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1. Contexte et objectif

Dans la prise en charge des cancers du sein invasifs, les indications de traitement adjuvant par
hormonothérapie et/ou chimiothérapie tiennent compte des données cliniques' et
anatomopathologiques’.
Bien que le bénéfice du traitement adjuvant ait été largement démontré sur la réduction du risque
de rechute et du taux de mortalité, les indications de chimiothérapie dans le groupe des patientes
pNO ont été probablement portées en exces si I'on se réfere aux méta-analyses et aux données sur
I’évolution naturelle des cancers [HERY2002] [SUNDQUIST2002] [EBCTCG1998] [EBCTCG1998A]
[ANON2002] [EBCTCG2005]. Par ailleurs, chez les patientes avec atteinte ganglionnaire (N+),
certaines données® suggérent qu’en cas de tumeur HER2 négative exprimant fortement les
récepteurs aux cestrogenes la chimiothérapie n’apporterait pas toujours de bénéfice.
Des modeles décisionnels d’indication de chimiothérapie fondés sur les critéres clinico-histologiques
existent mais ont leurs limites®. De ce fait, les pratiques actuelles sont probablement hétérogénes, en
particulier au sein des populations considérées a risque « intermédiaire’ » qui représenteraient 30 a
40 % de I'ensemble des cancers du sein.
Le développement des marqueurs biologiques, qu’ils soient déterminés par des méthodes
anatomopathologiques (immunohistochimie ou hybridation in situ), biochimiques ou par biologie
moléculaire, permettrait de mieux identifier les femmes pour lesquelles un traitement par
chimiothérapie pourrait étre évité :
= |es biomarqueurs tumoraux pronostiques sont utilisés pour prévoir I'évolution clinique d’un
processus tumoral spécifique avant traitement. lls permettent d’identifier les tumeurs a faible
risque de récidive et pour lesquelles une chimiothérapie ne serait pas justifiée ;
= |es biomarqueurs tumoraux prédictifs sont utilisés pour prédire la réponse ou non a une
thérapie donnée.

Les valeurs pronostiques et prédictives de ces tests font respectivement référence a leur capacité a
prévoir I’évolution clinique de la maladie avant traitement et a prévoir la réponse a un traitement
donnée et donc son bénéfice.

1Tels que I'age et le statut ménopausique.

Tels que le statut des récepteurs hormonaux, la surexpression de HER2, la taille tumorale, le grade, I'envahissement
ganglionnaire et les angio-invasions.

3 _ Albain K, Barlow W, O’Malley F, et al. Concurrent versus sequential chemohormonal therapy versus tamoxifen alone for
postmenopausal, node-positive, ER and/or PgR-positive breast cancer: mature outcomes and new biologic correlates on
phase lll intergroup trial 0100 (S8814). Breast Cancer Res Treat 2005;90:95.

- Fisher B, Jeong JH, Bryant J, et al. Treatment of lymph-node-negative, oestrogen-receptor-positive breast cancer: long-
term fi ndings from National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project randomised clinical trials. Lancet 2004;364: 858-68.
- Castiglione-Gertsch M, Price KN, Goldhirsch A, et al. Endocrine responsiveness and tailoring adjuvant therapy for
postmenopausal lymph node-negative breast cancer: a randomized trial of the International Breast Cancer Study Group
(Trial 1X). J Natl Cancer Inst 2002;994:1054-65.

- Hayes DF, Thor AD, Dressler LG, et al. HER2 and response to paclitaxel in node-positive breast cancer. N Engl J Med
2007;257:1496-506.

- Berry DA, Cirrincione C, Henderson IC, et al. Estrogen-receptor status and outcomes of modern chemotherapy for patients
with node-positive breast cancer. JAMA 2006;295:1658-67.

* Recommandations INCa, 2012 — Cancers du sein infiltrant non métastatique (Adjuvant on line ! et score NPI).

® Défini sur la base des critéres cliniques et anatomopathologiques conventionnels : dge, statut ménopausique, taille
tumorale, grade histopronostique, envahissement ganglionnaire, angio-invasions, statut des récepteurs hormonaux et
HER2.
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Au-dela de la valeur pronostique et prédictive d’un biomarqueur, la décision de ne pas prescrire une
chimiothérapie adjuvante doit s’appuyer sur un test utile cliniquement. Cette utilité clinique doit étre
notamment évaluée au regard de sa valeur ajoutée (complémentarité de I'information) par rapport
aux marqueurs usuels (RH, HER2...) [HAYES1996] [EGAPPWG2009] et du rapport bénéfices/risques lié
a l'utilisation de ce biomarqueur (effets secondaires de la chimiothérapie évités/risque de récidive de
cancer survenant malgré le classement en bon pronostic).

En 2009, I'INCa et la Société francaise de sénologie et de pathologie mammaire (SFSPM) se sont
associés pour évaluer les biomarqueurs tissulaires uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint". Les
conclusions s’étaient appuyées sur une analyse systématique des données de la littérature (Tableau
1).

Tableau 1 : Conclusions du rapport INCa-SFSPM de 2009

Valeur pronostique Valeur prédictive Technique

uPA/PAI-1 Niveau de preuve élevé Niveau de preuve Test biochimique ELISA sur tissu congelé,
(LOE 1) intermédiaire (LOE Il) marquage CE, approuvé FDA

Oncotype DX™ Niveau de preuve Niveau de preuve Analyses effectuées par RT-PCR (ARN puis
intermédiaire (LOE Il) intermédiaire (LOE II) ADNC) sur I'expression de 21 génes au

niveau d’une seule plate-forme a partir de
blocs fixés et inclus en paraffine

MammaPrint’ Niveau de preuve bas Il n’y a pas d’études Analyses effectuées par RT-PCR (ARN puis
(LOE ). cliniques permettant de ADNC) sur I'expression de 70 génes au
conclure a une valeur niveau d’un seul laboratoire. Les
prédictive échantillons sont issus de tissus

cryopréservés ou conservés dans une
solution permettant la stabilisation de I’ARN

Compte tenu des publications parues depuis 2009 sur ces tests et de la divergence des messages
diffusés, les professionnels ont exprimé le besoin de clarifier le débat. En collaboration avec la
SFSPM, I'INCa a souhaité mettre a jour ces conclusions.

Ce document a donc pour objectif d’actualiser le rapport INCa-SFSPM de 2009 sur I'état des
connaissances des biomarqueurs tissulaires uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint". Ont été
étudiées :

= |avaleur pronostique de ces biomarqueurs ;

= |eur valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie et/ou a I’hormonothérapie ;

= |eur valeur ajoutée par rapport aux autres biomarqueurs existants ;

= |es techniques d’analyse et leur éventuelle adaptation. En effet, les conditions dans lesquelles se
déroulent les phases préanalytiques et analytiques impactent les résultats des biomarqueurs.
Elles sont a prendre en compte lors de toute application en pratique clinique [STURGEON2008]
[REMARK2012]. Il en va tout particulierement de l'influence des modalités de préléevement,
d’acheminement, de stabilisation (par congélation, liquide de préservation ou fixation), du temps
d’ischémie froide (délai entre le moment du préléevement de I’échantillon et sa stabilisation
biologique), tous sujets a tracabilité.

Une analyse critique des données médico-économiques publiées complete ce bilan.

uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint’ » SYNTHESE
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2. Méthode

La validation d’un facteur biologique pronostique ou prédictif ne repose pas sur les mémes étapes
gue celles de la validation d’une intervention diagnostique ou thérapeutique (cf. annexe 9.1).

2.1. Construction de I'argumentaire

La construction de I'argumentaire s’appuie sur une recherche bibliographique complétée par une
sélection des études. La stratégie bibliographique est une démarche systématique et explicite
d’identification des données disponibles®.

Le rapport comprend :
= une revue des données scientifiques de la littérature ;
® un avis argumenté des experts du groupe de travail.

» Niveaux de preuve

Dans le rapport de 2009, les 3 niveaux de preuve, ou Level Of Evidence (LOE), qui avaient été
attribués aux valeurs pronostique et prédictive de chacun des biomarqueurs étaient ceux prévus par
la grille décrite par Hayes en 1996 [HAYES1996] :

= LOE I : niveau de preuve élevé ;

= LOE Il : niveau de preuve intermédiaire ;

= LOE Il : niveau de preuve bas.

Dans ce travail d’actualisation, les niveaux de preuve des conclusions s’appuient a la fois sur la grille
de Hayes [HAYES1996] et sur sa mise a jour, la grille de Simon [SIMON2009] (parue depuis I'édition
du rapport INCa-SFSPM de 2009). Cela permet de vérifier si un éventuel changement de niveau de
preuve (LOE) entre 2009 et 2012 est lié aux nouvelles données ou simplement a I'application de la
nouvelle grille.

Dans la version de Simon, les niveaux de preuve ont été affinés. Une des particularités de cette
nouvelle grille réside dans l'attribution d’'un niveau de preuve LOEIB sur la base d’études
prospectives-rétrospectives’, et ce sous réserve de répondre a I'ensemble des sept critéres prévus
par cette grille [SIMON2009] [GLUCK2012] (cf. annexe 9.1).

Ces deux grilles sont, I'une et I'autre, applicables aux 3 biomarqueurs et permettent d’apprécier de
maniere pertinente la validité des conclusions relatives aux valeurs pronostique et prédictive des
biomarqueurs. A noter que ces grilles d’analyse ne sont pas applicables aux conclusions portant sur
les données analytiques ni a celles relatives aux études de corrélation analysées dans ce rapport.

» Etudes de corrélation

Les études de corrélation permettent d’évaluer la valeur ajoutée d’'un biomarqueur donné par

rapport aux autres outils existants ; cette valeur ajoutée étant indépendante du niveau de preuve de

la valeur pronostique et prédictive de ce biomarqueur :

®= une corrélation faible entre 2 marqueurs indique que chacun apporte une information
spécifique ;

® une corrélation forte entre 2 marqueurs indique qu’il y a une redondance d’information.

®la stratégie bibliographique est précisée dans le rapport intégral, disponible sur www.e-cancer.fr
7 Etudes s’appuyant sur des échantillons archivés d’un biomarqueur qui avaient été collectés prospectivement dans le cadre
d’un essai randomisé non dédié a I’étude de ce biomarqueur.
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2.2. Organisation de I'expertise

» Coordination par I’Institut national du cancer (INCa) et partenariat

Le projet a été coordonné par le département Recommandations et bon usage du médicament de la
Direction Recommandations et qualité de I'expertise de I'INCa, en lien avec la direction Recherche et
innovation de I'INCa, et en partenariat avec la Société frangaise de sénologie et pathologie
mammaire (SFSPM).

» Constitution du groupe d’experts

Ce travail a été produit en collaboration avec un groupe de travail pluridisciplinaire représentatif des
modes d’exercice et des disciplines concernées par la thématique (cf. Groupe de travail). Les experts
de ce groupe de travail externe ont été nommés par I'INCa sur proposition des sociétés savantes
sollicitées (SFSPM et FFOM) a la suite d’'un appel a candidature sur le site Internet de I'INCa en mai
2012, apres analyse de leur déclaration d’intéréts selon la grille de dépistage prévue par le dispositif
de prévention des conflits d’intéréts®.

le dispositif de prévention des conflits d’intéréts et les déclarations d’intéréts sont disponibles sur http://www.e-
cancer.fr/deontologie-et-declarations-publigues-dinterets

uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint’ » SYNTHESE
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3. uPA/PAI-1

uPA et son inhibiteur PAI-1 sont des enzymes protéolytiques qui jouent un réle important dans la
dégradation de la matrice extracellulaire et la régulation des protéines d’adhésion impliquées dans la
liaison tumorale a la matrice et la migration cellulaire. uPA/PAI-1 sont mesurés par ELISA sur des
échantillons protéiques tissulaires.

3.1. Valeur pronostique

Chez les patientes pNO, les biomarqueurs uPA/PAI-1 ont une valeur pronostique de la survie sans
récidive a 10 ans (niveau de preuve élevé: LOEIA selon Simon). Cette conclusion repose
principalement sur un essai clinique, « Chemo-NO », dans lequel uPA et PAI-1 étaient analysés de
maniére prospective [JANICKE2001]. L’analyse intermédiaire sur 553 patientes (pNO, age <70ans,
1 cm < taille tumorale <5 cm) apres un suivi de 32 mois, montre qu’uPA et PAI-1 sont des facteurs
pronostiques indépendants statistiquement discriminants (le taux de récidive est de 6,7 % [2,5 %-
10,8 %] si uPA/PAI-1 sont faibles contre 14,7 % [8,5 %-20,9 %] si uPA/PAI-1 sont élevés; RR=2,8;
p = 0,007). Ces résultats ont été depuis confirmés dans une analyse intermédiaire a 10 ans de I'essai
« Chemo-NO » (le taux de récidive est de 12,9 % [9,1 %-18,1 %] si uPA/PAI-1 sont faibles versus
23,0% [16,9 %-30,8 %] si uPA/PAI-1 sont élevés; HR = 1,84; p = 0,017) [HARBECK2013]. Ces
données concordent avec celles d’une analyse rétrospective de données groupées (méta-analyse) qui
a été menée sur 8 377 données individuelles (sujets avec cancer du sein pNO et N+) provenant de
17 institutions de 9 pays européens [LOOK2002]: chez les patientes pNO, en utilisant les valeurs
d’uPA/PAI-1 en tant que variable continue, conduisant a 5 sous-groupes, les résultats a 10 ans
montrent une différence entre le sous-groupe a risque le plus fort et le sous-groupe a risque le plus
faible de 28,2 % en termes de survie globale et de 34,5 % en termes de survie sans récidive. Un sous-
groupe de 20 % des patientes de pronostic particulierement favorable selon la concentration
d’uPA/PAI-1 a pu étre identifié. Pour ce groupe, la survie globale a 10 ans et la survie sans récidive
sont respectivement de 87,2 % et de 76,9 %.

Pour les patientes N+ ou pour celles dont les tumeurs expriment fortement les récepteurs aux
cestrogenes, seul PAI-1 présenterait une valeur pronostique (niveau de preuve bas: LOE IV-VD
selon Simon) [MAZOUNI2011] [JELISAVACCOSIC2011] [MAZOUNI2011A].

3.2. Valeur prédictive

Chez les patientes pNO, les biomarqueurs uPA/PAI-1 ont une valeur prédictive de réponse a la
chimiothérapie a base de CMF® (niveau de preuve élevé : LOE IA selon Simon). Ce protocole n’est
néanmoins plus le standard thérapeutique. Cette conclusion repose sur une étude prospective
multicentrique incluant 182 patientes pNO avec des taux élevés d’'uPA ou de PAI-1, randomisées
entre chimiothérapie a base de CMF ou observation [JANICKE2001]. Les analyses complémentaires
du groupe traité montrent que la chimiothérapie adjuvante entraine une réduction du risque de
rechute a 3 ans de 43,8 % [HARBECK2002] [HARBECK2004]. Ces résultats ont été depuis confirmés
par une analyse intermédiaire a 10 ans de l'essai « Chemo-NO » qui montre un bénéfice de la
chimiothérapie a base de CMF chez les patientes avec des taux élevés d’'uPA/PAI-1 (le taux de
récidive est de 21,3 % [13,9 %-31,9 %] dans le bras « chimiothérapie » versus 32,1 % [22,9 %-43,8 %]
dans le bras « observation »; HR = 0,48 ; p = 0,019) [HARBECK2013]. Lorsque la chimiothérapie est a
base d’anthracyclines, uPA/PAI-1 présenteraient une valeur prédictive (niveau de preuve bas:
LOE HlIC selon Simon) [BORSTNAR2010].

9 Cyclophosphamide, méthotrexate et fluoro-uracile.
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3.3. Valeur ajoutée d’uPA/PAI-1 par rapport aux récepteurs hormonaux et
HER2

A ce jour, aucune étude prospective ne compare la valeur ajoutée pronostique d’uPA/PAI-1 par
rapport a RH et HER2.

3.4. Considérations préanalytiques'® et analytiques

Les mesures d’uPA/PAI-1 se font sur préparation cytosolique d’un échantillon protéique tissulaire
de 50 mg fraichement prélevé, rapidement congelé et contrdlé sur le plan anatomopathologique.
Les préléevements a distance de la zone cicatricielle engendrée par une ponction-biopsie seraient
plus fiables que ceux concernant la zone cicatricielle (niveau de preuve bas : LOE IlIC selon Simon)
[HAAS2008].

Les mesures sont réalisées par ELISA (kit Femtelle” d’American Diagnostica). Ce test a été approuvé
par la FDA. En Europe, il est labellisé « CE marked In Vitro Diagnostic Device Product ». En France, ce
type de test entre dans la NABM (Nomenclature des actes de biologie médicale) depuis 2003 sous
I’examen de biologie médicale « Paramétres tissulaires en cancérologie : dosages quantitatifs a partir
d’une extraction subcellulaire d'un échantillon cryopréservé ». Plusieurs centres réalisent
actuellement cette analyse'’. Des contrdles qualité des analyses sont réalisés par le RBG (Receptor
and Biomarker Group) de I'EORTC; ce groupe est actuellement inclus dans le PBG (Pathobiology
Group) de 'EORTC [SWEEP1998].

D’autres modalités préanalytiques et analytiques (échantillon de moins de 30 mg, technique ELISA
sur d’autres kits...) ont été évaluées mais n‘ont pas pu étre validées [JELISAVACCOSIC2011]
[MALINOWSKY2010] [WITZEL2010] [THOMSSEN2009].

10 Etapes de collecte, d’acheminement et de conservation des échantillons précédant la technique ELISA.
" Centres identifiés : centres hospitaliers universitaires (CHU) de Grenoble, Marseille et Strasbourg et centres de lutte
contre le cancer (CLCC) de Montpellier, Nantes, Nice et Rouen.
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4. Oncotype DX™

Oncotype DX™ quantifie I'expression de 21 genes dont 16 génes cibles par RT-qPCR (Reverse
Transcriptase-Quantitative Polymerase Chain Reaction) sur du tissu tumoral fixé et inclus en
paraffine. Les 16 génes incluent principalement des génes associés a la prolifération, a I'expression
de HER2, RO et RP. Le test donne une valeur de « recurrence score » (RS) qui correspond a un niveau
de risque de rechute pour chaque tumeur analysée : risque bas, intermédiaire ou haut.

4.1. Valeur pronostique

Chez les patientes pNO, RO+ sous tamoxiféne, le test Oncotype DX™ a une valeur pronostique en
termes de risque de métastases a distance a 10 ans (niveau de preuve intermédiaire : LOE IIB selon
Simon). Cette conclusion repose sur 3 études rétrospectives-prospectives réalisées a partir de trois
essais cliniques publiés avant 2009 (NSABP-B14, NSABP-B20, ATAC) [PAIK2004] [TOI2010]
[DOWSETT2010]. Parmi ces études, |'étude rétrospective initiale de Paik [PAIK2004] a permis de
développer I'outil Oncotype DX™. A partir d’une cohorte de 668 patientes issues de I'essai du NSABP-
B14 évaluant I'efficacité du tamoxifene chez des patientes pNO RO+ [FISHER1989], I'étude de Paik a
montré une relation statistiqguement significative entre le RS et le risque de métastase a distance (RS
faible : 6,8 % [4,0 %-9,6 %] ; RS intermédiaire : 14,3 % [8,3 %-20,3 %] ; RS élevé : 30,5 % [23,6-37,4] ;
HR =3,21; p <0,001).

Les réserves suivantes pour ces études sont a considérer :

= (Certaines d’entre elles ont aussi inclus la cohorte de patientes de I’essai NSABP-B14 qui a permis
d’élaborer I'algorithme initial, ce qui induit un biais [PAIK2004]. La multiplicité des analyses a
partir de mémes cohortes de patientes, et en particulier celles des sous-groupes a partir de ces
trois essais, induit des limites méthodologiques a I'interprétation des données.

= Aucune étude rétrospective utilisant des échantillons archivés prospectivement dans le cadre
d’un essai clinique randomisé intégrant une nouvelle cohorte de femmes n’a été publiée depuis
20009.

= Simon a introduit, parmi les critéres nécessaires pour l'attribution d’'un niveau LOEIB, la
représentativité de I’échantillon analysé (il faut inclure au moins 2/3 de la population de I'essai
clinigue d’origine dans la cohorte d’échantillons analysés). Aucune des études de sous-groupes
publiées ne remplit ce critére (cf. annexe 9.1) et ne peut donc justifier d’'un LOE IB malgré
I’existence d’au moins 2 études convergentes (cf. annexe 9.2).

Par ailleurs, d’autres groupes internationaux évaluant les biomarqueurs concluent que le test
Oncotype DX™ n’atteint pas un niveau de preuve suffisant (faible ou intermédiaire) pour une
utilisation en clinique [OHTAC2010] [AG0O2012] [AACC2009] [EGAPPWG2009] [AZIM2013].

Trois articles faisant la revue récente du sujet attribuent a la valeur pronostique du test un niveau de
preuve IB. Cependant, la méthodologie de sélection des articles analysés dans ces revues n’est pas
explicitée, et le niveau de preuve IB n’est pas justifié selon les critéeres de Simon (nombre
d’échantillons analysés > 2/3 du nombre d’échantillons de [I'essai initial) [WEIGELT2012]
[HORNBERGER2012] [NCCN2011]*.

Pour les tumeurs surexprimant des récepteurs hormonaux (RHs+) et HER2 négatives, Oncotype
DX™ présenterait une valeur pronostique (niveau de preuve intermédiaire : LOE IIB selon Simon),
gu’il s’agisse des patientes pNO sous anastrozole [DOWSETT2010] ou sous tamoxifene
[MAMOUNAS2010] ou des patientes N+ sous anastrozole [DOWSETT2010] ou sous tamoxiféne
[ALBAIN2010] [DOWSETT2010]. Bien que concordantes, ces 2 études ([DOWSETT2010]

12 NCCN : National Comprehensive Cancer Network.
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[ALBAIN2010]) n‘ont pas rempli les criteres de Simon ; elles ne peuvent donc justifier un LOE IB.
Lorsque le grade histologique est inclus dans le modéle multivarié, cette valeur pronostique du RS
perd sa significativité (niveau de preuve bas : LOE IV-VD selon Simon) [YOROZUYA2010].

4.2. Valeur prédictive

Chez les patientes pNO, RO+ sous tamoxiféne, le test Oncotype DX™ présenterait une valeur
prédictive de réponse a la chimiothérapie adjuvante a base de CMF (niveau de preuve
intermédiaire: LOE Il selon Hayes). Cette conclusion repose sur une étude rétrospective
comparative évaluant 651 patientes pNO RO+ sous tamoxiféne en présence ou en I'absence de
chimiothérapie (a base de CMF ou de MF) [PAIK2006]. Dans le groupe a RS élevé, lorsque la
chimiothérapie est ajoutée au tamoxifene, la survie sans métastases a distance a 10 ans passait de
60 % a 88 % (RR = 0,26 [0,13-0,53]). Ce bénéfice est nettement moins clair dans le groupe a RS
intermédiaire (survie sans métastases a distance a 10 ans est de 89,1 % vs 90,9 % (RR=0,61 [0,24-
1,59]) et dans le groupe a RS faible (95,6 % vs 96,8 % (RR =1,31 [0,46-3,78]). Ces résultats sont
similaires pour la survie sans rechute ou la survie globale. Les données de Paik [PAIK2006] ont
montré que le degré d’interaction entre chimiothérapie et RS est plus élevé qu’entre chimiothérapie
et certaines variables clinicopathologiques (age, taille tumorale, RH, grade histologique), suggérant
une meilleure prédictivité de la réponse a la chimiothérapie par le RS. Ce test permettrait donc de
réserver la chimiothérapie a base de CMF a une catégorie de patientes a haut risque de récidive ou
arisque intermédiaire (niveau de preuve intermédiaire : LOE 1IB selon Simon).

Les nouvelles données parues depuis la publication de I'étude de Paik [PAIK2006] ne sont pas de
nature a modifier ce niveau de preuve. Ces conclusions sont en accord avec celles d’autres groupes
internationaux évaluant les biomarqueurs qui attribuent a Oncotype DX™ une valeur prédictive de
réponse a la chimiothérapie adjuvante (CMF/MF™) un niveau de preuve au mieux intermédiaire
[AACC2009] [EGAPPWG2009A] [OHTAC2010] [KAUFMANN2011] [NCCN2011] [AZIM2013].

Dans d’autres sous-populations (patientes N+, RO+ sous tamoxiféne), Oncotype DX™ présenterait
une valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie adjuvante a base d’anthracyclines pour les
patientes a RS élevé (niveau de preuve intermédiaire : LOE IIB selon Simon) [ALBAIN2010]. Pour
I’lhormonothérapie néoadjuvante (tamoxiféne ou anastrozole), les données ne sont pas suffisantes
pour conclure (niveau de preuve faible : LOE llIC selon Simon) [AKASHITANAKA2009].

4.3. Valeur ajoutée d’Oncotype DX™ par rapport aux marqueurs usuels

Les études de corrélation de la quantification des RH et HER2 fournies en routine par IHC/FISH et par
Oncotype DX™ ne sont pas concluantes. Pour HER2, Dabbs, et al. rapportent 39 % de discordances
[DABBS2011] alors que Baehner, et al. rapportent une concordance significative [BAEHNER2010].
Pour les récepteurs hormonaux, 2 études [OCONNOR2010] [SUN2011] suggérent une concordance
entre les mesures par Oncotype DX™ et par IHC.

En termes de valeur ajoutée pronostique, les données suggérent une redondance de l'information
apportée par le RS d’Oncotype DX™ par rapport aux marqueurs usuels. En effet, le RS semble
significativement corrélé au grade nucléaire, a I'index mitotique [FLANAGAN2008] ainsi qu’aux RH et
au Ki67, ce qui était attendu, puisque ces parameétres sont inclus dans le panel de génes d’Oncotype
DX™ [FLANAGAN2008] [GWIN2009] [AUERBACH2010] [KELLY2010] [TANG2010] [YOROZUYA2010]
[SAHEBJAM2011] [WILLIAMS2011].

A noter que certains scores incluant des marqueurs usuels tels que le score IHC4 (RO, RP, HER2 et
Ki67 mesurés par IHC) [CUZICK2011] ou des algorithmes incluant des données clinico-pathologiques
et des biomarqueurs tels que I'outil Adjuvant! Online (AOL) [DOWSETT2010] [KELLY2010] sont

13 Cyclophosphamide, méthotrexate et fluoro-uracile/méthotrexateet fluro-uracile.

uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint’ » SYNTHESE
11



corrélés & des niveaux variables au RS. Ces données demandent une confirmation prospective. A
noter également que le score IHC4 (validité analytique et clinique) et I'outil AOL ne sont a ce jour pas
validés™.

4.4. Considérations préanalytiques’ et analytiques

Le test d’Oncotype DX™ se fait par RT-qPCR, au niveau d’une plateforme unique (laboratoire
Genomic Health, Etats-Unis) [CRONIN2007]. Néanmoins, la validité préanalytique du test (qualité de
la collecte, durée et qualité de la fixation, conservation et acheminement des échantillons impactant
la qualité des ARNm extraits) n’est toujours pas démontrée. Une synthése canadienne [OHTAC2010]
rapporte que la reproductibilité intra-laboratoire d’Oncotype DX™ (au sein de la plateforme unique
de Genomic Health) est validée et qu’il existe, toutefois, un manque de validation externe
d’Oncotype DX™. Au total, la phase préanalytique, déterminante pour la qualité des analyses
réalisées, n’est pas standardisée, et la phase analytique n’est pas suivie de controles de qualité
externes.

Des études concernant des tests analysant les mémes genes que ceux utilisés dans le test Oncotype
DX™ ont été publiées. Elles confirment l'intérét des génes utilisés dans la signature Oncotype DX™,
en particulier ceux relatifs aux marqueurs usuels tels que RO, RP, HER2 et Ki67. Cependant, elles ne
suffisent pas a valider 'utilisation clinique d’Oncotype DX™ [ESPINOSA2009] [KAO2011] [SUN2011].

' Institut national du cancer (INCa). Cancer du sein infiltrant non métastatique - Questions d'actualité [online]. Collection
Avis & Recommandations. 2012. Disponible: URL: http://www.e-cancer.fr/soins/recommandations/cancers-du-sein
1 étapes de collecte, d’'acheminement et de conservation des échantillons précédant la technique ELISA.
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5. MammaPrint

MammaPrint™ (signature génomique d’Amsterdam) permet I'analyse simultanée de I'expression de
70 génes par puces a ADN a partir de tissu tumoral congelé.

5.1. Valeur pronostique

Chez les patientes pNO agées de moins de 61 ans dont la taille de la tumeur est inférieure ou égale
a5cm (stade | ou ll), le test MammaPrint’ présente une valeur pronostique en termes de risque de
métastases a distance a 5 ans (niveau de preuve bas: LOE llIC selon Simon). Cette conclusion
repose principalement sur 3 études rétrospectives. Tout d’abord, le test avait été développé a partir
d’une série de 78 patientes pNO agées de moins de 55 ans et dont la tumeur était inférieure a 5 cm
de diamétre [VANTVEER2002] (OR =18 ; p =0,00014). Il a été ensuite évalué sur 295 patientes pNO
ou N+ jeunes [VANDEVIJVER2002] (OR=15,3; p =0,003). Ces études avaient montré une relation
significative entre MammaPrint” et le risque de métastases a distance a 5ans. Cette valeur
pronostique du test a été ensuite confirmée par une étude indépendante des deux premiéres menée
sur 307 patientes pNO agées de moins de 61 ans [BUYSE2006] (HR = 2,32 [1,35-4,00] ; p = 0,002 ; taux
de métastases a distance par groupe non précisés). Les publications identifiées depuis la parution de
ces 3 études étudient des sous-groupes cliniques (age jeune, stade précoce, statut HER2+, RO+ ou
N+) [BUENODEMESQUITA2009] [BUENODEMESQUITA2011] [MOOK2010] [MOOK2009A]
[MOOK2010A] [KUNZ2011] [KNAUER2010]. Certaines de ces études ont inclus la cohorte de
patientes utilisée pour établir la signature génomique [VANDEVIJVER2002], engendrant un biais de
sélection. Elles ne sont pas de nature a modifier ce niveau de preuve. Nos conclusions sont,
globalement, en accord avec celles d’autres équipes internationales qui attribuent a la valeur
pronostique du test un niveau de preuve bas [AACC2009] [AGO2012], voire au mieux intermédiaire
[EGAPPWG2009] [AZIM2013].

5.2. Valeur prédictive

Peu de données évaluent la valeur prédictive du test, notamment en termes de survie sans
métastases 3 distance a 5 ans : les patientes classées a haut risque de récidive selon MammaPrint’
pourraient répondre a la chimiothérapie adjuvante [KNAUER2010A] et a la chimiothérapie
néoadjuvante [STRAVER2010] (niveau de preuve bas : LOE IIIC selon Simon). Nos conclusions sont
en accord avec celles d’autres équipes internationales [AACC2009] [KAUFMANN2011].

5.3. Valeur ajoutée de MammaPrint” par rapport aux marqueurs usuels

En termes de corrélation avec les marqueurs usuels, les données suggerent globalement une
redondance de l'information pronostique apportée par MammaPrint” : une étude rapporte que ce
test est significativement corrélé a I'dge, au grade histologique, aux RO et au diametre tumoral
[VANTVEER2002].
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5.4. Considérations préanalytiques'® et analytiques

MammaPrint” emploie la technique microarray sur des échantillons tissulaires de petite taille (type
punch biopsies), congelés ou conservés dans une solution permettant la stabilisation de I’ARN
(RNARetain®). L’analyse est centralisée au niveau d’un seul laboratoire en Europe (Agendia,
Amsterdam). La faisabilité de I'analyse a partir d’échantillons provenant de plusieurs sites a été
démontrée ; ses limites ont été définies : taux minimal de cellules tumorales (cellularité) et délai de
congélation [MOOK2009B].

Par ailleurs, les études concernant des tests MammaPrint_ « in house » ont été identifiées ; elles ne
peuvent suffire a valider I'utilisation clinique de MammaPrint’ [ESPINOSA2009] [KAO2011].

16 Etapes de collecte, d’acheminement et de conservation des échantillons précédant la technique ELISA.

uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint’ » SYNTHESE
14



6. Données médico-économiques

Les études médico-économiques publiées depuis 2005 [BACCHI2010] [CHEN2010] [HALL2012]
[HORNBERGER2011] [HORNBERGER2005] [KLANG2010] [KONDO2012][ KONDO2008] [KONDO2011]
[LAMOND2012] [LYMAN2007] [OESTREICHER2005] [RETEL2010] [RETEL2012] [TSOI2010]
[VANDERLAAN2011] [VATAIRE2012] [YANG2012] portent exclusivement sur les tests génomiques
Oncotype DX™ et Mammaprint®.

Sur I'ensemble des études économiques publiées, 4 études utilisant une méthodologie appropriée
(avec un comparateur explicite et en prenant en compte l'incertitude sur les paramétres cliniques et
économiques) ont été identifiées'’. Ces études ne permettent pas de conclure sur le résultat
colt/efficacité des stratégies utilisant les tests pour guider la décision d’une chimiothérapie
adjuvante ; I'impact de l'utilisation des tests génomiques sur les colts varie selon les études, avec
dans certaines un surco(t et dans d’autres une économie. De méme, I'impact sur les résultats de
santé est incertain et peut se traduire par un gain ou une perte du nombre d’années de vie
pondérées par la qualité (Quality-Adjusted Life Years, QALY).

D’une maniere générale, le niveau de preuve des études médico-économiques a été jugé faible. Cela
est cohérent avec d’autres revues internationales réalisées sur le sujet [SCHARR2011] [OHTAC2010].

Les études devraient :

= utiliser des données sources cliniques détaillées avec un recul temporel suffisant pour réaliser
des extrapolations de survie crédibles ;

= @tre menées de maniére conjointe aux études cliniques (en utilisant un recueil prospectif des
données de consommation de ressources et des données de qualité de vie) pour que les
conclusions soient robustes ;

= intégrer une mesure de l'incertitude autour du ratio co(t/efficacité en précisant de maniére
explicite les lois de distribution associées aux différents parameétres ;

=  s’appuyer sur une mesure précise des colts plus que sur des tarifs de remboursement et
actualisée au regard de I’évolution des tarifs pratiqués (notamment en cas de molécule pouvant
étre génériquée, comme les taxanes).

A noter que l'intérét des études colt/efficacité prend toute sa valeur lorsqu’un niveau de preuve
élevé de la valeur pronostique et/ou prédictive du test est atteint.

17 . . S . . . . . . .

Existence d’un comparateur clairement défini, la prise en compte de I'incertitude dans la présentation des résultats (i.e.
la présence d’intervalles de confiance pour les colts, le gain en nombres d’années de vie et en nombre de QALYs), I'origine
des données cliniques (données publiées et disponibilité de données de survie a long terme).

uPA/PAI-1, Oncotype DX™ et MammaPrint’ » SYNTHESE
15



7. Conclusion générale

Chez les patientes pNO, uPA/PAI-1, marqueurs d’invasion, ont un niveau de preuve élevé (LOE IA
selon Simon) pour la valeur pronostique de la survie sans récidive a 10 ans. |l reste a confirmer leur
valeur prédictive de réponse aux anthracyclines. Aucune donnée médico-économique sur uPA/PAI-1
n’a pu étre identifiée.

Pour Oncotype DX™ et MammaPrint’, les valeurs pronostique et prédictive n’ont pas atteint a ce jour
le niveau de preuve LOE I. Ce travail confirme les niveaux de preuve précédemment établis dans le
rapport de 2009. Par ailleurs, les données ne permettent pas de conclure a une valeur ajoutée de ces
deux tests par rapport aux outils existants. Les données médico-économiques ne permettent pas de
statuer sur le rapport colt/efficacité des stratégies utilisant ces tests dans la décision thérapeutique
compte tenu d’un niveau de qualité insuffisant pour la plupart des études et d’une forte incertitude
mise en évidence par les quelques études bien menées.

Ces biomarqueurs pourraient avoir une valeur pronostique ou prédictive dans d’autres sous-
populations, notamment les patientes N+. Les données doivent encore étre validées.

Cet état des lieux des connaissances n’a pas concerné I'ensemble des biomarqueurs actuellement
disponibles. Il n’a donc pas vocation a hiérarchiser les différents marqueurs sous forme de
recommandations.

En pratique, au-dela des niveaux de preuve attribuables a la valeur pronostique et prédictive d’un
biomarqueur, l'utilité clinique d’'un nouveau marqueur dans |‘aide a la prescription d’'une
chimiothérapie repose sur sa valeur ajoutée par rapport aux marqueurs validés (RH, HER2 et les
marqueurs de prolifération comme Ki67) et aux critéres anatomocliniques.

Puisqu’ils sont les seuls marqueurs validés a témoigner du processus d’invasion, uPA/PAI-1 peuvent
apporter une information complémentaire et donc avoir une valeur ajoutée par rapport aux
marqueurs existants. Les données de la littérature manquent pour apprécier le poids de cette valeur
ajoutée dans la décision de prescrire ou non une chimiothérapie.

L'INCa mobilisera les acteurs de la recherche sur le cancer du sein afin de proposer des travaux
évaluant I'impact des biomarqueurs sur la décision thérapeutique et ses conséquences.
Des nouvelles publications pourraient amener a faire évoluer ces conclusions.
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8. Groupe de travail et coordination

8.1. Groupe de travail

Jean-Pierre Bellocq, pathologiste, CHRU, Strasbourg (coordonnateur scientifique)
Elisabeth Luporsi, oncologue médical- méthodologiste/biostatisticienne, Institut de cancérologie de
Lorraine Alexis-Vautrin, Vandceuvre-les-Nancy (coordonnateur scientifique)

Jérome Barriére, oncologue médical, Centre Antoine-Lacassagne, Nice
Julia Bonastre, économiste de la santé, IGR, Villejuif

Jérome Chetritt, pathologiste, Institut d’histopathologie, Nantes
Patricia de Cremoux, biologiste, AP-HP, hopital Saint-Louis, Paris
Frédéric Fina, biologiste moléculaire, AP-HM, Marseille

Anne-Sophie Gauchez, biologiste, CHU, Grenoble

Pierre-Jean Lamy, biologiste, Institut régional du cancer, Montpellier
Anne-Gaélle Le Corroller, économiste, INSERM UMR912, Marseille
Pierre-Marie Martin, oncologue médical-biologiste, AP-HM, Marseille
Chafika Mazouni, chirurgien, IGR, Villejuif

Jean-Philippe Peyrat, biologiste, Centre Oscar-Lambret, Lille

Gilles Romieu, oncologue médical, Institut régional du cancer, Montpellier

Les membres du groupe de travail ont rempli une déclaration de conflits d’intéréts selon la « grille de
dépistage » de l'Institut national du cancer. Il n’a pas été identifié¢ de conflit d’intéréts majeur
www.e-cancer.fr.

8.2. Institut national du cancer

Coordination par le département Recommandations et bon usage du médicament - Direction des
Recommandations et de la qualité de I'expertise :

Diana Kassab-Chahmi, méthodologiste-biochimiste

Laetitia Verdoni, responsable du département

Participation du département Innovation — Péle Recherche et innovation
Frédérique Nowak, responsable du département
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9. Annexes

9.1. Meéthodologie de validation d’un marqueur biologique (niveaux de

preuve)

La validation d’un facteur biologique pronostique ou prédictif ne repose pas sur les mémes étapes
que celles de la validation d’une intervention diagnostique ou thérapeutique.

En 1996, une méthode validée par une commission de I’American Society of Clinical Oncology (ASCO)
sous la conduite de D.F. Hayes a été proposée pour donner des bases objectives de jugement pour
I’évaluation et la pertinence des biomarqueurs : le Tumor Marker Utility Grading System (TMUGS)

[HAYES1996] (Figure 1).

Figure 1 : Diagramme TMUGS (grille de Hayes)

Hypothese: cible moléculaire potentielle

l Objectif
Acteur(s)

Méthodes

caractérisation et mesure de la cible : définition de la
méthode analytique

laboratoire de recherche

étude de faisabilité : large étude rétrospective

Objectif

Acteur(s)
l Méthodes

Objectif
Acteur(s)
Méthodes

Objectif
Acteur(s)
Méthodes

* Le marqueur, étudié en tant qu’objectif secondaire dans les essais prospectifs, est analysé en rétrospectif.

standardisation, controle qualité

laboratoire expert

analyse* de protocoles cliniques prospectifs ou I'étude
du marqueur est un objectif secondaire tant sur le plan
du descriotif du protocole aue de I'étude statistiaue
utilité clinique

réseau de laboratoires et groupes cliniques

compilation positive et concordante des études de niveau
Il et lll (études rétrospectives) ou méta-analyses positives

valeurs pronostique et/ou prédictive

groupes cliniques

essai prospectif dédié ol I'évaluation du biomarqueur
tumoral est I'objectif principal de I’étude dans son
descriptif et analyse statistique (inclusion de groupes
homogenes de patients sur les plans cliniques et
thérapeutiques)
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Un facteur biologique ne peut étre considéré comme pronostique ou prédictif que si son évaluation
est arrivée en phase 4 du diagramme TMUGS (cf. Figure 1).

En 1998, une extension de la grille d’évaluation a été décrite, permettant un classement des
marqueurs par niveau d’utilité et par niveau de preuve (LOE : Level Of Evidence) [HAYES1998]. En
2009, une mise a jour de cette derniere grille a été publiée (la grille de Simon [SIMON2009]). Dans
cette nouvelle version de la grille (cf. tableau 2), la définition des types d’études a été affinée. La
particularité réside dans I'attribution d’un niveau de preuve LOEIB a des études rétrospectives
s’appuyant sur des échantillons archivés d’'un biomarqueur qui avaient été collectés prospectivement
dans le cadre d’un essai randomisé non dédié a I'’étude de ce marqueur.

Tableau 2. Grille de Simon

Niveau de preuve Description des études Etudes de validation disponibles

LOE IA Prospectives Non nécessaires
LOE IB Prospectives-rétrospectives utilisant des 1 étude ou plus avec des résultats
échantillons archivés prospectivement dans concordants
le cadre d’un essai clinique (*) . . , o
Echantillons provenant d’essais cliniques
différents
LOE IIB Prospectives-rétrospectives utilisant des Aucune étude ou plusieurs études avec des
échantillons archivés prospectivement dans résultats non concordants
le cadre d’un essai clinique
LOE IIC Prospectives-observationnelles (registre) 2 études ou plus avec des résultats
concordants
LOE lliC Prospectives-observationnelles (registre) Aucune étude ou 1 étude avec des résultats
concordants ou non concordants
LOE IV-VD Rétrospectives-observationnelles Non applicable

(*) Particularité : « attribution d’un niveau de preuve LOE IB a des études rétrospectives s’appuyant sur des échantillons
archivés d’un biomarqueur qui avaient été collectés prospectivement dans le cadre d’un essai randomisé non dédié a
I’étude de ce marqueur » [SIMON2009] [GLUCK2012].
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Critéres nécessaires a I’attribution d’un LOE IB

1) Les résultats doivent étre confirmés dans le cadre d’au moins une autre étude similaire a
la précédente et dont les échantillons proviennent d’un essai différent.

2) Les échantillons disponibles doivent étre en quantité suffisante permettant d’assurer la
représentativité de la population de I'essai et donc une puissance acceptable de I'étude
(au moins 2/3) ou que les patients soient sélectionnés de maniére a éviter les biais de
sélection, par exemple par randomisation.

3) Les données préanalytiques doivent étre parfaitement controlées et doivent
correspondre a la pratique actuelle (procédures opératoires standard) :

= |e test doit étre validé en analytique et en préanalytique pour son utilisation sur des
échantillons archivés ;

= |atechnique analytique du marqueur doit étre précise, reproductible, robuste.

4) La conception de I'étude doit étre complétement définie et écrite avant la conduite des
essais sur des tissus archivés et doit étre dédiée a I'évaluation d’un seul marqueur bien
défini.

5) La conception et I'analyse de I’étude doivent étre adéquates et appropriées a I'étude de
I'utilité du marqueur pour une utilisation clinique précise.

6) Si les patientes ont recu un traitement adjuvant, ce dernier doit étre considéré dans
I'analyse multivariée.

7) Les données cliniques (critere de jugement et traitement) doivent étre en aveugle : le
test doit étre conduit sans communication des données cliniques.

Lorsque ces critéres ne sont pas remplis, le critére « association de plusieurs études concordantes
conférant un niveau de preuve supérieur » (LOE IB) ne peut étre retenu. Dans ce cas, on prendra le
niveau de preuve de I’'étude prise isolément selon la grille de Simon ou de Hayes.

Le niveau de preuve d’un facteur biologique est attribué selon la classification décrite dans le
diagramme TMUGS (cf. Figure 1).
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9.2. Origine des échantillons collectés dans le cadre des nouvelles études
publiées depuis 2009 — Oncotype DX™

Ce schéma montre :

= |a multiplicité des analyses statistiques réalisées sur uniquement 3 essais publiés avant 2009
(ATAC, NSABP-B20, NSABP-B14) ;

= que certaines de ces études ont inclus la cohorte de patientes utilisée pour établir la signature
génomique (cohorte de I'essai NSABP-B14) [PAIK2004]. En conséquence, le « set de training » est
inclus dans le set de validation ;

= que tous les critéres requis par Simon pour I'attribution d’'un niveau LOE IB ne sont pas remplis,
puisque plus d’un tiers des patients inclus dans I'essai clinique ne sont pas analysés dans I'étude
du biomarqueur.

Figure 2 : Origine des échantillons collectés dans le cadre des nouvelles études publiées depuis 2009

Cohorte employée pour la sélection des genes et pour le

Population de I'étude initiale développement de I'algorithme conduisant au RS

[PAIK2004]

D’aprés [MICHIELS2005] - éventuel biais de sélection

NSABP-B20
[FISHER1997]
[FISHER2004]

NSABP-B14 [ATAC2008] [ALBAIN2009] ]
[FISHER1989] 4160 ptes |

[FISHER2001] [FISHER2004]
[ALBAIN2010] 367

m/ ptes évaluées (40%

de la cohorte de
I’essai SWOG-8814)

[MAMOUNAS2010] || [TANG2011A] [TANG2011]
B14 - placebo 355 B14 : 688 ptes B14 : 647 ptE‘S
ptes B20: 651 ptes ATAC : bras HT - 1088 ptes
B-20: CT+ B20 : TAM - 225 ptes
tamoxifene —424 TAM + CT - 400 ptes
ptes A
tBalri:XiBé?]; o [DOWSETT2010] : bras
X « monothérapie »
ptes Tamoxiféne ou
anastrozole - 1308 ptes [CUZICK2011]
1125 ptes
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