L'actualité Recherche du Centre Henri-Becquerel - Janvier 2021

CHB

L'année 2020 fut pour chacun une année particuliére.
Elle le fut également pour tous les acteurs de la
recherche au CHB, et pas seulement du fait de la
pandémie.

Dans cette lettre vous découvrirez en quelques chiffres
clés l'activité de la recherche clinique et noterez que, de
maniére logique, le nombre d'inclusion s'est globalement
infléchi par rapport a 2019. Nous avons privilégié pendant
plusieurs mois les essais avec bénéfice direct pour le
patient afin de limiter les mouvements de personnels et
les passages hospitaliers supplémentaires qu'imposent
généralement les essais. Un équilibre bénéfice risque
qui fut et reste difficile a trouver dans cette situation de
maladie émergeante. Les nombreuses publications en
2020 viennent d'ailleurs étayer le sur-risque de mortalité
par COVID-19 et soulignent la clearance prolongée du virus
chez les patients immunodéprimés porteurs d'un cancer
et notamment d’hémopathies. Dans ce cadre le centre a
participé a plusieurs observatoires sous I'égide d'Unicancer
ou en collaboration avec les collegues caennais afin de
mieux évaluer I'impact de la pandémie sur nos patients et
nos pratiques.

Mais il n'y a pas que le SARS-COV2 dans la vie | La
recherche au CHB continue d'évoluer et de s'adapter a
son environnement scientifique et économique. Ainsi de
nouvelles modalités de financement de la recherche ont été
discutées en conseil scientifique avecla direction financiére.
Elles s'imposent par la mise en conformité des comptes de
département. En retour, le conseil scientifique bénéficie
maintenant d'un budget annuel spécifique provenant
pour partie des dons et legs. Il permettra notamment le
financement de projets liés aux appels d'offres mais aussi
le soutien de projets « au fil de I'eau », selon des critéres de
pertinence et de choix stratégiques.

L'année 2020 a vu aussi la création d'une start-up,
Genexpath ©. Celle-ci, dirigée par Juliette Renauld, aura
pour objectif de valoriser et commercialiser de tests
diagnostiques basés sur des techniques de RTMLPA et
d'intelligence artificielle. Dans un premier temps les kits,
mis au point au sein de l'unité INSERM U1245 notamment
grace a la créativité de Philippe Ruminy, aideront les
biologistes et anatomopathologistes dans le domaine des
lymphomes et des sarcomes. Situation inédite pour notre
CLCC qui s'investit pleinement dans ce projet puisqu'une
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partie du personnel de 'U1245 est détachée pour la mise au
point des tests, les développements techniques et les choix
stratégiques de I'entreprise. Dans un cercle vertueux, qui
part du patient pour y revenir et aider a sa prise en charge,
le CHB rejoint le monde du diagnostic et des biotechs pour
une aventure, autant scientifique qu'entrepreneuriale.

Pour faciliter les travaux de recherche, le recrutement
cette année d'un ingénieur, Nathan Lapel, a permis un état
des lieux des différents systemes informatiques et leur
interconnexion possible, préfigurant a terme la mise en
place d’'un entrepdt de données.

La modernisation du plateau technique s'est également
poursuivie en 2020 par lacquisition d'un nouveau
séquenceur de type NextSeq qui permet d'ores et déja
I'analyse de grandes cohortes de patients a moindre co(t.

La rubrique « le coin du chercheur » sur le site internet du
centre, permettra de tenir informé le grand public de nos
travaux de recherche, gage de confiance pour tous nos
soutiens.

Enfin, dernier point et non des moindres, les travaux
concernant le nouveau batiment « recherche » et la
rénovationdu plateautechnique ontdébuté. llspermettront
a I'horizon 2022 d'accueillir dans les meilleurs conditions
les équipes de recherche et celles du département de
biopathologie.

Comme chaque année cette lettre illustre également le
dynamisme delarecherche au CHB.Vous pourrez apprécier
cette fois ciencore la qualité etla variété des travaux publiés
dans les champs de compétence et d'excellence du CHB
: génomique, ADN circulant, caractérisation moléculaire
et recherche clinique dans les lymphomes, imagerie
et données radiomiques, mais aussi des thématiques
émergentes tel que la neuro-oncologie. Que tous les
acteurs de cette recherche en soient ici remerciés.

Pr Fabrice JARDIN
Département d’'hématologie clinique
Unité INSERM 1245




TRIBUNES LIBRES

FMER... 7 Ou pas'!

Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers
féminins. En France, en 2012, il représentait 31% des
cancers diagnostiqués chez la femme, 48 763 patientes
nouvellement diagnostiquées, et 11 886 décés. Parmi
les cancers du sein, 70% expriment des récepteurs aux
cestrogénes (RO+). Pour ces tumeurs, les cestrogénes
sont un stimulateur majeur de leur développement, et les
traitements réduisant I'effet cestrogénique, que I'on appelle
« hormonothérapie » représentent un axe thérapeutique
incontournable. La principale classe d’hormonothérapie
utilisée est celle des anti-aromatases.

En situation métastatique, I'normonothérapie permet
d'obtenir des résultats identiques a la chimiothérapie,
mais avec beaucoup moins d'effets secondaires. Ce
traitement est de ce fait trés largement prescrit. Malgré
une efficacité initiale importante, il existe a terme une
résistance quasi-inéluctable a 'hnormonothérapie. L'un des
principaux mécanismes de résistance est lié a I'acquisition
d’'une mutation du géne ESR1, qui code le récepteur aux
cestrogénes. Les tumeurs présentant une mutation ESR1
deviennent alors insensibles aux anti-aromatases. Le
délai de survenue d'une mutation ESR1 chez des patientes
traitées par anti-aromatases est trés variable : parfois
au bout de quelques semaines, parfois aprés plusieurs
années, parfois jamais.

Pour détecter l'acquisition d'une mutation ESR1, il est
désormais possible de recourir a une simple prise de
sang, grace a des technologies de Biologie Moléculaire
innovantes, (Digital PCR). En effet, il existe dans le plasma
sanguin, de I'ADN. Cet ADN circulant correspond a de
I'ADN lié au renouvellement cellulaire quotidien de notre
organisme, mais également, chez les patients atteints de
cancer, a des fragments d’ADN tumoral.

Pouraméliorerlapriseenchargedespatientesatteintesd'un
cancer du sein métastatique, nous aimerions disposer d'un
outil permettant de prédire I'évolution du cancer plusieurs
mois a l'avance. Notre étude, FMER (Détermination de la
fréquence des mutations du géne ESR1 sur sang circulant
par Digital PCR au cours du traitement d'un cancer du sein
métastatique par anti-aromatase), a cherché a évaluer
3 marqueurs biologiques différents, pour prédire une
progression de la maladie :

* La détection de la mutation ESR1 dans le sang

* Le CA15.3 qui est utilisé de longue date et dont I'élévation
est souvent associée a une progression de la maladie

+ Le taux d’ADN circulant, qui est facilement dosable et
pour lequel il a été démontré que plus ce taux était éleve,
plus la quantité de cellules cancéreuses était importante

Afin de déterminer quel marqueur est le plus intéressant,
nous avons suivi pendant 2 ans des patientes présentant
un cancer du sein métastatique et qui venaient de débuter
un traitement par anti-aromatase. Tous les 3 mois, en

méme temps que I'évaluation habituelle par scanner, nous
avons réalisé des prélevements de sang afin de rechercher
la présence de mutations ESR1, et de déterminer les taux
de CA 15.3 et d’ADN total circulant. Nous avons ensuite
confronté les valeurs de ces marqueurs sanguins avec
I'évolution du cancer : progression de la maladie ou non.

Au total, 104 patientes ont été incluses dans cette étude,
entre juin 2015 et aolt 2017, au sein du Centre Henri
Becquerel (Rouen) et du Centre Francois Baclesse (Caen).
Durant le suivi de 2 ans, 70 patientes ont présenté une
progression de la maladie, signant une résistance a
I'normonothérapie.

Les 3 marqueurs biologiques d'intérét ont été analysés
tous les 3 mois pendant les 15 premiers mois de traitement
pour chacune des patientes :

+ L'apparition d'une mutation ESR1 a été observée chez 22
patientes parmiles 70 ayant présenté une progression de
la maladie. Pour 4 patientes l'apparition de la mutation
s'est faite au moment de la progression tandis que
pour 18 patientes I'apparition s'est faite plusieurs mois
avant. En médiane, pour ces 22 patientes, I'apparition
de la mutation a précédé de 91 jours la survenue de la
progression. A noter qu'a chaque fois qu'une mutation
ESR1 a été observée, la patiente a présenté une
progression au cours de son suivi.

* La survenue d'une élévation de 25% du taux de Ca
15.3 a été observée chez 45 patientes parmi les 70
ayant présenté une progression de la maladie. Pour
27 patientes l'apparition de la mutation s'est faite au
moment de la progression tandis que pour 18 patientes
I'apparition s'est faite plusieurs mois avant. De ce fait,
en général une élévation du Ca 15.3 ne permet pas
de prédire une progression tumorale, mais plutot de
confirmer une progression déja existante. A noter que
pour 2 patientes, malgré une élévation de 25% du CA
15.3 aucune progression n'a été observée par la suite.
L'utilisation d'un seuil d'élévation de 100% ne modifie pas
I'interprétation des résultats.

* La survenue d’'une élévation de 25% du taux d’ADN total
circulant a été observée chez 59 patientes parmi les 70
ayant présenté une progression de la maladie. Cependant
une élévation a également été observée chez 32 des 33
patientes n‘ayant pas progressé. Ce marqueur n'était
donc pas corrélé statistiguement a une progression.
L'utilisation d'un seuil d'élévation de 100% ne modifie pas
linterprétation des résultats.

L'étude FMER permet de répondre de facon fiable a la
question que nous nous posions : le meilleur marqueur
d'évolution de la maladie chez les patientes présentant un
cancer du sein métastatique et traitées par anti-aromatase
est I'apparition d'une mutation ESR1. Ce marqueur prédit la
progression tumorale avec 3 mois d’avance, en moyenne.
Au contraire, si I'élévation du taux de CA 15.3 est fortement



lite a la progression du cancer, elle ne permet le plus
souvent pas d'anticiper cette progression. Enfin, I'élévation
du taux d’ADN total circulant n'est pas un marqueur fiable
pour évaluer la progression tumorale.

Suite a notre travail, une prochaine étape sera notamment
d'évaluer lintérét dun changement de traitement

lorsqu’'une mutation ESR1 est détectée.

Corrélation entre les variations des différents biomarqueurs
et le moment de la progression. Pour chaque biomarqueur est
précisé le nombre de patients ayant présenté un événement
(majoration du biomarqueur ou apparition d'une mutation)
par rapport au moment de la progression.

Anne PERDRIX

Florian CLATOT
Département d’'Oncologie Médicale et de Biopathologie Intégrée
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Infirmiere de recherche clinigue hilan de 15 ans d'expérience

Notre métier d'IDE RC est en mouvement perpétuel de
par la diversité des études. De ce fait, il faut s'adapter
rapidement, avoir une expertise précise et acquérir
constamment des nouvelles connaissances pour pouvoir
prendre en charge des essais dans diverses pathologies et
avec des molécules parfois jamais administrées a 'homme
ou avec une nouvelle association de molécules.

Notre activité se partage en deux grandes parties : le travail
d'attachée de recherche clinique et le travail d'infirmiére.

Notre travail d'Attachée de Recherche Clinique est
d'assister l'investigateur durant toute la vie de l'essai : la
faisabilité, la mise en place, le recueil de consentement
dans le respect de la réglementation, les inclusions, les
recueils des données, la coordination des rendez-vous, la
facturation, la cloture, I'archivage. Il faut assurer la qualité,
étre le garant de I'étude, analyser et étudier la faisabilité de
I'étude sur le centre tout en respectant la réeglementation
stricte, suivre les bonnes pratiques cliniques (listing des
recommandations internationales).

Notre travail d'infirmiére de recherche clinique se fait
directement aupres des patients pour l'administration
des traitements en phase précoce. Cette prise en charge
demande une surveillance accrue et rigoureuse pour
assurer la sécurité des patients. Des points de prélévements
essentiels sont répétés a des temps donnés pour pouvoir
analyser la pharmacocinétique et la pharmacodynamique
du produit. Pour assurer l'efficacité de la molécule et la
prise en charge d'éventuelle toxicité, « il faut faire tout ce
qui est écrit et écrire tout ce qui est fait ». Mais derriére
toutes ces données et chiffres, le relationnel est le coeur de
notre travail. Auprés des patients, nous les rassurons car la

Sabine GUENOT
IDE - Recherche Clinique

participation a un essai clinique peut étre anxiogene.

Nous informons, expliquons au patient les différentes
modalités du protocole pour coller au plus prés de ce qui
est demandé et pour que le patient soit acteur de sa prise
en charge. Il faut instaurer un climat de confiance afin que
I'étude soit réalisée dans les meilleures conditions. Cest
aussi un travail au sein d'équipes pluridisciplinaires, nous
sommes amenées a travailler en étroite collaboration
avec les médecins investigateurs de spécialités diverses,
avec nos collégues attachés de recherche clinique, avec la
pharmacie, avec les laboratoires d'analyse, avec l'imagerie
médicale, avec les différents services de soins du centre.
Nous travaillons aussi avec des équipes extérieures au
centre, nous apportons des précisions et une expertise au
promoteur lors de discordance avec la réalité de la prise en
charge des patients.

Depuis fin septembre 2020, une consultation infirmiére de
recherche clinique en hdpital de jour oncologie a été mise
en place le mercredi matin pour instaurer une relation
privilégiée avec les patients inclus dans les protocoles
et recueillir les données nécessaires a la prise en charge
(événements indésirables, traitement concomitant, signes
vitaux, électrocardiogramme, questionnaire de qualité de
vie, carnet patient...). Cette organisation existe déja en
hopital de jour hématologie depuis un an et demi.

La recherche clinique est le garant scientifique et préfigure
les traitements de demain. Les innovations apportées
par la recherche permettent a nos patients de bénéficier
de stratégies thérapeutiques multiples et spécifiques qui
leur donnent une possibilité de guérison. Nous avons le
sentiment d’apporter notre contribution a ces innovations.



https://partage.monchb.fr/index.php/s/LuAec3BlOmUmEEU
https://breast-cancer-research.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13058-020-01290-x

Apports de la biopsle liquide dans la prise en charge

des

La prise en charge optimale des patients atteints d'un
glioblastome repose sur le triptyque chirurgie (si réalisable)
puis radiothérapie (RT) couplée a la chimiothérapie
(témozolomide - TMZ) puis chimiothérapie en entretien.
Malgré ce traitement multimodal la rechute reste la
régle avec une médiane de survenue de 9 a 11 mois.
Le diagnostic de la rechute repose actuellement sur la
conjonction entre une évolution clinique symptomatique
péjorative et une progression a I''lRM cérébrale. Parfois ces
deux modalités sont discordantes et la recherche d’'un outil
supplémentaire pouvant aider le clinicien dans sa décision
thérapeutique est un enjeu majeur en neuro-oncologie.
L'avénement depuis plusieurs années du concept de
biopsie liquide en oncologie et en hématologie a permis
d'affiner la prise en charge des patients dans le suivi de leur
maladie sans recours a une technique invasive chirurgicale.
Cependant, les études de biopsie liquide menées chez les
patients porteurs d'une tumeur cérébrale primitive sont
décevantes, notamment concernant la capacité de détecter
des mutations tumorales circulantes dans le plasma.

En projet exploratoire, nous avons mené une étude
prospective sur une population de 52 patients atteints
d’'une tumeur gliale de grade IV et analysé deux parametres
:la concentration totale d’ADN libre circulant et sa cinétique
évolutive en cours de traitement ; et la détection de deux
mutations récurrentes et mutuellement exclusives de la
régionpromotricedugénetelomerasereversetranscriptase
(TERTp) par droplet digital PCR (ddPCR). Cette étude a été
conduite au sein de l'unité INSERM U1245 groupe IRON
en collaboration avec les équipes de neurochirurgie, de
neuroradiologie et de neuropathologie du CHU de Rouen.

ADN total libre circulant dans le plasma : reflet de
I'évolution tumorale ?

Troistemps de prélévements plasmatiques ont été analyseés
: (1) en début de prise en charge lors du geste chirurgical
diagnostique (biopsie ou exérese tumorale) [temps
baseline] ; (2) a distance de la chirurgie et avant d'initier
la phase de radiothérapie et chimiothérapie [temps Pré
RT-TMZ] ; et (3) au moment de la progression ou de la fin
de période de suivi en 'absence de progression a un an et
quatre mois de l'inclusion [temps Progression ou Stabilité/
Réponse].

Au temps baseline la concentration médiane d’ADN libre
circulant était plus élevée dans la cohorte des patients
atteints d'un glioblastome par rapport a des sujets
indemnes de pathologie tumorale (19.4 ng/ml vs 5.6
ng/ml, p<0.0001, Figure A). De facon intéressante, une
importante décroissance la concentration d’ADN total libre
circulant a été observée entre les temps baseline et Pré
RT-TMZ (respectivement médiane 19.4 ng/ml vs 9.7 ng/
ml, p<0.0001) ; particulierement dans le sous-groupe de
patients ayant eu une exérése tumorale (20.4 ng/ml vs 9.4
ng/ml, p<0.0001). De plus, une ré ascension significative
de I'ADN libre circulant a été observée au moment de la
rechute (n=30, Figure B) en comparaison au groupe de
patients ne présentant pas de progression (n=22, Figure
C). La concentration d’ADN libre circulant pourrait étre
associée plus a la néovascularisation tumorale qu'au
volume tumoral absolu. Enfin et contrairement a des
données récentes de la littérature, la concentration d’ADN
libre au temps baseline ou sa décroissance précoce n‘ont

natlents atteints d’'une tumeur cerebrale malig

pas été identifiées comme des facteurs pronostiques dans
notre série.

Détection de mutation TERTp dans le plasma
uniquement en situation de métastases extra-
cérébrales ?

Fin 2019, notre équipe avait publié un cas d’'une patiente
atteinte d'une tumeur cérébrale primitive médullaire
(épendymome) qui avait présenté une évolution
métastatique pleuro-pulmonaire (Deniel et al, 2019). La
mutation TERTp avait alors été détectée dans la tumeur
primitive, au sein de la métastase pleurale et dans le
plasma.

Dans notre cohorte de 52 patients atteints d'un
glioblastome, la mutation de TERTp a été identifiée chez
84.6% des patients dans la tumeur primitive mais chez
seulement deux patients (3.8%) dans le plasma, tous temps
de prélevement confondus. Dans les deux cas il s'agissait
d'un sous-type histologique rare de tumeurs gliales, le
gliosarcome. Pour l'un des deux cas, le patient a présenté
une évolution métastatique extra cérébrale pulmonaire
et hépatique : la mutation de TERTp a été identifiée dans
la plasma a partir du moment de I'évolution métastatique
extracérébrale. Dans I'ensemble de la cohorte une analyse
exploratoire de la taille des fragments d’ADN libre circulant
dans le plasma a été conduite et met en évidence que celle-
Ci est en moyenne de 86 paires de base, avec presque deux
tiers des échantillons ayant un pic inférieur a 113 paires de
bases, soit la taille de 'amplicon de ddPCR ! Néanmoins,
l'utilisation d'un amplicon plus court (88bp) n'a pas
augmenté la détection de mutations circulantes : une des
hypothéses pourrait étre la trop faible quantité de plasma
(environ 3mL) et donc d’ADN dans nos échantillons.

En conclusion, nos travaux pionniers permettent de
(re)dynamiser la recherche translationnelle en biopsie
liquide chez les patients atteints d'une tumeur cérébrale
et sa possible utilité en routine clinique pour leur suivi
thérapeutique non invasif.

n=10 B

>

Groupe progression, n=30 [+

Groupe sans progression, n=22

Khuskal-Walls, p = Bo-04

Concentration totale d'ADN libre circulant (ng/ml)

Pre RT-TMZ
Temps

Pre RT-TMZ Progression Baseline
Temps

Stability / Response

Boites @ moustache de la concentration d’ADN libre circulant
dans le groupe de sujets sains (A), dans le groupe de patients

atteints d'un glioblastome qui ont présenté une progression
au cours de leurs trois temps de suivi (B) et le groupe de
patients n‘ayant pas présenté de progression (C).

Maxime FONTANILLES
IRON-INSERM U1245


https://partage.monchb.fr/index.php/s/63Dgvnh3mFuqtWG
https://actaneurocomms.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40478-020-01057-7

Les lecons de SENIOR

La recherche clinique, tout particulierement celle reliée
aux essais randomisés, constitue un challenge pour les
patients trés agés. Comorbidités, toxicités exacerbées,
pharmacocinétique incertaine, ou encore troubles cognitifs
constituent des freins pour la promotion et l'investigation
de nouveaux traitements dans ce contexte gériatrique. |l
est ainsi bien montré que la population des essais cliniques
ne refléte pas la proportion réelle des patients agés pris en
charge pour des cancers.

L'essai SENIOR, réalisé sous I'égide du LYSA (Lymphoma

Study Association) constitue a ce titre une exception en

étant la premiere étude randomisée de phase Ill dédiée

aux patients agés de 80 ans et plus atteints d'un lymphome
diffus a grandes cellules B (LDGCB). Le bras standard

R-miniCHOP (comprenant le rituximab (R) délivré en s/c et

des doses réduites du classique CHOP) a été comparé au

bras expérimental dans lequel était ajouté le lenalidomide

(Revlimid ®, R2-miniCHOP). Le rationnel reposait d'une

part sur les données de plusieurs phases 2 soulignant la

bonne tolérance de la combinaison R2-CHOP, et d'autre
part, sur l'efficacité présumée du lenalidomide pour le
sous type « ABC », un sous-type plus fréquent chez les
patients agés. L'objectif principal était 'amélioration de la
survie globale a 2 ans. 249 patients ont été randomisés
entre le bras standard R-miniCHOP et le bras expérimental

R2-miniCHOP. L'analyse en intention de traiter (ITT) ne

montre pas de différence significative en terme de survie

a 2 ans entre les deux bras (figure 1) : 66% dans le bras

R-miniCHOP versus 65.7% dans le bras R2-miniCHOP (p =

0,98). La toxicité, bien qu'acceptable, était plus importante

dans le bras expérimental.

Si l'essai SENIOR n'a pas réussi a démontrer lintérét

d'ajouter du lenalidomide a limmunochimiothérapie il

délivre toutefois au clinicien des informations utiles :

« Il confirme que le schéma standard de Ter ligne
(R-miniCHOP) permet d'étre curatif dans prés de 60% des
cas pour cette tranche d'age.

« Des facteurs tels que lalbuminémie ou un score
d’'autonomie (IADL) identifient les patients les plus fragiles
avec un impact pronostique.

* Une étude randomisée internationale multicentrique
comparant deux régimes de chimiothérapie dédiée aux
patients agés de 80 ans et plus est faisable et doit nous
encourager a ouvrir des programmes spécifiques.

L'ajoutd’'une nouvelle molécule dans ce contexte gériatrique
reste toutefois difficile avec des doses délivrées parfois
sub-optimales. Une meilleure connaissance des spécificités
biologiques de ces lymphomes est indispensable pour
choisir la meilleure combinaison a tester dans l'avenir. Le
CHB s'est impliqué tout particulierement dans SENIOR,
dans linvestigation et linclusion des patients (1er centre
recruteur, merci a I'URC et aux cliniciens !). Il continuera
de I'étre, grace au projet BIOSENIOR qui vise a décrire les
particularités moléculaires des LDGCB du sujet agé. Suite
donc au prochain numéro !

Overall survival by Arm - ITT Set
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Survie selon le bras de traitement dans l'essai SENIOR

Fabrice JARDIN
Département d'hématologie clinique - Unité INSERM 1245

Censored
65.4% (83)
63.1% (77)

Median Survival (95%CL)
435 (40.4 ; NA)
36 (27.8 ; NA)

Optimisation des parametres d’'interpretation en TEP

pour I'évaluation de la réponse au traitement dans la
maladie de Hodgkin

Méme si la maladie de Hodgkin est I'un des cancers de
meilleur pronostic, 10 a 30 % des patients n‘atteignent pas la
rémission compléte aprés une premiére ligne de traitement
et doivent bénéficier de traitements plus intensifs avec une
augmentation du risque de complications a long terme. La
TEP-TDM au 18-FDGestlargementutilisée depuis lesannées
2000 dans I'évaluation de la réponse a la chimiothérapie et
permet notamment une désescalade thérapeutique apres
deux cures de chimiothérapie intensive par BEACOPP en
cas de normalisation de la TEP, ce qui permet de limiter la
toxicité accrue du traitement par BEACOPP.

Les criteres de Deauville sont actuellement recommandés

dans I'évaluation thérapeutique en TEP en cours et en fin
de traitement. Un examen positif est défini par une fixation
résiduelle tumorale dont l'intensité apparait visuellement
supérieure a celle du foie sain. Ces criteres ont une tres
bonne valeur prédictive négative (> 85 %) mais une moins
bonne valeur prédictive positive (variant de 17 a 73 %
en fonction des études). Ces cas (parfois faussement)
positifs aménent a la réalisation d’'une biopsie, souvent
difficilement réalisable, afin de confirmer ou dinfirmer
la présence d'une maladie persistante. Cette attitude
engendre un retard a la prise en charge de seconde ligne.
L'objectif de cette étude était d'optimiser les parameétres
d'interprétation quantitatifs en TEP dans |'évaluation de
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la réponse thérapeutique afin de diminuer le nombre de

cas faussement positifs. Deux criteres d'évaluation ont

été évalués, reposant sur le SUVmax correspondant a la
concentration maximale du traceur au sein d'une région
d'interét:

+ Le A(SUVmax) correspondant au pourcentage de
diminution du SUVmax entre l'examen initial et
'examen interprété

+ Le rapport tumeur/foie qui représente le ratio du
SUVmax lésionnel/SUVmax du foie sain.

Cette étude rétrospective a inclus 362 patients présentant
une maladie de Hodgkin pour lesquels nous disposions
d'une TEP initiale, en cours de traitement et en fin de

VALEUR VALEUR
% PREDICTIVE PREDICTIVE EXACTITUDE
POSITIVE NEGATIVE
CRITERES DE
DEAUVILLE
A(SUVMAX)
RAPPORT
TUMEUR/FOIE

traitement. A I'aide de courbes ROC, nous avons défini les
valeurs seuil optimales permettant de définir la survie sans
progression du delta SUVmax et du rapport tumeur/foie
aprés 2 et 4 cures et a la fin du traitement. Les résultats
montrent que le rapport tumeur/foie permet d’améliorer
les performances diagnostiques de la TEP en comparaison
aux criteres de Deauville pour prédire la survie sans
progression a 5 ans, en particulier apres 2 cures de
chimiothérapie (tableau 1). Au total, cette étude a permis
de définir des critéres d'évaluation de la réponse en TEP
permettant de diminuer les faux positifs dans la maladie de
Hodgkin. Ces résultats permettraient d'éviter des biopsies
inutiles, d'alléger le traitement pour certains patients et
ainsi d'éviter les effets secondaires a long terme.

Performances diagnostiques de la TEP aprés 2 cures de
chimiothérapie en fonction des critéres d'évaluation : les
résultats montrent une meilleure valeur prédictive positive
et une meilleure exactitude du rapport tumeur sur foie par
rapport aux autres méthodes. Les valeurs prédictives négatives
sont similaires entre les trois méthodes

Exemple d'un patient de 69 ans présentant une maladie de Hodgkin de stade IV.
L'examen TEP initial est présenté a gauche et ['évaluation aprés 4 cures de chimiothérapie
par ABVD a droite. Aprés 4 cures de chimiothérapie, I'examen est positif selon les critéres
de Deauville (Deauville 4).
Selon les nouveaux critéres du rapport tumeur/foie, I'examen est interprété comme étant
négatif (TLr = 1,34). Le patient n'a pas bénéficié d'intensification thérapeutique et était en
réponse compléte sur son examen de fin de traitement aprés 8 cures d’ABVD.

Stéphanie BECKER
QuantiF

Identification des sous-types de Lymphomes T grace
au profll d’expression genique

Les lymphomes T périphériques (LTPs) sont des tumeurs
rares représentant moins de 1000 nouveaux cas par an
en France, regroupant une trentaine d'entités dans la
classification OMS (organisation mondiale de la santé). Le
diagnostic histopathologique de ces lymphomes n'est pas
toujours aisé, compte-tenu de leur hétérogénéité, de la
complexité de la classification OMS, et de la variabilité des
pratiques entre pathologistes. De plus, environ un tiers des
cas ne correspondent a aucune entité bien définie de la
classification, et sont classés par défaut dans la catégorie
des lymphomes T non spécifiés.

Au sein de I'U1245, nous avons développé un outil
moléculaire de RT-MLPA (reverse transcription multiplex
ligation dependant probe amplification), étudiant
I'expression de 20 génes pertinents pour la classification
des principales entités de LTPs, sur une cohorte de 230
échantillons issus du consortium national TENOMIC. Notre
avons obtenu une classification moléculaire concordante
avec le diagnostic histopathologique pour 91% des
échantillons correspondant aux entités « définies » de la
classification OMS, etavonsproposéuneclassediagnostique
pour 91% des cas de lymphomes T non spécifiés. Notre
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étude a permis de caractériser 'hétérogénéité moléculaire
de 3 entités de 'OMS (les lymphomes T follicular helper,
les lymphomes anaplasiques a grandes cellules ALK- et les
lymphomes T non spécifiés), sans impact sur la survie des
patients dans la limite des thérapeutiques actuelles.

Cette étude a montré l'apport de la technique RT-MLPA

o o
& o o

Fanny DRIEUX
INSERM U1245

pour la classification des principales entités de lymphomes
T périphériques en routine. Lidentification de sous-
groupes moléculaires distincts au sein de 3 entités de 'OMS
ouvre la perspective d'une meilleure caractérisation de ces
lymphomes, et a l'avenir une prise en charge spécifique
des patients.

Aspect histopathologique morphologique et

immunohistochimique d’un lymphome T exprimant 2 marqueurs
TFH (PD1 et BCL6), justifiant le diagnostic de lymphomes de

phénotype TFH selon la classification OMS. Les cellules tumorales
expriment également les facteurs de transcription GATA3 et
FOXP3, respectivement impliqués dans la différenciation TH2
et Treg des lymphocytes T, et témoignant d'une plasticité des
cellules tumorales. Le profil d’expression génique par RT-MLPA
(en bas) montre une expression prédominante des marqueurs
TH2 (GATA3 et CCR4).

La biopsie liquide appliquée au lymphome de Hodgkin

en 1°¢]igne de traitement

Au sein de notre laboratoire de recherche, nous avons
récemment mis au point des techniques de biologie
moléculaire hautement sensibles pour la détection et la
quantification absolue de variants somatiques dans 'ADN
tumoral circulant des patients. Une étude prospective
(intitulée XPO1) portant sur 60 patients atteints de
lymphome de Hodgkin nouvellement diagnostiqués pris en
charge au CHB a permis de montrer que la « biopsie liquide
» est un outil fiable permettant une analyse des anomalies
génétiques de la tumeur a l'aide de I'ADN circulant libéré
dans le sang par le lymphome. Ce prélévement est non-
invasif (simple prise de sang, a la différence de la biopsie-
exérese ganglionnaire chirurgicale ou a l'aiguille) et peut
étre répété plusieurs fois au cours du temps grace a
plusieurs préléevements sanguins pour suivre I'évolution de
la réponse au traitement.

Notre étude a également démontré que la quantité d'/ADN
tumoral circulant présente au diagnostic de ces lymphomes
de Hodgkin était corrélée avec les facteurs pronostiques
classiques de ces lymphomes ainsi qu'avec le volume
métabolique tumoral (TMTV), mais aussi que la quantité de
mutations (en %) détectable était plus importante dans le
sang que dans la tumeur.

Enfin, ces travaux ont permis de confirmer que le suivi
de cet ADN tumoral circulant peut permettre d'aider a
apprécier l'évaluation de la réponse thérapeutique, en
complément du PET-scanner.

Les inclusions dans [l'étude XPO1 se poursuivent
actuellement et nous travaillons a améliorer la technologie
ainsi que le panel de 9 génes étudiés, puisque 30% des

Vincent CAMUS & Fabrice JARDIN

Département d’Hématologie

patients inclus n'avaient pas de mutation détectable au
diagnostic et n'étaient donc pas « informatifs » pour un
Suivi.

Evolution du profil mutationnel dans
I'ADN circulant entre le diagnostic et
post C2 chimiothérapie

Exemple de faux positif de la TEP aprés
C2 avec ADN circulantindétectable
prélevé au moment de la TEP

Baseline Post 2 ABVD

—— 18
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Suivi ADN tumoral mmy- Biopsy : reactive lymph node
o0- circulantaprésC2
pour 54 patients

Dl;\_ﬁ:noEsﬁ'cz 190%)
a gauche : Suivi des mutations du lymphome de Hodgkin dans
I'ADN libre circulant entre le diagnostic et le bilan post 2 cures
de chimiothérapie pour 54 patients. A Droite : Exemple de

faux positif du PET-scanner avec un ganglion restant positif
en susclaviculaire gauche (fléche rouge) mais sans mutation
détectable dans I'ADN circulant avec une biopsie de ce ganglion
en faveur finalement d’un ganglion réactionnel.
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Le cancer, une histoire aussi d’import/export ?

Les mouvements des protéines du noyau vers cytoplasme
(export) ou linverse (import) sont des phénomeénes
complexes et cruciaux pour la biologie de la cellule. Ce
trafic entre les structures subcellulaires est finement
régulé (Figure 1) par des protéines appelées exportines ou
importines qui sont en charge notamment du transport
de molécules (dénommées Cargo) aussi importantes que
TP53, STAT1, BRCA1 ou NPM. Nous avions identifié il y a
quelques années une mutation récurrente de la principale
de ces protéines, I'exportine 1 (XPO1) dans le lymphome
de Hodgkin et le lymphome primitif du médiastin. Cette
mutation, E571K, est détectée dans 5 a 20% des cas,
et peut servir de biomarqueur circulant (Camus et al.
Haematologica 2016, Jardin et al. Am ] Hematol 2016). Les
travaux menés a Caen par Brigitte Sola au sein de l'unité
INSERM U1245 avaient pour objectif de mieux préciser
impact biologique de cette mutation dans les cellules

Principales protéines (XPO1, Ran) impliquées dans la trafficking
des protéines (Cargo NES) du noyau vers le cytoplasme.

La
mutation E571K modifie la liaison a limportine 1, IPO1, et
conduit a modifier sa localisation subcellulaire. D'apres Miloudi
et al. Cancers 2020

Fabrice JARDIN & Brigitte SOLA
Unité INSERM U1245

tumorales.

En utilisant différents modeéles cellulaires, en particulier
des cellules modifiées par la technique de CRISPR-
Cas9 (collaboration avec 'UMR INSERM U1239, Dr Luca
Grumolato) et des techniques de séquencage haut débit,
nous avons montré que la protéine mutée conserve sa
fonction d'export nucléaire mais posséde, en revanche,
une localisation cellulaire anormale en raison de sa
liaison a une protéine cytoplasmique, limportine 31. Le
trafic nucléo-cytoplasmique de protéines clés dans la
physiopathologie des lymphomes B pourrait étre ainsi
perturbé. Ajoutons que XPO1 est la cible du Sélinexor, un
médicament actuellement utilisé dans le traitement des
lymphomes et des myélomes. Dans quelle mesure cette
mutation pourrait modifier la sensibilité a cette drogue ?
Cest tout I'enjeu des travaux que Brigitte Sola et son équipe
poursuivent actuellement.
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ADN circulant et TEP pour les lymphomes : y-a-t'll des

correlations ?

En hématologie, notamment pour les lymphomes B diffus a
grandes cellules (LBDGC) et le lymphome de Hodgkin (LH), la
charge tumorale peut étre évaluée par différentes méthodes
: le volume tumoral total, déterminé en TEP au 18F-FDG et
I'ADN circulant tumoral.

Lors de précédentes études, nous avons montré que le
volume tumoral total était corrélé avec la quantité d’ADN
circulant tumoral pour les LBDGC (Bohers E. et al, Blood
Cancer J,2018) et pour les LH (Camus V. et al, Haematologica,
2020). Dans une nouvelle étude associant les laboratoires
U1245 et QuantlF (Decazes P. et al, E[NMMI research, 2020),
nous avons cherché a savoir si d'autres parametres tumoraux
déterminés sur la TEP pouvaient également étre corrélés a
I'’ADN circulant tumoral dans ces 2 pathologies.

Nous avons développé un logiciel, nommé Oncometer3D,
permettant d'extraire des caractéristiques tumorales, pour
certaines nouvelles, a partir de la TEP afin d'explorer la charge
tumorale, son activité, sa dispersion, sa fragmentation et sa
massivité. Les lymphomes étant généralement plurifocaux,
I'objectif était de développer des mesures, dites « radiomiques
» car appliquées aux images médicales, capables d'analyser
'ensemble des tumeurs et non chaque tumeur isolément.
Dans cette étude nous avons retrouvés des parameétres
mieux corrélés a I'ADN circulant tumoral que le volume
tumoral total, notamment, pour le LBDGC, la surface

Pierre DECAZES
QuantiF

tumorale totale (décrivant la zone d'interface entre I'n6te et la
tumeur), la distance médiane entre la périphérie et le centre
des tumeurs (décrivant la massivité tumorale) et le volume
de la boite englobant I'ensemble des tumeurs (décrivant la
dispersion de la maladie).

Nous espérons que ces résultats permettront de mieux
comprendre la physiopathologie des lymphomes.

(12) medEdgeD

(11) medPCD

(1) SUVmax

(10) itErosion ... © (2) SUVmean

(9) nROI | (3) TMTV

(8) Dmax (4) TLG

(7) TumBB (5) TMTS

6)TVSR

Représentation des douze différents parameétres de la TEP
mesurés par le logiciel Oncometer3D et analysant la charge,

l'activité, la dispersion, la fragmentation et la massivité du
lymphome. Pour les besoins du graphique, une représentation
planaire de ces parameétres 3D est présentée.
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Le coin Stat : Vous avez dit « patient immortel » ?

Le biais d'immortalité est un biais récurrent et évitable.
Méme si son nom peut préter a confusion, il ne concerne
pas que la problématique de I'événement « mort » mais
bien tout type d'événement. Il affecte les études de survie
classiques ou nous étudions le temps avant événement
(mort ou rechute) mais aussi celles étudiant simplement
la survenue d'un événement au bout d'un an ou deux. Il a
tendance a favoriser le groupe qui par essence estimmortel
pendant un certain temps.

L'exemple classique

Pour expliquer ce biais jai souvent entendu la phrase
suivante : « Les papes ont une longévité supérieure a la
population générale. ». Pourquoi cette assertion ? Lorsqu'ils
deviennent pape ils sont déja agés. lls sont immortels
jusqu’au moment de se faire élire pape contrairement a la
population générale qui est mortelle dés leur naissance.
Autrement dit si 'age moyen au début de sa prise de
fonction de pape est de 75 ans, alors la longévité des papes
correspond a l'espérance de vie des personnes de 75 ans.
L'espérance de vie de la population générale correspond
a l'espérance de vie a la naissance. Or plus on vieillit plus
I'espérance de vie augmente.

Un exemple dans la recherche biomédicale

Dans les analyses statistiques produites dans le cadre
d'études promues par les CLCC on retrouve régulierement
des modeles de survie. En résumé, on étudie le temps
avant la mort ou la rechute des patients en fonction
d'autres variables (ex : traitement, age, etc). Il y a quelques
années jai pu travaillé sur l'allogreffe dans les cancers
hématologiques. Le précédent biostatisticien avait mis en
évidence un lien positif entre le fait de faire une réaction
greffonversus héte chronique (GVHc) etla survie. Lorsqu’on
regardait les courbes de survie on obtenait quelque chose
de la sorte:

Thibaut PRESSAT LAFFOUILHERE
URC - Biostatistiques CHU Rouen
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Dans le groupe non GVHc les morts s'accumulaient des
le début alors que dans le groupe GVHc personne ne
mourait... Entre l'allogreffe et le moment du diagnostic
de GVH chronique en général 3 mois s'étaient écoulés.
Comme pour les papes, I'assertion était due en partie au
fait qu'il fallait au moins survivre une centaine de jours
pour pouvoir avoir un diagnostic de GVHc.

SOLUTIONS : Pour corriger ce biais on m’avait conseillé
deux corrections cumulables :

1.Exclure tous les patients qui étaient morts dans les
premiers 100 jours

2.Considérer les futurs patients GVYHc comme non GVHc
jusqu'a leur diagnostic de GVHc.

Un écart visuel persistait mais pas statistique.

Projets retenus pour un financement suite aux appels

d’offres 2020

CANCEROPOLE NORD OUEST (Projet émergent)

« Evaluation de l'effet anti-tumoral de I'APR-246 sur des
lignées cellulaires de carcinome épidermoide oto-rhino-
laryngologique (ORL) ». F.CLATOT

GEFLUC - CANCEROPOLE NORD-OUEST

« Etude de I'ADN tumoral circulant et des paramétres
radiomiques dans les lymphomes B diffus a grandes
cellules disséminés ». E.BOHERS

FORCE HEMATO

«Etude des anomalies moléculaires récurrentes et du
microenvironnement tumoral chez des patients atteints
de lymphomes B diffus primitifs du médiastin (Etude PMBL
LYSA BIO)». V.CAMUS

LIGUE CONTRE LE CANCER
« Etude de I'ADN tumoral circulant et des parameétres
radiomiques dans les lymphomes B diffus a grandes

cellules disséminés ». E.BOHERS

« Mise en place d'une méthode d'imagerie innovante chez
les patients atteints d'un cancer de la prostate :GALLIUM-
PSMA ». P.BOHN

« Impact sur la Topographie de la rechute des mutations
EGFRA289D/T/V chez les patients atteints d'un glioblastome
traités par radiothérapie (TOPOGLIO) ». M.FONTANILLES

«Etude des anomalies moléculaires récurrentes et du
microenvironnement tumoral chez des patients atteints
de lymphomes B diffus primitifs du médiastin (Etude PMBL
LYSA BIO)». V.CAMUS
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REGHERGHE CLINIQUE

L'activité globale de recherche clinique est encore cette

année en augmentation avec, en particulier, la poursuite

du développement des projets internes promus par le

centre, portant sur trois axes principaux :

« génétique et transcriptomique des
recherche de facteurs prédictifs

+ génétique et recherche de facteurs prédictifs (biologie
moléculaire, ADNtc) dans les tumeurs cérabrales, dans
les tumeurs du sein et de la sphére ORL

* l'imagerie (trimodalité, imagerie paramétrique, nouveaux
traceurs en médecine nucléaire).

lymphomes et

Par ailleurs se poursuivent les études sur les aspects
nutritionnels et I'influence de la sarcopénie.

Les incitations de la direction, la transdisciplinarité et la
volonté de travailler en équipe ont favorisé cette évolution.

L'activité « investigation » a été rendue complexe, difficile a
comprendre souvent et demandant beaucoup d'attention
a I'ensemble de I'équipe des ARCs trés sollicités. Lors de
la premiére vague de la COVID-19, tous les promoteurs
industriels et la majorité des promoteurs académiques
ont choisi, en accord et parfois a la demande de I'ANSM,
de suspendre toute inclusion et de revoir les modalités de
suivis. N'ayant que peu de données sur linfection virale
SARS-Cov2, comme tous les autres centres, nous avons
été sollicités pour des études ayant pour objectif principal
de colliger un nombre maximal de données un peu tous
azimuts. Ces études ont permis l'inclusion de nombreux
patients, d'ou la progression de plus de 20%, du nombre

des inclusions en 2020, malgré une baisse majeure dans les
études a visée thérapeutique. Cette adaptation temporaire
n'a pas été renouvelée lors de la deuxiéme vague avec une
reprise progressive d'une activité normale.

Les projets a promotion industrielle sont toujours sujet
d'attention, notamment dans les phases précoces, afin de
pouvoir proposer aux patients un accés a une alternative
thérapeutique. Centre CLIP2en hématologie, en association
avec nos colléegues cannais, nous sommes en contact
régulier pour des essais précoces.

Au-dela de tous les chiffres, et de I'implication personnelle
des attachés de recherche clinique, toujours soucieux a la
fois du patient et de la rigueur de leur métier, la poursuite
des démarches qualité suite a notre certification 1ISO 9001
V15, obtenue il y a déja quatre ans, a fortement aidé a la
cohésion de I'équipe et ses rapports avec les autres services
au sein du centre.

Lesprévisions2021 sontimpossiblesafaire, dansle contexte
d‘une troisieme vague et d'un retour a la normale au mieux
en fin d'année, mais nos efforts continus pour développer
notre recherche clinique a promotion interne sont de plus
en plus souvent valorisés par des publications dans des
journaux a fort impact factor, ce qui est particulierement
motivant pour 'équipe tres sollicitée.

Louis-Ferdinand PEPIN
Unité de Recherche Clinique

Chiffres activités des études promues par le CHB

Localisation / diagnostic

Nom de l'étude

Nombre inclusions en Total des inclusions

2019 depuis lI'ouverture
AU CHB Hors CHB
Cerveau Glioplak 29 181
Métastases osseuses Parabone Terminé 39
RTEP 7 IFCT14-02 3 28 150
Poumon

| TEP 18 26
Prostate Demeter 10 20
PersoNeck 11 3 36

ORL
RTEPS8 4 11
QualityAge 3 1 13

Sein
CogSportif 4 1 36
Imagerie trimodalité Trimodal 17 45
Lymphome de Hodgkin XPO1 21 113
Maladie de Waldenstrém Dlgiwal 11 33
Syndrome Myélo-dysplasiques AZABAC 8 4 23
Greffe de Moelle Tempet 10 18
TOTAL - 131 55 734




RECHERCHE CLINIQUE

Chiffres globaux Activité URC 2020 (données mi-décembre)

Promoteur : CHB 14 292 +35%
Promoteur : industriel 26 52 -28%
Promoteur : académique 81 303 +61%
Dont: N .

- Etudes phase précoce 43 50 - (dugg;de)tudes
- Etudes RNIPH et Catégorie 3 12 385

Chiffres activités investigations 2020

‘ Essais ‘ Nombre inclusions

Gynécologie 7 6
ORL 10 13
Sarcome 5 3
Sein 24 44
Au'Fres tumeurs 10 29
solides

Médecine nucléaire 3 22
Glioblastomes 1 4

‘ Essais ‘ Nombre inclusions

LAL LAM 12 47

LNH 25 40
Myélome 3 9

LLC 5 3

Greffe de moelle 7 7
osseuse

SMD 10 29
BioIo'gie Génétique et 2 a4
physiopathologique
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