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FAISABILITE D’UN MODELE AVATAR DANS LE CANCER DU SEIN TRIPLE
NEGATIF AU STADE PRECOCE A L’AIDE DE TUMEURS XENOGREFFEES
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RESUME :

Introduction :

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) représente 10 a 15% des cancers du sein. Lors d’une
prise en charge néoadjuvante, son pronostic dépend essentiellement de la réponse histologique,
¢valuée par le RCB (Residual Tumor Burden). Le CSTN est associ¢ a une grande hétérogénéité
tant phénotypique que génomique qui explique son pronostic sombre comparé aux autres sous
types de cancer du sein. L’un des enjeux majeurs en sénologie est d’identifier de nouvelles
cibles moléculaires et de développer de nouvelles thérapeutiques efficaces dans le CSTN.
Plusieurs études ont montré I’apport du modele de Patient Derived Xenograft (PDX) qui permet
de dupliquer une tumeur d’origine humaine sur un mode¢le murin. Ce modele reste comparable
a sa tumeur humaine d’origine tant sur le plan morphologique, génomique mais également pour
la réponse aux traitements. Le modele AVATAR permet de réaliser un modele murin de la
tumeur de la patiente et, de tester des thérapies ciblées voir des associations de traitements
adaptés aux analyses génomiques effectuées sur la tumeur.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la faisabilité temporelle du modele AVATAR chez des
patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif en réponse histologique incompléte.

Matériel et méthodes :

Le projet AVATAR est une étude de cohorte prospective monocentrique menée a 1’Institut
Curie. Les résidus tumoraux de patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif, au stade
localisé, en réponse histologique incompléte aprés chimiothérapie néoadjuvante, ont été greffés
sur des modeles murins. Des expériences ont été effectuées dans ces modeles apres étude
génomique a I’aide d’un panel NGS.

Résultats :

Entre mars 2019 et juillet 2021, 49 greffes de tumeur issues de patiente en réponse incompléte
ont été réalisées. L’age médian des patientes au diagnostic était de 50 ans. Vingt et une PDX
ont pu étre établies, soit un taux de prise de 51,2%. Nous avons mis en évidence une corrélation
significative entre le taux de prise et la présence d’emboles, et un Ki 67 élevé sur le résidu
tumoral. Avec un suivi moyen de 27 mois, la survie sans métastase était significativement
moindre chez les patientes avec une prise de greffe versus celle dont la greffe n’a pas prise
(p=0,045). Les analyses génomiques ont montré un taux ¢élevé d’altération de 7P53 (95% des
modeles) ainsi que d’autres altérations plus rare telles que des délétions de PTEN (14,3%).
Sur les 21 PDX, 17 ont été inclues dans 1’étude de faisabilité (4 patientes métastatiques ont été
exclues). Apres un suivi moyen de 27 mois, 4 patientes ont rechuté. L’AVATAR aurait permis
d’orienter la décision thérapeutique en 1% ligne métastatique pour 1 patiente.

Conclusion :

Notre étude a mis en évidence un taux de prise important ainsi que des facteurs associés a la
prise. Le succeés d’une prise de greffe pourrait également orienter vers une agressivité
intrinséque et étre un marqueur pronostic significatif de récidive précoce. Les PDX constituent
un modele intéressant ’AVATAR dans le cancer du sein triple négatif. Une meilleure sélection
des patientes pouvant en bénéficier ainsi que 1’amélioration des modeles expérimentaux
permettraient de rendre I’AVATAR plus efficient.

Mots clé : cancer du sein triple négatif, réponse histologique incompléte, génomique, PDX,
AVATAR, taux de prise
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ABSTRACT:

Purpose:
Triple-negative breast cancer (TNBC) accounts for 10-15% of all breast cancers. When treated

neoadjuvantly, its prognosis depends essentially on histological response, assessed by Residual
Tumor Burden (RCB). CSTN is associated with considerable phenotypic and genomic
heterogeneity, which explains its poor prognosis compared with other breast cancer subtypes.
One of the major challenges in breast cancer research is to identify new molecular targets and
develop new effective therapies for CSTN.

Several studies have demonstrated the contribution of the Patient Derived Xenograft (PDX)
model, which enables a tumor of human origin to be duplicated in a mouse model. This model
remains comparable to the original human tumor in terms of morphology, genomics and
response to treatment. The AVATAR model makes it possible to create a murine model of the
patient's tumor, and to test targeted therapies or combinations of treatments adapted to the
genomic analyses carried out on the tumor.

The aim of this study is to assess the feasibility of the AVATAR model in triple-negative breast
cancer patients with incomplete histological response.

Materials and methods:

The Avatar project is a prospective, single-center cohort study conducted at the Institut Curie.
It included patients with localized triple-negative breast cancer in incomplete histological
response after neoadjuvant chemotherapy. The genomic study was performed using NGS
("Dragon").

Results:

Between March 2019 and July 2021, 49 tumor transplants from patients with incomplete
response were performed. The median age of patients at diagnosis was 50. Twenty-one PDX
were established, representing a take rate of 51.2%. We found a significant correlation between
uptake rate and the presence of emboli, and a high Ki 67 for tumor residue. With a mean follow-
up of 27 months, metastasis-free survival was significantly lower in patients with engraftment
than in those without (p=0.045). Genomic analysis showed a high rate of 7P53 alteration (95%
of models), as well as other rarer alterations such as PTEN deletions (14.3%).

Of the 21 PDX, 17 were included in the feasibility study (4 metastatic patients were excluded).
After a mean follow-up of 27 months, 4 patients relapsed. For 1 patient, AVATAR would have
helped guide the therapeutic decision in 1st-line metastatic disease.

Conclusion:

Our study revealed a significant uptake rate, as well as factors associated with uptake.
Successful engraftment could also point to intrinsic aggressiveness and be a significant
prognostic marker of early recurrence. PDX constitute an interesting model for AVATAR in
triple-negative breast cancer. Better selection of eligible patients and improved experimental
models would make AVATAR more efficient.

Keywords: triple-negative breast cancer, incomplete histological response, genomics, PDX,
AVATAR, uptake rate
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1. INTRODUCTION :

1.1 Epidémiologie du cancer du sein
Le cancer du sein est la tumeur solide la plus fréquente chez la femme. On estime a 61 214 le
nombre de nouveaux cas de cancer du sein diagnostiqué en France en 2023 (1). C’est un
probléme majeur de santé publique puisqu’il représente la premiere cause de mortalité par
cancer chez la femme en France. Le taux de guérison varie selon plusieurs facteurs bien
identifiés notamment le stade, mais aussi le sous type histologique. Ainsi, la survie sans récidive
a 5 ans d’un cancer du sein localisé est de 65,4% pour le TNBC et de 89,9% pour les cancers

du sein exprimant les récepteurs hormonaux (SEER 2013-2019) (2,3).

1.2 Le cancer du sein triple négatif

1.2.1 Définition
Les cancers du sein triple négatif (CSTN) sont définis par les critéres immuno- histochimiques
correspondant en France a : moins de 10% de cellules marquées pour les récepteurs hormonaux
(RH), et d’HER2 de score 0 ou 1+ ou bien 2+ mais sans amplification en hybridation in situ en

fluorescence (FISH) pour le gene ERBB2 (4-7).

1.2.2. Epidémiologie
I1 représente 10-15% environ des cancers du sein. Le CSTN survient plus souvent chez des
femmes jeunes, non ménopausées et, est associé a un risque plus élevé de récidive précoce, de
métastases viscérales et de déces, plus particuliérement dans les 5 premiéres années du suivi.
(8,9). Ainsi, bien que ne représentant que 10-15% des cancers du sein, les CSTN sont
responsables d’une proportion élevée des déces par cancer du sein. Au stade métastatique, la
médiane de survie est de 14,7 mois. La survie globale en phase métastatique restait jusqu’a

présent stable et sombre (10) (Figure 1).
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Figure 1 : Survie globale selon les caractéristiques immunohistochimiques des cancers du sein

au stade métastatique (Cohorte ESME).
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1.2.3 Caractéristiques anatomopathologiques :
Le CSTN est une maladie hétérogéne. Au niveau morphologique, le sous type ¢ tumeur non
spécifique’ (TNS) est le plus fréquent (95%)(5). On distingue également des formes plus rares
comme les cancers médullaires, apocrines, métaplasiques etc...(11).
Ce sont principalement des tumeurs de grade 3, avec un KI67 élevé, témoignant d’une plus

grande agressivité et a faible tropisme ganglionnaire axillaire (12,13).

1.2.4 Caractéristique génomique :
Lors de I’analyse du TCGA sein, seules les altérations de 7P53 sont retrouvées de maniere
majoritaire dans les CSTN (60-80%)(6,14). PIK3CA est le second geéne le plus muté (10%).
Des délétions potentiellement actionnables (PTEN ou INPP4B) ou des amplifications
(KRAS,EGFR,FGFRI, IGFRI) ont été décrites a des fréquences variables (1-40%)(15). Des
mutations sont retrouvées a des fréquences rares (1-5%) voir tres rares (<1%) dont certaines
peuvent avoir un intérét théranostique telles que BRAF (V600E). Enfin, les mutations de

BRCAI sont rares (<5%) dans les cancers du sein sporadiques mais sont retrouvées dans 10%

des CSTN.
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1.2.5 Prise en charge thérapeutique :

Le type de chirurgie mammaire, axillaire ainsi que la radiothérapie ne seront pas détaillés, leurs

modalités prenant rarement en compte le type histologique.

- La chimiothérapie est la pierre maitresse du traitement du CSTN et le bénéfice a été
montré en situation adjuvante a partir d’une taille tumorale de Smm.
Les particularités de la chimiothérapie (hors phase métastatique) dans le cancer du sein triple
négatif sont multiples :

1. indication a partir d’une taille tumorale supérieure a 5 mm (discutée pour les plus petites
tailles en fonction d’autres facteurs pronostiques tels que la prolifération, le grade et
I’age).

ii.  type de chimiothérapie : sil’état général le permet, une chimiothérapie séquentielle est
souvent préconisée (associant anthracycline puis taxane) de type de dose-dense (le
schéma dose-dense correspond a une fréquence des cures de chimiothérapie plus
rapprochées, par exemple toutes les deux semaines au lieu de toutes les trois semaines)
(16,17)

iii.  intérét de la prise en charge néoadjuvante depuis la mise en évidence de ’intérét de

traitement complémentaire adjuvant.

- Une des caractéristiques majeures de la prise en charge du CSTN concerne en effet la
chimiothérapie néoadjuvante. Dans ce sous-type, la réponse histologique est pronostique (18).
Actuellement la réponse histologique est le plus souvent évaluée par le RCB (Residual Cancer
Burden), un score composite prenant en compte la taille et la cellularité de la tumeur résiduelle
ainsi que le nombre de ganglions envabhis et la taille de la plus grande métastase ganglionnaire.
Ce score de 0 a III est corrélé a la survie. En cas de RCB 3, la survie sans récidive a 2 ans est

d’environ 40% (18,19) (Figure 2) .
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Figure 2 : Survie sans récidive du TNBC selon la réponse histologique (F.Symmans JCO, 2017)
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- Le type de traitement systémique néoadjuvant a évolué ces dernicres années : intérét de

la chimiothérapie dose-dense et ajout du carboplatine. L’intérét du carboplatine est souligné par

une amélioration du taux de réponse compléte aprés chimiothérapie.(3,20).

Enfin, ’apport de I'immunothérapie avec I’ajout du pembrolizumab (anti PD1) a permis une

augmentation du taux de pCR ainsi que du taux de survie (21).

Malgré les progres, le CSTN a réponse histologique incompléte garde un pronostic sombre et

sa prise en charge est un enjeu majeur de la recherche clinique et translationnelle.
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1.3 Le modéle murin ; PDX (Patient derived xenograft) :

Le développement de nouvelles molécules en oncologie est soldé d’un échec de
commercialisation dans 85% des cas. Il est donc nécessaire de trouver des modeles
expérimentaux qui représentent au mieux la diversité tumorale dans un essai pré clinique (22).
En oncologie, la sélection de nouvelles molécules repose entre autres, sur leur efficacité anti-
tumorale dans les modé¢les de xénogreffes.

Les premiers modeles de CDX (Cell lines Derived Xenograft) correspondent a 1’injection de
lignées cellulaires cancéreuses dans des modeles murins immunodéprimés. Ce modele présente
certains désavantages :

- le biais de sélection lors de leur établissement. En effet, toutes les cellules de la
tumeur originelle ne vont pas s’adapter au milieu de culture : une lignée cellulaire ne représente
donc pas I’hétérogénéité de la tumeur

- une perte de I’aspect tridimensionnel de la tumeur

- une absence de signalisation entre le microenvironnement (vascularisation, infiltration

immunitaire, tissus conjonctif...) et les cellules de ces lignées
Le modele de PDX (patient derived xenograft) permet de pallier la majorit¢é de ces
inconvénients. Ce modéele résulte d’une implantation directe d’un fragment tumoral du patient
fraichement prélevé, sur des souris immunodéprimées. La PDX se stabilise et conserve dans la
majorité des cas des caractéristiques génomiques et phénotypiques de la tumeur. Les PDX sont
réalisées par greffe de fragments issus directement de tumeurs fraiches de patients.
Au niveau technique, des fragments de tumeur non nécrotique de 30-60 mm3 sont greffés sur
des souris immunodéprimées immédiatement apres la chirurgie, dans des conditions stériles.
Les tumeurs peuvent étre implantées dans le coussinet adipeux inter-scapulaire, le coussinet
adipeux mammaire ou dans le flanc. Les tumeurs apparaissent sur le site de la greffe 1-12 mois
apres la greffe. Elles sont ensuite transplantées d’une souris a une autre.
Aprées plusieurs passages successifs de souris en souris, le stroma humain disparait et est
remplacé par un stroma murin. Les tumeurs xénogreffées présentent alors I'intérét d’étre
composées de cellules cancéreuses humaines et de cellules stromales murines. Cette différence
d’espéce permet d’étudier séparément les acteurs murins et humains dans les interactions
hote/tumeur.
Les PDX retiennent les caractéristiques (histologiques, génotypiques mais aussi phénotypiques
des tumeurs observées chez les patients dans un certain nombre de types de cancers dont le

cancer du sein) (Figure 3) (23-25). L’avantage majeur des PDX est que leur profil de réponse
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aux différents traitements refléte la réponse clinique chez les patients correspondants, ce qui a
été reporté par plusieurs études robustes (26). Ainsi, les xénogreffes tumorales constituent
aujourd’hui un modele préclinique in vivo particuliérement intéressant dans I’étude de la
réponse a la chimiothérapie anticancéreuse et dans la validation de nouvelles molécules

thérapeutiques (27,28).

Figure 3 : Corrélation des différents types d’altérations entre tumeurs humaines et xénogreffes.
Expression, activation des voies de signalisation, mutations somatiques, nombres de copies

d’ADN et méthylation de I’ADN (Bruna.A, Cell, 2016)
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Abréviations : PDTX : Patient derived tumor xenografts, PDTC: PDTX derived tumor cells

CNA : Copy number alteration , SNV: Single nucleotide alteration

1.4 Le modéle AVATAR :

Le modéle AVATAR consiste a établir une PDX a partir de fragments tumoraux de la piece
opératoire, puis de caractériser la tumeur sur le plan moléculaire a I’aide d’un panel NGS et
enfin d’effectuer un screening des chimiothérapies et thérapies ciblées sur le modéle murin
avant la rechute métastatique de la patiente. L’objectif est donc d’évaluer I’efficacité des
différents traitements sur PDX selon le profil génomique et ainsi d’orienter le traitement
propos¢ a la patiente lors d’une potentielle rechute métastatique. De plus, observer le
comportement d’une tumeur chez une PDX peut permettre de prédire 1’agressivité de la tumeur

humaine.
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2. MATERIELS ET METHODES :

2.1 Objectif :

L’objectif de ma these est d’évaluer la faisabilité temporelle d’'un modele AVATAR dans une
population de TNBC sans réponse histologique compléte apres chimiothérapie néoadjuvante en

s’intéressant au taux de prise et a I’analyse des facteurs de prise de la greffe.

2.2 Population :

Le projet AVATAR est une étude prospective, mono centrique menée a 1’Institut Curie sur le
site de Paris. Ce projet a regu le financement institutionnel du PIC31i 2019. Entre mars 2019 et
juillet 2021, le service d’anatomopathologie de I’Institut Curie a transféré du matériel frais de
résidu tumoraux (RCB I, II ou III) de patientes ayant un cancer du sein triple négatif prises en
charge en situation néoadjuvante et opérées a I’Institut Curie. Chacune de ces patientes avaient
signé le consentement institutionnel de I’Institut Curie permettant I’utilisation de leurs données

personnelles et des échantillons biologiques a visée de recherche.

2.3 Flowchart de I’étude :

Entre mars 2019 et juillet 2021, 49 résidus de CSTN post CNA ont été greffés (Figure 4).

Sur ces 49 patientes, 8 étaient en réponse histologique compléte aprés chimiothérapie
néoadjuvante et ainsi exclues de notre analyse. Sur notre population d’intérét de 41 patientes,
21 PDX ont pu étre établies.

Trois patientes étaient métastatiques au diagnostic et une autre était métastatique lors de la
chirurgie : ces quatre patientes ont été exclues de notre analyse concernant la faisabilité
temporelle de ’AVATAR.

Au final : 17 PDX ont pu étre établies mais 14 expériences ont pu étre menées sur ces 17
modeles. Nous avons donc établi 14 AVATARS qui ont donc permis I’étude de faisabilité
temporelle du projet (Figure 4).
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Figure 4 — Diagramme de flux :

N= 49 Greffes entre 03/2019 et 07/2021: période d’inclusion étendue lide au COVID

* N= 8RCBO

| N=41 greffes d'intérét ’

|N=21 POX établies |
|

N= 3 métastatiques d'emblée

v

| N= 18 PDX |

N= 1 métastatique lors de 13 chirurgie

I N= 17 PDX d'interet l
T

| N= 14AVATARS |

Abréviations : N=nombre de patient ; PDX : Patients derived xenograft

2.4 Etablissement des PDX : Des PDX ont été établies a partir de ces résidus selon le
protocole établi par le laboratoire d’investigation pré-clinique. En pratique, prélévement d’un
fragment tumoral (de 30 a 60mm?) d’une patiente a partir de la piéce opératoire injecté a I’ état
frais sur une souris immunodéprimée (de type nude). La tumeur était injectée au niveau du tissu
adipeux inter scapulaire de la souris. La tumeur apparaissait dans un délai de 1 a plusieurs mois
et pouvait ensuite étre transplantée sur d’autres souris (= passage). Les expériences dont le but
¢tait d’évaluer I’efficacité de chimiothérapie ou thérapie ciblées ont été effectuées a partir du

3eme passage.

2.5 Analyse génomique :
Ces PDX ont été caractérisées au niveau génomique dés le premier passage a I’aide d’un panel
NGS développé par I’équipe de I’Unité de pharmaco-génomique de I’Institut Curie, permettant
I’analyse de 571 geénes de cancer d’intérét théranostique. Le design du panel NGS (dénommé
DRAGON) a été développé sur mesure pour I’analyse moléculaire de tumeurs. Il est composé
de 571 geénes d’intérét en oncologie, a la fois diagnostique, pronostique et théranostique. La

séquence nucléotidique (variants) ainsi que le nombre de copie (délétion, amplification focale)
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sont explorées pour I’ensemble de ces 571 génes (annexe 1). Le panel comporte, en particulier,
36 geénes impliqués dans la recombinaison homologue (incluant les « classiques » ATM,
BARDI, BRCAI, BRCA2, BRIPI1, CDKI12, CHEK2, PALB2, RAD51C, RAD51D, FANCA,
NBN, RADS51, RAD54L) et plus généralement dans la réparation de I’ADN (incluant POLE et
POLDI). 75 microsatellites sont également analysés par le panel pour accéder au statut MSI.
Enfin, la taille de séquence codante du panel de 2,7 Mb excede 1,1 Mb et permet donc de
mesurer la charge mutationnelle (TMB pour Tumor Mutational Burden) de fagon aussi fiable
qu’avec un séquencage d’exome complet (29). Ce NGS étant désigné spécifiquement pour
I’Humain, nous avons mis en évidence que moins de 1% des reads totaux sont communs avec

la souris.

2.6 Design de I’étude :
En cas de tumeur résiduelle aprés CNA, des prélévements de fragments tumoraux ont été
injecté a 1’¢état frais au niveau du tissu adipeux interscapulaire d’un modele murin. Un NGS
¢tait réalis¢ dés le premier passage. Le screening thérapeutique pouvait étre réalisé a partir du

3®me passage. L objectif d’inclusion était de greffer 50 résidus post néoadjuvant pour obtenir

entre 20 et 25 AVATAR.

Figure 5 : Design de I’étude

Chimiothérapie néo-adjuvante Chirurgie Rechute métastatique
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2.7 Analyses statistiques :

Pour la description des caractéristiques de la population des 41 greffes, les variables continues
ont été décrites a I’aide de la moyenne (écart type). Les variables catégorielles ont été décrites
par leur fréquence (%). La comparaison des différentes caractéristiques cliniques et
anatomopathologiques entre les 2 populations (prise et absence de prise) a été effectué par le
test du Chi2 ou le test de fisher pour les valeurs catégorielles et par un t-test pour les variables
continues. La survie sans métastase a distance était définie par I’intervalle entre le diagnostic et
la détection de la lere métastase a distance. La survie globale était définie par I’intervalle entre
le diagnostic et le déces de toute cause. Les patientes métastatiques d’emblée (n=3) ont été
exclues des analyses de survie. La distribution des survies a été estimée par la méthode de
Kaplan—Meier, et la différence des taux de survie par le test du log-rank.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel PRISM (v.10.0.2).
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3. RESULTATS:

3.1 Caractéristiques de la population :

L’age médian au diagnostic était de 52 ans ce qui correspond a I’age de survenue du cancer du
sein triple négatif dans la population générale. Le taux de mutation constitutionnelle de BRCA1
ou BRCA2 était de 13%, semblable a ce qu’on retrouve habituellement. On observe une
surreprésentation de tumeur T2 au diagnostic. L’atteinte axillaire était présente dans la moitié
des cas. Il s’agissait d’une TNS dans 80% des cas, de tumeur métaplasique pour 15% des cas
et de facon plus rare d’un cancer apocrine (2 patientes). Il s’agissait d’un grade 3 dans 2/3 des
cas ce qui souligne 1’agressivité habituelle des CSTN. Il n’y avait pas de grade 1 dans notre
cohorte. Le taux de HER2 low (HER2 1+ ou 2+ FISH négative) était de 29%.

Le protocole néoadjuvant séquentiel dose dense était le schéma le plus réalisé (81% des
patientes). 2 patientes ont recu une immunothérapie en néoadjuvant. Aucune patiente n’avait
recu de carboplatine en néoadjuvant.

Au niveau chirurgical, une tumorectomie était réalisée dans 2/3 des cas.

76% des patientes étaient en RCB 2, et 17% des patientes étaient RCB 3. Il n’y avait pas
d’emboles retrouvées sur la piece opératoire dans la grande majorité des cas.

Un peu plus d’1/3 des patientes ont regu une radiothérapie locale.

Vingt-trois patientes (56%) ont regu de la capecitabine en adjuvant.

Deux patientes ont rechuté localement et 29% (11 patientes) ont présenté une rechute

métastatique (Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques de la population

Overall, n=41 | Take, no Take, | p
(%) n=21 (%) | n=20 (%)
Age at BC diagnosis | mean (min-max) 52 (31-81) 50 (31-81) 54 (31-74) 0.4
BRCAg total of  genomic | 31 17 14 0.6
analysis
mutation 4 (13%) 1 (5%) 3 (21%)
no mutation 27 (87%) 16 (95%) 11 (79%)
Clinical stage Tl 2 (5%) 0 (0%) 2 (10%) 0.1779
T2 22 (53%) 10 (48%) 12 (60%)
T3 11 (27%) 6 (28%) 5(25%)
T4 6 (15%) 5 (24%) 1 (5%)
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NO 21 (51 %) 9 (43%) 12 (60%) 0,3543
N1 20 (49%) 12 (57%) 8 (40%)
MO 38 (93%) 18 (86%) 20 (100 %) 0,2317
M1 3 (7%) 3 (14%) 0 (0%)
Histological type No special type 33 (80%) 19 (90 %) 14 (70%) 0,1825
metaplasic carcinoma 6 (15 %) 2 (10 %) 4 (20%)
apocrine 2 (5%) 0 (0 %) 2 (10%)
Anatomopathological | Grade SBR 2 14 (34 %) 524 %) 9 (45 %) 0,1971
characteristics
(biopsy)
Grade SBR 3 27 (66%) 16 (76%) 11 (55%)
HER2: 0 29 (71%) 14 (67 %) 15 (75%) 0,7966
HER2: 1 9 (22%) 5 (24%) 4 (20%)
HER2: 2 fish neg 3 (7%) 2 (9%) 1 (5%)
RA, (n=16 for take) and | 7 (22%) 4 (25%) 3 (19%) >0,9999
no take
TIL (%), (n=34), mean | 27 (0-100) 29 (1-100) 26 (0-90) 0,7391
(min-max)
KI67 mean (min-max) | 54 (15-95) 60 (20-95) 47 (15-95) 0,1073
Primary sequential 512 %) 2 (10 %) 3(15%) 0,2011
chemotherapy
dose dense 33 (81 %) 16 (76 %) 17 (85%)
taxane based 3(7%) 3 (14%) 0 (0%)
carboplatin 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
immunotherapy 2 (5%) 2 (10%) 0 (0%)
Breast surgery Lumpectomy 26 (63%) 13 (62%) 13 (65%) >0,9999
Mastectomy 15 37%) 8 (38%) 7 (35%)
Node surgery, n=20 sentinel lymph node | 20 (50%) 7 (33%) 13 (65%) 0,1128
biopsy
axillary lymph node | 20 (50%) 13 (77 %) 7 (35%)
dissection
Anatomopathological | ypTO 1 (3%) 0 (0 %) 1 (5%) 0,7066
characteristics
(surgery)
ypT1 22 (53%) 10 (48%) 12 (60%)
ypT2 12 (30%) 7 (33%) 5(25%)
ypT3 3 (7%) 2 (9.5%) 1 (5%)
ypT4 3 (7%) 2 (9.5%) 1 (5%)
n=20 for take and | ypNO 31 (77.5%) 15 (75%) 16 (80%) 0,337
non take
ypN1 7 (17.5%) 3 (15%) 4 (20%)
ypN2 2 (5%) 2 (10%) 0 (0%)
RCB 1 3 (7%) 1 (5%) 2 (10 %) 0,4431
RCB 2 31 (76%) 15 (75%) 16 (80%)
RCB 3 7 (17%) 5(20%) 2 (10%)
Emboles yes 6 (16%) 6 (30%) 0 (0%) 0,0208
emboles no 32 (84%) 14 (70%) 18 (100%)
Ki67, mean (min-max) | 41 (2-90) 54 (5-90) 25 (2-90) 0,0266
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TIL (%), mean (min- | 13.3 (1-80) 13 (1-40) 13.6 (1-80) 0,9245

max)

score CPS
Radiotherapy yes 37 (90%) 17 (81%) 20 (100 %) 0,1069
(breast)

no 4 (10 %) 4 (19%) 0 (0%)
Local relapse (n=38) | yes 2(5%) 1 (5%) 1 (5%) >0,9999
wdd

no 36 (95 %) 17 (95%) 19 (95%)
Distant relapse | yes 11 (29%) 8 (40%) 3 (15%) 0,0741
(n=38)***

no 27 (71%) 10 (60 %) 17 (85%)

**% . Stade IV au diagnostic, exclues de I’analyse

3.2 Taux de prise et facteurs associés a la prise de la PDX :

Sur notre population d’intérét de 41 patientes greffées, 21 PDX ont pu étre établies, soit un taux
de prise de 51,2%.

Les patientes BRCA mutées n’étaient pas plus susceptibles d’avoir une prise de greffe. Aucun
taux de prise n’a été observée en cas de tumeur T1. Au contraire, en cas de tumeur
inflammatoire, le taux de greffe était cinq fois plus important. Nous avons observé plus
d’atteinte axillaire dans le groupe ayant pris la greffe (57%) que dans le groupe n’ayant pas pris
(40%) mais les résultats ne sont pas significatifs.

Sur le plan histologique, 2 patientes ayant un cancer métaplasique ont eu une prise de greffe.
Aucune des 2 patientes ayant un sous type apocrine n’a conduit a une PDX. On note que 76%
des patientes dans le groupe ayant pris la greffe avaient une tumeur de grade 3 contre 65% dans
le groupe n’ayant pas pris. La moyenne du taux d’infiltration lymphocytaire était similaire dans
les 2 groupes. Le taux moyen de Ki 67 sur la biopsie était de 60% dans le groupe ayant pris la
greffe contre 47% dans le groupe n’ayant pas pris, mais le résultat n’était pas significatif. Les
patientes ayant un ypT4 étaient plus représentées dans le groupe dont la greffe a pris. On note
plus de patientes en RCB3 dans le groupe dont la greffe a pris (20%) que dans le groupe dont
la greffe n’a pas pris (10%).

Les tumeurs ayant pris la greffe avaient significativement plus de présence d’emboles sur la
piece opératoire que les tumeurs n’ayant pas donnée de PDX (p =0,0208). De méme, la valeur
moyenne du Ki67 sur la piece opératoire était significativement plus élevé dans le groupe ayant

pris la greffe (54 % versus 25 % dans le groupe sans prise, p= 0,0266).
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Parmi les 11 patientes ayant présenté une évolution métastatique, 8 avaient une prise de greffe.
Parmi les 27 patientes sans rechute a distance, 17 patientes n’ont pas eu de prise de greffe

(Tableau 1).

3.3 Survie sans métastase et survie globale :

Apres un suivi moyen de 27 mois, 11 patientes ont rechuté : 8 dans le groupe prise de greffe
(« take »), 3 dans le groupe sans prise de greffe (« no take»).
La survie sans métastase a distance est significativement moins bonne dans le groupe ayant une

prise de greffe. Il n’y a pas de différence en termes de survie globale entre ces 2 groupes (Figure
0).

Figure 6 : Survie globale et survie sans métastase a distance (fake : prise de greffe ; no take :
pas de prise de greffe)
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3.4 Description des altérations génomiques :

21 PDX ont été analysées par séquencage de nouvelle génération (NGS). Comme attendu, la
mutation de 7P53 est la plus fréquente. 95% (n=20/21) des PDX présentent une mutation du
gene TP53. Au second plan, avec une prévalence de 19% on retrouve la délétion homozygote
de CDKN2/1/CDKN2B. On compte pres de 15% de délétion homozygote de PTEN. La mutation
PIK3CA est retrouvée chez une patiente.

Enfin, nous avons retrouvé une mutation BRCAI chez une patiente sur 21 (Figure 7).

31



Figure 7 : Répartition des altérations génomiques
(en vert : les mutations ; en bleu les délétions homozygotes ; en rouge : les amplifications

focales)
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3.5 Temporalité de PAVATAR :

Le temps moyen de latence (prise de greffe) était de 4,5 mois ce qui est court, et attendu dans
les cancers du sein triple négatif. On constate un délai moyen entre la greffe de la tumeur sur
modele murin et la fin des expériences (temps de latence, analyse génomique, test
thérapeutique) de 16 mois environ.

Apres un suivi moyen de 27 mois, sur les 14 patientes ayant donné un AVATAR, 4 patientes
ont présenté une rechute métastatique (et ce dans un délai moyen de 11mois). Cela représente
28% des patientes.

Un seul modele (A1) sur ces 4 modeles aurait pu étre utilisé, afin de guider la stratégie
thérapeutique. Pour les 3 dernicres patientes, les expériences n’étaient pas encore finalisées lors
de la rechute.

Nous disposons donc, en cas de rechute, pour 10 patientes, d’une batterie de test thérapeutiques
adaptée aux caractéristiques génomiques du modele murin et par conséquent de la patiente. Le

temps moyen de suivi des patientes n’ayant pas rechuté est de 31 mois (Figure 8).
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Figure 8 : Délai AVATAR. Le suivi temporel (en mois) des couples AVATAR (A) et patiente
(P) dont provient ’AVATAR ont été représentés.
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Nous avons détaillé pour les 4 couples AVATAR-patientes qui ont rechutés, la temporalité de
la rechute par rapport a la fin des expériences (Figure 9).

33



Figure 9 : Détail chronologique de la rechute par patiente/PDX des couples A1-P1 a A4-P4
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4. DISCUSSION :

- Notre étude a mis en évidence un taux de prise des PDX de 51,2%.
Le taux de prise d’une PDX est dépendant de différents facteurs tels que les caractéristiques de
la tumeur primaire : I’agressivité de la tumeur, le type histologique et le pourcentage de cellules
tumorales dans le tissu, sont considérées comme importantes (30). Les cancers du cdlon et du
pancréas présentent un taux de prise élevé entre 60 et 89% contrairement aux cancers rénaux
qui présentent un taux de prise extrémement bas (9% environ). Le taux de prise dans le cancer
du sein est assez faible (10%) mais est variable selon le sous type : le cancer du sein triple
négatif présente un taux de réussite plus élevé que d'autres types histologiques en particulier le
cancer exprimant les récepteurs aux cestrogene (25% versus 2%) (31). Une étude menée par
Yame et al, sur des patientes atteintes d’un CSTN, issues du protocole ARTEMIS, a réalisé des
PDX a partir de fragments tumoraux avant chimiothérapie néoadjuvante (avant anthracyclines),

pendant la CNA (avant taxanes) et apres CNA. Le taux de prise de greffe était de 23% (32).

- Concernant les criteres associés a la prise de greffe dans le cancer du sein, différents
facteurs sont retrouvés dans la littérature (en addition du sous type évoqué plus haut) : le grade
SBR (le grade 3 est associé a un meilleur taux de prise que le grade 1 : 15% versus 1%) et le
site de la prise : meilleure prise si la tumeur provient d’une métastase (31,33). Dans le contexte
de CSTN post néoadjuvant, nous avons mis en évidence que :

(1) le Ki 67% élevé sur piece opératoire était significativement associé a une prise de
greffe. Cela a également été retrouvé dans le cancer pancréatique et des voies biliaires (34).
L’idée que I’index de prolifération est associé a un meilleur taux de greffe dans le CSTN a
également été retrouvé par Echeverria. et al (32).

(i)  Laprésence d’emboles était également significativement associée a un meilleur taux de
prise de greffe. Il s’agit de la premiere étude ayant mis en évidence ce facteur de prise. Il a été
montré que la présence d’emboles vasculaires sur piece opératoire apres chimiothérapie néo
adjuvante est un facteur pronostic, associ€ a une moins bonne survie sans progression et survie
globale (35).

Nous avons mis en évidence que les patientes chez qui la tumeur a pris, ont une moins bonne
survie que celles dont la tumeur n’a pas prise. Cela avait déja ét€ montré par différentes équipes

(34).
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D’autres critéres peuvent améliorer la prise tumorale dans un modé¢le murin :
) La greffe de tumeur fraiche (versus tumeur congelée): ce qui est réalisé au
laboratoire d’investigation pré-clinique (LIP), Institut Curie.
(i1) L’utilisation de souris plus immunodéprimées que la souris NUDE (modele
habituellement utilisé dans le laboratoire d’investigation pré-clinique) permet des
taux de prise plus élevé. Ils sont moins utilisés au LIP pour des raisons de cout et de

fragilité de souris.

- Les altérations génomiques décrites dans les PDX de notre cohorte étaient semblables
a celles retrouvées dans la littérature. La mutation 7P53 était la plus fréquemment retrouvée.
Le géne 7P53 intervient dans I’intégrité génomique et la réparation de I’ADN. Cette mutation
est associée a un pronostic péjoratif et un risque de métastase augmentg.
Nous avons également observé des mutations de CDKN, un geéne suppresseur de tumeur, qui
aboutit a la formation de la protéine p16. En situation physiologique, cette protéine se lie et
inactive la cycline CDK4/6 ce qui in fine, induit I’arrét du cycle cellulaire. Cette dysfonction

est principalement retrouvée dans les cancers non luminaux (36).

- Notre étude est la seule étude évaluant la faisabilité temporelle prospective d’un
modele AVATAR dans le cancer du sein triple négatif. En effet, seules 3 études (dont une
seule incluant des cancers du sein) ont évalué ce modele avec certaines limites rendant difficile
des conclusions robustes.

Anthony Goncalves et Al. ont mené une étude prospective chez des patientes atteintes d’un
cancer du sein métastatique (38% des patientes avaient un CSTN) (37). Vingt-deux tumeurs ont
été greffées et 10 PDX établies. Le taux de prise de greffe était de 45%, mais plus important
dans le sous-groupe CSTN avec un taux de réussite de 75%. Le temps médian pour établir la
PDX était de 176 jours. Les auteurs concluent a des résultats encourageant pour utiliser ce
modele pré-clinique de type AVATAR car le temps de latence apparait inférieur au temps
moyen de progression en 1 ere ligne métastatique d’un cancer du sein. Toutefois, dans cette
étude, les greffes ont été réalisées en majorité a partir de métastases et nous ne disposons pas
de la temporalité nécessaire a la réalisation des différents passages pour établir le modele murin
ni des expérimentations.

Lynch et al. ont développé des PDX dans le cancer du pancréas et des voies biliaires au stade
avancé.. Le taux de prise de greffe était de 41%. Le temps de latence médian pour établir une

PDX était de 4,7mois (34). Aucune analyse génomique n’a été réalisé, ni expériences afin de
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tester la sensibilité des PDX a différentes thérapeutiques mais les auteurs ont conclu a la
faisabilit¢ du modele AVATAR car la PDX était établie environ 4,3 mois avant le temps médian
de rechute des patients.

Enfin, Gaberra et al, ont réalisé une étude rétrospective sur des cancers multiples (pancréas,
poumon, glioblastome...). Vingt -cinq patients ont été inclus, 14 greffes ont été réalisées avec
10 succes soit un taux de prise a 71%. Sept patients ont recu une thérapeutique adaptée grace

au modele AVATAR. Aucun détail sur la temporalité n’est donné.

- Concernant notre projet, 17 PDX d’intérét ont été réalisées mais seulement 14
AVATARS ont été réalisées. En effet, des expériences ont été réalisées pour seulement 14
modeles qui nous ont permis de répondre a notre objectif de faisabilité temporelle.
Concernant les 14 AVATARS : Aprés un suivi moyen de ces 14 patientes de 27 mois, 4
patientes (soit 28.6%) ont rechuté dans un délai moyen de 11 mois. La majorité des patientes-
AVATAR (85,7%) avaient regu de la capecitabine en post néoadjuvant. Le taux de rechute dans
cette cohorte de 14 AVATARS (représentée par les patientes ayant un résidu RCB 1, 2, 3) est
concordant avec celui de I’étude CreatX (intérét de la capecitabine en post néoadjuvant du
cancer du sein) avec une survie sans rechute a 24 mois d’environ 76% apres capecitabine chez

les TNBC (38).

- Concernant la faisabilité temporelle de ’AVATAR : le taux de réussite actuel est de
25% (1/4 patientes). En effet, 3 patientes ont rechuté avant la fin de nos expériences et donc
sans possibilité d’anticiper le traitement a la récidive.

Le taux de réussite est faible. Les patientes ont rechuté dans un délai moyen de 11 mois et le
temps nécessaire a la greffe jusqu’aux expériences étaient en moyenne de 16 mois (10,6-24).
Notre étude s’étant déroulée durant le COVID, certaines expériences ont di étre décalées mais
cela n’a pas concerné les 4 patientes d’intérét ayant rechutés, qui ont donc eu une temporalité
optimale.

La poursuite du suivi est importante et nous disposons pour 10 de nos patientes dont la greffe a
réussi, d’expériences, permettant d’adapter leur traitement de facon individualisée en cas de

rechute.
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Limites :

- Bien que notre cohorte soit récente, trés peu de patientes (5%) ont recues de
I’immunothérapie. En effet, depuis I’é¢tude Keynote 522, les patientes présentant une tumeur
> ou égale a T2, N+, bénéficient du Pembrolizumab associé a la chimiothérapie néoadjuvante.

L’¢étude Keynote 522 a montré que la survie sans progression était de 84% a 3ans, toutes
réponses histologiques confondues, de 94% en cas de pCR et de 60% en cas de réponse
histologique incompléte. L’efficacité du Pembrolizumab est d’ailleurs plus évidente en cas de
RCB 2 ou 3 (21). Ces nouvelles pratiques modifient d’une part la survie sans progression et
d’une autre part 1’évaluation thérapeutique par le biais d’une PDX.

- Nos ¢études de faisabilité¢ temporelle n’ont pu étre réalisées que sur 4 patientes, ce qui
représente un faible échantillon de notre cohorte initiale. L’objectif d’inclusion était de greffer
50 résidus post néoadjuvant pour obtenir entre 20 et 25 AVATAR. La différence avec nos 14
AVATAR obtenues s’explique par la greffe de 8 RCB 0, et de patientes métastatiques d’emblée.

Perspectives :

- Lors du projet AVATAR, nous avons ¢galement tester différentes thérapeutiques sur les
14 modeles AVATAR : 5 chimiothérapies (AC, carboplatine, capecitabine, paclitaxel et
irinotecan) dans tous les modéeles et des thérapies ciblées en fonction des altérations génomiques
mise en évidence (Tableau 2).
La suite du travail du projet AVATAR va consister a comparer les réponses des traitements
recu par les patientes avec ceux testés par la PDX et d’évaluer les réponses aux différentes TC

novatrices utilisées et de recherche des marqueurs de sensibilité aux différentes thérapeutiques.

Tableau 2 : Traitements anti cancéreux selon les altérations génomiques mise en évidence sur

la PDX par NGS ciblé

olecular alterations Class of agents

AKT1 mutation Capivasertib (AZD5363)
PTEN inactivation

PIK3CA mutation Alpelisib

K/H/NRAS mutation Trametinib

BRAF mutation
MAP2K4/MAP3K1 inactivation
NF1 inactivation

MAP2K1/MAP2K2 mutation

BRCA1, BRCA2, PALB2 inactivation Talazoparib and TOP1 inhibitor
BRCA1 methylation

FGFR1, FRFR2, FRFR3 amplification Erdafitinib

AR overexpression (IHC) Abiraterone
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- Enfin, bien que la PDX soit un modéle robuste tant par ses caractéristiques
morphologiques et génomiques semblables a la patiente dont elle est issue, que la réponse aux
traitements, le délai de greffe et d’expérience dans le CSTN nous ameéne a réfléchir sur ’intérét
d’autres modeles pré- clinique. Les « organoides » sont des lignées cellulaires, en culture in
vitro, en 3 dimensions (39). Ces structures sont obtenues a partir de cellules souches
développées sur un milieu de culture composé de facteurs de croissance et de différenciation.
Une tumeur est mise en culture et permet d’avoir 10 a 1000 modéles organoides. L’analyse
génomique est conservée d’un organoide a ’autre (40). La sensibilité a un traitement peut
¢galement étre testée a 1’aide d’un organoide (41). L’avantage est de pouvoir créer des banques
de matériel pouvant servir aux tests thérapeutiques. Le taux de greffe est habituellement bon,
60 a 90%, variant tout comme les PDX selon le primitif. Il a méme été décrit des prises de
greffe a partir de biopsie liquide (42). Leur colt est moins important que les PDX, et le temps
de latence habituellement de 2 a 3 mois pouvant étre réduit & 1 mois si suffisamment de matériel

tumoral.
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5. CONCLUSION :

Notre étude témoigne une fois de plus de I’apport des PDX en cancérologie notamment dans le
cancer du sein triple négatif. Elle représente une étude de poids dans la littérature des AVATAR
puisque notre taux de greffe était satisfaisant, le temps de latence commun a ce qui est décrit,
et nous avons pu mettre en évidence des facteurs prédictif de prise de greffe jusqu’alors non
décrit comme la présence d’emboles post chimiothérapie néoadjuvante. Nous sommes les
premiers a avoir analyser la faisabilit¢ temporelle du modele AVATAR dans le CSTN en
néoadjuvant. L’arrivée de I’immunothérapie au stade néo adjuvant est une limite du modele de
PDX. Enfin, la faisabilit¢ modeste de ’AVATAR dans le contexte de résidu TNBC nous
conduit a discuter une meilleure sélection des tumeurs a greffer, ou 1’aide d’autres modeles

vitro complémentaires.
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7. ANNEXES

Annexe 1 : Liste des génes explorés par le NGS :
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Résumé :

Introduction : Le cancer du sein triple négatif (CSTN) représente 10 a 15% des cancers du sein. Lors d’une
prise en charge néoadjuvante, son pronostic dépend essentiellement de la réponse histologique, évaluée par
le RCB (Residual Tumor Burden). Le CSTN est associé a une grande hétérogénéité tant phénotypique que
génomique qui explique son pronostic sombre comparé aux autres sous types de cancer du sein. L’un des
enjeux majeurs en sénologie est d’identifier de nouvelles cibles moléculaires et de développer de nouvelles
thérapeutiques efficaces dans le CSTN.

Plusieurs études ont montré I’apport du modele de Patient Derived Xenograft (PDX) qui permet de dupliquer
une tumeur d’origine humaine sur un modele murin. Ce mod¢le reste comparable a sa tumeur humaine
d’origine tant sur le plan morphologique, génomique mais également pour la réponse aux traitements. Le
modele AVATAR permet de réaliser un modéle murin de la tumeur de la patiente et, de tester des thérapies
ciblées voir des associations de traitements adaptés aux analyses génomiques effectuées sur la tumeur.
L’objectif de cette étude est d’évaluer la faisabilit¢ temporelle du modele AVATAR chez des patientes
atteintes d’un cancer du sein triple négatif en réponse histologique incompléte.

Mateériel et méthodes : Le projet AVATAR est une étude de cohorte prospective monocentrique menée a
I’Institut Curie. Les résidus tumoraux de patientes atteintes d un cancer du sein triple négatif, au stade localisé,
en réponse histologique incompléte aprés chimiothérapie néoadjuvante, ont été greffés sur des modeles
murins. Des expériences ont ét¢ effectuées dans ces modeles apres étude génomique a I’aide d’un panel NGS.
Résultats : Entre mars 2019 et juillet 2021, 49 greffes de tumeur issues de patiente en réponse incompléete ont
été réalisées. L’age médian des patientes au diagnostic était de 50 ans. Vingt et une PDX ont pu étre établies,
soit un taux de prise de 51,2%. Nous avons mis en évidence une corrélation significative entre le taux de prise
et la présence d’emboles, et un Ki 67 élevé sur le résidu tumoral. Avec un suivi moyen de 27 mois, la survie
sans métastase était significativement moindre chez les patientes avec une prise de greffe versus celle dont la
greffe n’a pas prise (p=0,045). Les analyses génomiques ont montré un taux élevé d’altération de 7P53 (95%
des modeles) ainsi que d’autres altérations plus rares telles que des délétions de PTEN (14,3%).

Sur les 21 PDX, 17 ont été inclus dans 1’étude de faisabilité (4 patientes métastatiques ont été exclues). Apres
un suivi moyen de 27 mois, 4 patientes ont rechuté. L’AVATAR aurait permis d’orienter la décision
thérapeutique en 1° ligne métastatique pour 1 patiente.

Conclusion : Notre étude a mis en évidence un taux de prise important ainsi que des facteurs associés a la
prise. Le succes d’une prise de greffe pourrait également orienter vers une agressivité intrinseque et étre un
marqueur pronostic significatif de récidive précoce. Les PDX constituent un mod¢le intéressant d’AVATAR
dans le cancer du sein triple négatif. Une meilleure sélection des patientes pouvant en bénéficier ainsi que
I’amélioration des modeles expérimentaux permettraient de rendre I’AVATAR plus efficient.

Mots clé : cancer du sein triple négatif, réponse histologique incompléte, génomique, PDX, AVATAR, taux
de prise
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