 avaient une SSP
et SG allongées en analyse multivariée (HR : 0,37 ; p=0,005 et HR : 0,09 ; p=0,003) ainsi que
de meilleurs TRO (82% vs 31% ; p=0,003). Dans une étude récente présentant une puissance
statistique également faible, Munakata et a/ ont aussi associé la faible concentration sérique
d’Ang-2 a une meilleure SG (p=0,0004) [83]. Les valeurs charni¢res définissant des taux bas
ou ¢élevés d’Ang-2 étaient certes proches mais différents entre ces deux études, respectivement
de 3,5 ng/ml et 1,8 ng/ml. Dans une étude regroupant 109 patients atteints de CCRm issus de 2
essais de phase 2 et traités en 1°° ligne principalement par du FOLFIRI, Jary et al ont utilisé la
médiane des concentrations comme valeur charnic¢re [84]. Dans cette étude, les concentrations
d’Ang-2 supérieures a 5 ng/ml étaient significativement associées de maniére indépendante a
des SG et SSP raccourcies. De maniére intéressante, cette équipe a ajouté le critére de
concentrations sériques en Ang-2 au score GERCOR et a indiqué que cela améliorait le pouvoir
discriminatif de ce score, permettant ainsi de reclasser correctement 41% des patients.

Récemment, une étude passionnante chez 70 patients atteints de CCRm a mis en corrélation les
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concentrations circulantes de Tie-2 et ses modifications sous traitement par bévacizumab, avec
les modifications vasculaires tumorales évaluées par une méthode d’imagerie [85]. Egalement,
une diminution supérieure a 30 % des concentrations sériques de Tie-2 sous traitement était
associée a une SSP significativement allongée et inversement, une augmentation de plus de 40
% était associée a la progression tumorale. Le monitoring de Tie-2 semble étre une méthode

innovante spécifique de la vascularisation tumorale et de la réponse au bévacizumab.

Que retenir ? La voie Ang/Tie est un axe a explorer tant sur le point de la recherche de
biomarqueurs pronostiques ou prédictifs pour lesquels les résultats sont particulierement
encourageants, que pour la compréhension des mécanismes de résistance au bévacizumab

et au développement de nouvelles cibles thérapeutiques.

iii.  Autres protéines angiogéniques :

D’autres biomarqueurs ont été étudiés car en lien avec le processus d’angiogénése. La
voie DIl4/Notch influence 1’activité transcriptomique endothéliale en faveur d’une activité
proliférative et migratoire. En 2015, Paiva ef al ont analysé rétrospectivement les tissus
tumoraux de 105 patients traités par chimiothérapie associée au bévacizumab [86]. Parmi les
différentes protéines mesurées par immunohistochimie, le taux d’expression de la protéine
Notch était associé significativement au taux d’extension ganglionnaire (p=0,04). Egalement,
la faible expression de Notch était associée a une SG allongée (p=0,029) en analyse multivariée.
Aussi en lien avec la voie Notch, la mesure des concentrations en ARNm circulant du gene
ACVRLI codant pour la protéine ALK1 a été évaluée. La protéine ALK est un récepteur au
TGF-B qui inhibe I’angiogénese en interagissant avec la voie Notch. Dans une étude post-hoc
de I’¢tude TRIBE regroupant 228 patients traités par chimiothérapie associée au bévacizumab,
le taux circulant ¢levé d’ARNm de ACVRLI était significativement associé a une SG et SSP

allongées [87]. D’autres études ont mis en évidence différents biomarqueurs tissulaires ou
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sériques potentiellement prédictifs du bévacizumab mais avec de faible puissance statistique
(EPHB4, PAI-1, hERGI1, HIF-2a, et FGF2) [69,88-90]. Une approche particuli¢rement
intéressante a été entreprise par 1’équipe de Zuurbier et a/ en 2017 [91]. A partir de tissus
coliques sains et tumoraux de 30 individus, les cellules endothéliales normales et tumorales ont
été isolées des tissus. Un screening transcriptomique a €té réalisé sur ces cellules. Les génes les
plus différentiellement exprimés entre les deux populations endothéliales et participant
particulicrement a I’angiogénése ou a la transition épithélio-mésenchymateuse ont été
identifiés. Parmi ceux-1a, les génes APLN et MMP 1?2 étaient significativement surexprimés chez
les patients non répondeurs au bévacizumab (p<0,001 et p=0,014). Parallélement, la
surexpression de la protéine Apeline sur le tissu tumoral était significativement corrélée a une
moins bonne réponse au traitement (p=0,01). Curieusement, ce n’était pas le cas pour la protéine
MMP12. Cette étude est particulierement intéressante par son approche transcriptomique
endothéliale. Cependant, les effectifs pour 1’analyse statistique finale étaient trés faibles.
Egalement, le dosage sérique de la protéine Apeline est limité par sa faible concentration et sa

variabilité importante selon I’adiposité des patients.

Que retenir ? Les études actuelles recherchant des biomarqueurs autres que les VEGF et
I’axe Ang/Tie sont également trop limitées statistiquement pour solliciter des essais
prospectifs et modifier nos pratiques. Des efforts substantiels sont nécessaires afin de
recruter de plus grandes cohortes et réaliser des techniques performantes au sein de

protocoles scrupuleux.

2. Protéines de ’inflammation

L’inflammation chronique participe a la carcinogénése colorectale et participe activement
au développement tumoral. De nombreux éléments contribuant a I’inflammation, potentialisent

également 1’angiogénése. De ce fait, de nombreuses protéines inflammatoires ont été évaluées
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en tant que biomarqueurs de survie et de réponse au bévacizumab chez des patients atteints de
CCRm.

La protéine C réactive (CRP) est une protéine dont les concentrations augmentent des la
phase aigiie du phénomeéne inflammatoire. Elle est utilisée en pratique clinique courante pour
évaluer le niveau d’inflammation d’un organisme. L’étude rétrospective de 90 patients atteints
de CCRm traités en 1°° ligne par FOLFIRI-bévacizumab a repéré qu’un niveau pré-
thérapeutique de CRP supérieur a la normale était significativement associé a la SSP de maniére
indépendante (HR : 1,34 ; p=0,001) [92]. Sur une plus grande cohorte de 132 patients issus de
I’¢tude ITACa, il a été mesuré la cinétique d’évolution du taux de concentration de la CRP
hypersensible dans les deux premiers mois de traitement [93]. Dans le groupe de patients traités
par bévacizumab associé a une chimiothérapie (n=37), I’¢lévation >13,1% du taux de CRP
hypersensible dans les 2 premiers mois de traitement était associée significativement a des SSP
(HR : 2,09 ; p=0,007) et SG (HR : 2,58 ; p=0,002) diminuées. Ces résultats étaient semblables
pour les patients traités uniquement par chimiothérapie. Ceci témoigne de 1’absence de potentiel
prédictif de ce biomarqueur mais de son caractére pronostique. D’autres études ont évalué un
score pronostique associant le taux de CRP et celui de I’albumine (score de Glasgow). L’étude
rétrospective de 80 patients atteints de CCRm traités par chimiothérapie et bévacizumab a
indiqué que les patients au score de Glasgow <1 avaient une SG significativement supérieure a
ceux au score >1 en analyse multivariée (p=0,03) [94]. Une étude plus récente a
rétrospectivement analysée les données de 294 patients atteints de CCRm [95]. Il y était indiqué
que I’ajout du bévacizumab a une chimiothérapie standard n’était bénéfique qu’uniquement
chez les patients au score de Glasgow nul en termes de SSP et SG.

D’autres protéines inflammatoires ont été¢ étudiées dans cette optique d’identifier un
biomarqueur pronostique ou prédictif de la réponse au bévacizumab dans le CCRm. Apres
liaison a son récepteur, I’interleukine (IL) IL-6 active de nombreuses voies de signalisation pro-

prolifératives notamment la voie JAK/STAT qui entraine la surexpression de STAT3. Ce
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dernier a un effet pro-angiogénique en favorisant la sécrétion de VEGF, VEGFR2 et HIF1a.
Dans une étude rétrospective de 113 patients atteints de CCRm, Hara et a/ ont mesuré le taux
d’IL-6 basal et recherché a le corréler a la survie [96]. Chez les 53 patients traités par
bévacizumab associé¢ a une chimiothérapie, un taux d’IL-6 >4,3pg/ml était significativement
corrélé a des SSP et SG diminuées (p=0,02 et p=0,002 en analyse multivarié¢e). Ces résultats
¢taient similaires dans le groupe de patients traités par chimiothérapie uniquement. Une autre
interleukine a un effet pro-angiogénique. L’IL-8 qui est produit en exces par les cellules
endothéliales, les fibroblastes associés au cancer et certains leucocytes infiltrants, a un effet
chémoattractif pour les polynucléaires neutrophiles, module les liaisons entre cellules tumorales
et endothéliales, influence la transition endothélio-mésenchymateuse et a un effet pro-
prolifératif pour les cellules endothéliales. Une étude publiée par Kopetz et al en 2010
examinant une petite cohorte de 43 patients atteints de CCRm traités en 1° ligne par FOLFIRI-
bévacizumab a mis en évidence que le taux ¢levé d’IL-8 avant initiation du traitement était
significativement associé¢ a une SSP diminuée (HR : 2,05 ; p=0,03) et a un volume tumoral
¢leve (p<0,001) [97]. De maniere intéressante dans cette étude, 1’é1évation sérique de différents
biomarqueurs angiogéniques (bFGF, HGF, PIGF) et de recrutement de cellules myéloides
(SDF-1, MCP-3) était observée juste avant la progression radiologique tumorale suggérant un
potentiel prédictif de ces derniers. Dans une étude plus récente mais chez des patients traités en
1% ligne par chimiothérapie a base d’oxaliplatine associée au bévacizumab, Yamamoto et al
ont mis en évidence qu’un taux sérique élevé (>311 pg/ml) d’IL-8 avant traitement était
significativement associ¢ a des SSP et SG diminuées (HR : 1,63 ; p=0048, et HR : 3,42 ;
p=0,002 respectivement) [98]. De mani¢re semblable, la concentration sérique élevée (>190
pg/ml) de la protéine inflammatoire ICAM, qui permet entre autres la migration trans-
endothéliale des leucocytes, était également significativement associée a une SSP diminuée
(HR: 2,08; p=0,003). Une autre protéine inflammatoire participant aux interactions

intercellulaires et servant de pi¢ge a cytokines a été évaluée : le Syndecan-1 (CD138). Sur une
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population constituée de deux cohortes issues de deux essais de phase 2, Jary ef a/ a indiqué
qu’un taux élevé de Syndecan-1 était associ¢ a une SSP diminuée (HR : 1,71 ; p=0,02) [99]. De
manigére intéressante, associer cette valeur a celle des concentrations en LDH a permis aux 177
patients d’étre reclassés plus précisément que par le score GERCOR. Une approche originale
de I’inflammation a récemment été apportée par Nissen et al. Ils ont mesuré la fibrose excessive
liée a I’activité des fibroblastes associés au cancer par la mesure des concentrations sériques de
fragments de collagénes 3, 4, et 6 [100]. Chez les 252 patients suivis pour un CCRm et traités
par chimiothérapie associée au bévacizumab, les concentrations sériques élevées des fragments
de collagenes 3 et 6 étaient significativement associées a des SG diminuées (p=0,06 et p=0,004
respectivement). Le cumul de ces deux concentrations augmentait le potentiel pronostique de
ces biomarqueurs (HR : 2,21 ; p<0,0001). La présence de collagéne synonyme de fibrose
correspond a I’inflammation tumorale excessive par 1’activité des fibroblastes pathologiques.
Ceci participe probablement a la résistance au traitement par la limitation de la délivrance
médicamenteuse sur le site tumoral, plus qu’a un mécanisme spécifique d’angiogénese liée au
bévacizumab.

Dans une approche protéomique couplée a un travail bio-informatique, Martin et a/ ont
mesuré en tissulaire et circulant les taux de trois protéines distinctes des précédentes a visée
pronostique et prédictive de la réponse au bévacizumab dans le CCRm [101]. Alors que le taux
sérique ¢€levé d’angiotensinogene était associé a une SG diminuée (HR : 1,12 ; p=0,009), sa
mesure tissulaire épithéliale tumorale élevée était associée a une SSP allongée (HR : 0,9 ;
p=0,006). Egalement de maniére intéressante, alors que le taux stromal élevé
d’ Apolipoprotéine-E est associé¢ a une SSP courte (HR : 1,48 ; p=0,0001), I’effet était inversé
pour les concentrations épithéliales (HR : 0,82 ; p=0,0007). Par ailleurs, 1’hyperexpression
stromale de la protéine de liaison de la vitamine D était associée a une SG diminuée (HR : 1,22 ;

p=0,0370). Ces différences entre stroma/épithélium suggere une interruption homéostatique a
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I’origine de la carcinogénese. Ces trois protéines participent a la régulation de 1’inflammation

et de ’angiogénése mais les mécanismes précis d’influence sont encore mal connus.

Que retenir ? L’interaction entre mécanismes inflammatoires et angiogénése est certaine.
Cependant, les données des études actuelles recherchant a identifier un biomarqueur
inflammatoire prédictif de la réponse au bévacizumab dans le CCR, sont tres largement
insuffisantes. Il semblerait cependant qu’un état pro-inflammatoire a Dinitiation du

traitement soit de mauvais pronostic.

3. Approche combinée

La complexité des mécanismes participant a 1’angiogénese tumorale dans le cancer
colorectal ainsi que les variabilité inter- et intra-individuelles mettent en exergue 1’idée que
I’identification d’un biomarqueur unique a visée pronostique et prédictive est peu probable.
L’intérét de combiner la mesure de plusieurs facteurs attribués a différents axes du mécanisme
d’angiogénese semble plus approprié. Une étude rétrospective d’une cohorte de 32 patients
atteints de CCRm en progression aprés une 1°° ligne thérapeutique a base d’oxaliplatine et
traités en 2" ligne par FOLFIRI-bévacizumab, a évalué un score inflammatoire composé
d’interleukines (IL-6, IL-8, IL-10), de cytokines issues de macrophages (CIM) et d’un facteur
de croissance (EGF) [102]. Les patients répondeurs présentaient des taux avant traitement
¢levés d’EGF et de CIM, et bas d’interleukines. Un score pronostique a été établi en fonction
de ces résultats. Les patients présentant un score <3 avant le début de la 2" ligne thérapeutique
affichaient des SSP et SG significativement plus longues ainsi qu’un taux de contrdle tumoral
plus ¢élevé (p<0,001). Malgré la puissance statistique faible de cette étude, cette approche
combinatoire de plusieurs acteurs de I’inflammation et angiogénese est originale et indique un

potentiel pronostique. En 2015, Bai et a/ ont mesuré les taux de 36 cytokines et facteurs
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angiogéniques d’abord par puce-ADN sur une cohorte exploratoire de 64 patients puis par
ELISA a partir d’échantillons sériques de 186 patients dont 91 traités par bévacizumab et 95
par chimiothérapie uniquement [103]. Les patients ayant des taux sériques bas avant traitement
de I’isoforme 121 du VEGF-A et de 'HGF présentaient de meilleures SSP (HR : 0,52 ;
p=0,028 et HR : 0,52 ; p=0,039 respectivement) et SG (HR : 0,42 ; p=0,032 et HR : 0,42 ;
p=0,026 respectivement) en cas de traitement par bévacizumab plutot que chimiothérapie seule.
Similairement, le taux sérique bas avant traitement de I’ Angiopoiétine-like-4 (ANGPTL4) était
associée a une meilleure SSP (HR : 0,58 ; p=0,023) et un meilleur TRO (OR : 8,0 ; p=0,002)
chez les patients traités par bévacizumab plutot que chimiothérapie seule. Un score composé de
ces trois ¢léments a été construit de telle sorte qu’un point était attribué en cas de concentration
sérique basse pour chaque facteur VEGF-A!?!, HGF, ANGPTLA4. Les patients présentant un
score >1 bénéficiaient significativement de I’ajout du bévacizumab a la chimiothérapie en
termes de SSP et SG (HR : 0,52 et HR : 0,67 respectivement). Le rationnel physiopathologique
en rapport avec ces trois facteurs est solide. L’HGF a une action pro-angiogénique de par son
activation des signaux c-Met favorisant la production excessive de VEGF. L’ANGPTL4 est
une protéine proche de la famille des angiopoiétines. Elle a une action pro-angiogénique court-
circuitant ’angiogénése VEGF-induite et pouvant ainsi participer aux mécanismes de
résistance au bévacizumab. Ce score angiogénique semble avoir un potentiel prédictif et
pronostique particulierement intéressant et mérite d’étre évalué au sein d’une étude prospective.
Plus récemment, Noonan et a/ ont rétrospectivement évalué par une approche combinée
explorant I’inflammation, le niveau de stress oxydatif et I’immaturité vasculaire chez 75
patients traités par chimiothérapie et bévacizumab pour un CCRm [104]. Le niveau de stress
oxydatif et d’immaturité vasculaire était mesuré par immunohistochimie alors que
I’inflammation était évaluée par la mesure des taux circulants d’IL-6 et IL-8. Les niveaux

tissulaires élevés d’immaturité vasculaire et de stress oxydatif étaient associés a des taux de
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survie a 60 mois significativement supérieurs. Similairement, la faible concentration sérique

circulante des IL-6 et IL-8 était aussi associée a une meilleure survie.

Que retenir ? L’évaluation combinée et simultanée de différents axes jouant un role
principal dans I’angiogénése et les mécanismes de résistance au traitement par anti-VEGF
est trés certainement plus appropriée que ’utilisation d’un biomarqueur unique. Malgré
des résultats préliminaires originaux et encourageants, peu d’équipes se sont investies
dans cette optique. Des travaux prospectifs ou rétrospectifs sur de plus grandes cohortes
avec des populations controles sont nécessaires afin d’évaluer le potentiel pronostique et

prédictif de ces scores.

V. Marqueurs cellulaires

De nombreux signaux émanant des cellules du microenvironnement tumoral influencent
I’évolution de 1’angiogénése [105]. L’inflammation tumorale et la production de facteurs
chémotactiques par les cellules tumorales entrainent une infiltration tissulaire de cellules
stromales. Certaines de ces cellules sont physiologiquement équipées d’outils sécrétant des
protéines pro-angiogéniques et par leur réle pro- ou anti-inflammatoire et réparateur tissulaire.
Il existe de ce fait une étroite interaction entre les cellules du microenvironnement tumoral et
le processus d’angiogéneése.

Les neutrophiles associés au cancer ont un phénotype caractéris€¢ par la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF, BV-8) et de
protéases modulant la matrice extracellulaire (MEC) (MMP-9, élastases) [105]. Leur forte
infiltration dans le tissu tumoral se correle donc aux processus d’inflammation et d’angiogénése
accrus. Le rapport neutrophile/lymphocyte (RNL) a été évalué dans plusieurs études dans

I’optique d’identifier une valeur pronostique ou prédictive de 1’efficacité du bévacizumab dans
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le CCRm. Au sein de deux études rétrospectives de cohortes de patients atteints de CCRm et
traités par chimiothérapie associée au bévacizumab, un RNL bas était significativement associé
a de meilleures SG et SSP [106,107]. Cela n’était pas spécifique du bévacizumab donc non
prédictif d’une part et d’autre part, I’évolution sous traitement du RNL n’était pas informatif
sur la réponse tumorale ni sur la survie. Dans une étude plus récente, Dogan et a/ ont confirmé
qu’une valeur faible du RNL était corrélé a une SSP allongée (p=0,013) [108]. Cela n’était
valable que chez les patients traités par bévacizumab et pas pour ceux traités par anti-EGFR.
Pour les deux groupes, le RNL n’était pas pronostique pour la SG. Le RNL semble ainsi étre
un facteur prédictif pour le bévacizumab. Cette information a été également identifiée dans une
¢tude rétrospective de cohortes issues de ’essai ITACa [93]. Il y est indiqué qu’une valeur
avant traitement du RNL >3 est associée en analyse multivarié¢e a des SSP et SG
significativement diminuées (HR :1,52; p=0,02 et HR: 1,78 ; p=0,007 respectivement)
uniquement chez les patients traités par bévacizumab (n=141) et pas ceux uniquement sous
chimiothérapie (n=148). Cependant, récemment une analyse issue de l’é¢tude prospective
ASCENT visant a évaluer le potentiel pronostique de marqueurs inflammatoires chez 128
patients atteints de CCRm et traités par bévacizumab, n’a pas confirmé I’utilit¢ du RNL [109].
En analyse multivariée, on observait uniquement une tendance pour une SG diminuée chez les
patients au RNL >5 (HR : 1,6 ; p=0,052). Les résultats étaient également décevants dans une
analyse rétrospective ou le RNL procurait une information pronostique mais pas de manicre
indépendante en analyse multivariée [92]. Les données sont donc contradictoires. De manicre
plus intéressante, 1’utilisation d’un score inflammatoire composé du taux de CRP hyper-
sensible et du RNL a été évaluée sur une cohorte également issue de 1’essai ITACa [110]. 1y
est indiqué qu’un score inflammatoire ¢levé >25 est associé¢ a des SSP et SG allongées (HR :
1,83 ; p=0,002 et HR: 2,17 ; p=0,0003 respectivement) peu importe le traitement recu.
L’utilisation de ce score s’avérait plus sensible et spécifique de celle des scores de KShne et de

Glasgow. Il n’était cependant pas spécifique du bévacizumab.
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Les macrophages associés au cancer ont globalement des effets pro-tumoraux par la
suppression de I’immunité anti-tumorale, pro-angiogéniques par la sécrétion de VEGF, bFGF,
PDGF, et modulateurs de la MEC par la sécrétion de protéases (MMP-2, MMP-9, MMP-12,
cathepsines, collagénases) ceci facilitant notamment le bourgeonnement vasculaire et la
libération de facteurs pro-angiogéniques supplémentaires séquestrés dans le milieu [105]. Il a
également ¢ét¢ démontré que les voies Ang/Tie et Notch potentialisent I’interaction des
macrophages associés au cancer avec les cellules endothéliales. Ce sont donc des acteurs
essentiels au processus d’angiogénése. Une étude prospective de 123 patients atteints de CCRm
et traités par chimiothérapie, majoritairement du FOLFIRI, et bévacizumab, a recherché a
évaluer la corrélation entre le taux d’infiltration macrophagique dans le tissu tumoral et la survie
[I11]. Tl y est indiqué que la faible infiltration macrophagique est associée a une SG
significativement améliorée (HR : 0,30 ; p=0,0076).

L’influence des lymphocytes CD4+ et CD8+ sur ’immunité anti-tumorale est maintenant
bien connue. Cependant, leur impact sur I’angiogénése est moins clair. Ils conditionnent de
manicre indirecte ce processus par la sécrétion de cytokines et la modulation de I’activation de
cellules myéloides [105]. Ils ont également une influence notable sur la plasticité phénotypique
des macrophages associés au cancer [105]. Les lymphocytes T régulateurs facilitent
I’angiogénese en inhibant les LThl et en sécrétant du VEGF [105]. Une étude prospective sur
36 patients atteints de CCRm et traités en 1°° ligne par chimiothérapie associée au
bévacizumab, a analysé la relation entre les lymphocytes T circulants et la survie [112]. Il y
était indiqué que les patients ayant, avant I’initiation du traitement, un taux de lymphocytes T
régulateurs bas (<6% du taux de lymphocytes T CD4+ total ou un ratio >10 du taux de
lymphocytes T CD8+ par rapport au taux de lymphocytes T régulateurs) présentaient une SSP
et SG allongées. De maniére intéressante, les patients au statut KRAS non muté avaient

significativement plus de lymphocytes T CD8+ et T régulateurs que ceux mutés.
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Les cellules endothéliales progénitrices (CEP) servent de substrat pour la formation de néo-
vaisseaux. Elles ont un potentiel prolifératif majeur et peuvent se différencier en monocytes,
cellules endothéliales circulantes (CEC), matures ou de croissance. Ces derniéres sont celles
participant au processus d’angiogénese. Trois étapes sont nécessaires afin d’assurer I’action des
CEP dans I’angiogénese. Premic¢rement, elles sont recrutées a partir de la moelle osseuse par le
VEGF-A, la protéase MMP-9 et la cytokine CXCL12. Puis les CEP sont attirées sur le site
tumoral par un gradient de chémokines et de facteurs pro-angiogéniques, qu’elles envahissent
par interaction avec des sélectines, intégrines et autres molécules d’adhésions. Enfin, elles se
différencient en cellules endothéliales par interaction étroite avec la MEC. Ainsi, les CEP sont
des actrices essentielles permettant la maintenance du processus d’angiogéneése sous ’effet de
divers éléments. Leur corrélation avec la réponse au traitement et la survie des patients atteints
de CCRm et traités par bévacizumab a été évaluée sur de petites cohortes. L’étude de Ronzoni
et al ne mettait pas en évidence d’association entre le taux de CEP circulantes et la survie [113].
Par contre, les patients ayant des taux faibles de CEC (<40 cellules/ml) avaient une SSP
significativement allongée. Dans une analyse rétrospective de 23 patients issus d’un essai de
phase 2, Pohl et al ont indiqué que les patients répondeurs aprés 6 mois de traitement par
chimiothérapie et bévacizumab présentaient une diminution significative du taux de CEP
circulantes des les 3 premicre semaines de traitement [114]. Ces CEP étaient identifiées par leur
marquage CD34 négatif et VEGFR-2 positif. Le potentiel pronostique de ces mesures a été
¢galement exposé dans une étude prospective de 69 patients traités par FOLFOX et
bévacizumab [115]. D’une part, les patients présentant des taux de CEP circulantes <0,04% des
le 4°™ jour du traitement avaient une SSP et SG allongées en analyse multivariée (p<0,001 et
p=0,002 respectivement). D’autre part, les données de survie étaient semblables pour les
patients présentant un taux avant traitement de CEC <20%. Une étude plus récente et sur une
cohorte de 89 patients traités par chimiothérapie a base d’irinotécan associée au bévacizumab

a également indiqué qu’un taux élevé de CEC était associé a une progression tumorale plus
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rapide [116]. Inversement, les patients ayant moins de CEC avant traitement (<23 cellules/ml)
et apres le premier cycle de traitement (<32 cellules/ml) avaient un meilleur controle tumoral a

6 mois.

Que retenir ? Les cellules du microenvironnement tumoral jouent un réle primordial
dans la modulation du phénomene d’angiogénése. Cependant, les données actuelles des
études réalisées ne sont pas suffisantes pour apporter une information pronostique ou
prédictive de la réponse au bévacizumab. Leurs résultats sont souvent contradictoires,
leur puissance statistique souvent limitée et leur population et valeurs charniéres de
biomarqueurs hétérogénes. Egalement, la variabilité des phénotypes cellulaires et
I’hétérogénéité des marquages cellulaires dans les études concernées rendent flous les
résultats renseignés. Des efforts d’homogénéisation et collaboration sont nécessaire afin

de constituer de puissante études prospectives répondant a cette problématique.

VI. Marqueurs génétiques

1. Marqueurs génétiques tumoraux

Alors qu’il est maintenant communément admis que les patients présentant un CCRm avec
mutation sur le géne RAS ne bénéficient pas de 1’ajout d’un traitement anti-EGFR, 1’influence
pronostique et prédictive d’une telle mutation sur la réponse au bévacizumab est bien moins
¢vidente. En 2013, une analyse poolée de 12 essais cliniques regroupant 2 266 patients traités
par bévacizumab dont 54% sans mutation KRAS a mis en évidence que I’absence de mutation
KRAS était associée significativement a un allongement de la SSP (HR : 0,85 ; p=0,02) et SG
(HR : 0,65 ; p=0,01) avec respectivement une hétérogénéité intermédiaire et faible entre les

études [117]. Similairement, Diaz-Rubio et al/ ont réalisé une analyse rétrospective sur la
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cohorte issue de I’essai MACRO et les patients présentant une mutation KRAS avaient
significativement des SSP et SG diminuées et un moins bon TRO [118]. Au contraire, la grande
majorité des études post-hoc d’essais cliniques de phase 3 randomisés n’associent pas le statut
mutationnel du géne RAS avec un effet pronostique ni prédictif significatif en rapport avec le
bévacizumab [119-124]. D’autres études rétrospectives récentes et sur de grandes populations
n’ont pas non plus associées la mutation KRAS avec une corrélation pronostique ou réponse
tumorale apres traitement par chimiothérapie associée au bévacizumab [50,125]. Une seule
étude rétrospective monocentrique sur uniquement 90 patients traités en 1°° ligne de CCRm
par chimiothérapie associée au bévacizumab a corrélé avec significativité I’altération de la SG
avec la mutation RAS (p=0,03) [126]. Un point limitant 1’interprétation de ces résultats est
I’évolution de nos connaissances sur les différentes mutations possible sur le géne RAS. La
majorité des études citées ont évalu¢ la mutation KRAS sur I’exon 2, or d’autres mutations RAS
peuvent impacter le pronostic et potentiellement étre prédictives du bévacizumab [127].

La mutation BRAF V600E entraine 1’augmentation dix fois plus importante de la protéine
BRAF entrainant alors la sur-activation d’aval de MEK/ERK et de facteurs transcriptionnels
pro-tumoraux [128]. Il a ét¢ démontré dans de nombreuses études que cette mutation réduit
significativement le pronostic des patients atteints de CCRm [128]. Pour cela, il convient de
recommander un traitement agressif si 1’état général le permet. Ce traitement est constitué de
I’association FOLFOXIRI-bévacizumab [2], méme si certaines données récentes remettent en
cause ce principe et vont probablement changer nos pratiques [129]. Les études ayant voulu
déterminer si la mutation BRAF V600E était pronostique ou prédictive de la réponse au
bévacizumab s’accordent globalement pour dire que I’influence de cette mutation sur la survie
des patients est indépendante du type de traitement [128]. Cependant, 1’évaluation de cette
mutation est limitée par le faible nombre de patients la portant dans les études.

D’autres mutations ont ¢été explorées en tant que biomarqueur prédictif de la réponse au

bévacizumab. La mutation du gene PTEN n’était ni pronostique ni prédictive des bénéfices du
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bévacizumab dans une analyse rétrospective de 1’essai de phase 3 randomisée AGITG-MAX
[130]. Une étude originale a analysé par biologie moléculaire le tissu de métastases colorectales
chez 71 patients traités par chimiothérapie et bévacizumab [131]. La perte d’expression de
PTEN était associée significativement a la réponse au traitement en analyse multivariée mais
sans association avec la survie. On observait tout de méme une hétérogénéité intra-tumorale
mutationnelle avec uniquement 63% de concordance d’expression de PTEN entre lésion
primitive et métastase. Une étude a faible puissance statistique a exploré I’influence de la
mutation PI3KCA sur le pronostic et le taux de réponse des patients traités par chimiothérapie
et bévacizumab [126]. Cette association n’était pas significative. Dans une étude récente,
Huemer et al ont analysé le taux de réponse et survie en fonction de données mutationnelles
chez 161 patients atteints d¢ CCRm traités en 1°° ligne par chimiothérapie associée a une
thérapie ciblée [47]. IIs ont mis en évidence, chez des patients avec mutation 7P353, une
tendance a une meilleure SG en cas de traitement par bévacizumab comparativement a un
traitement par anti-EGFR (p=0,066). Cette différence de survie entre les deux groupes de
traitement n’était pas observée chez les patients sans mutation 7P53. Cependant, dans le groupe
de patients traités par bévacizumab, aucune mutation RAS ni PI3SKCA ni TP53 n’était
pronostique ni prédictive. Cela suggére que la mutation 7P53 permettrait de guider le choix
entre thérapie ciblée a I’encontre des anti-EGFR. De maniére plus originale, une étude de Hsu
et al a identifié sur une petite cohorte une mutation faux-sens du domaine de liaison de TP53
comme pronostique d’une SSP allongée (HR : 0,31 ; p=0,011) [132]. La méme équipe sur une
cohorte similaire a réalisé un séquencage génétique nouvelle génération sur 409 geénes et a
repéré, apres une interprétation bio-informatique, que les mutations déléteres ou la perte du
nombre de copie sur les génes PTRT/PTRD sont associées au risque d’échec du bévacizumab
(RR : 3,25 ; p=0,0003) et a une SSP raccourcie (HR : 3,33 ; p=0,0038) [133].

L’instabilité microsatellitaire par déficience du systeme de réparation de mésappariements

de ’ADN (dMMR) dans le CCRm concerne qu’environ 5% des patients. Ces patients sont de
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bons candidats a I’immunothérapie. Cependant I’influence pronostique et prédictive de ce statut
dMMR par rapport au traitement par bévacizumab n’a été que trés peu étudié. Une étude récente
de 2019, post-hoc de I’essai de phase 3 randomisé CALGB/SWOG, a récupéré des données de
biologie moléculaire chez 843 patients [124]. De maniére intéressante, il était montré que les
patients AIMMR (n=21) présentaient un meilleur pronostic en termes de SSP (HR 0,16 ; p<0,01)
et SG (HR : 0,13 ; p<0,01) lorsque traités par bévacizumab plutdt que cétuximab. L explication
est probablement li¢e au fait que les tumeurs dAMMR expriment moins ’EGFR d’une part et
d’autre part que la stabilisation vasculaire induite par le bévacizumab potentialise la réponse
immunitaire par recrutement de cellules anti-tumorales [124]. Il est également renseigné dans
cette étude que la charge mutationnelle ¢levée (>8 mutations/Mpb) était significativement un
facteur de meilleur pronostic en terme de SG (p=0,02) pour I’ensemble de la cohorte
indépendamment du traitement. De maniere concordante, il a récemment ét¢ montré que le
nombre ¢élevé d’altérations de copies de geénes, représentatif d’une instabilité chromosomique,
était pronostique et prédictif d’un meilleur bénéfice du bévacizumab [134]. Au contraire, les
patients a faible instabilité chromosomique ne bénéficient pas du bévacizumab. Egalement, ces

différences n’étaient pas observées chez les patients traités par chimiothérapie seule.

Que retenir ? Alors que la mutation BRAF V600E est un marqueur de mauvais pronostic
mais non spécifique du bévacizumab, les mutations RAS sont plus difficilement
interprétables compte tenu de leurs variétés et des résultats contradictoires de différentes
études en termes pronostiques et prédictifs. D’autres mutations bien plus rares semblent
étre associées au pronostic et a la réponse tumorale des patients traités par bévacizumab
mais sans certitude compte tenu des faibles données actuelles (PTEN, TP53 et
PTPRT/PTPRD). Les instabilités microsatellitaires et chromosomiques sont des

marqueurs moléculaires de bon pronostic et réponse au bévacizumab.
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2. Perte chromosomique

La perte du chromosome 18q est une autre caractéristique tumorale moléculaire associée a
la survie des patients atteints de CCRm traités par bévacizumab. Suite a des études
préliminaires, il avait été suggéré que la perte de certains chromosomes dont le 18q notamment
en région 11.2-12.1 serait un facteur de mauvais pronostic chez des patients issus de 1’étude
CAIRO?2 [135]. Récemment, Van Djik et al ont voulu évaluer plus précisément cette relation
[136]. Trois cohortes ont été évaluées, la premiére constituée de 96 patients traités en 1 ligne
par chimiothérapie et bévacizumab, la seconde de 81 patients issus de 1’essai MOMA servant
de cohorte validation, et la troisieme de 90 patients issus de I’essai NoBEV traités par
chimiothérapie seule, servant de cohorte contrdle. L’évaluation génomique était réalisée par
séquencage nouvelle génération et puce d’hybridation comparative. L’étude a montré que la
perte du chromosome 18q11.2-12.1 était associée a une SSP significativement allongée pour
les patients traités par bévacizumab uniquement (HR: 0,54; p=0,01 dans la cohorte
exploratoire et HR : 0,55 ; p=0,019 dans la cohorte de validation). La tendance était similaire

pour la SG sans significativité mais avec une forte hétérogénéité.

Que retenir ? La perte du chromosome 18q11.2-12.1 est un potentiel marqueur prédictif
de la réponse au bévacizumab. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires et
des explications physiopathologiques plus précises sont requises avant de valider ce

biomarqueur pour la pratique clinique.

3. Marqueurs de régulation pré- et post-transcriptionnelle :

Les micro-ARN (miR) sont de petites molécules d’ARN non-codant impliquées dans la
régulation post-transcriptionnelle des genes. Par I’intermédiaire d’une machinerie enzymatique
complexe, les miR inhibent la traduction d’'un ARNm cible par répression, déstabilisation ou

dégradation. De ce fait, ils sont impliqués dans de grands nombres de fonctions cellulaires
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physiologiques [137]. La dérégulation de certains miR participe a la carcinogénese et au
développement du CCR [137]. Plusieurs miR ont été évalués en tant que biomarqueurs
pronostiques ou prédictifs de la réponse au bévacizumab dans le CCRm. Le miR-126 a une
influence directement pro-angiogénique sur les cellules du microenvironnement tumoral [138].
Les cellules endothéliales sécretent via des microvésicules le micro-ARN qui agit de manicre
paracrine en favorisant la sécrétion de VEGF. L’équipe de Hansen et al a établi une corrélation
entre les concentrations circulantes et tissulaires du miR-126 avec la survie [139,140]. Chez
230 patients atteints de CCRm traités en 1% ligne par chimiothérapie associée au bévacizumab,
la surexpression tissulaire tumorale du mir-126 était associée a une SSP significativement
allongée (HR :0,49 ; p=0,009) [141]. Similairement, chez 68 patients aux caractéristiques
semblables, la décroissance en cours de traitement des taux de miR-126 circulant était associée
aune SSP allongée mais pas de maniere significative (HR : 0,6 ; p=0,07) [142]. Le rdle prédictif
des miR-664-3p et miR-455-5p a été évalué dans I’étude de Boisen et al [143]. Aprés une
sélection a partir d’un panel de 754 miR sur une cohorte exploratoire constituée de 212 patients,
I’expression tissulaire de ces deux miR a été mesurée sur une cohorte de validation (n=155)
comparée a une cohorte contréle sans bévacizumab (n=127). La surexpression du miR-664-3p
et la sous-expression du miR-455-5p étaient associ¢es a des SSP et SG allongées uniquement
chez les patients traités par chimiothérapie associée au bévacizumab. Cela suggere un potentiel
prédictif de ces deux miR. Dans une étude plus récente réalisée a partir d’une cohorte de 52
patients issus de 1’essai ITACa, Ulivi et a/ ont indiqué que des taux élevés des miR-20b-5p,
miR-29b-3p et miR-155-5p circulants étaient associé¢s avec des SSP et SG significativement
allongées [144]. Egalement, 1’augmentation >30% des concentrations du miR-155-5p circulant
aprés 1 mois de traitement était associée a des SSP et SG diminuées (HR : 3,03 ; p=0,04 et HR :
3,45 ; p=0,024 respectivement). Ces trois miR influencent I’angiogénése : le miR-29b inhibe
I’expression d’Akt3 [145], le miR-20 régule la prolifération et la sénescence des cellules

endothéliales [146] et le miR-155 régule I’expression du HIF-1a de telle sorte qu’il favorise
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I’angiogénese en condition hypoxique [147]. Dans une autre étude rétrospective chez des
patients atteints de CCRm et traités par FOLFOX et bévacizumab, Kiss et a/ ont proposé
I’utilisation d’un score combinant la mesure de I’expression tissulaire tumorale de 4 micro-
ARN : miR-92b-3p, miR-3156-5p, miR-10a-5p et le miR-125a-5p [148]. Ce score permettait
d’identifier les patients répondeurs des non-répondeurs avec une sensibilité de 82% et une
spécificité de 64% (AUC=0,802). Afin de guider le choix entre anti-EGFR et anti-VEGF chez
les patients atteints de CCRm et sans mutation RAS, Laurent-Puig et al ont mesuré I’expression
tissulaire tumorale du miR-31-3p dans une cohorte issue de 1’étude FIRE-3 [149]. Chez les
patients présentant une sous-expression tissulaire de ce miR, la SSP et la SG étaient allongées
(HR : 0,74 ; p=0,05 et HR : 0,61 ; p<0,01 respectivement) lorsque le cétuximab était associé¢ a
la chimiothérapie comparativement au bévacizumab. Il était également noté de meilleurs TRO
(OR : 4,9 ; p<0,01) et une réduction précoce du volume tumorale dans les 6 semaines de
traitement (OR : 0,4 ; p<0,01). Ce biomarqueur permettrait donc de guider le choix de la
biothérapie la plus bénéfique en faveur du cétuximab. Enfin, une étude prospective récente
réalisée chez 44 patients atteints de CCRm et analysant I’expression de 23 micro-ARN
circulants contenus dans des vésicules extracellulaires, a mis en évidence que la surexpression
du miR-222 4 6 mois de traitement était associée a un mauvais pronostic de SG (HR : 2,65 ;
p=0,023) [150]. Cela corrobore les résultats d’une étude antérieure [151]. De maniere
intéressante, il existait une corrélation significative entre le taux de cellules tumorales
circulantes a 3 et 6 mois de traitement avec les concentrations des miR-92a et miR-21
respectivement. Une étude approchant cet axe de recherche différemment a évalué 1’expression
tissulaire de certaines enzymes participant a la maturation des micro-ARN : Dicer et Drosha
[152]. Les 166 patients atteints de CCRm étaient traités par chimiothérapie seule (n=50) ou
associée au bévacizumab (n=116). La sous-expression tissulaire de I’enzyme Dicer était
associée a des SSP et SG allongées ainsi qu’a des TRO favorables, uniquement chez les patients

traités par bévacizumab.
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Que retenir ? Les miR sont des éléments influencant I’angiogénese et ses mécanismes de
résistance par régulation post-transcriptionnelle. Ce sont certainement de biomarqueurs
intéressants pour améliorer la sélection des patients bénéficiant du bévacizumab.
Cependant, la complexit¢ des mécanismes régulateurs des miR, D’absence de
reproductibilité des résultats des études actuelles et les limites techniques de sensibilité et

spécificité de détection des miR circulants limitent leur utilisation en pratique clinique.

Le facteur transcriptionnel HOXB9, un autre régulateur de la transcription génique, a été
¢tudié en rapport avec le pronostic et la réponse au traitement des patients atteints de CCRm
traités par bévacizumab. Les génes HOX codent pour des facteurs transcriptionnels contenant
un homéo-domaine et régulant le développement vasculaire embryonnaire mais aussi
I’angiogénese. Le facteur transcriptionnel HOXBY9 est un membre du cluster génétique HOXB.
Sa dérégulation induite par divers mécanismes active des voies de signalisations promouvant
la survie, prolifération, mobilité et invasivité cellulaire ainsi que la sécrétions de facteurs pro-
angiogéniques [153]. Cela confére aux tumeurs concernées un phénotype pro-angiogénique et
particulicrement invasif. Par D’activation d’une angiogénése VEGF-indépendante, la
surexpression de HOXBY serait une cause de résistance au bévacizumab. A partir d’un modéle
cellulaire puis murin, Carbone et a/ ont mis en évidence que les souris portant une tumeur
colorectale ou pancréatique surexprimant HOXB9 étaient résistantes au bévacizumab et
présentaient une forte infiltration de cellules myéloides pro-angiogéniques [154]. Le knock-
down du HOXBY chez les souris portant une tumeur surexprimant HOXBY induisait une
diminution de la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et pro-angiogéniques (Angiopoiétine-
like 2, CXCLI1, IL-8, TGFB). En analyse post-mortem les tumeurs étaient moins vascularisées.
L’étude a été poursuivie sur une cohorte de 81 patients atteints d¢ CCRm traités en 1 ligne
par chimiothérapie dont 58 avec bévacizumab. Plus des trois-quarts des tumeurs primitives

colorectales présentaient une surexpression de HOXBY. Celle-ci était significativement associée
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a une SSP diminuée en analyse multivariée (HR : 2,55 ; p=0,017) uniquement chez les patients

traités au bévacizumab [154].

Que retenir ? La surexpression de HOXBY9 semble étre une information prédictive de la
résistance au bévacizumab. Des études sur de plus grandes cohortes et de préférence

prospectives doivent étre développées afin de confirmer ces données.

4. Polymorphismes génétiques

Il existe de substantielles variabilités génétiques concernant les génes influencant
I’angiogénese. Cela induit des différences interindividuelles en capacités angiogéniques et dans
la résistance aux traitements anti-angiogéniques. D’ innombrables études fleurissent sur cet axe
de recherche depuis ces dix derniéres années. De nombreuses équipes ont évalué le potentiel
pronostique et/ou prédictif de certains polymorphismes génétiques dans le CCRm [155-180]
(Tableau 1). Ces polymorphismes concernent principalement la modification d’un nucléotide
d’une seule paire de base (PSN). Les avantages d’utiliser cette méthode pour identifier les
patients bénéficiant le plus du bévacizumab dans le CCRm sont multiples. Par rapport au dosage
sérique ou a la mesure de 1’expression tissulaire de biomarqueurs précédemment évoqués, la
détection de PSN permet d’identifier une caractéristique stable chez un patient. En
conséquence, cette méthode permet de distinctement ségréguer les patients. En effet, les études
énumérées dans le Tableau 1 révelent toute une influence statistiquement significative en
analyse multivariée sur la survie et/ou la réponse au traitement. Mais la translation en pratique
clinique de ces résultats se heurte a de nombreuses problématiques. La fréquence des
polymorphismes étudiés doit étre >10% pour étre utile significativement. Ce critére est le plus
souvent utilisé dans les études énumérées mais n’est pas forcément représentatif de la vie réelle.
Egalement, il existe des variations ethniques a ces polymorphismes limitant la généralisation

de ces découvertes. Ce d’autant plus que la plupart des études actuelles sont exceptionnellement
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multicentriques internationales. D’ailleurs, une partie non négligeable d’entre elles concerne
des cohortes de petite taille, ceci leur rendant une faible puissance statistique. Les études certes
rétrospectives mais basées sur des cohortes d’essais de phase 3, notamment les essais FIRE-3
et TRIBE particuliérement sollicités, permettent d’obtenir une puissance statistique plus solide
avec notamment des cohortes servant de contrdle et objectivant parfois un potentiel prédictif de
certains PSN. Malgré tout, les résultats sont souvent hétérogénes et rarement reproductibles
d’une étude a ’autre. En guise d’exemple, alors que ’homozygotie T/T du VEGF-A4 rs833061
semblait étre associée a une mauvaise réponse au traitement par chimiothérapie associée au
bévacizumab [155,157], I’étude prospective de Loupakis et al n’a pas mis en évidence de
corrélation entre ce polymorphisme et la survie ni la réponse au traitement [156]. Egalement,
alors que I’homozygotie G/G du VEGF-A rs1570360 est associée a une SG significativement
allongée et de meilleurs TRO dans I’étude prospective de Koutras et a/ [158], des résultats
contradictoires étaient rapportés dans le travail également prospectif de Formica et a/ [160].
Aussi, on remarque que le nombre de polymorphismes différents est supérieur a la
reproductibilit¢ d’'un méme polymorphisme entre chaque étude. Cette variabilité de résultats
témoigne d’une hétérogénéité des populations étudiées mais également de 1’influence
potentielle des différents protocoles de chimiothérapie utilisés en association avec le
bévacizumab. Ces différences peuvent ¢galement étre la conséquence de la méthode utilisée
pour identifier les polymorphismes génétiques en prenant en compte que la technologie est
rapidement évolutive et que les études rapportées s’étendent sur un délai de 10 ans. Finalement,
I’¢tude récente de Barat ef al, utilisant une approche de bioinformatique et d’apprentissage
informatique sur trois cohortes issues d’essais multicentriques de phase 2 ou 3 englobant au
total 557 patients pour plus des trois-quarts traités par le méme protocole sur la méme ligne
thérapeutique, est une des seules a obtenir des résultats similaires a des études antérieures [163].
De maniere équivalente, a partir de cohortes issues des essais TRIBE et FIRE-3, Tokunaga et

al ont confirmé que porter le nucléotide C sur le géne ENTPI rs11188513 était prédictif d’une
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moins bonne survie en cas de traitement par bévacizumab avec une tendance pour un effet
inverse en cas de traitement par cétuximab chez les patients sans mutation KRAS [172]. Cet axe
de recherche est donc prometteur mais nécessite certains ajustements afin d’homogénéiser les

¢tudes et comparer les résultats sans biais.

VII. Pharmacocinétique-Pharmacodynamie

Comme la plupart des anticorps monoclonaux, le bévacizumab présente des caractéristiques
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques complexes et multifactorielles. Cela est
responsable de variabilités inter- et intra-individuelles importantes ayant un impact certain sur
la réponse au traitement et la survie des patients atteints de CCRm. Une premiére étude réalisée
sur 20 patients traités en 1° ou 2" ligne par chimiothérapie a base d’oxaliplatine associée au
bévacizumab a mis en relation les variations de bévacizumabémie résiduelle au cours du
traitement avec la survie [72]. Les patients répondeurs avaient des taux résiduels toujours élevés
de bévacizumab entre le 2°™ et 5°™ cycles contrairement aux patients non-répondeurs. Une
seconde étude menée rétrospectivement sur 122 patients atteints de CCRm traités par
chimiothérapie associé¢e au bévacizumab a analysé la relation entre bévacizumabémie résiduelle
et survie en évaluant les facteurs individuels influencant cette relation [181]. Les taux
d’¢limination du bévacizumab étaient significativement plus importants chez les patients
présentant des taux élevés de VEGF (p=0,011) et ACE (p<0,001) et ayant des métastases extra-
hépatiques (p=0,014). L’analyse multivariée indiquait que les patients avec une
bévacizumabémie résiduelle <15,5 mg/l avaient une SSP et SG diminué¢es (HR: 1,76 ;
p=0,0039 et HR: 1,9; p=0,006 respectivement). Ces résultats suggerent que la masse
antigénique ¢élevée est un facteur de mauvais pronostic par 1’augmentation de la clairance
spécifique du bévacizumab. Plus récemment, Papachristos et al ont réalis¢é une étude

prospective chez 46 patients atteints de CCRm traités par chimiothérapie et bévacizumab afin
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de confirmer ces données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques [182]. La cohorte était
dichotomisée en deux groupes : sous-exposés au traitement (bévacizumabémie résiduelle <87,2
mg/l) et surexposés au traitement (bévacizumabémie résiduelle >87,9 mg/l). Ces patients
présentaient des caractéristiques globalement semblables. Par contre, la SG était
significativement allongée chez les patients les plus exposés au bévacizumab (p=0,003). Il

n’était pas renseigné d’information concernant la tolérance au traitement dans cette étude.

Que retenir ? La mesure des concentrations résiduelles du bévacizumab en cours
de traitement semble étre un élément informatif pronostique. Des études de
pharmacocinétique et pharmacodynamie doivent étre développées afin d’identifier plus
précisément les facteurs influencant ’efficacité du bévacizumab, méme s’il semble clair
qu’une masse antigénique élevée accélere la clairance de I’anticorps monoclonal. L’avenir
est peut-étre a D’adaptation posologique selon les caractéristiques tumorales plutot

qu’uniquement celles du patient.

VIII. Conclusion :

L’angiogéneése est un processus complexe essentiel au développement tumoral. Son
évolution est influencée par un déséquilibre permanent mais fluctuant entre facteur pro- et anti-
angiogéniques. Ce déreéglement homéostatique est principalement sous I’impulsion de
I’hypoxie tumorale mais la dérégulation de voies de signalisations oncogéniques cardinales, les
cellules et structures du microenvironnement tumoral et I’inflammation chronique entretiennent
I’angiogénese. De ce fait, de nombreuses voies de signalisation distinctes sont sollicitées et
parfois indépendamment du VEGF. Dans ce cas, le bévacizumab s’avere moins efficace. Cela

se traduit cliniquement dans certains essais cliniques ou 1’anticorps anti-VEGF n’est pas

58



toujours efficace. D’ innombrables équipes ont étudié des facteurs potentiellement pronostiques
et/ou prédictifs de la réponse au bévacizumab afin d’optimiser la sélection des patients et de
personnaliser la prise en charge. Malgré tout, les résultats issus principalement d’études a faible
puissance statistique sont hétérogénes et non reproductibles voire parfois discordants sur la
majorité des axes explorés. Seuls les projets sollicitant des cohortes de validation et de contrdle
issues d’essais cliniques de phase 2 ou 3, ainsi que des travaux prospectifs de grande ampleur,
permettent de clarifier la problématique. En fin de compte, deux stratégies semblent
prometteuses pour améliorer la sélection des patients avant I’initiation du traitement. D’une part
I’axe de recherche visant a identifier un ou des polymorphismes nucléotidiques s’avere
particulierement utile compte tenu de la stabilité et de la catégorique ségrégation de population.
Mais I’homogénéisation des techniques d’analyse et des populations d’études sont nécessaires
afin d’améliorer la comparabilité des résultats. D’autre part, les études visant a identifier un
seul biomarqueur unique ont buté sur un point essentiel : I’imbrication multifactorielle de
I’angiogénese. 1l semble plus adapté d’identifier un score compos¢ de différents acteurs
principaux du processus pathologique et traduisant la sensibilité de la tumeur et/ou du patient
au bévacizumab. Malgré des résultats encourageants de tels scores, il est nécessaire de les
optimiser et reproduire au sein d’études a meilleure puissance statistique. Nous devons
poursuivre nos efforts car la nécessité d’optimisation thérapeutique est essentielle a 1’ére des
thérapies ciblées. Le bévacizumab est un médicament efficace, chez les bons patients. A nous

de les repérer.
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Tableau 1. Etudes corrélant significativement un polymorphisme mono-nucléotidique a

un effet pronostique et/ou prédictif du bévacizumab dans le CCRm.

PSN et

Effet pronostique ou

m nombre-rs Référence Echantillon Design de I’étude prédictif
Rétrospective ; L,
T Loupakis et Cohorte exploratoire : Sripuilmlennﬂecehez les
al, 2011 Sanguin FOLFIRI + BV (n=11) 9 oy
(rs833061) Al patients traités par BV
[155] Cohorte contrdle : (HR 2,28, p=0,018)
FOLFIRI (n=107) 40, P=0,
T Loupakis et Prospective ; Pas d’effet significatif ni
(rs833061) al, 2013 Sanguin Cohorte exploratoire : sur la survie ni la
[156] FOLFIRI + BV (n=424) réponse
Ancillaire de 2 essais
T/T Sohn et al, Sanquin prospectifs de phase 2  TRO diminué
(rs833061) 2014 [157] 9 Cohorte : bCT +BVen (OR 0,34, p=0,008)
1% ligne (n=125)
Prospective ; TRO augmenté
G/G e e camauy | Cohorte:bCT (60% vs 40%, p=0,032)
(rs1570360) [158] 9 (irinotécan) + BV SG allongée
(n=173) (HR 0,50, p=0,001)
MEEAA c/c Bécouarn et Prospective ; SG diminuée
al, 2014 Sanguin Cohorte : FOLFIRI + —
(rs256438) [159] BV en 1ér ligne (n=62) (HR 3,58, p=0,004)
G/G SSP diminuée
(rs1570360)  Formica et Prospective ; (HR 4,43, p=0,02)
----------------- al, 2011 Sanguin Cohorte : FOLFIRI +  ----=-mmmmmmmmmmmmmmooomoo e
GIG [160] BV en 1°¢ ligne (n=40)  TRO diminué
(rs2010963) (OR 10,5, p=0,03)
AA Papachristos Prospective ; SSP et SG allongées
(rs699947) etal, 2019 Sanguin Cohorte : bCT + BV en  (log-rank p=0,006 et
[161] 1% ligne (n=46) p=0,043 respectif)
Echec de traitement
Sibertin- Rétrospective ; diminué
C/iC Blanc et al Sanguinou Cohorte : CT + BV a (HR 0,57 ; p=0,022)
(rs3025039) ’ tissulaire différentes lignes HTA grade 2-3
2015 [162] _ .
(n=89) fréquente
(OR 0,15 p=0,022)
Loupakis et Prospective ; Lo
Cl- . . SSP diminuée
al, 2013 Sanguin Cohorte exploratoire : —
(rs12505758) [156] FOLFIRI + BV (n=424) (HR 1,41, p=0,012)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire :
KDR CT + BV (n=180) et CT
(VEGFR2) (n=16)
CIT Barat et al, Sanguinet  Cohorte validation n°®1  SG allongée
(rs11133360) 2020 [163] tissulaire (issue de MAVERIC):  (HR 0,63, p=0,045)

FOLFIRI + BV (n=163)
Cohorte de validation

n°2 (issue de TRIBE) :
FOLFIRI + BV (n=215)
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Ancillaire de 2 essais

SSP (HR 0,50 p=0,012)

A/A Sohn et al, . prospectifs de phase 2 _
(rs9513070) 2014 [157] ~ Sanguin Cohorte : bCT +BV en St SC (0.64p=0,072)
1% ligne (n=125) allongees
A/C Hansen et Prospective ; TRO diminué
(rs9582036) al, 2012 Sanguin Cohorte : bCT +BVen (OR 39% vs 56%
[164] 1% ligne (n=218) p=0,015)
FLT1 Rétrospective ;
(VEGFR1) Cohorte exploratoire :
CT + BV (n=180) et CT
seul (n=16)
A/IC Barat et al, Sanguinet  Cohorte validation n°1  SSP longue
(rs9582036) 2020 [163] tissulaire (issue de MAVERIC):  (HR 0,58 p=0,007)
FOLFIRI + BV (n=163)
Cohorte de validation
n°2 (issue de TRIBE) :
FOLFIRI + BV (n=215)
Papachristos Prospective ; Lo
ICAM-1 ((fé?mg%) etal, 2019 Sanguin Cohorte : bCT + BV en (Slc? i';j\'; ui% 036)
[161] 1#% |igne (n=46) 9 p=v,
T/- SSP allongée
AREIAR (rs2302273) (HR 0,76, p=0,016)
Rétrospective ; -
Cohortes (issues de TRO ?ugmente (68%’
rALBP1 | VA Volz et al, Sanguinou  TRIBE n=204 et vs 53 A’_(A/G) ou 33%
(rs329007)  2015[165]  tissulaire =~ PROVETTAn=220):  (G/G)p=0,008)si
FOLFIRI + BV en 1% tumeur colique droite
ligne TRO diminué (35% vs
G/G 62% (G/T) ou 75%
RGSS | (rs1056515) (TIT) p=0,012) i
tumeur colique droite
EGF G/- SG allongée
(rs444903) (HR 0,52 p=0,012)
SG allongée
IGF-1 G/- (rs6220) _ (HR 0,60 p=0,046)
Gerger et al, . Prospective ; .
T/ 2011 [166)  Sanguin —g\‘}h(f’”? ; zb)CT (oxali) +  SSP allongée (HR 0,55
-~ - n= — \ L,
HIF-1A (rs11549465) p Q,038) en univariée
uniquement
G/C TRO augmenté (71%
CXCR-T | (52234671 vs 17% p=0,003)
C/C (rs3130 Prospective ; 3
+ C/((.) : 58%?2 g;] Sanguin Cohcf)rte : FOLFOX + (SS=IS %%r;gee
(rs2286455) BV (n=91) en 1¢* ligne p=L,
Etude rétrospective ;
Cohorte exploratoire :
PROM1 CT+ BY (n=180) et CT
seul (n=16)
(o7} Barat et al, Sanguin et Cohorte validation n°1 SSP diminuée
(rs2286455) 2020 [163] tissulaire (issue de MAVERIC):  (HR 1,93 ; p=0,006)
FOLFIRI + BV (n=163)
Cohorte de validation
n°2 (issue de TRIBE) :
FOLFIRI + BV (n=215)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire : .
FOLFOX + BV (n=61) oo~ (HR 044
GI- Suenaga et Cohorte validation : p=0,004) et SG
CCL5 (rs2280789) al, 2019 Tissulaire bCT (oxali) + BV ) (HR 0,5 ; p=0,024)
[168] allongées seulement

(n=48)
Cohorte contrdle :
FOLFOX seul (n=83)

avec BV
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Rétrospective ;
Cohorte exploratoire :

SSP (HR 0,57 p=0,003)

: Matsusaka bCT (oxali) + BV
TWIST1 (?é2285682) et al, 2016 Tissulaire (n=143) eiggo(:l)z(l)c;?ées
[169] Cohorte contrdle : bCT P~ 9
- Y= seulement avec BV
(oxali) + cétuximab
(n=77)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire
(issue de TRIBE) :
Matsusaka Egr%gr!tlzlvglij\;t(ig:zm) SSP (HR 1,53 p=0,004)
G/- . . i et SG (HR 1,4 p=0,015)
IL-6 (rs2069837) etal, 2016 Sanguin (issue de FIRE-3) : diminuées seulement
[170] FOLFIRI + BV (n=288)
N avec BV
Cohorte contréle
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + cétuximab
(n=264)
ANG-1 Al- ) . SG diminuée
(rs2445365) : Retrospective ; (HR 1,91 p=0,034)
Gaibar et al, Tissulai Coh " CT + BV
2021 [171] issulaire ohorte : + BV en
T 1% ligne (n=57) TRO augmenté
(rs11188513) (p=0,024)
SG diminuée
(HR 2,1 p=0,031)
Cl- seulement avec BV et
ENTPD1 (rs11188513) effet opposé avec le
(CD-39) Rétrospective ; cétuximab
Cohorte exploratoire (HR 0,59 p=0,12)
""""""""" i de FIRE-3) :
(issue de 3) SG allongée (HR 0,63 ;
G/G FOLFIRI + BV (n=107) p=0,024) seulement
(rs2226163)  Tokunaga et Cohorte validation dans la cohorte de
al 2019 Sanguin (issue de TRIBE) : validation
[1’72] FOLFIRI + BV (n=215)
M . SG allongée seulement
(issue de FIRE-3) :
NT5E AJ- FOLFIRI + cétuximab sur la cohorte
(rs2229523) =129 cetuxima exploratoire
(n=129) (HR 0,49 p=0,026)
SG allongée seulement
T/T sur la cohorte
AR (rs2015353) exploratoire
(HR 0,24 p=0,004)
Al- SSP diminuée
BFGF (rs1960669) (HR 3,3 p=0,001)
. Rétrospective ; —
A/A Gaibar et al, . ; i ' SSP diminuée
(rs2236416) 2021 [171]  |issulaire ﬁﬂ‘—l?grfe' (25*7;3\/ " (HR 2,04 p=0,022)
MMP9 G/G SSP diminuée
(rs2274755) (HR 1,91 p=0,043)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire
(issue de FIRE-3):
FOLFIRI + BV (n=247) SSP (HR 1,76 p=0,022)
MNK1 Berger et al Cohorte validation et TRO (36% vs 65% ;
A/A (rs8602) 9 * Tissulaire (issue de TRIBE) : p=0,005) diminués

2017 [173]

FOLFIRI + BV (n=94)
Cohorte controle
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + cétuximab
(n=226)

seulement en cas de
BV
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Rétrospective ;
Cohorte exploratoire
(issue de FIRE-3):
FOLFIRI + BV (n=292)
Cohorte validation

SG allongée
(HR 0,49 p=0,021) RAS

RSPO2 G/- Berger et al, . . - - non muté,
(rs555008) 2020 [174] ~ |issulaire (F'%St‘Felgfj';{/BE)_' SSP diminuée
(n=210) _ .
R (HR 2,01 p=0,02) si
Cohorte contréle RAS muté
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + cétuximab
(n=271)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + BV (n=295) o5 giminuée (HR 1,66
Cohorte validation _
- - p=0,019) seulement en
VDBP Berger et al (issue de TRIBE) : cas de BV et tendance
A/A (rs4588) 2018 [175] * Tissulaire FOLFIRI + BV (n=227) inverse pour le
Cohorte contréle verse p
(issue de FIRE-3et ~ Cétuximab (HR 0,52
IMCL-0144) : FOLFIRI  P=0:10)
+ cétuximab (n=278) et
Irinotécan + cétuximab
(n=93)
Rétrospective ; TRO (43% vs 62% ;
Cohorte exploratoire p=0,025 TRIBE et 46%
TLR1 T Okazaki et (issue de TRIBE) : vs 65% ; p=0,021
(rs5743618) al, 2016 Tissulaire FOLFIRI + BV (n=228) FIRE-3), SSP (HR 1,5
[176] Cohorte validation p=0,046 TRIBE) et SG
(issue de FIRE-3) : (HR 1,53 p=0,025
FOLFIRI + BV (n=297) TRIBE) diminués
Rétrospective ; SSP (HR: 0,27
EZH2 T/- Crea et al, Sanauin Cohorte : p=0,008) et SG
(rs3757441) 2012 [177] 9 FOLFIRI + BV (n=110) (HR 0,33 p=0,049)
en 1 ligne diminuées
SG diminuée (HR 1,28
C/- p=0,054) pour les deux
IRS-1 (rs1801123) Rétrospective ; cohortes et si RAS non
Cohortes issues de muté (HR 1,48
- FIRE-3 : p=0,019)
gf:tggr;r;a et Tissulaire Cohorte exploratoire :
[1,78] FOLFIRI + BV (n=295)  SSP allongée
Cohorte contrdle : (HR 0,78 p=0,01)
IGF-1 T/- FOLFIRI + cétuximab ~ Sj RAS non muté : SSP
(rs2946834) (n=305) (HR 0,63 p=0,002) et
SG (HR 0,65 p=0,024)
allongées
SSP allongée dans les
T/T cohortes exploratoire et
NERPT | (rs12150220) Rétrospective ; validation n°1
Cohorte exploratoire : (HR 0,52 p=0,006)
CT +BV (n=180) et CT
seul (n=16) SSP diminuée dans les
SRL A/A . Cohorte validation n°1 cohortes exploratoire et
(rs13334970) 285%‘ %a/, S,anﬁu,'” et lissue de validation n°1
[163]  ftissulaire N AVERICC): FOLFIRI  (HR 2,3 p=0,014)
+ BV (n=163) .
Cohorte de validation SG diminuee
AT n°2 (issue de TRIBE):  (HR 1,63 p=0,034)
TBK1 (rs7486100) FOLFIRI + BV (n=215)  Si KRAS non mute :

SSP diminuée
(HR 1,94 p=0,037)
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Sunakawa et

Rétrospective ;
Cohorte exploratoire
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + BV (n=248)
Cohorte validation

SSP diminuée

T/- . - . uniguement dans la
(rs7486100) ;”73?15 Sanguin f:lsostj;g?;r E{/B (En)=.228) cohorte exploratoire
Cohorte controle (HR 1,46 p=0,028)
(issue de FIRE-3) :
FOLFIRI + cétuximab
(n=248)
Rétrospective ;
Cohorte exploratoire :
CT + BV (n=180) et CT
seul (n=16)
T/A (rs4073) Barat et al, Sanguin et Cohorte validation n°1 SSP diminuée
2020 [163] tissulaire (issue de MAVERIC):  (HR 1,51 ; p=0,037)
FOLFIRI + BV (n=163)
Cohorte de validation
IL-8 n°2 (issue de TRIBE) :
FOLFIRI + BV (n=215)
Rétrospective ; L,
Di Salvatore Cohorte exploratoire : Sripu(gmlennﬂeeen cas de
A/- (rs4073) etal, 2017 Sanguin FOLFOX + BV (n=120) BVq
[180] Cohorte contrdle : L
FOLFOX (n=112) (HR 1,8 ; p=0,015)
SSP allongée
uniqguement en cas de
CCL2 C/- (rs4586) mutation KRAS dans la
cohorte de validation
Rétrospective ; (HR 0,51 ; p=0,026)
Cohorte exploratoire
(issue de FIRE-3): SSP diminuée
FOLFIRI + BV (n=248) uniquement en cas de
CCL18 T/T (rs14304) Sunakawa et Cohorte validation mutation KRAS dans la
al, 2015 Sanguin (issue de TRIBE) : cohorte de validation
[179] FOLFIRI + BV (n=228) (HR 1,24 ; p=0,007)
Cohorte contréle
(issue de FIRE-3) : TRO augmenté
FOLFIRI + cétuximab (p=0,0056) et SSP
ol (n=248) allongée (HR 0,56 ;
IRF3 (rs2304205) p=0,039) uniguement
en cas de mutation
KRAS dans la cohorte
de validation
Rétrospective ; SSP diminuée
Gl- Di Salvatore Cohorte exploratoire : uniquement en cas de
NOS3 (rs1799983) etal, 2017 Sanguin FOLFOX + BV (n=120) BV et en analyse
[180] Cohorte contrdle : univariée (HR 1,78 ;

FOLFOX (n=112)

p=0,049)

BV : bévacizumab ; bCT : bi-chimiothérapie ; CT : chimiothérapie ; FOLFIRI : irinotécan, acide folinique, 5-
fluorouracile ; FOLFOX : oxaliplatine, acide folinique, 5-fluorouracile ; HTA : hypertension artérielle ; HR :

hazard ratio ; OR : odd-ratio ; oxali: oxaliplatine ; PSN : polymorphisme a simple nucléotide ; SSP : survie
sans progression ; SG : survie globale ; TRO : taux de réponse objective
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Highlights:

e Biomarkers to predict bevacizumab efficacy in metastatic colorectal cancer are lacking
e Mid-infrared spectroscopy (MIRS) is a metabolomic fingerprinting method

e Serum analysis by MIRS is a promising and insufficiently investigated approach

e We analysed baseline serum of patients treated by bevacizumab-based chemotherapy

e Patients at high risk of progression were identified
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I. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequent cancer worldwide and the second
most frequent cause of death by cancer in 2018 [1]. Its metastatic evolution (mCRC) is a major
shift in tumour development and survival rates [2]. Sustained neo-vascularisation promotes
tumoral development and stimulates metastatic evolution by specific cell dissemination and
pre-metastatic nests establishment [3]. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the
principal trigger of the pro-angiogenic switch [4]. Anti-angiogenic treatments are part of the
therapeutic arsenal for mCRC. Bevacizumab is a humanised monoclonal antibody binding with
all VEGF-A isoforms limiting interaction with VEGF receptors [5]. Its association with a 5-
fluorouracile based bi-chemotherapy in first-line mCRC treatment allows prolonged
progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) and such combination is the standard
of care [6]. Yet, a certain proportion of patients do not benefit from bevacizumab, either due to
primary inefficiency or by secondary tumoral resistance mechanisms [7,8]. For the last decade,
substantial efforts have been conducted in order to identify predictive and prognostic
biomarkers for bevacizumab. Despite encouraging results, studies with contradictory
conclusions and the lack of randomized prospective trials limit the validation in clinical practice
of these biomarkers [9,10]. The multiplication of potential candidates highlights the complexity
of tumoral angiogenic mechanisms and their inter- and intra-individual heterogeneity.
Combining several biomarkers seems a more appropriate approach [11,12]. Taking into account
the risk of therapeutic failure associated with the cost of monoclonal antibodies, the
identification of a method detecting bevacizumab non-responders has become a clinical

necessity with an economical requirement [13,14].

Mid-infrared spectroscopy (MIRS) renders the metabolic fingerprint of a sample by
detecting prominent biomolecules absorbing infrared radiation [15]. MIRS on serum allows a
rapid non-invasive profiling of an individual at low cost and high sensitivity from small samples

[16]. It could therefore have a substantial value in diagnostic, prognostic and predictive
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medicine especially in oncology [15]. This makes it a promising yet barely explored method

for mCRC treatment optimisation [15,17].

Our study aimed to evaluate the prognostic potential of MIRS on baseline serum of

patients treated by chemotherapy associated with bevacizumab in first line treatment for mCRC.

II. Materials and method

1. Study population:

This ancillary study was part of a multicentric prospective study financed by the French
National Cancer Institute (INCa) and registered on ClinicalTrials.gov (study NCT00489697;
INCAO06-FT/STIC-AVASTIN) [18]. It was designed according to the Helsinki Declaration and
approved by the French Ethical Committee of Tours University on November 11, 2006.
Patients were recruited from January 2007 to January 2011. They all gave their written consent
to participate. Eligible and exclusion criteria were described in the original study protocol.
Every 2 weeks, patients received intravenously 5 mg/kg of bevacizumab associated with a
fluoropyrimidine-based chemotherapy. Tumour assessment was done according RECIST v1.1

on CT scans every 12 weeks until progression. End of follow-up was in December 2012.

2. Data extraction:

Clinical data and bevacizumab-related adverse events (BRAE) were collected for each
patient. Biological data were obtained when possible and included: KRAS (codons 12, 13, 61,
and 146) and BRAF (Val600Glu) mutational status, carcinoembryonic antigen (CEA), albumin,
lactate dehydrogenase (LDH), vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin-2
(Ang-2) concentrations. Blood samples were collected in the eight days preceding bevacizumab
first infusion. Cut-off values of CEA, albumin, LDH and Ang-2 were respectively fixed at 100
pg/L, 35 g/L, 300 U/L and 5 pg/L as in previous studies [19-22]. Median VEGF level (200

pg/mL) was fixed as cut-off value.
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3. Mid-infrared spectroscopy:

i.  Spectral acquisition:

All spectral measures were recorded using a LUMOS microspectroscope with a
RockSolid™ interferometer (Bruker®). Attenuated total reflection (ATR) technique was carried
out on a germanium single reflexion crystal (n = 4). Absorption wavenumbers were
circumscribed within 4000-400 cm™. Spectral resolution was set to 4 cm™! with a zero-filing
factor of 2 yielding a discrete spectral point spacing of 2 cm™!. For each measure, a 5 ul serum
sample was dropped on a single-used microscope slide and at least 5 spectral acquisitions were
completed in different zones. Serums were preliminarily dried at 30°C for 15 minutes to

decrease the water contribution to the signal (dried droplet method).

ii.  Spectral treatment:

Spectral data were analysed within the 3800-800 ¢cm™! frequency range. Analyses were
blinded to patient data. There was no spectral domain eliminated during analysis. Second
derivatives were calculated, then smoothed using a Savitzky-Golay moving filter algorithm
(width = 11). Spectral data were then processed by vector normalisation. Quality assessment
and data homogeneity by outlier identification was investigated by principal component
analysis (PCA). Unsupervised k-mean partitioning method was performed to separate
individuals in N groups according to the highest inter-/intra-group variance ratio (silhouette
function). Visual comparison and mathematical verification for each group spectral means were
done to identify discriminative spectral variables. A corelation analysis of these discriminative
spectral variables was performed using PCA data. It was graphically represented in a correlation

circle.
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4. Statistical analysis:

Continuous variables were described by medians and interquartile range. Categorical
variables were described by frequency. Means were compared using parametrical Student ¢ test
in case of normal distribution and non-parametrical Mann-Whitney test otherwise. Continuous
variables were tested for normal distribution with the Shapiro-Wilk test. Categorical variables

were compared by the Chi-squared (y?) test or Fisher exact test according to sample size.

Primary endpoints were overall survival (OS) and progression-free survival (PFS). They
were defined as the time from the first bevacizumab infusion to death from any cause and to
disease progression according to RECIST v1.1 respectively. Time was censored at the time of
the last known follow-up visit if a patient had no event. Actuarial survival curves were
calculated by Kaplan-Meier method and compared by log-rank test. Hazard ratios (HR) and
their 95% confidence intervals (CI) were estimated by univariate and multivariate Cox
proportional hazards regression models. All variables related to OS and/or PFS in univariate
analysis with a p-value <0.2 were integrated in the multivariate analysis by ascending selection.
Best objective response rate (PORR) was defined as the percentage of patients who experienced
partial or complete response as their best response according to RECIST v1.1 during their

follow-up.

For all analyses, p-values were two-sided and considered significant when <0.05.
Statistical analysis was performed using R® software version 3.6.1 (R foundation for statistical

computing, Vienna, Austria).
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III. Results

1. Population:
Out of the 137 patients included in STIC-Avastin study, 108 were analysed in our

ancillary study. Principal reasons for exclusion are mentioned in Figure 1. Their characteristics

are described in Table 1. Median follow-up was 24 months.

Figure 1: Flow-chart.

Patients included in initial
STIC-Avastin study
n=137

Excluded patients for spectral analysis:
No bevacizumabtreatment: n = 4
No RECIST1.1 evaluation:n = 4
Lack of biological material: n =7
Storage impairment: n = 14

P

*
*
*
*

e )

Baseline serum samples
analysed by MIRS
n =108

No exclusion of spectral data
l UL L S l ‘ while mathematical treatment J

Group A Group B
(spectral signature A) (spectral signature B)
n=25 n=2383

Survival analysis
Progression-free survival: n = 108
Overall survival:n = 108

STIC-Avastin study was a multicentred, non-comparative, prospective, open-labelled study
registered on ClinicalTrials.gov (study NCT00489697; INCA06-FT/STIC-AVASTIN) [18].
Mid-infrared spectroscopy (MIRS) on baseline serum samples was done on all patients except
those not treated with bevacizumab (n = 4), not evaluated by RECIST vl1.1 criterion (n = 4),
with insufficient biological material (n = 7) or sample storage impairment (n = 14). All spectral
data were mathematically processed. Two groups of patients were dichotomised, and each
defined by a specific spectral signature: group A (n=25) and B (n = 83) with respective spectral
signature A and B. Survival analysis was carried out on all patients (n = 108). Primary endpoints
were progression-free survival and overall survival.
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Table 1: Description of patients’ characteristics.

Global: Group A: Group B:
b s n=108 n=25;23.1% n=83;76.9% b value
Median (IQ) Median (IQ) Median (IQ)
Number (%) Number (%) Number (%)
Age (years) 65 (13.8) 63 (12.0) 66 (12.5) 0.19
<70 73 (67.6) 19 (76.0) 54 (65.1)
> 70 35(32.4) 6 (24.0) 29 (3419)
Gender 0.63
Male 69 (63.9) 17 (68.0) 52 (62.7)
Female 39 (36.1) 8(32.0) 31 (37.4)
BMI (kg/m’) 24.1 (4.97) 23.2 (4.44) 24.5 (5.44) 0.026
<25 66 (61.1) 18 (72.0) 48 (57.8)
>25 42 (38.9) 7 (28.0) 35(42.2)
R;e]r}fl(g;nance Status 0.054
0 56 (54.4) 8 (34.8) 48 (60.0)
1 47 (45.6) 15(65.2) 32 (40.0)
Colon 73 (67.6) 17 (68.0) 56 (67.5)
Rectum 35(32.4) 8(32.0) 27 (32.5)
Primary tumour *
resection 0.002
Yes 41 (38.0) 16 (64.0) 25 (30.1)
No 67 (62.0) 9(36.0) 58 (69.9)
metastatic sits 024
0 67 (62.0) 13 (52.0) 54 (65.1)
1 23(21.3) 8(32.0) 15(18.1)
2 54.63) 0(0) 5(6.02)
>2 13 (12.0) 4(16.0) 9(10.8)
S
FOLFIRI 78 (72.2) 20 (80.0) 58 (69.9)
FOLFOX 21 (19.4) 3(12.0) 18 (21.7)
LV5FU2 6 (5.56) 2 (8.00) 4(4.82)
Other** 3(2.78) 0(0) 3(3.61)

72



KRAS and BRAF
mutational status

KRAS mutated
KRAS wild-type
BRAF mutated
Missing data
Ang-2 (ug/L)
<5
>5
VEGF (pg/mL)
<200
>200
Albumin (g/L)
>35
<35
LDH (U/L)
<300
>300
CEA (ng/L)
<100
> 100

24 (22.2)
24 (22.2)
2(1.85)
60 (55.6)

4.57 (4.23)
60 (57.7)
44 (42.3)

192 (265)
55(51.9)
51(48.1)

38.0 (6.00)
46 (70.8)
19 (29.2)

380 (333)
24 (34.3)
46 (65.7)

59 (186)

66 (61.1)
42 (38.9)

4(16.0)
5(20.0)
0 (0)
16 (64.0)
9.23 (5.61)
3 (12.0)
22 (88.0)
336 (600)
8 (32.0)
17 (68.0)
34.5 (3.35)
7 (36.8)
12 (63.2)
630 (899)
2(10.5)
17 (89.5)
222 (1266)
8 (32.0)
17 (68.0)

20 (24.1)
19 (22.9)
2(2.41)
44 (53.0)

4.15 (2.40)
57(72.1)
22(27.9)

132 (227)
47 (58.0)
34 (42.0)

39.3 (5.6)
29 (86.7)
7 (15.6)

314 (224)
22 (43.1)
29 (56.7)

55.9 (128)
58 (69.9)
25(30.1)

0.59

0.70

<0.001"

<0.001"

<0.001"

<0.001"

<0.001"

1Q: interquartile range; EH: extra-hepatic; FOLFIRI: irinotecan, leucovorin, 5-fluorouracil;
FOLFOX: oxaliplatin, leucovorin, 5-fluorouracil; LVSFU2: leucovorin, 5-fluorouracil;
KRAS: Kirsten RAt Sarcoma gene mutations on codons 12, 13, 61 or 146 of respective exons
2, 2, 3 and 4; BRAF: B-Raf gene mutation on V600E (p.Val600Glu) of exon 15; Ang-2:
angiopoietin-2; VEGF: vascular endothelial growth factor; LDH: lactate dehydrogenase; CEA:

carcinoembryonic antigen.

*p < 0.05; **other chemotherapy protocols included: FOLFOXIRI (oxaliplatin, irinotecan,
leucovorin, fluorouracil) for n = 1, irinotecan and raltitrexed for n = 1, and irinotecan

monotherapy for n= 1.
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2. Spectral analysis:

Serum MIRS analysis was conducted homogeneously on samples of all 108 patients.
All spectra were validated for follow-up treatment. Unsupervised k-mean method separated

patients in two groups (A and B) each with a specific spectral signature.

i.  Spectral comparisons of groups A and B:

Both group spectral discrimination allowed to identify six significative absorption bands
(Figures 2). Biochemical assignments of theses discriminative spectral variables are described
in Table 2. Taking into account the precision limits of MIRS for millimolar concentrations in
serum, it is most likely that the 1073 cm™! band features saccharides rather than less represented

circulating nucleic acids.

Table 2: Biochemical assignations for discriminative spectral differences between studied

population groups.

Discriminative Biochemical affiliations
spectral bands

-1, Functional group Infrared induced variations =~ Macromolecule
wavenumber (cm )
2923 Methylene (=CH,) C-H asymmetric stretching  Lipid
2853 Methylene (=CH,) C-H symmetric stretching Lipid
1740 Ester (R-COO-R’) C=O0 stretching Lipid
Primary amid C=O0 stretching or C-N and .
1623, 1629 (RCONHR) N-H bending Protein
1073 Phosphodiester (PO,) PO, symmetrical stretching, I:ruclelc acid,
or sugar cycle or C-C/C-O ring vibrations  gaccharide
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Figures 2: Mid-infrared spectroscopy (MIRS) signatures.

A. o025 ~
s GA and GB second derivative means
020f |——GA - &
63
——GB <
0.15 F
0.10 |

70 73

y' L}

o o

s o

o (82}

L L L
?
g "740

/

1 1 1 J L 1 1 1 I 1 1 1 1 1

-0.15
3000 2950 2900 2850 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Wavenumber (cm-)

B- 0.08

0.04

0.02

>
< 0.00
-0.02
- - (2]
0.04 éy
-0.06
3000 2950 2900 2850 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800

Wavenumber (cm-)

A: mean of spectral signatures in second derivative from patients of group A (GA, black curve)
superposed with the respective mean from patients of group B (GB, red curve). Identification
of six discriminative spectral bands (2923 cm™!, 2853 ¢cm™!, 1740 cm™!, 1633 cm™!, 1629 cm’!,
1073 cm™).

B: spectral subtraction of second derivative means of patients from group B minus group A.
Bands at 2923 cm™!, 2853 ¢cm™! and 1740 cm! are less present in signature A. There is a spectral
peak shift in the Amide I protein from 1629 cm™! (group A) to 1633 cm™! (group B).
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Correlation analysis of these six variables is represented in Figure 3. Two groups of
variables are isolated: proteins/sugar (1629, 1633 and 1073 cm™) and lipids (2923, 2853 and
1740 cm!). Variables of each group are strongly correlated. Comparing spectral means of
groups A and B (Figures 2), lipid variables are more present in patients with signature B. Also,
there is an inversion of protein population characterised by a spectral peak shift reflecting global
changes in protein’s secondary structures suggesting variations in the prominent circulating

protein pool. Variations in the sugar spectral domains are less clearly interpretable.

Figure 3: Correlation circle of discriminative spectral bands.

e i e -

Protein?Sugar
Group

0,5

PC2
(15.8%) ©

-0,5

Group

dof T — R -

-1,0 .05 0 0,5 1,0
PC1 (76.3%)

76



Correlation circle representing coordinates of the six discriminative spectral differences
according to major principal components (PC) n°1 and n°2 from principal component analysis.
Using both PCs, 92.1% of population variance was characterised. Variables closest to the circle
are the most discriminative. Linear correlation coefficient is defined by square cosine of
separating angle between variables. Two groups are identified: protein/sugar group (1629, 1633
and 1073 cm!) and lipid group (2923, 2853 and 1740 cm!). Intra-group variables are highly
correlated whereas both groups are poorly correlated.

ii.  Clinical and biological comparisons of groups A and B:
Characteristics of each group are described in Table 1. There was less patients in group
A (n = 25) than B (n = 83). Patients in group A were less overweight (p = 0.026), more
nutritionally deficient (p < 0.001), less fit (p = 0.054) and had more frequent surgical tumoural
removal (p = 0.002). They also had higher baseline concentrations of Ang-2, VEGF, LDH and

CEA (p <0.001, for all).

3. Survival analysis and response rate:

i.  Progression-free survival:

PFS data was available for all 108 patients (Figure 4A). At the data cut-off point, 100
patients progressed (92.6%) and the median PFS time was 10.6 months. Patients from group A
had a shorter PFS median of 8.7 months (vs 11.3 months for group B). Kaplan-Meier estimator
revealed a significantly shorter PFS time in patients from group A (HR: 1.64, 95% CI [1.03-

2.61], log-rank p = 0.03).

As shown in Table 3B, multivariate Cox regression model identified serum MIRS
signature A as independently associated with shorter PFS (HR: 1.74, 95% CI [1.07-2.82], p =
0.025) when adjusted with age, gender and extra-hepatic metastasis. Age >70 years was also an

independent factor of shorter PFS.
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ii.  Overall survival:

OS data was available for all 108 patients (Figure 4B). At the data cut-off point, 81
patients were deceased (75.0%) and the median OS time was 24.5 months. Patients from group
A had a shorter OS median of 17.6 months (vs 27.9 months for group B). Kaplan-Meier
estimator revealed a significantly shorter OS time in patients from group A (HR: 1.75, 95% CI

[1.06-2.89], log-rank p = 0.02).

As shown in Table 3A, multivariate Cox regression model identified age and surgical
resection of the colorectal tumour as independent factors influencing OS. Serum MIRS
signature A showed a trend for independent association with shorter OS (HR: 1.69, 95% CI
[0.98-2.93], p = 0.061) when adjusted on age, gender, tumour resection and extra-hepatic

metastasis.

Figures 4: Survival Kaplan-Meier curves concerning progression-free survival (A) and
overall survival (B) of patients from groups A (red curves) and B (blue curves) defined by two

different serum spectral signatures.

A Median: months [range]

Global (n=108) 10.6 [1.5-60.3]
Group A (n=25) 8,7 [1.5-42.1]
Group B (n=83)  11.3[2.3-60.3]

1001

Log-rank p-value 0.03*
HR [95% IC] 1.64 [1.03-2.61]

75

50

25

Probability of Progression-Free Survival (%)

OO 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Time to progression (months)
Number at risk (number of event)

MIRS GA 25 (0) 22 (2) 18 (6) 10 (14) 6 (18) 5(19) 4 (20) 2(22) 1(23) 1(23) 1(23)
MIRS GB 83 (0) 77 (6) 71(12) 55 (28) 38 (45) 27 (56) 19 (64) 14 (69) 11(72) 9 (74) 8 (74)
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1001

75

50

25

Probability of Overall Survival (%)

Median: months [range]
Global (n=108) 24.5[2.3-64.2]
Group A (n=25) 17.6[2.3-60.1]
Group B (n=83) 27.9 [5.7-64.2]

Log-rank p-value 0.02*
HR [95% IC] 1.75[1.06-2.89]

OO 6

12 18 24 30 36 42 48 54
Time to decease (months)

Number at risk (number of event)

MIRS GA 25 (0) 24 (0)
MIRS GB 83 (0) 80 (3)

16 (8) 11 (13) 9 (15) 6(18) 3 (20) 3(20) 3 (20) 2 (20)
73 (10) 58 (25) 47 (36) 34 (42) 23 (51) 16 (55) 12 (58) 9 (59)

Tables 3: Univariate and multivariate analysis by Cox regression model for:

A: Overall survival. *p <

0.2; **p <0.05

Co-variables

Univariate analysis Multivariate analysis

HR 95% IC p value HR 95% IC p value

Age: >70 vs <70 years
Gender: M vs F

BMI: <25 vs > 25 kg/m2

PS:1vs0

Resection: Yes vs No

Localisation:
Colon vs Rectum
EH metastases:
Yes vs No

FOLFOX/IRI vs others

KRAS:

mutation vs wild type
BRAF:

mutation vs wild type
MIRS signatures:
Avs B

1.37  0.86-2.18  0.18% 1.71 1.02-2.87  0.042%**

146 091-232 0.11% 1.51 0.93-2.47  0.097
.14 0.73-1.79  0.56
1.10  0.70-1.72  0.68

1.88  1.20-2.95  0.0059** 1.69 1.04-2.75  0.034**

1.24  0.78-1.98  0.37

1.53  0.98-2.39  0.059* 1.51 0.92-2.47  0.095
.15  0.53-2.50 0.73
1.39  0.74-259 0.31

232 0.55-9.84 0.25

1.75  1.06-2.89  0.028**  1.69 0.98-2.93  0.061
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B: Progression-free survival. *p < 0.2; **p < 0.05

Univariate analysis Multivariate analysis

HR 95% IC p value HR  95%IC p value

Co-variables

Age: >70 vs <70 years 1.45 0.95-2.21  0.082* 1.64 1.04-2.60 0.034**
Gender: M vs F 1.41 0.93-2.13  0.11* 1.21 0.78-1.89 0.39

BMI: <25 vs>25kg/m 1.05  0.70-1.57  0.81
PS: 1vs0 0.972  0.65-1.46  0.89
Resection: Yes vs No 1.27  0.84-1.90 0.25

Localisation:
Colon vs Rectum
EH metastases:

1.07  0.70-1.64  0.75

136 091-2.04 0.13* 133 0852.07 021
Yes vs No

FOLFOX/IRI vs others 121  0.59-2.49  0.61

KRAS: . 136 075247 032

mutation vs wild type

BRAF: . 136 033571 0.67

mutation vs wild type

fiSRg signatures: 164 1.032.61 0.036%* 174 1.07-2.82 0.025%*

BMI: body mass index; M: male; F: female; PS: performance status; EH: extra-hepatic;
FOLFOX: oxaliplatin, leucovorin and 5-fluorouracil; FOLFIRI: irinotecan, leucovorin and 5-
fluorouracil; MIRS: mid-infrared spectroscopy; HR: hazard ratio; CI: confidence interval.

iii.  Objective response rate:
Overall response rates were available for all 108 patients. During follow-up, 74 (68.5%)
patients achieved an objective response at best (Table 4). Patients from group A had a
significantly lower bORR (n = 13, 52.0%) than in group B (n = 61, 73.5%) with p = 0.04. No

complete response was observed in group A.
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Table 4: Best objective response rates during study follow-up. *p < 0.05

Global: Group A: Group B: Comparison
n (%) n (%) n (%) A vs B: p-value

Objective response rate 74 (68.5%) 13 (52.0%) 61 (73.5%) 0.043*

Complete Response 23 (21.3%) O 23 (27.7%)
Partial Response 51 (47.2%) 13 (52.0%) 38 (45.8%)
Stable Disease 25(23.2%) 10 (40.0%) 15 (18.1%)

Progressive Disease 9 (8.33%) 2 (8.00%) 7 (8.43%)

4. Bevacizumab safety profile:

BRAE were reported in 62 (57%) patients overall, including 45 (42%) and 17 (16%)
with grades 1-2 and 3-4 respectively (Table 5). Patients from group A had significantly less
grade 1-2 BRAE than in group B: 6 (24%) vs 39 (47%), p = 0.041. This difference was only

observed for grade 1-2 hypertension: 2 (8.0%) vs 23 (28%), p = 0.041.
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b-related adverse events during study follow-up. *p < 0.05

Bevacizuma

Table 5
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IV.  Discussion

Bevacizumab associated with chemotherapy is the recommended first-line treatment of
mCRC [6]. Yet, a non negligeable part of patients do not benefit from this strategy and has a
reduced survival [7,8]. With a promising new technique of metabolomic fingerprinting, we have

detected patients at significant risk of progression.

Until now, substantial efforts have been made to identify a bevacizumab prognostic
biomarker but without changing our clinical practice [9,10]. Some biomarkers of tumoral
aggressiveness and angiogenic potential have been well explored including LDH, CEA, VEGF-
A and Ang-2 [23-26]. Yet, discording results categorising patients with heterogeneity in small
retrospective studies with poor statistical impact explains the lack of clinical applicability. The
complex landscape of all these studies confirms that prognostic evaluation of anti-angiogenic
treatment cannot be done with a unique biomarker. Indeed, bevacizumab action mechanisms
are not all elucidated [27] and angiogenesis is a complex machinery with an adaptative
evolution soliciting diverse biological processes [28]. The combination strategy of associating
a panel of biomarkers seems more appropriate [11,12, 29]. It is from this assumption that MIRS

takes its interest.

Mid-infrared spectroscopy provides the metabolic fingerprint of an analysed sample
[15,16]. Various neoplasic conditions have been explored by MIRS [15,30]. Most of these
studies analysed tissular samples. Concerning CRC, MIRS is shown to be an interesting method
for diagnosis, chemotherapy monitoring and evaluation of post-surgical relapse risk [31-33].
Yet, tissular analysis needs an invasive and restrictive endoscopic or surgical sampling.
Compared to tissue analysis, biofluids require very few material and processing [16]. MIRS
analysis of serum is a simple, rapid, reproductible, non-destructive, non-invasive metabolomic
method at accessible cost and with a high sensitivity from few material quantity [15,17,34]. It
therefore appears to be an ideal medical bedside tool with vast applicability. It has been

evaluated for diagnosis and classifying different neoplasia including digestive cancers [35,36].
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Results are encouraging and prospective trials are emerging [37]. Concerning CRC, only two
studies from blood samples, including one on serum, have been published [38,39]. The method
proves to be feasible and shows a 81% sensibility for early diagnostic but with a limited
specificity of 71% [38]. Until now, no study has explored the prognostic potential of serum

MIRS analysis in oncology. It is therefore a promising and insufficiently investigated method.

Our study is the first to explore the survival of patients treated in first-line by
bevacizumab-based chemotherapy for mCRC with serum MIRS. We blindly dichotomised
from baseline two groups of patients with significantly different survival patterns and baseline
levels of tumour aggressiveness. They also had opposed PS and nutritional characteristics. The
aim being to identify patients not benefiting from bevacizumab in order to optimise mCRC
treatment, serum MIRS seems to be an interesting tool by distinguishing patients at significantly
high risk of progression. Interestingly, more frequent grade 1-2 BRAE were reported in patients
of better prognostic and tumoral response. Bevacizumab-induced hypertension has been
correlated with survival in a recent meta-analysis [40]. This suggests a more bevacizumab-

specific predictive potential for MIRS.

Spectral discrimination was established from 6 spectral variables. Since it is a pilot
study, no comparison with previous results is possible. The asset of MIRS on serum is taking
the global metabolomic into account and not only tissular tumoral activity. We have shown that
patients with better survival have a richer lipid composition and an inversion of protein
population. Variations on the 1100-1000cm™ spectral domain are less explicit. It was not
possible to link these spectral bands with more precise biochemical elements. Yet, these spectral
variables were correlated in a system composed of two groups, one of lipids and one of
proteins/sugar. It is fundamental to emphasise that it is the network which structures the
spectrum and its fluctuation which holds the prognostic information. The goal of this study is

less to specifically identify biomarkers, than to pinpoint a prognostic metabolic fingerprint.
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In spite of promising results, development of MIRS in clinical practice is limited by
numerous obstacles. A major hurdle is the lack of reproducibility due to absence of
standardisation procedures for sampling, storage and conditioning [30]. These are crucial steps
since spectral analysis depends on the biological state of elements. In our study, sampling was
centre dependent, storage was centralised and standardised, and conditioning was identically
reproduced for each patient. Another obstacle is the lack of studies with sufficient statistical
power [30,34]. Most of the studies evaluating serum MIRS are retrospective on small cohorts.
Our study does not avoid this drawback. We also lacked clinical and biological data on patients,
notably tumour laterality and molecular markers as NRAS mutations and microsatellite
instability. Another limitation is the absence of a control group composed of patients treated by
chemotherapy without bevacizumab. Yet, the feasibility of such group might have been

ethically arguable.

V.  Conclusion
Rapid non-invasive metabolomic fingerprinting is possible by MIRS on serum. This
method identified patients at significantly high risk of progression in spite of first-line
bevacizumab-based chemotherapy for mCRC. Taking into account this innovating work, MIRS
on serum is a promising tool which applicability in clinical practice must be mentored. Large
prospective trials are needed to evaluate in a standardised manner how MIRS can optimise

mCRC treatment.
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Résumé :

Introduction : Le bévacizumab associé a une chimiothérapie est un des traitements de référence du cancer
colorectal métastatique (CCRm). Pourtant, certains patients ne bénéficient pas de cette combinaison. A ce
jour, aucun biomarqueur pronostique ni prédictif robuste n’a été identifié. La spectroscopie moyen infra-
rouge sur sérum (SMIRS) permet d’obtenir I’empreinte métabolique d’un individu. L’objectif principal de
notre étude était d’évaluer le potentiel pronostique de la SMIRS chez des patients traités en premicre ligne
d’un CCRm par chimiothérapie associée au bévacizumab.

Méthodes : 108 patients issus d’une étude prospective multicentrique (NCT00489697) ont été
rétrospectivement étudiés. Leur sérum avant traitement a été analysé par réflexion totale atténuée puis
interprété en composante principale et partitionnement en k-moyennes en aveugle des données cliniques.
Les critéres de jugement principal étaient la survie sans progression (SSP) et la survie globale (SG).
Résultats : Deux groupes ont été définis par la SMIRS. Les patients du groupe A (n=25) étaient plus
dénutris (p<0,001). Leurs taux d’angiopoiétine-2, facteur de croissance de I’endothélium vasculaire, lactate
déshydrogénase et antigéne carcino-embryonnaire étaient plus élevés (p<0,001 pour tous). Leur signature
spectrale variait selon 6 bandes d’absorption discriminantes correspondant a une carence lipidique et
composition protéique et sucrée différente. Leur meilleur taux de réponse objective était diminué : 52,0%
contre 73,5% (p=0,043). En analyse univariée, leur SG et SSP étaient diminuées avec des médianes
respectives de 17,6 contre 27,9 mois (p=0,02) et 8,7 contre 11,3 mois (p=0,03). En analyse multivari¢e, la
SSP était significativement raccourcie (HR : 1,74 ; IC95 [1,07-2,82] ; p=0,025) avec une tendance similaire
pour la SG (HR : 1,69 ; IC95 [0,98-2,93] ; p=0,061).

Conclusion : La signature métabolomique par SMIRS s’avere €tre un outil pronostique prometteur pour

les patients traités en premicre ligne par chimiothérapie associée au bévacizumab pour un CCRm.

Mots clés : cancer colorectal, bévacizumab, spectroscopie moyen-infrarouge, biomarqueur
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