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Résumé

Au cours des vingt dernicres années, 1’incidence des métastases cérébrales a augmenté. Malgré
les progres thérapeutiques, le pronostic des métastases cérébrales reste sombre, avec une
médiane de survie de moins de 16 mois. En dehors du probléeme pharmacologique et
compartimental lie au passage de la barriere hémato-encéphalique, la connaissance de la
biologie des métastases cérébrales est nécessaire pour permettre leur traitement efficace. Cette
biologie reste largement méconnue avec des données limitées obtenues sur des échantillons
métastatiques cérébraux, principalement en raison de I’accés difficile de ces localisations.

Mon travail de these a consisté a étudier cette biologie de métastases cérébrales sous trois angles
d’approche : A partir de données moléculaires obtenues de métastases extra-cérébrales, peut-on
identifier des biomarqueurs prédictifs de la survenue de métastases cérébrales ? Peut-on
identifier des signatures mutationnelles propres aux métastases cérébrales ? Peut-on identifier
une signature transcriptomique commune a des metastases ceérébrales derivées de differents
types de cancers ?

A partir d’échantillons exceptionnelles de patients, mais aussi les données génomiques publiées,
avec des approches technologiques innovantes et méthodologiques originales, j’ai essayé de
répondre successivement a ces trois questions.

Summary

In the last twenty years, incidence of brain metastases has increased. Despite therapeutic
advances, brain metastasis prognosis remained poor, with a median survival of less than 16
months. Apart from the pharmacological and compartmental problem related to the passage of
the blood-brain barrier, the knowledge of cancer brain metastasis biology is required for their
efficacious treatment. This biology remains largely unknown with limited data obtained on brain
metastatic samples, mainly because of the difficult access to these locations.

My thesis work consisted in studying this biology of brain metastases from three angles: From
molecular data obtained from extracerebral metastases, can we identify biomarkers predictive of
the occurrence of brain metastases? Can mutational signatures specific to brain metastases be
identified? Can we identify a transcriptomic signature common to brain metastases derived from
different types of cancers?

Based on exceptional patient samples, but also published genomic data, with innovative and

original methodological approaches, I tried to answer these three questions successively.
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l. INTRODUCTION

1. Epidémiologie et biologie des métastases cérebrales

1.1. Epidémiologie des métastases cerébrales
Les métastases cérébrales surviennent chez environ 20% des patients atteints de cancer
métastatique, principalement dans les cancers du poumon (20- 50%), les cancers du sein (15-
32%), et les mélanomes (7- 35%)*°. Depuis 20 ans, il y a une augmentation de I’incidence de
métastases cérébrales®, en raison d’un meilleur contrdle des métastases extra-cérébrales et d'une
amélioration de la détection des métastases cérébrales asymptomatiques par imagerie par
résonance magnétique. Malgré les avancées thérapeutiques dans la prise en charge des cancers
métastatiques, le traitement des métastases cérébrales reste un enjeu majeur, avec des
indications réduites et un bénéfice limité de la chirurgie curative et de la radiothérapie’®. Les
traitements systémiques sont encore peu efficaces, parce que la plupart des xénobiotiques ne
peuvent pas traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) a des concentrations
pharmacologiques relevantes®. Le pronostic des métastases cérébrales reste donc globalement
sombre, et la plupart des patients meurent du fait de ces localisations, avec une meédiane de
survie inférieure a 16 mois™®.

1.2. Biologie des metastases cérébrales
Les étapes de la formation de métastases cérébrales
Pour devenir une métastase cérebrale, les cellules cancéreuses qui sont géenétiqguement apte a
métastaser doivent subir une série d'étapes complexes, y compris l'invasion cellulaire a travers la
membrane basale dans les tissus environnants, l'intravasation dans les vaisseaux sanguins, la
survie dans la circulation, I'extravasation par migration transendothéliale, la colonisation et la

formation éventuelle de Iésions métastatiques au sein du parenchyme cérébrale (Figure 1),
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Figure 1. Etapes de la formation de métastases cérébrales (Achrol, Nat rev dis pri 2019)
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L'invasion et l'intravasation sont des étapes initiales dans le processus métastatique.

Aprés I’invasion et I’intravasation, les cellules cancéreuses deviennent des cellules tumorales
circulantes.
Pour envahir le stroma, les cellules tumorales doivent franchir la membrane basale. La
dégradation de la barriere de la membrane basale est obtenue grace a une protéolyse active par
des métalloprotéinases matricielles (MMP)'213 qui sont sécrétées par les cellules tumorales.
Lors de ce processus essentiel de la carcinogénese!®, les cellules cancéreuses a potentiel
métastatique acquiérent souvent un phénotype de transition épithélio-mésenchymateuse®®.

La survie dans la circulation : Lorsque les cellules tumorales pénétrent dans les
vaisseaux sanguins, elles rencontrent un microenvironnement particulierement sévére et
différent. On estime qu'il y a seulement 0,01% des cellules tumorales entrant dans la circulation
sanguine qui peuvent survivre pour créer des lésions secondaires*®.

L'extravasation par migration transendothéliale : Grace a la circulation sanguine, les
cellules cancéreuses arrivent dans le systeme vasculaire cérébral, s'arrétent dans le lit capillaire
principalement en raison d'une restriction de taille, puis extravasent a travers la BHE et
pénétrent dans le parenchyme cérébral.

Pour les cellules cancéreuses métastatiques mammaires, plusieurs cibles ont été identifiées
comme médiateurs qui favorisent la migration des cellules tumorales a travers la BHE,
notamment la cyclooxygénase-2 (COX2), le ligand HBEGF du récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR) et la a-2,6-sialyltransférase 5 (ST6GALNACS5)!"8, Alors que
les ligands de 'EGFR et la COX2 étaient auparavant liés a D’infiltration du poumon par le
cancer du sein, ST6GALNACS a éte reconnu comme un médiateur spécifique du passage des
cellules tumorales a travers la BHE et peut donc constituer une cible thérapeutique
particulierement précieuse!”*°,

En plus, comme les MMP perturbent les jonctions serrées de la BHE?%2, I'expression des MMP
pourrait étre importante dans le processus de migration des cellules tumorales a travers la
barriere hémato-encéphalique. En effet, la MMP-9 s’est avérée surexprimée dans les cellules
d’adénocarcinome du poumon métastatique au cerveau, alors qu’il a été démontré que la MMP-
2 joue un réle crucial dans la formation de métastases cérébrales des cellules du cancer du sein
et du mélanome??24,

La colonisation et la formation éventuelle de lésions métastatiques au cerveau : Dans le
parenchyme cérébral, la plupart des cellules meurent ou entrent dans un état de dormance, peu
proliferent dans ce nouveau microenvironnement. Apres reprogrammation métabolique, les

cellules tumorales établissent une colonisation plus stable puis forment des métastases
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cerébrales. De plus, les cellules dormantes ont tendance a se réveiller dans certaines conditions
et participent a la colonisation et provoquent une prolifération tumorale.

La capacité a survivre et a initier la croissance tumorale dans le cerveau est déterminée par les
caracteristiques spécifiques des cellules tumorales métastasées, ainsi que par les interactions
moléculaires avec le microenvironnement cérébral. Par exemple, il a été démontré que
Iintégrine aVB3 du récepteur d’adhésion des cellules tumorales induit une régulation positive
continue du VEGF et favorise la croissance métastatique et le recrutement des vaisseaux
sanguins de soutien dans le microenvironnement cérébral®®. Plusieurs voies moléculaires sont
impliquées dans le développement de vaisseaux angiogéniques soutenant la croissance tumorale
secondaire, le VEGF représente un facteur crucial qui module la prolifération et I'assemblage
des cellules endothéliales, la formation de lumiéres et la structuration des réseaux vasculaires.
Les données ont montré que les cellules tumorales présentant une activité métastatique cérébrale
élevée se caractérisent par une sécrétion accrue de VEGF?, et une diminution de I'expression
significativement diminuée l'incidence des métastases cérébrales?’.

La BHE est-elle perturbée en cas de métastases cérébrales ?

La BHE normale (Figure 2a) est composée de cellules endothéliales a jonctions serrées,
entourées d’une couche de péricytes. Les extrémités des astrocytes s’enroulent autour des
capillaires et jouent un role dans la formation et le maintien de la BHE?. Les jonctions serrées
sont constituées de protéines transmembranaires : les claudines et les occludines ancrées dans le
cytoplasme des cellules endothéliales et reliées au cytosquelette par des protéines de la zone
occluse. Les jonctions serrées limitent le transport paracellulaire de la plupart des molécules et
des composés pharmacologiques a travers la BHE?®31, Une membrane basale, composée de
fibronectine, de laminine et de collagéne, entoure les cellules endothéliales et les péricytes®.
Les cellules endothéliales et les péricytes contribuent a la production de la membrane basale®.
Dans les modeles murins de métastases cérébrales, il existe des preuves de perturbation et de
changements physiques dans la BHE, généralement appelée barriere hémato-tumorale (BHT)
(Figure 2b). En régle générale, le colorant bleu d’Evans li¢ a I’albumine injecté par voie
intraveineuse s’accumule dans les métastases cérébrales, alors qu’il ne traverse pas la BHE en
I’absence de métastases. Morphologiquement, la barriére hémato-tumorale est anarchique,
désorganisée, sinueuse, de forme irréguliere, avec des vaisseaux sanguins volumineux et
perméables®. La microscopie électronique a ultra-mince a montré une redistribution des
jonctions serrées des deux cbtés (du coté protoplasmique au c6té exoplasmique) de la bicouche
lipidique®*. Le nombre d’astrocytes normaux est réduit®®, et ils perdent probablement leur

capacité a produire des facteurs inducteurs de BHEZ®.
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Figure 2. Unité neurovasculaire de (a) barriere hémato-encéphalique normale (BHE) et (b)
barriére hémato-tumorale (BHT) (source : Angeli, Nguyen et al, Int J Mol Sci 2020)
2. Traitements des métastases cérébrales

Du fait de son franchissement par les cellules tumorales et I’implantation de métastases, il existe
une rupture théorique de la BHE. Malgré cela, au niveau de la barriere hémato-tumorale (BHT)
reconstituée, persistent les jonctions serrées physiologiques présentes entre les cellules
endothéliales d’une BHE normale®’. Dans une revue de la littérature co-écrite avec le Dr Angeli
en 2019, et intitulée “How to make anticancer drugs cross the blood-brain barrier to treat brain
metastases”, nous avons fait une synthése pour 26 anti-cancéreux et leur exposition cérébrale
apres administration orale ou intraveineuse de la drogue. Le ratio de la concentration dans le
liquide céphalo-rachidien par rapport a la concentration sanguine était dans la majorité des cas
faible, inférieur a 10% (Tableau 1)°. Plus particulierement, pour les inhibiteurs de tyrosine kinase,
le constat est le méme si on utilise ce méme critére d’exposition cérébrale (Tableau 2)%,

En effet, la livraison de médicaments anticancéreux dans le cerveau est encore limitée. Plusieurs
parametres physicochimiques interviennent dans la capacité des médicaments a traverser la BHE
puis a rester dans le cerveau : petites molécules, liposolubilité, charge, interactions avec les
protéines plasmatiques, interactions avec les pompes d'efflux et les transporteurs®. Les
mécanismes physiologiques d’efflux sont détaillés dans une revue de littérature écrite par 1'unité
de recherche en 2021%°. Parmi ces systémes d’efflux, on retiendra les transporteurs ABC dont la

protéine P-gp, et le récepteur FcRn des immunoglobulines G.
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Tableau 1.
anticancéreux

Pharmacocinétique du

liquide céphalo-rachidien pour

les médicaments

Drug Family CSF/Plasma Ratio (%) Species Studied Time
Chemotherapy
Thiotepa 100 (for thiotepa and metabolite) Human (children) AUC o241
Temozolomide 20 Human AUC ¢5h
Methotrexate 2.8 Human (children) 24 h
Topotecan 32 RHM AUC 060 min
Irinotecan Metabo?i.t?a_élg 38 <3 RHM AUC ¢.4sn
Cisplatin 3 RHM AUC o.4n
Carboplatin 2.6 RHM AUC o.4n
Oxaliplatin 1.2 RHM AUC ¢_4n
Etoposide 0-3 Human (children) Mean s
Doxorubicin <5 RHM Mean o-48n
|darubicin Metabolite %alrﬁbicinolz 1.9 RHM Lh
Daunorubicin 2.4 (Metabolite Daunorubicinol) RHM AUC ¢-96n
Tomudex 0.6-2.0 RHM Mean o 4sn
Docetaxel 0.1-9 Human 72 h
Pemetrexed 1-3 Human AUC 1 4n
0.76 RHM AUC ¢
Ciclofosphamid 17 RHM AUC 0240 min
38 RHM AUC 0240 min
Ifosphamid Metabolite 4-OH-Ifo: 30
13 RHM AUC 0240 min
. 0 Human (children)  Mean g 46 min
Vincristin
0 Human Mean o 24
Gemcitabin 6.7 RHM NA
Tyrosin kinase inhibitors
Gefitinib Mice 1h
Erlotinib Mice 1h
Icotinib 0.7 Mice 1h
Imatinib 5 RHM AUC ¢48n
Osimertinib >100 (brain/plasma ratio) Mouse and monkey  AUC 0-90 min
Antibodies
Trastuzumab 0.5 Rat AUC ¢ 7221
Rituximab 0.2 Human Mean o-15 days

CSF: cerebrospinal fluid; AUC: area under the curve; RHM: Rhesus Monkey



Tableau 2. Les données cérébrales pharmacocinétiques cliniques et précliniques pour les
différents Tyrosine kinase inhibiteurs

Molar Mass . CSF/Plasma or .
Cancer Drug (g/mol) Species Brain/Plasma Ratio Time
Mice 0.03 steady state
Mice 0.02 2h
Lapatinib 581 Mice 0.03 12 h
Breast )
Mice 0.05 AUCo 16h
Mice 0.04 AUCo 16
Neratinib 557 Humans <LOD steady state
o Mice 0.01 1lh
Erlotinib 393
Rats 0.14 AUCo 16h
Mice 0.01 1lh
Mice 04 AUCo 48h
Gefitinib 447 Mice 0.7 AUC( 481
Humans 0.01 Day 30
Lung Rats 0.12 AUCo-16n
Afatinib 486 Rats 0.2 AUCo_16h
. o Rats 6.09 AUCo_16n
Osimertinib 163
Humans 3.8 (mean) AU Co-90 min
o Humans 0.001 5h
Crizotinib 450
Humans 0.0006 5h
Lorlatinib 406 Rats 0.6 AUCo.24n
. Humans 0.28-1.39 NA
Vemurafenib 490 )
Mice <0.1 4h
Dabrafenib 520 Mice 0.02 AUCo-2n
Melanoma . )
Trametinib 615 Mice 0.1 AUCo.48n
Cobimetinib 531 Mice 0.02 6 h
Encorafenib 540 Mice 4.10-3 2h

CSF cerebrospinal fluid; AUC Area Under the Curve; LOD Limit of Detection (tiré de “Brain
Metastasis Treatment: The Place of Tyrosine Kinase Inhibitors and How to Facilitate Their
Diffusion across the Blood—Brain Barrier”, E Angeli et G Bousquet, Pharmaceutics 2021, 13(9):
1446.

Comment faciliter la diffusion cérébrale des médicaments ?
Plusieurs approches ont été développées pour augmenter la pénétration médicamenteuse de la
BHE, notamment la méthode osmotique et I'utilisation d’ultrasons, qui perturbent mécaniquement

la barriere hémato-encéphalique pour administrer des médicaments au cerveau, ’administration
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intra-nasale, I’utilisation de nanoparticules, et les anticorps bispécifiques utilisant transporteurs
actifs de la BHE. Ces approches ont été décrites en détail dans la méme revue de 2019° :

La méthode osmotique

Une solution hyperosmotique produit une perturbation transitoire et réversible de la BHE en
provoquant un rétrécissement des cellules endothéliales et en ouvrant ainsi les jonctions serrées
(Figure 3A). En pratique clinique, la procédure comprend une perfusion intra-artérielle de solution
hypertonique de mannitol (25%) dans une artére carotide ou vertébrale, suivie d’une
administration intra-artérielle de chimiothérapie, pour le traitement des tumeurs cérébrales.
Knuutinen et al.** ont récemment rapporté le cas d’un homme de 25 ans présentant des métastases
cérébrales d’une tumeur germinale, progressant apres des traitements standard. Apres deux mois
de perturbation osmotique de la BHE avec une association intra-artérielle de carboplatine, de
cyclophosphamide et d’étoposide, le patient a obtenu une réponse complete et durable. Des
résultats prometteurs comparables ont été rapportés avec des metastases cérébrales ou des tumeurs
primaires d’autres types de cancer*'#2, Outre le bénéfice clinique, cette méthode est également
slire, avec des profils de toxicité similaires a ceux de la chimiothérapie intraveineuse. Cependant,
il est difficile de mettre en ceuvre cette procédure dans la pratique quotidienne puisqu’elle
nécessite plusieurs jours d’hospitalisation avec mise en place d’un cathéter cranien intra-arteriel
sous anesthésie générale*:.

L’utilisation d’ultrasons

Cette technique est associée a ’administration intraveineuse de microbulles d’air et présente
I’avantage d’étre non invasive. Lorsqu’elles sont excitées par des ultrasons, les microbulles se
dilatent et exercent une force mécanique sur les cellules endothéliales de la BHE, ce qui entraine
une perturbation des jonctions serrées* et une augmentation de I’activité des transports actifs*
(Figure 3B). Une étude clinique précoce a démontré I'innocuité de I'utilisation d’ultrasons
combinés a des microbulles pour perturber la BHE, en association avec le carboplatine, chez 17
patients atteints de glioblastome. Cette étude pilote ouvre de nouvelles perspectives pour
I’optimisation de ’administration de la chimiothérapie aux tumeurs cérébrales*®.

L’administration intra-nasale

En 2004, une étude a démontré qu’apres administration intranasale, les xénobiotiques étaient
capables de pénétrer dans le systéme nerveux central par la voie olfactive et trigéminale*’. Depuis
lors, ’administration intranasale de médicaments a été proposée pour le traitement des tumeurs
cerébrales.

Le médicament anticancéreux alcool périllylique a été développé de maniére sélective pour traiter

les tumeurs du systéme nerveux central en utilisant ’administration intranasale. Dans une étude
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clinique de phase Il portant sur 37 patients atteints d’un gliome malin récidivant®,
I’administration intranasale d’alcool périllylique a été bien tolérée. De plus, par rapport aux
témoins historiquement non traités, les patients atteints de glioblastome récidivant primaire traités
par de I’alcool périllylique intranasal ont montré un avantage de survie de 5,9 mois*®. Aprés 4 ans
de traitement exclusif par inhalation d’alcool périllylique chez 198 patients atteints de gliome
malin récidivant, 19% des patients étaient toujours en rémission clinique®. De plus, le profil de

toxicit¢ de ’administration intranasale semble €tre bon par rapport a I’administration systémique.
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Apical (blood)

Basal (brain)

Figure 3 . Résumé des différentes facons de surmonter la BHE (Angeli, Nguyen et al, Int J Mol Sci
2020). (4) Perturbation osmotique, mannitol hypertonique provoque une fuite d’eau dans la zone
extracellulaire et un rétrécissement des cellules endothéliales (la fleche bleue signifie une
extravasation de H20 de ['espace intracellulaire vers ['espace extracellulaire | la fleche rose
signifie le passage des médicaments a travers la BHE du sang au cerveau). (B) Ultrasons
combinés a des microbulles: lorsqu’elles sont excitées par des ultrasons, les microbulles se
dilatent et exercent une force mécanique sur les cellules endothéliales de la BHE, entrainant une
rupture de jonction serrée. (C) Transcytose a travers les cellules endothéliales de la barriere
hémato-encéphalique. C6té gauche: transport medié par le récepteur : liaison du ligand a un
récepteur spécifique du c6té apical, invagination de la membrane contenant le complexe,
transcytose, fusion et libération de la cargaison vers la face basale. Milieu: passage inter-
endothélial de nanoparticules liposomales. Coté droit: diffusion passive de nanoparticules d’or.
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L utilisation de nanoparticules

Les nanoparticules sont des particules naturelles ou artificielles dont la taille varie entre 10 et 1000
nm®L. Le terme nanoparticule s’applique a une grande variété de véhicules d’administration de
médicaments, y compris les dendrimeéres, les micelles, les liposomes, les céramiques a I’échelle
nanométrique, les nanoparticules métalliques et polyméres®. Les nanoparticules présentent deux
avantages : d’une part, elles sont absorbées par les cellules endothéliales de la BHE (par les voies
de transcytose médiées par les récepteurs ou par adsorption), et d’autre part, lorsqu’elles sont
administrées par voie systémique, I’encapsulation des nanoparticules protége les médicaments
transportés contre les dommages.

Les nanoparticules d’or sont récemment apparues comme des outils innovants, en particulier pour
la thérapie photothermique puisqu’elles peuvent étre excitées par laser pour induire une
hyperthermie et une cytotoxicité dans les cellules tumorales. Dans un modeéle in vitro de barriere
hémato-encéphalique, les nanoparticules d’or enrobées de glucose sont absorbées par
I’endothélium cérébral et ciblent les cellules gliales par diffusion passive. De plus, les
nanoparticules d’or sont capables de pénétrer sélectivement dans les cellules endothéliales du
cerveau, plutot que dans d’autres cellules endothéliales®® (Figure 3C). Un essai clinique utilisant
cette nanoparticule (appelée NU-0129) est en cours pour le traitement du glioblastome récidivant.
Les liposomes sont des vésicules constituées d’une bicouche phospholipidique et d’un noyau
aqueux. lls peuvent passer a travers les lacunes inter-endothéliales dans le systeme vasculaire
perméable de la BHT, ou par des transports actifs médiés par les récepteurs lorsqu’ils sont liés a
des ligands spécifiques® (Figure 3C). Dans les études précliniques, ils ont tendance a s’accumuler
dans les tissus tumoraux cérébraux plutot que dans les tissus cérébraux normaux>?, favorisant ainsi
la pénétration cérébrale par les médicaments.

Chez 15 patients atteints de glioblastome ou de métastases cérébrales, la doxorubicine liposomale
radiomarquée s’est fortement accumulée dans les tumeurs cérébrales avec des réponses
significatives chez 14 patients®. La méme formulation liposomale de doxorubicine
fonctionnalisée avec des anticorps anti-HER2 s’est également accumulée dans les métastases
cérébrales du cancer du sein surexprimant HER2%.

Les anticorps bispécifiques utilisant transporteurs actifs de la BHE

Le transport médié par les récepteurs permet aux transporteurs actifs de traverser la BHE pour
maintenir I’homéostasie du systéme nerveux central. En régle générale, le récepteur de 1’insuline
est responsable de I’importation de I’insuline du sang au cerveau. Le récepteur des lipoprotéines
de basse densité intervient dans le transport des lipoprotéines et de nombreux autres ligands a

travers la BHE®’. Lorsqu’un ligand se lie & son récepteur spécifique sur les cellules endothéliales
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de la BHE, il conduit a I’endocytose du complexe ligand-récepteur dans une vésicule de
transport. Lorsque la vésicule atteint la membrane opposée, elle fusionne avec la membrane et
permet au ligand d’étre libéré dans le compartiment cérébral (Figure 3C). A 1’aide de ces
navettes physiologiques, des anticorps bispécifiques ou des conjugués de récepteurs
medicamenteux ont été développés.

Angiopeps est une famille de peptides, dérivés du domaine de Kunitz, qui est le ligand des
récepteurs des lipoprotéines, avec une bonne capacité de transcytose du sang au cerveau. En
2008, Regina et al. ont mis au point un nouveau médicament combinant le paclitaxel et
I’angiopep2, appelée ANG1005 ou GRN1005, avec des résultats précliniques prometteurs dans le
gliome ou les métastases cérébrales®®. Dans une étude de phase Il sur des femmes atteintes d’un
cancer du sein, de métastases cérébrales ou d’une carcinose leptoméningée, le bénéfice clinique
était de 71%, avec une survie médiane de 8 mois®. Un essai de phase 3 est en cours et les
résultats sont attendus en 2020.

Ces données prometteuses ont conduit a I’ingénierie de conjugués d’Angiopep2 avec des
thérapies ciblées : une combinaison d’une réception anti-facteur de croissance épidermique
(EGFR) et d’Angiopep2, avec des résultats prometteurs dans des modeéles murins de
glioblastome®, et une combinaison d’ Angiopep2 avec un nouvel anticorps anti-HER2, avec une
forte absorption cérébrale dans des modeéles de xénogreffe de métastases cerébrales du cancer du

sein surexprimant les récepteurs épidermiques humains (HER)®.,

De toutes ces approches, I'utilisation d’anticorps bispécifiques, appelés aussi “chevaux de
Troie”, est la plus avancée dans le développement clinique. Un tel médicament a été approuvé
au Japon pour le traitement de la mucopolysaccharidose, et utilise un anticorps du récepteur de

la transferrine couplé avec I'enzyme lysosomale iduronate sulfatase®?.

Pour contourner la limitation du passage direct de la BHE du sang vers le cerveau, une tout autre
approche consiste a administrer directement les médicaments dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR). C’est un des axes de recherche de laboratoire, avec I’administration intrathécale d’IgG et
de fragments d’anticorps.

La preuve de concept a été faite en clinique en 2016 avec une jeune patiente atteinte d’un cancer
du sein sur-exprimant HER-2 et des métastases cérébrales évolutives, résistantes aux traitements
standards. Nous lui avons proposé de faire des administrations intra-ventriculaires de
trastuzumab, en guidant le schéma d’administration par une analyse pharmacocinétique détaillée

dans le LCR et dans le sérum. L’obtention d’une concentration cible suffisante dans le LCR
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nous a permis d’obtenir un controle des métastases cérébrales®®. Nous avons aussi pu mettre en
évidence I’existence d’un efflux important de I’anticorps thérapeutique du LCR vers le sang,
ayant nécessité des injections répétées pluri-hebdomadaires. Nous avons fait I’hypothése que cet
efflux passait majoritairement le récepteur FCRn des immunoglobulines. De telles injections
intra-ventriculaires pluri hebdomadaires n’étant pas compatibles avec la pratique clinique
usuelle, notre unité a mis en place un vaste programme de recherche pour faire 1’ingénierie et le
développement préclinique d’un Fab du trastuzumab, afin de limiter cet efflux.

Depuis la preuve de concept, nous avons néanmoins répété cette approche thérapeutique avec
quelques autres patientes, et obtenu des résultats comparables pour la pharmacocinétique du
trastuzumab en administration intra-ventriculaire. Nous avons aussi testé la co-administration
intra-ventriculaire du trastuzumab avec un cytotoxique afin d’augmenter 1’effet antitumoral.
C’est le cas de I'une de ces patientes que j’ai prise en charge juste avant ma These de Sciences
alors que j’étais en France comme stagiaire associ¢e des Relations Internationales de I’APHP,
dans le service d’oncologie médicale de I’hopital Avicenne. A cette jeune patiente en situation
de recours, nous avions proposé I’administration intrathécale d’une association de trastuzumab
et de méthotrexate (Figure 4A), en raison de leur cytotoxicité synergique demontrée in vitro et
de T’utilisation possible du méthotrexate par cette voie d’administration. Guidés par le méme
type d’étude pharmacocinétique détaillée (Figure 4B), nous avons pu optimiser le schéma
d’administration et obtenir une excellente réponse sur les métastases cérébrales apres seulement
2 mois de traitement (Figure 4C).

Cette nouvelle étude de cas nous a conforté dans la nécessité de travailler sur cette approche
compartimentale, par une administration directe de médicaments dans le liquide céphalo-

rachidien pour le traitement des métastases cérébrales®.
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Figure 4. Injections intrathécales de trastuzumab associé au méthotrexate

A. Schéma d’administrations intrathécales pluri hebdomadaires de trastuzumab et de
méthotrexate. Les traitements faisaient suite a une progression cérébrale aprés irradiation
encéphalique.

B. Analyse pharmacocinétique intrathécale et intra-veineuse du méthotrexate.

C. IRM cérébrale (séquence T1) de la patiente montrant une réponse cérébrale de 74% au bout
de 4 cycles, selon les criteres RECIST

D’aprés Nguyen et al, Cancer Chemother Pharmacol®® Abréviations : CSF cerebrospinal fluid
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3. Génomique des métastases cérébrales et méthodes d’analyses fonctionnelles du
génome

Au-dela de ces limitations thérapeutiques et des approches innovantes que je viens d’exposer, la
connaissance des données génomiques des métastases cérébrales est encore limitée et constitue
un enjeu majeur de la recherche en cancérologie.
Ce constat s’explique avant tout par un accés biopsique difficile de ces localisations®®. Bien que
les tumeurs primitives et les métastases puissent avoir une signature génomique commune, des
différences parfois importantes ont été identifiées entre des échantillons appariés d'un patient
donné. En effet, les cellules métastatiques peuvent dériver d'un clone minoritaire au sein des
tumeurs primitives®®, mais les métastases cérébrales peuvent sans doute elles-mémes dériver
d’un clone minoritaire dans une métastase extra-cérébrale.
Le profilage moléculaire des cancers est au cceur de la médecine de précision, a la fois pour le
soin mais aussi dans le domaine de la recherche. Actuellement, il existe de nombreuses
technologies  différentes  étudiant  épigénomique, génomique, et transcriptomique.
L'épigénomique s'intéresse a l'identification des modifications impliquées dans les mécanismes
de régulation controlant I'expression des génes telles que la meéthylation de I'ADN, la
modification des histones, la liaison aux facteurs de transcription, I'accessibilité de la chromatine
ou la conformation tridimensionnelle de la chromatine. Les analyses génomiques permettent
I'é¢tude des modifications de I’ADN telles que les mutations génétiques, les modifications de
nombres de copies, les pertes d’hétérozygotic et les réarrangements chromosomiques. Quant a la
transcriptomique, elle permet de mesurer le niveau d’expression des ARNm transcrits dans la
cellule, ce qui refléte directement les génes exprimés a un moment donné. Les technologies
couramment utilisées pour les analyses épigenétiques, génomiques, et transcriptomiques sont

décrites en détail dans le Tableau 3%7-7°
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Tableau 3. Résumé des principaux avantages et inconvénients des technologies les plus couramment utilisées pour I'analyse fonctionnelle du

génome
Etude Méthode But Description Avantages Inconvénients
Epigénomique
WGBS Meéthylation de ’TADN  Séquengage de I’ADN bisulfite Haute résolution Lourdeur des
CpG analyses bio-
informatiques
Colteux
MRE-seq  M¢éthylation de ’ADN  Digestion de I’ADN par une enzyme  Facile a utiliser Limiter par
de restriction a la méthylation suivie I'utilisation d'une
d’un séquencage enzyme spécifique et
Technique a haut par son activité
débit ChIP-seq  Modifications des Immunoprécipitation avec un Technique bien Besoin d’un nombre
histones/ présence de anticorps contre une modification rodée élevé de cellules
facteurs de d’histones/ facteur de transcription, Reproductibilité
transcription suivie d’un séquencgage incertaine
ATAC-seq Accessibilité de la Utilisation de la transposase Tn5 Simple Peut avoir des biais
chromatine/ pour créer des librairies de Ne nécessite qu'un de séquence
Positionnement des sequencage. Meéthode basée sur faible nombre de
nucléosomes I’intégration préférentielle de la Tn5 cellules
dans la chromatine ouverte
4C Détection des Haute résolution Echec de détection

Technique a haut
débit

Conformation
tridimensionnelle de

interactions
tridimensionnelles
entre un loci et le reste
du génome

Les complexes ADN-protéine sont
réticulés en utilisant du
formaldéhyde.

Il est fragmenté et I'ADN est ligaturé

des interactions
focales (<50kb)
entre la  région

intérét et le reste du
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la chromatine et digéré. Les fragments d'’ADN se génome
Hi-C Détection de toutes les circularisent, suivis d'une PCR Couverture large du Faible résolution,
interactions inverse et d'un séquencage. génome Lourdeur des
tridimensionnelles  du analyses bio-
génome informatiques
Génomique
ISH Détection d'anomalies  Utiliser une sonde spécifique pour Sensibilité, et Basé sur des sondes
(FISH, cytogénétiques cibler des emplacements spécificité élevées  reconnaissant a une
CISH) structurelles mineures ~ chromosomiques spécifiques dans le cible spécifique
noyau, ce qui donne des signaux Codt
colorés qui peuvent étre detectés a
I'aide d'un microscope a fluorescence
(FISH) ou en lumiere blanche
(CISH)
Haute résolution a aCGH Détecter simultanément Marquer un échantillon d'/ADN test Sensibilité et Inapproprieé pour la

I'échelle du génome

les aneuploidies, les
délétions, les
duplications et/ou les
amplifications de tout

locus représenté

et un échantillon d'ADN de référence
avec la cyanine 3 et la cyanine 5, des
colorants  fluorescents verts et
rouges, respectivement.

Aprés cette etape, le test et la
référence sont mélangés et déposés
sur un microréseau composé de
dizaines de milliers de courtes
séquences d'’ADN représentant des
régions du génome. Les échantillons
regroupés s'hybrideront de maniere
compétitive aux sondes d'’ADN.

specificité élevees

détection des
réarrangements
chromosomiques

équilibrés
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Séquencage ciblé, a Sanger Peut étre utilisé comme
bas débit, qu'un seul méthode

fragment d'ADN a complémentaire  pour
la fois (800-1000 confirmer des variants
bp) identifiés par le NGS
Séquencage ciblé, a  Targeted Séquencage des régions
haut débit NGS d'intérét

Technique a haut WES

débit

Séquencage
uniquement des exons
(régions codant pour
les protéines)

WGS

Séquencage du génome
entier

- L'ADN polymérase ajoute des
nucléotides fluorescents un par un
sur un brin de matrice d'ADN en
croissance

- Chaque nucléotide incorpore est
identifié par son étiquette
fluorescente.

Simple et rapide
Spécifié forte
L’utilisation de
quantités minimales

Faible sensibilité
Prend beaucoup de
temps et peu
rentable pour des

(aussi faibles que fragments d’ADN de
0,1ng) d'ADN grande taille
provenant

d'échantillons FFPE

Diminution du codt  Pouvoir manquer
Analyse simplifiée  des variantes

Sensibilite élevée
Nécessite une faible
quantité d'ADN
(10ng)

pertinentes si elles
ne sont pas dans le
panel de gene

Flux de travail plus
rapide que WGS
Nécessite une faible
quantité d'’ADN
(50ng-1pg)
Sensibilité, mais
plus faible que
targetd NGS

Analyse des données
compliquée dans le
cas de variants non
specifiés

Permet d’identifier
les variantes de
nucléotide unique,
de structure ou de

Matériel colteux
Lourdeur des
analyses bio-
informatiques
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nombre de copies

Transcriptomique

Un ou quelques PCR Le séquencage Chaque cycle de PCR est constitué Simple, rapide Faible précision
genes classique Le génotypage de trois étapes : une dénaturation de Faible sensibilité
Le clonage I'ADN par chauffage pour séparer les Faible résolution
deux brins qui le composent, une Les résultats ne sont
hybridation des amorces aux pas exprimés en
extrémités  de la  séquence chiffres
RT-PCR  Evaluation quantitative  recherchée, puis une élongation - Simple, rapide, Ne pouvoir détecter
absolue de I’expression grace a laction d'une ADN précise, sensible que des séquences
génétique polymérase. connues.
dd- PCR Ce cycle est répété un grand nombre Sensibilité, Plus couteux que la
dd-PCR : pouvoir de fois pour obtenir une beaucoup élevée, RT-PCR
détecter des alléles multiplication exponentielle de la précise
rares séquence d'ADN cible
dd-PCR : amplification du signal
par la partition de 1’échantillon en
millier de gouttelettes
SAGE Analyser  tous les Représentation des ARNm par de Directe, Faible débit
transcrits (y compris de courtes étiquettes de séquence et quantitative Colt et prend du
nouveaux @enes) sans concaténation de ces étiquettes pour Analyse de données temps par rapport

Transcriptome
entier

connaissance préalable
des genes

le clonage afin de permettre une
analyse de sequencage efficace

simple
Sensibilité pour
détecter des
transcrits peu
exprimé

microarrays
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cDNA Mesurer le  niveau Basée sur I'hybridation entre des Méthode a fort Lourdeur des
Microarrays d’expression des génes  cibles  marquées  issues  d'un débit et quantitative analyses bio-
échantillon et un réseau de Rapide, sensible, informatiques
nombreuses sondes d’ADN spécifique
immobilisées sur une matrice
Le signal d'hybridation produit pour
chaqgue sonde est le niveau
d'expression de I'ARNm du géne
correspondant dans I'échantillon au
moment de I'étude
RNA-seq L'identification de L'ARNm est extrait de I'organisme, Rapide, précise, Colteux
genes, de transcrits ou fragmenté et copié dans un ADNc sensible et a haut Lourdeur des
d'expression spécifique double brin stable (ds-cDNA). débit analyses bio-
dalléle L'ADNCc ds est sequencé a l'aide de Peut étre realisée informatiques

Faciliter la découverte

de mutations

rares,

d'isoformes de genes

auparavant
reconnus

non

méthodes de séquencage a haut debit
et a lecture courte.
Ces sequences peuvent ensuite étre

alignées  sur  une  seguence
génomique de référence pour
reconstruire quelles régions du

génome ont été transcrites

sur des tissus fixé
en formol

Ne nécessite pas de
connaissance a
priori  sur les
caractéristiques
génomiques.

WGBS: Whole-genome bisulfite sequencing

MRE-seq: Methylation Restriction Enzyme sequencing

ChIP-seq: Chromatin immunoprecipitation sequencing

ATAC-seq: Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing
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FISH: Fluorescence in situ hybridization

CISH: Chromogenic in situ hybridization

aCGH: Array comparative genomic hybridization
Targeted NGS: Targeted next generation sequencing
WES: Whole exome sequencing

WGS: Whole genome sequencing

RT-PCR: Real-time polymerase chain reaction
dd-PCR: digital doplet polymerase chain reaction
SAGE: Serial analysis of gene expression
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Dans ce paragraphe, je propose de détailler les techniques que j’ai utilisée pendant ma Thése
de Sciences.

3.1. NGS
Le séquencage nouvelle génération (NGS), également connu sous le nom de séquencage a haut
débit, est une technologie récente qui permettent de séquencer I'ADN et I'ARN beaucoup plus
rapidement que les méthodes antérieures. Les technologies NGS présentent 3 étapes
communes :
- La préparation de banques : les banques sont créées en utilisant une fragmentation
aléatoire de I'ADN suivie de la liaison avec des petites séquences spécifiques
- L'amplification : la banque est amplifiée grace a des méthodes d'amplification clonale
et de PCR
- Leséquencage : 'ADN est sequencé en utilisant différentes approches en fonction de la
technologie utilisée
Le séquencage de I'ADN comprend le séquencage du génome entier (WGS), de lI'exome entier
(WES) ou de genes cibles (Targeted NGS) qui sont alors une sélection de génes d'intérét pour
une maladie donnée (Figure 5).

Next Generation Sequencing

[
Genome Sequencing

Targeted Gene Panel
Whole genome Exon1 - Exon N Gene1 Gene2 «++ Gene N
PO DIV DL DAY 1 i 0
T % )
& 2 AT gy I 1 I
c @- . QZ" I A IO o i}
ragments T[T o Im om ragments 1y .-;'; _5;('/ ragments o I
m m X ot o T I @ m
Reads — __mm —_ — —= Reads — === Reads = = =
Box = — =T = = >50-100x  ~=— - 500 = = =
Coverage: All genes and non-coding DNA Coverage: Entire exome (20-25k genes) Coverage: 10-500 genes
Acuracy: Low Acuracy: Good Acuracy: High
Time: Longest turnaround time Time: Long turnaround time Time: Rapid turnaround time (few days)
Cost: Most expensive Cost: Cost-effective Cost: Most cost-effective
Depth: >30X Depth: >50-100X Depth: >500X

Template adapted from: Or. Roshini Abraham
Chirwcal i ist at ionwide Childi Hospital

Figure 5. Trois techniques de séquengage de I’ADN (tiré de biorender.com)
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3.2. La PCR (Polymerase Chain Reaction)
La réaction de polymérase en chaine (PCR) a é té découverte en 1990 par le Dr Mullis. C’est
une technique d'amplification d'un fragment d'/ADN spécifique & partir d'un pool complexe
d'ADN. Elle permet d'obtenir un trés grand nombre de copies d'une séquence d'ADN choisie.
Une analyse PCR de base peut étre divisée en trois phases (Figure 6A) :
Exponentielle : Au cours de cette phase, I'ADN cible double a chaque cycle (en supposant que
la réaction est efficace a 100 %). La réaction est trés spécifique et précise. L’amplification
exponentielle a lieu dés lors que tous les réactifs sont disponibles et que la cinétique de la
réaction favorise le doublement de ’amplicon.
Linéaire (forte variabilité) : a ce stade, certains réactifs sont consommés par suite de
I’amplification. Les réactions commencent a ralentir et le produit de la PCR n’est plus doublé¢ a
chaque cycle.
Plateau : La réaction s’est arrétée, aucun produit supplémentaire n’est généré et, les produits
de la PCR commencent a se dégrader. Chaque réaction s’arrétera a un point différent, en raison
de la cinétique de réaction différente pour chaque échantillon.
La figure 6B montre clairement les variations de la phase de plateau de plusieurs réactions de
PCR avec la méme concentration d’ADN de départ. Dans cet exemple, 96 réactions répliquées
ont été faites sur la méme plaque. Les valeurs de fluorescence au point final montrent

beaucoup de variabilité d'un échantillon a l'autre. Ceci est di aux variations de la cinétique de

réaction.
A B

Plateau Phase

96 technical replicates

Linear Phase =

PCR Product

Fluorescence (dRn)
2 2 3

Variability using
QPCR

Variability using
endpoint PCR

Exponential Phase =,

_/

PCR Threshold

2 4 o B
Cycles Cycles

Figure 6. La Polymerase Chain Reaction

A, Phases de la PCR

B, Des échantillons identiques produisent différentes quantités de produits de réaction par la
phase plateau de la PCR tandis que les valeurs Cq restent cohérentes (Cq: Quantification du
Cycle) (tiré de Medicinal Genomics, https://help.medicinalgenomics.com/gpcr-vs-end-point-
pcr)
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Les différents types de PCR sont :

La PCR classique : les mesures sont prises au niveau de la phase de plateau, par conséquent,
elle donne des résultats variables. C’est la limitation de PCR classique.

La PCR en temps réel (RT-PCR : real-time PCR) se concentre sur la phase exponentielle, car
cette phase fournit des données plus précises et reproductible pour I’évaluation quantitative.
Pendant la phase exponentielle, I'instrument de PCR en temps réel détermine a quel cycle une
réaction dépasse l’intensité de fluorescence du «bruit de fond ». Ce niveau s'appelle la
Quantification du Cycle, Cqg. En comparant les valeurs Cq des échantillons dont la
concentration est inconnue avec une série d'échantillons étalonnées, la quantité de matrices
d’ADN dans une réaction inconnue peut étre déterminée avec précision.

La PCR digitale en gouttelettes (ddPCR : Digital Droplet PCR) est une méthode de PCR
numérique utilisée pour la quantification ultrasensible et absolue des acides nucléiques. Elle
fonctionne en fractionnant un échantillon en environ 20 000 gouttelettes et une amplification
PCR s’effectue dans chaque gouttelette. Apres la PCR, chaque gouttelette est analysée afin de
déterminer la fraction de gouttelettes positives dans I'échantillon d'origine.

En discrimination allélique pour une mutation “hotspot” d’un géne connu, la ddPCR permet
d’identifier et de quantifier cette mutation connue (généralement un hotspot) avec une tres
grande sensibilité en utilisant une sonde spécifique de la mutation et de la séquence sauvage.
En effet, le seuil de détection de la méthode est d’environ 0.1%. Par contre, elle ne permet pas

de détecter des mutations autres que celles recherchées.

3.3. cDNA Microarray
Le «DNA microarray» ou technique des puces a ADNc (ADN complémentaire), est une
technologie moléculaire puissante qui permet I'étude simultanée de I'expression de milliers de
genes dans la cellule au moment de I'étude.
L'analyse des puces a ADNc peut étre divisée en deux étapes principales : la production de
sondes (target) et la production de cibles (probe). Les sondes correspondent aux fragments
synthétiques d’ADN espacés de quelques micrométres, fixés sur la puce et représentatifs de
chacun des génes étudiés.
Comme I'ARNmM se dégrade facilement, L'ARN des cellules est rétrotranscrit en ADNc qui est
plus stable. L’ADNCc est ensuite couplé & un marqueur fluorescent (appelé cible). Les ADNc
réagissent ensuite avec les sondes de la puce & ADN au cours de 1’étape d’hybridation. Chaque

séquence est identifiée par son schéma d’émission de fluorescence (Figure 7).
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Principle of cDNA microarray

assay for gene expression
%2%:5 ki’;% (.L Gbgon&meZOOZ)
An

Red = "up-regulation”
Green = "down-regulation”

Black = constitutive
expression

Figure 7. cDNA microarray pour [’expression du gene (tire de

https://www.mun.ca/biology/scarr/cDNA microarray Assay of Gene Expression.html)

Plusieurs questions sont en suspens, auxquelles j’ai tenté de répondre durant ma These de

Sciences :

1) A partir de données moléculaires obtenues de métastases extra-cérébrales, peut-on
identifier des biomarqueurs prédictifs de la survenue de métastases cérébrales ?

2) Peut-on identifier des signatures mutationnelles propres aux métastases cérébrales ?

3) Peut-on identifier une signature moléculaire transcriptomique commune a des

métastases cérébrales dérivées de différents types de cancers ?
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1. DOMAINE DE RECHERCHE
1. A partir de données moléculaires obtenues de métastases extra-cérébrales, peut-on
identifier des biomarqueurs prédictifs de la survenue de métastases cérébrales ?

Notre unité a conduit un premier projet a partir d’échantillons de métastases ganglionnaires de
28 patientes atteintes de cancers du sein ayant développé ou non des métastases cérébrales.
L’analyse transcriptomique sur tissu microdisséqué des métastases ganglionnaires a permis
d’identifier une surexpression du géne CDKN2A/p16 dans les ganglions de patientes ayant
développé des métastases cérébrales au cours de I’évolution de leur maladie. Le score
immunohistochimique de pl6 était significativement plus élevé chez les patientes avec
métastases cérébrales par rapport aux patientes ne développant pas de métastases cérébrales’ .
Durant ma Thése, en utilisant la méme approche, j’ai réalisé une étude sur 101 patients avec
mélanome meétastatique ganglionnaire (stade I11), et pour lesquelles nous avions les données
cliniques évolutives avec un suivi de plus de 4 ans. Nous étions en mesure de catégoriser les
patients selon qu’ils avaient ou non développé des métastases cérébrales. Ce travail de
recherche translationnelle a fait 1’objet d’une publication dont je suis premicre auteur, dans la
revue Clinical and Translational Medicine, Impact factor 11.4972,

1.1.  Matérielles et méthodes
Nous avons suivi les recommandations de rapport pour les études pronostiques de marqueurs

tumoraux (recommandations REMARK)?3,

Données patientes

Cent un patient de I’hopital Saint-Louis avec des échantillons tumoraux disponibles et des
données de suivi ont été inclus dans cette étude, pour les cohortes de développement et de
validation. Le consentement éclairé a été obtenu de chaque patient. Le Comité d’éthique du
Conseil de la recherche clinique a approuve cette étude (CPP-lle-de-France#13218).

Tous les patients ont été diagnostiqués entre 2009 et 2014 et présentaient un mélanome
métastatique macroscopique régional sans métastases a distance au moment de 1’inclusion dans
cette étude. Aucun d’entre eux n’a regu de traitement adjuvant systémique. Cinquante et un
patients ont été inclus dans la cohorte de développement, avec des échantillons prélevés entre
2009 et 2013. Cinquante patients supplémentaires ont été inclus dans la cohorte de validation,
avec des échantillons prélevés entre 2013 et 2014.

Sur la base des données cliniques et d’imagerie, et d’un suivi médian de 48 mois a partir du
moment de la maladie ganglionnaire régionale, les patients avec et sans métastases a distance
ont été séparés, y compris ceux présentant des métastases cérébrales. Comme recommandé par

le National Comprehensive Cancer Network, I’imagerie par résonance magnétique (IRM) du
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cerveau a été systématiquement réalisée au moment de la maladie métastatique, puis au moins

une fois par an, ou en cas de symptémes neurologiques.

Microdissection laser de cellules tumorales de ganglions lymphatiques métastatiques et
traitement des données transcriptomiques

Pour la cohorte de développement, apres consultation du registre du service de pathologie
(hopital Saint-Louis), nous avons identifi¢ 336 patients atteints de mélanome et d’échantillons
meétastatiques ganglionnaires régionaux prélevés entre 2009 et 2013. Parmi eux, 100 patients
disposaient d’au moins un échantillon métastatique congelé et 58 patients avaient un suivi d’au
moins 36 mois a compter du diagnostic de maladie métastatique (Figure 8). Des sections cryo-
découpées de chaque échantillon ont été microdisséquées au laser pour sélectionner les cellules
tumorales. A I’aide d’un systéme PALMMicrobeam/Zeiss, un minimum de 1500 cellules
tumorales ont été microdisséquées au laser sur des coupes tissulaires de 7 um d’épaisseur pour
une surface minimale de 471 000 um? L’ARN total a été extrait des cellules tumorales
microdisséqueées par laser a 1’aide de RNeasy-Mini-Kit (Qiagen, France), il a été quantifie sur
NanoDrop et qualifié sur Bio-RadExperionTM Automated- Electrophoresis-Station (BioRad,
France). Sept des 58 cas avaient un ARN de qualité insuffisante. Les 51 cas restants avaient un
indice moyen d’intégrité de I’ARN de 8,7 (intervalle 7-10) (Figure 8).

36



Saint-Louis Hospital
Tumorbank register
2009-2013

Lymph node
metastasis biopsy
=336

Frozen unavailable sample
n= 236

Frozen available sample
n=100

Follow-up <36 months

n=42
Follow-up >36 months
n=58
RNA quality RIN <7
n=7

h A

[ RNA quality RIN =7 J

n=51

Figure 8. Diagram for selection criteria of the 51 patients of the development cohort.

Les analyses transcriptomiques ont été effectuées a I’aide de MiltenyiBiotec-Microarray. Une
¢tape d’amplification linéaire basee sur T7 a été réalisée sur 0,5 pg de tous les échantillons
d’ARN. Pour produire de I’ARNc marqué Cy3, les échantillons d’ARN ont été amplifiés et
étiquetés a I’aide du kit de marquage Agilent-Quick. Les rendements de I’ARNc et les taux
d’incorporation de colorants ont été mesurés avec un spectrophotométre ND-1000 (NanoDrop,
LabTech, France). L’hybridation a été réalisée selon le protocole Agilent 60-mer-
oligomicroarray: 1,65 pug d’ARNc marqué Cy3 ont été hybridés (pendant la nuit/65 °C) sur des
microréseaux Agilent-Whole-Human-Genome-Oligo-Arrays 8 x 60K V2, et des signaux de
fluorescence ont été détectés a ’aide d’un scanner AgilentMicroarray. Agilent-FE-Software a
déterminé I’intensité des fonctionnalités. La normalisation quantile a été réalisée a I’aide du
paquet Limma sur R-software version 3.2.1 (Foundation for Statistical Computing, Vienne,

Autriche), basé sur des données d’expression d’intensité unique log?2.
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RT-qPCR et validation de P’expression de ’ARNm PROM2 dans les ganglions
lymphatiques métastatiques

Pour la cohorte de développement, sur les sections suivantes des mémes ganglions
lymphatiques métastatiques microdisseéques au laser, la RT-gPCR a été réalisée pour valider les
résultats transcriptomiques de I’expression de PROM2 [Hs00376331_ml1].

Pour la cohorte de validation, les cellules cancéreuses du mélanome de 50 ganglions
lymphatiques métastatiques ont été microdisséquées au laser et traitées pour la RT-qPCR.
L’ARN total a été transcrit a ’envers (ADNc) avant amplification qPCR a I’aide d’amorces
aléatoires avec SuperScriptTM-I1-Reverse Transcriptase (Invitrogen, France). Les réactions
gPCR ont été réalisées a 1’aide de sondes fluorescentes sur un systéme CFX96 Real-Time
(Bio-Rad) conformément aux directives MIQE"*. Un échantillon blanc sans ADNCc a été inclus,
et les expériences ont été réalisées en triple exemplaire pour chaque géne, chaque échantillon
étant dupliqué sur la plaque PCR. Le gene de référence TBP [Hs99999910 m1] a été utilisé
pour normaliser les résultats de 1’expression génique. Les résultats ont été exprimés en 2-AACq

(quantification relative).

Expression in situ de PROM?2 dans les ganglions lymphatiques métastatiques

En immunohistochimie, I’expression de PROM2 a été évaluée dans les ganglions lymphatiques
métastatiques des 51 échantillons déja traités pour les analyses transcriptomiques et des 50
¢chantillons de la cohorte de validation. Une méthode indirecte d’immuno-peroxydase
(Discovery/RocheDiagnostics) sur des coupes de tissus congelés de 5 pm d’épaisseur a été
utilisée en utilisant 1’anti-PROM2 (ab74997, polyclonal de lapin, Abcam, 1/100) comme
anticorps primaire, et le kit de détection anti-lapin OmniMap (Roche-Diagnostics). Les
contrbles systématiques étaient ’absence d’anticorps primaire et 1’utilisation d’un anticorps
primaire non pertinent du méme isotype. La peau normale et le foie normal ont été utilisés
comme témoins positifs et négatifs respectivement. Pour chaque section de tissu, les cellules
exprimant PROM2 ont été comptées par deux pathologistes différents (MB, AJ) sur cing
champs différents a un grossissement de x 400, a I’aide d’un microscope ProvisAX70
(Olympus, Tokyo) avec un oculaire a grand champ numéro 26,5, fournissant une taille de
champ de 0,344 mm2 a ce grossissement. Les pathologistes ont été aveuglés par les données
cliniques.

Une distribution membraneuse et cytoplasmique de PROM2 a été considérée comme positive.
Pour chaque champ, un minimum de 100 cellules tumorales ont été analysées. Le pourcentage
de cellules exprimant PROM2 était le nombre de cellules positives parmi ces 100 cellules

tumorales. Chaque échantillon a regu un score en multipliant le grade d’intensité des taches (0
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= aucune coloration, 1 = faible intensité, 2 = intensité moyenne, 3 = intensité forte) par le code
numeérique pour le pourcentage de cellules positives (0 = 0%, 1 = inférieur a 10%, 2 = 10-50%,
3 =51-80%, 4 = plus de 81%). Le score maximum était de 12 lorsque plus de 81% des cellules
exprimaient PROM2 avec un signal d’intensité forte. Les résultats ont été exprimés sous forme

de moyenne + d’erreur-type de la Moyenne.

Analyses statistiques

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel statistique R (version 3.4.3, R Foundation for
Statistical Computing, Vienne, Autriche; http://www.r-project.org). Aux fins de I’analyse
descriptive, les variables catégorielles ont été résumées sous forme de nombre (pourcentage) et
les variables continues ont été résumées sous forme de moyenne * écart-type (ET) ou de
mediane [intervalle interquartile 25e a 75¢], selon le cas. Le « score PROM2 IHC » a été classe
par la médiane de 5 comme faible (< 5) ou élevé (> 5). L’imputation multivariée par équations
enchainées a été utilisée pour traiter les données manquantes pour ’expression PROM2 (n = 2)
et le « score PROM2 IHC » (n = 10), via le package MICE dans R.

Données transcriptomiques : Le package Bioconductor Limma a été utilise pour lire les
fichiers de données du test d’expression génique, pour appliquer une correction de fond, pour
filtrer les sondes et pour normaliser ’expression génique entre les échantillons. Le package
SAMR a été utilisé pour identifier les genes exprimés différentiellement dans les échantillons
avec la méthode non appariée a deux classes, basée sur I’ExpressionSet généré par le package
Limma. Une valeur P estimée a été rapportée pour chaque gene, a partir d’'un ensemble de
permutations dans I’analyse SAM (n = 1500 permutations). Les valeurs de p ont été corrigées
pour les comparaisons multiples a I’aide de la méthode des taux de fausses découvertes (FDR).
L’analyse FDR permet de multiples comparaisons de la distribution des valeurs P et calcule un
seuil correspondant a une valeur Q définie (0,001), ou le paramétre q représente la limite
supérieure de la proportion de genes exprimés différentiellement qui sont des faux positifs.
Une valeur Q minimale <0,001 a été fixée, ce qui signifie que la liste des génes exprimés
différentiellement ne contenait que 0,1% de faux positifs. Le score (d) ou d-score représente la
valeur statistique T qui mesure ’ampleur de la différence par rapport a la variation de nos
données d’échantillon.

Nous avons effectué les mémes analyses sur les données transcriptomiques téléchargées a
partir de banques de données publiques. Les données transcriptomiques des mélanomes
métastatiques ont été importées des bases de données TCGA et GEO (Gene Expression
Omnibus). Les fichiers « HT-seq counts » de la cohorte TCGA SKCM" ont été téléchargés

avec le package TCGADbiolinks R et la normalisation a été effectuée avec le package DESqe2,
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en appliquant une transformation stabilisatrice de la variance aux données de comptage. Les
données traitées des séries GEO suivantes ont été téléchargées et analysées: GSE2215576,
GSE6590477, GSE6046478¢)

Facteurs associés aux métastases cérébrales : Les patients avec et sans métastases cérébrales
au départ ont été comparés en ce qui concerne leurs caractéristiques cliniques (age, sexe, sieége
primaire du mélanome, site métastatique et présence d’ulcération), le statut BRAF, 1I’expression
de PROM2 et I’intensité du « score IHC PROM2 » en utilisant le test du khi carré (x2) ou le
test exact de Fisher selon le cas pour les variables catégorielles et le test t de Student ou le test
de Wilcoxon pour les variables quantitatives, selon le cas. Une régression logistique univariée
et multivariée a été réalisée avec 1’échantillon de patients métastatiques cérébraux. Les
rapports de cotes (RC) pour les variables continues ont été exprimés par écart type ou
intervalle interquartile (IQR), selon le cas. Les variables donnant des valeurs de P inférieures a
0,2 dans I’analyse univariée ont été prises en compte pour inclusion dans I’analyse multivariée.
Un processus d’élimination rétrospective des valeurs p les plus ¢€levées a été utilis€ pour
I’analyse multivariée. Les variables associées aux patients métastatiques cérébraux dans
I’analyse multivariée ont été exprimées sous forme de RC ajusté (RCA) [intervalle de
confiance (I1C) a 95%].

Facteurs associés a la mortalité : Les courbes de survie univariées ont été tracées selon la
méthode Kaplan-Meier pour le statut métastatique cerébral et le « score PROM2 IHC ». Une
régression a risque proportionnel de Cox univariée et multivariee a été realisée avec
I’échantillon de patients décédés. Les hypotheses du modele ont été vérifiées. Les hazard ratios
(HR) pour les variables continues ont été exprimeés par écart type ou intervalle interquartile
(IQR), selon le cas. Les variables donnant des valeurs de P inférieures a 0,2 dans I’analyse
univariée ont été prises en compte pour inclusion dans I’analyse multivariée. Un processus
d’élimination rétrospective des valeurs P les plus ¢élevées a ¢été utilis€ pour I’analyse
multivariée. Les variables associées a la mortalité¢ dans ’analyse multivariée ont été exprimées
sous forme de HR ajusté (aHR) [IC a 95 %]. Nous avons vérifié les termes d’interaction

potentiels entre tous les prédicteurs de survie pour ajuster le modele multivarié final.

1.2. Resultats
Caracteéristiques de la cohorte de développement des patients
Parmi les 51 patients sélectionnés pour cette étude, 19 avaient des métastases cérébrales et 32
n’en avaient pas. Les patients ont été divisés en 3 groupes en fonction de la présence ou non de

métastases cérébrales, et des autres localisations métastatiques : le groupe 1 comprenait des
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patients présentant uniquement des métastases ganglionnaires régionales ; Le groupe 2
comprenait des patients sans métastases cérébrales mais présentant d’autres localisations
métastatiques ; Le groupe 3 comprenait des patients présentant des métastases cérébrales
(Figure 9A). Les caractéristiques de ces 51 patients sont résumées dans le tableau 4, comparant
les patients présentant des métastases cérébrales (groupe 3) et les patients sans métastases
cerébrales (groupes 1 et 2).

Tableau 4. Characteristics of the 51 patients in the development cohort with transcriptomic
analyses of metastatic lymph nodes

Variables N (%) Brain metastases  No brain metastasis p*
(Group 3) (Group 1 and 2)
N=19 (37%) N=32 (63%)
Age (y), mean = SD 57.8+15.8 55.0 +15.6 59.5+15.9 0.3
Gender (women) 28 (55) 11 (58) 17 (53) 0.7
Initial TNM classification®:
1B 20 (39) 7 (37) 13 (41) 0.5
][ 28 (55) 10 (53) 18 (56)
D 3(6) 2 (10) 1(3)
Primary site of melanoma: 0.6
Head and neck 5 (10) 3 (16) 2 (6)
Trunk 10 (20) 3(16) 7 (22)
Upper limb 11 (21) 5 (26) 6 (19)
Lower limb 23 (45) 8 (42) 15 (47)
Non-available 2 (4) 0 2 (6)
Metastatic site:
Lung 24 (47) 12 (63) 12 (37.5) 0.07
Bone 11 (21) 8 (42) 3(9 0.01
Liver 16 (31) 8 (42) 8 (25) 0.2
Breslow index (mm), 3.5(2.0-5.0) 3.25(2.01-7.0) 3.58 (1.42-4.87) 0.4
median (25™-75")
Ulceration (yes) 18 (41) 8 (42) 10 (31) 0.7
BRAF status: 0.7
BRAF V600E 26 (51) 9 (47) 17 (53)
Wild type 25 (49) 10 (53) 15 (47)

# TNM classification according to 2017 AJCC 8™ edition
* Chi square test or Fisher’s exact test as appropriate for categorical variables and Student’s t-
test or Wilcoxon’s test for quantitative variables as appropriate
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Chaque ganglion lymphatique métastatique a été microdissequé au laser pour sélectionner
specifiguement un nombre minimum de 1500 cellules tumorales, avec une surface moyenne de
610 000 um? (480 000 a 820 000 um?). Apres I’extraction de I’ARN, tous les échantillons
étaient de bonne qualité, ce qui a permis des analyses transcriptomiques, puisque le chiffre
moyen d’intégrité de I’ARN (RIN) était de 8,7 (intervalle de 7 a 10).

La survie globale médiane calculée a partir du premier diagnostic de métastases ganglionnaires
régionales était significativement plus courte chez les patients présentant des métastases
cérébrales que chez les patients sans métastases cérébrales (39 mois vs 76 mois, p<0,01)
(Figure 9B). La survie médiane a partir du moment des métastases cérébrales était de 13,3
mois (intervalle de 2 & 72 mois). Chez les patients présentant une mutation BRAF, la survie
médiane n’était pas significativement différente pour les patients avec et sans métastases

cerébrales (14 vs 17 mois).
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Figure 9. Overall survival of the 51 patients in the development cohort

42



Expression du gene PROM2 dans les ganglions lymphatiques métastatiques de patients
atteints de métastases cérébrales

Des analyses transcriptomiques ont été effectuees sur des cellules tumorales microdisséquées
au laser obtenues a partir de ganglions lymphatiques métastatiques des 51 patients. Une
analyse multivariée a été réalisée pour comparer les données des patients atteints de métastases
cérébrales et de ceux qui n’en ont pas. Le tableau 5 montre les génes avec les plus grands
scores d et les plus grands changements de pli, tous ayant une valeur q <0,05. Nous avons
décidé de nous concentrer sur le géne PROM2 avec certains des scores d les plus élevés a 4,6
et un changement de pli de 3,3, et parce que la protéine PROM2 induit des protubérances
membranaires’® et peut donc étre impliquée dans des processus invasifs.

Tableau 5. Genes differentially expressed in metastatic lymph nodes of patients with versus

without brain metastasis

Gene Without brain With brain Fold d-score P value
metastasis metastasis Change
(mean) (mean)
PROM2 5,7 7,5 3,3 4.6 2.1e-05
LRRC2 7,4 9,3 3,6 4.2 2.2e-05
CASC15 9,8 11,7 3,6 4.2 2.2e-05
HMBOX1 7,2 9,0 3,5 4.1 2.2e-05
GPR179 59 7,7 3,4 4.3 2.2e-05
CD86 9,6 11,4 3,4 4.0 2.3e-05
RPA4 7,1 8,8 3,2 4.3 2.1e-05
GPR182 5,8 7,5 3,1 4.4 2.1e-05
KRT79 51 6,7 2,9 3.9 2.3e-05
PPP6R1 8,0 9,4 2,7 3.7 2.5e-05
BICC1 51 6,5 2,6 4.1 2.2e-05

En utilisant la RT-qPCR, nous avons confirmé que I’expression de ’ARNm PROM?2 était
significativement plus élevée dans les ganglions lymphatiques métastatiques des patients ayant
développé des métastases cérébrales (ACt = 9,38) que chez les patients qui n’en avaient pas
(ACt = 3,36) (p < 0,05, Figure 10A).
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Figure 10. PROM2 mRNA expression, "PROM2 IHC score" in metastatic lymph nodes, and
survival data in the development cohort.

(A), PROM2 mRNA expression is significantly higher in the metastatic lymph nodes from
patients with brain metastases than in those without brain metastases (P < 0.05).

(B), Using immunostaining on metastatic lymph nodes, the mean "PROM2 IHC score" is
significantly higher among patients with brain metastases than among those without (P <
0.05). (C), Survival according to the “PROM?2 IHC score” in the development cohort of 51
patients. A "PROM2 IHC score” >5 is significantly associated with a shorter survival
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Nous avons ensuite analysé les données transcriptomiques téléchargées a partir de trois
banques de données publiques (I’Atlas du génome du cancer SKCM™ et les cohortes
GSE221557° et GSE65904'") et avons constaté qu’une expression élevée de PROM2 dans les
ganglions lymphatiques meétastatiques du mélanome était associée a une faible survie (Figure
11).
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Figure 11. Survival curves in two cohorts of melanoma lymph node metastases from public
databanks, according to PROM2 mRNA expression level (high or low).

A. TCGA SKCM cohort

B. GSE22155 and GSE65904 cohorts
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L’expression de la protéine PROM?2 dans les ganglions lymphatiques métastatiques est
associée au risque de métastases cérébrales

En utilisant I’immunohistochimie, nous avons évalu¢ 1’expression de PROM2 sur les 51
ganglions lymphatiques métastatiques. Nous avons montré que le « score IHC » moyen
PROM2 était significativement plus élevé chez les patients présentant des métastases
cérébrales que chez les patients sans métastases cerébrales (8,8 vs 4, p<0,01) (Figure 10B).
Lorsque nous avons choisi un seuil >5 pour le « score IHC » PROM2, la survie globale était
significativement plus élevée chez les patients qui avaient un seuil <5 que chez les patients qui
avaient un seuil >5 (p < 0,01, Figure 10C). Dans I’ensemble, 1’expression de PROM2 dans les
ganglions lymphatiques métastatiques des mélanomes est associée au risque de métastases

cérébrales et a une diminution de la survie.

L’expression de PROM2 est faible dans les ganglions lymphatiques régionaux sans
métastases a distance associées

Lorsque nous avons comparé I’expression de '’ARNm PROM2 dans les trois groupes
différents, nous avons montré une augmentation progressive et significative de I’expression de
I’ARNm PROM2 du groupe 1 au groupe 3 (Figure 12A, B).

Nous avons également comparé le score moyen PROM2 et la survie globale dans les trois
groupes différents, et avons constaté que le « score IHC » moyen PROM2 était
progressivement et significativement différent dans les 3 groupes (Figure 12B). La survie
globale était également beaucoup plus longue pour le groupe 1 avec seulement des ganglions
lymphatiques régionaux métastatiques sans metastases a distance apres un suivi médian de 80
mois (Figure 12C).
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Figure 12. PROM2 expression and survival data according to subgroups in the development
cohort. (A), group 1 includes patients with only regional lymph node metastases; Group 2
includes patients without brain metastases but with other distant metastatic localizations;
Group 3 includes patients with brain metastases. (B), PROM2 mRNA expression and PROM2
mean score in the three different groups. PROM2 mRNA expression and PROM2 mean score
are gradually and significantly different in the three groups. (C), Survival curves according to
the three different groups. *P < .05; **P< 0.01
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Les facteurs de risque de métastases cérébrales ont d’abord été identifiés par analyse univariée,
puis par analyse multivariée. A I’aide d’une analyse multivariée, le score PROM2 et la
présence de métastases osseuses étaient les deux seules variables significativement associees
au risque de métastases cérébrales. Pour le score PROM2, le rapport des cotes était de 28,2 (p
= 0,003, tableau 6), ce qui a montré une forte association entre un score élevé de PROM2 et le
risque de développer des métastases cérébrales. Ainsi, nous avons confirmé que dans les
mélanomes métastatiques des ganglions lymphatiques régionaux, le score de PROM2 pourrait
discriminer un groupe a faible risque de métastases a distance, y compris les métastases

cérébrales.

Tableau 6. Univariate and multivariate analyses of factors associated with brain metastasis

Variables Univariate analysis P Multivariate analysis P
OR [95%Cl] Adjusted OR [95%Cl]

Metastatic site:

Lung 2.86 [0.88-9.25] 0.08 1.41[0.27-7.27] 0.66

Bone 7.03 [1.57-31.4] 0.01 16.2 [1.83-395.9] 0.02
PROM2 expression, per 1 IQR 1.21[1.03-1.48] 0.03 1.05 [0.91-1.36] 0.62
PROMZ2 IHC score:

Low (< 5) 1 (reference) 1 (reference)

High (> 5) 16.0 [4.10-83.1] 0.0002 28.2[4.33-570.7] 0.003

Une cohorte de validation confirme PROM2 comme biomarqueur des métastases a
distance

Entre 2009 et 2014, 50 patients présentant des ganglions lymphatiques métastatiques a partir
d’un mélanome et des échantillons de biopsie congelés ont été sélectionnés pour la série de
validations. 19 patients avaient des métastases et 31 n’en avaient pas. Il n’y avait pas de

caractéristiques cliniques et biocliniques significatives entre 2 séries (Tableau 7).
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Tableau 7. Baseline characteristics and comparison between the development and the
validation cohort

Variables Development cohort Validation cohort P*
n=>51 n =50
Age (y), mean = SD 58 + 16 63 + 16 0.11
Gender (women) 28 (55) 20 (40) 0.14
Initial TNM classification:
B 20 (39) 23 (46) 0.73
nc 28 (55) 25 (50)
D 3 (6) 2 (4)
Primary site of melanoma: 0.59
Head and neck 5 (10) 4 (8)
Trunc 10 (20) 17 (34)
Upper extremity 11 (21) 9 (18)
Lower extremity 23 (45) 19 (38)
Non-available 2 (4) 1(2)
Metastatic site at relapse:
Brain 19 (37) 19 (38) 0.94
Lung 24 (47) 19 (38) 0.36
Bone 11 (21) 12 (24) 0.77
Liver 16 (31) 17 (34) 0.78
Breslow index (mm), median (IQR) 3.5(3.0) 2.5 (2.7) 0.27
Ulceration (yes) 18 (41) 21 (42) 0.34
BRAF status: 0.25
BRAF V600E 26 (51) 27 (54)

* Chi square test or Fisher’s exact test as appropriate for categorical variables and Student’s t-test
or Wilcoxon’s test for quantitative variables as appropriate.
IQR: interquartile range.

Dans cette cohorte de validation, lorsque 1’expression de ’ARNm PROM2 a été évaluée sur
des cellules cancéreuses de mélanome microdissequées au laser a partir de ganglions
lymphatiques métastatiques, elle était significativement plus élevée chez les patients ayant
développé des métastases cérébrales (ACt médian = 5,1, IQR=2,3vs ACt =2, IQR =4,6) (P <
0,01). Le « score PROM2 IHC » était également significativement plus élevé en cas de
métastases cérébrales (7,4 vs 2,1 ; P <.01). En utilisant un seuil de >5 pour le « score PROM2
IHC » dans la régression multivariée, le « score PROM2 IHC » était le seul facteur associé au

risque de métastases cérébrales (Tableau 8).
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Tableau 8. Univariate and multivariate analyses of factors associated with mortality in the development and validation cohorts

Development cohort (n=51)

Validation cohort (n=50)

Variables Univariate analysis  p- Multivariate analysis p- Univariate analysis  p- Multivariate analysis p-
HR [95% CI] value aHR [95% Cl] value HR [95% CI] value aHR [95% ClI] value
Age (y), mean = SD 1.01[0.98-1.03] 37 0.98 [0.96-1.01] .26
Gender (women) 0.94 [0.46-1.93] .88 0.82[0.39-1.75] .62
Initial TNM classification: .01 .94
B 1 (reference) 1 (reference)
nc 1.22[0.57-2.60] 1.12 [0.53-2.34]
D 7.26 [1.85-28.4] 0.86 [0.11-6.58]
Primary site of melanoma: 49 .20
Head and neck 1 (reference) 1 (reference)
Trunk 0.9110.26-3.15] 0.42 [0.10-1.64]
Upper limb 0.48 [0.13-1.75] 0.80 [0.19-3.26]
Lower limb 0.46 [0.15-1.44] 1.08 [0.30-3.86]
Unknown 0.49 [0.05-4.45] -
Metastatic site:
Brain 2.61 [1.28-5.34] .008 - - 5.20 [2.39-11.3] <.0001 8.08 [2.49-26.2] .0005
Lung 3.82[1.78-8.18] .0005 10.7 [2.86-39.9] 0004 2.36[1.13-4.96] .02 - -
Bone 2.00[0.91-4.36] .08 - - 2.50[1.17-5.37] .01 - -
Liver 1.85[0.90-3.79] .09 - - 2.07 [0.99-4.31] .05 - -
Breslow index (mm), per 1
IQR of more 1.19[1.04-1.36] .01 - - 0.93 [0.82-1.06] .28
Ulceration (yes) 2.75[1.26-6.00] .01 - - 1.19 [0.53-2.65] .67
BRAF status:
BRAF V600E (yes) 1.49 [0.73-3.04] .26 1.49 [0.65-3.42] .34
PROM2 mRNA expression,
per 1 1QR of more 1.02 [0.99-1.05] A1 - - 1.16 [1.03-1.31] .01 - -

PROMZ2 IHC score
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High (> 5) 2.41 [1.16-5.03] 01  6.48[1.65-25.5] 007 3.60 [1.69-7.70] 0001 3.95[1.14-13.7] 02

Interaction terms
Lung metastases x
PROM2 IHC score >5 0.12 [0.02-0.64] 01

Brain metastases x
PROM2 THC score >5 0.21 [0.04-1.10] .06

Note. Univariate and multivariate Cox proportional hazards regression models were run with the sample of deceased patients. The assumptions of
the model were verified. Hazard ratios (HRs) for continuous variables were expressed per 1 SD or 1 interquartile interval (IQR) as appropriate.
Variables yielding P values under .2 in the univariate analysis were considered for inclusion in the multivariate analysis. A stepwise selection

process of the lowest P values was used for the multivariate analysis, also using interaction terms. aHR: adjusted hazard ratio
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Dans les deux cohortes, dans I’analyse univariée, un « score PROM2 IHC » élevé >5 dans les
ganglions lymphatiques métastatiques n’était pas associé au risque d’autres sites métastatiques
(poumon, foie et os), a I’exception des métastases pulmonaires dans la cohorte de validation
(Tableau 9).

Tableau 9. Univariate analyses of an association between a high “PROM?2 [HC score” >5 and
other metastatic sites than brain metastases

Types of metastases Development P Validation cohort P
cohort Adjusted
OR [95%ClI] OR [95%ClI]
Lung 2.38 [0.77-7.34] 0.13  4.19[1.25-14.1] 0.02
Bone 1.47 [0.38-5.60] 0.57  0.61[0.16-2.41] 0.48
Liver 1.71 [0.52-5.65] 0.37  0.65[0.19-2.19] 0.49

Dans les cohortes de développement et de validation, la présence de métastases cérébrales et
un « score [HC PROM2 » de > 5 étaient les deux seuls facteurs significativement associés a la
mortalité (Tableau 8 ; Figure 13).
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Figure 13. Survival curves in the validation cohort, according to the presence or not of brain
metastases (upper panel), or to the “PROM?2 IHC score” (lower panel). The presence of brain
metastases and/or a “PROM2 [HC score” > 5 are significantly associated with a shorter

survival.
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1.3. Discussions

Dans cette étude, chez les patients atteints de métastases ganglionnaires régionales de
mélanome, nous avons identifié PROM2 comme un marqueur significativement associé au
risque de métastases a distance, en particulier les métastases cérébrales.

L’analyse multivariée a montré que le score PROM2 et la présence de métastases osseuses
étaient les deux seuls facteurs significativement associés au risque de métastases cerébrales.
Dans une vaste étude observationnelle portant sur 26430 patients atteints de métastases
cérébrales cancéreuses, les métastases osseuses et pulmonaires sont plus fréquemment
associées au risque de métastases cérébrales que les métastases hépatiques®. En cas de
métastases pulmonaires, les cellules cancéreuses peuvent pénétrer dans la veine pulmonaire
par les capillaires pulmonaires, amenant les cellules cancéreuses a la circulation artérielle via
le ventricule gauche, favorisant ainsi le développement de métastases cérébrales®. Cette
distribution préférentielle des métastases pulmonaires ou osseuses avec métastases cérébrales
est particulierement vraie pour les mélanomes. Cela pourrait s’expliquer par la courte survie
de 4 mois en cas de metastases hépatiques lorsque le délai médian pour développer des
métastases cérébrales est de 9 mois®:. 1l peut également y avoir des raisons biologiques.

Les chimiokines sont de petites molécules sécrétées par chimio-attractant qui régulent le
recrutement cellulaire dans les tissus, et jouent ainsi un role clé dans I’initiation et la régulation
du processus métastatique des cellules tumorales®?®. L’expression d’un récepteur de
chimiokine dans les cellules cancéreuses est généralement associée a I’expression de son
ligand respectif dans un site cible pour les métastases®. Dans divers types de cancers, y
compris les mélanomes, 1’expression du récepteur de chimiokine CCR7 est préférentiellement
associée a la distribution métastatique des ganglions lymphatiques48(°7)8r2)  Chez les souris
injectées par voie intraveineuse avec des lignées cellulaires de mélanome, la surexpression du
récepteur de chimiokine CXCR4 augmente le risque de métastases pulmonaires®’. A ce jour,
on ne sait toujours pas si I’expression des récepteurs chimiokines/chimiokines contribue a une

distribution préférentielle des métastases du mélanome dans le cerveau.

Dans notre étude, le score PROM2 est le marqueur le plus fort qui prédit le risque de
développement de métastases a distance chez les patients atteints de mélanome, y compris les
métastases cérébrales. C’est la force de notre étude avec des applications translationnelles
potentielles chez les patients atteints de mélanome de stade I11. En effet, un traitement adjuvant
par immunothérapie ou anti-BRAF est recommandé chez les patients atteints d’une maladie de

stade 111%. Aucun autre marqueur que I’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux n’est
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actuellement incluse dans la décision thérapeutique. Dans notre étude, nous avons pu identifier
un groupe de patients de stade III qui n’ont pas développé de métastases a distance aprés un
suivi minimum de 5 ans, et ces patients avaient un score PROM?2 significativement inférieur a
celui des patients des deux autres groupes. Aprés validation dans une cohorte plus importante,
ce score pourrait étre utilis€é pour mieux identifier les patients a haut risque atteints d’un

mélanome de stade 111, et pourrait donc étre inclus dans les essais cliniques adjuvants.

Malgré des améliorations récentes dans la prise en charge des mélanomes métastatiques, 20 a
40% des patients restent insensibles a I’immunothérapie ou aux traitements anti-BRAF®%, ce
qui est difficile dans la pratique clinique. Notre étude ouvre la perspective de 'utilisation de
PROM2 comme cible thérapeutique potentielle pour le traitement du mélanome métastatique.

PROM2, également appelée prominine-2, est une glycoprotéine membranaire et un deuxieme
membre de la famille des prominines. PROMZ2 est un paralogue de PROML1 qui colocalisé avec
PROML1 dans les cellules épitheliales. PROM1, également appelé CD133, est un marqueur
bien connu des cellules souches cancéreuses®. De plus, il a été démontré que les cellules
souches cancéreuses sont liées a la résistance aux médicaments®>%°, a I’invasion tumorale et au
processus métastatique®®-°. Comme PROM1, PROM2 est enrichi au niveau des protubérances
de la membrane plasmique dans le rein adulte ainsi que dans divers autres tissus épithéliaux, et
peut donc étre impliqué dans D’adhésion cellulaire, la cicatrisation des plaies et la
migration”®, Cependant, le role de PROM2 dans le processus métastatique, en particulier les
métastases cérébrales, n’est pas étudié. D’autres études sont nécessaires pour €lucider ce role

de PROM2 et pour voir si PROM2 a des propriétés de souche ou non.

1.4. Conclusion et perspective
Dans cette étude, nous avons identifi¢ 1I’expression de PROM2 comme biomarqueur prédictif
du risque de métastases a distance, y compris les métastases cérébrales chez les patients
atteints de mélanome de stade IlIl. Notre découverte ouvre des perspectives d’études
translationnelles visant a valider PROM2 en tant que biomarqueur utile dans les essais
cliniques et en tant que cible thérapeutique potentielle pour le traitement du mélanome

metastatique. C’est I’objet d’un autre sujet de thése d’un doctorant dans notre unité.
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2. Y-a-t-il des signatures mutationnelles propres aux métastases cérébrales ?
Au cours des dernieres décennies, la recherche sur la génomique du cancer a considérablement
bénéficié des nouvelles technologies, dont le sequencage du génome entier, pour acquérir une
meilleure connaissance de la cancérogenése, mais aussi a des fins diagnostiques et
thérapeutiques. Cependant, avec le séquencage complet de lI'exome/génome, il y a des données
trés nombreuses, parfois d’interprétation difficile. L’une des difficultés est la valeur des
prévalences des anomalies observées, qui dépend de nombreux parametres comme le mode de
conservation de 1’échantillon tumoral, le type de technique utilisée ou encore si ’analyse se

fait sur échantillon unique ou sur plusieurs fragments d’un méme échantillon tumoral.

Notre unité a conduit une premiére méta-analyse sur les données génomiques dans le cancer du
rein a cellules claires. Les résultats de cette méta-analyse nous donnent des prévalences
d’anomalies génomiques plus fiables que les données obtenues a partir de sources
individuelles. Elle a egalement confirmé I’intérét de séquencer de multiples échantillons d’un
méme patient afin d’éviter la sous-estimation de la prévalence de mutations en raison de
I'nétérogénéité tumorale. Par ailleurs, le mode de conservation de tissu modifie la prévalence
des mutations genétiques. En effet, la fixation au formol pourrait conduire a une sous-détection
de certaines anomalies, en raison de modifications conformationnelles de 'ADN et de cassures
d’ADN. Les échantillons congelés devraient rester la référence a des fins de recherche.

Une forte valeur ajoutée de cette méta-analyse est que nous avons comparé les données
génomiques obtenues a partir des échantillons de cancers du rein primitifs et de meétastases,
mettant ainsi en lumiere des anomalies qui semblent clairement associées au processus
metastatique®.

En utilisant la méme approche, dans le cadre de ma Thése de sciences, j’ai effectué une méta-
analyse sur les données génomiques de métastases cérébrales du cancer du sein.

Ce travail de recherche a fait I’objet d’une publication dont je suis premicre auteur, dans la
revue Cancers!?®. Notre méta-analyse a porté sur 37218 patients avec un total de 18932
échantillons, dont 11906 échantillons des tumeurs primitives, 5541 échantillons des métastases

extra-cérébrales et 1485 échantillons des métastases cérébrales.

2.1. Matérielles et méthodes

Stratégie de recherche et critéres de sélection
Nous avons effectué cette revue systématique en suivant les méthodes décrites par le Preferred

Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA)°2,
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Criteres d’admissibilité

Criteres d’inclusion

Notre objectif était d’effectuer une méta-analyse sur les données génomiques obtenues a partir
de métastases cérébrales liées au cancer du sein. Les critéres d’inclusion étaient : (1) toute
étude évaluant la génomique des métastases du cancer du sein dans n’importe quelle
localisation, et (2) tout article en anglais de 1999 a aujourd’hui.

Criteres d’exclusion

Les critéres d’exclusion suivants ont été appliqués : (1) études avec des données génomiques
inutilisables ou non disponibles sur les métastases; (2) études limitées aux données
génomiques des tumeurs primaires sans données génomiques disponibles sur les métastases ;
3) les données génomiques obtenues & partir d’échantillons autres que des échantillons de
tissus (par exemple, ’ADN circulant); (4) revues, méta-analyses, lettres a 1’éditeur; (5)
données experimentales et études non humaines, (6) articles sans texte intégral disponible. Le

modele de diagramme de flux PRISMA utilisé dans cette étude est détaillé & la Figure 14.

Records identified through Records identified through
Medline searching (algorithm 1) Medline searching (algorithm 2)
c (n=2776) (n=631)
S
S
(5}
=
Records duplicates removed
N (n=13)
Records excluded
— (n =23337)
- Genomic not available: 1112
2 v - Genomic data obtained from
G samples others than tissue
8 Records screened samgles- 176
= n = 3394 > '
0 ( ) - Reviews, meta-analysis: 1203
- Experimental data and non-
— human studies: 525
- Other than breast cancer type:
167
- Full text not available: 154
=]
[14]
=
=
5 A 4
c
Studies included in
quantitative synthesis
- (n=157)

Figure 14. PRISMA flowchart for the screening and selection of the studies.
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Stratégie de recherche

Pour une méta-analyse systématique, nous avons effectué une recherche dans MEDLINE via
PubMed et utilisé 1’algorithme de recherche suivant : (« Tumeurs mammaires » [Mesh] ET «
métast* » ET (« Génomique » [Mesh] OU « mutation »)). Au total, 2776 articles ont été
initialement identifiés. Nous avons ensuite testé un deuxieme algorithme pour nous concentrer
sur les métastases cérébrales : « Sein » ET « cerveau » ET « métast* » ET (« Genom* » OU «
mutation* » OU « séquencg* »). Nous avons obtenu 631 publications. Nous avons effectué une
recherche manuelle dans les références bibliographiques de tous les articles inclus afin
d’identifier les articles potentiellement liés. La version 5.0.95.1 du logiciel Zotero a été utilisée
pour gérer les références et supprimer les doublons. En outre, les références contenues dans la
littérature recherchée et les revues pertinentes ont également été prises en compte pour éviter
que les articles admissibles ne soient manques.

Sélection des études

Deux auteurs (TTN et GB) ont indépendamment passé au crible les articles récupérés, d’abord

par titre, puis par resumé et enfin par texte intégral.

Protocole et enregistrement
Nous avons enregistré la revue dans PROSPERO, un registre prospectif international de revues
systématiques. Le protocole peut étre consulté a ’adresse suivante :

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/ Numéro d’enregistrement : CRD42021272358

Evaluation de la qualité

Pour évaluer la qualité des études, nous avons utilisé I’outil Q-genie!®?. 1l comprend 11
questions portant sur les aspects suivants de la méthodologie de 1’étude : justification de
I’¢tude, sélection et résultats, comparabilité¢ des groupes témoins, exposition technique et non
technique, biais, taille et puissance de 1’échantillon, analyses, méthodes statistiques, contrble
des facteurs de confusion, inférences pour les analyses génétiques et inférences a partir des
résultats. Chaque question a éte notée de 1 & 7 comme suit : « 1 (mauvais) », « 2 », « 3 (bon) »,
« 4 », « 5 (trés bon) », « 6 » ou « 7 (excellent) ». Pour les études avec un groupe témoin, un
score total de < 35 indique une mauvaise qualité, un score de 36 a 45 indique une qualité
modérée et un score de > 45 indique une bonne qualité. Dans notre méta-analyse sur les
données genomiques, comme le critére « exposition non technique » n’était pas applicable,
nous avons considéré qu’un score total de < 28 indiquait une mauvaise qualité, un score entre

29 et 38 indiquait une qualité modérée et un score de > 38 indiquait une bonne qualité.
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Analyse statistique

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel statistique R (version 4.1.0; R Foundation for
Statistical Computing, Vienne (Autriche); http://www.r-project.org). Sur la base des articles
sélectionnés, nous avons réalisé une méta-analyse (avec le package « meta ») pour évaluer la
prévalence des mutations génétiques dans les cancers du sein en fonction du site tumoral :
tumeur primaire, metastases extra-cérébrales et métastases cérébrales. Nous n’avons pris en
compte que les génes associés a une prévalence > 1% dans la tumeur primaire. Pour toutes les
études, nous avons évalué la prévalence des mutations génétiques en fonction : i) de la qualité
des études : bonne ou modérée/mauvaise ; ii) le site tumoral : métastases extra-cérébrales,
tumeurs primaires et métastases cérébrales pour tous les échantillons tumoraux. Nous avons
également évalué la prévalence des mutations génétiques dans des échantillons tumoraux
appariés du méme patient entre les tumeurs primaires, métastases extra-cérébrales et
métastases cérébrales ; iii) la méthode génomique (NGS, NGS ciblée ou autre) ; iv) et les
conditions de conservation des tissus (frais congelés ou fixés au formol). Pour chaque critére
de jugement, pour tester les différences entre les sous-groupes, nous avons utilisé le test Q base
sur I’analyse de la variance.

Voici un exemple typique de script R d’une seule proportion utilisant la transformation logit et
ne prenant en compte que 1’effet aléatoire :
metaprop(event=name.database$variable.number.of.event,
n=name.database$variable.total.number.of.observations,
studlab=name.database$name.of.studies, subgroup=name.database$variable.subgroup,
sm="PLOGIT", common = FALSE, random = TRUE).

Nous avons effectué une comparaison par paires de la prévalence des mutations genétiques
entre les sites tumoraux en utilisant le test z comme suit : tumeurs primaires vs métastases
extra-cérébrales, tumeurs primaires vs métastases cérébrales, et métastases extra-cérébrales vs
métastases cérébrales. Nous avons ensuite sélectionné tous les génes associés a des différences
significatives de prévalence entre les sous-groupes et nous n’avons retenu que ceux présentant
une prévalence dans chaque site tumoral (primaires, extra-cérébrales et cérébrales) et une
prévalence plus élevée dans les métastases cérébrales que dans la tumeur primaire. Sur ces
genes sélectionnés, nous avons effectué une méta-régression univariée et multivariée pour
prendre en compte I’ampleur de I’effet du site tumoral, la qualité des études (bonne vs modéree
ou mauvaise), la méthode génomique (NGS, NGS ciblé ou autre) et 1’état de conservation des
tissus (congelé ou fixé au formol). Les variables univariées donnant des valeurs P inférieures a

0,20 dans I’analyse univariée ont été prises en compte pour inclusion dans [’analyse
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multivariée. Les résultats de la méta-régression ont été présentés sous forme d’estimations
(coefficient 3) + erreur-type.

Nous avons évalué 1’hétérogénéité des résultats de 1I’étude a I’aide de I’indicateur 12 et du test
Q de Cochran'®, Des valeurs 12 de 0%, 25%, 50% et 75% ont été considérées comme
indiquant respectivement une absence faible, modérée et une hétérogenéité marquée. Une
valeur P < 0,05 des tests Q indiquait une hétérogénéité significative. En raison d’une
hétérogénéité significative de la prévalence des mutations génétiques, les résultats regroupés
ont ¢été résumés a I’aide du modele a effets aléatoires et ordonnés en valeurs de prévalence
décroissantes (%) avec leur intervalle de confiance a 95% (IC & 95%), y compris une
comparaison de la prévalence des sous-groupes.

Graphiquement, la prévalence de la mutation génétique en fonction du site de la tumeur a été
présentée sous forme de diagramme de carte thermique. Les mutations génétiques associées a
une prevalence accrue des métastases cérébrales ont été présentées sous la forme d’un
diagramme a barres de fréquences ordonnées en valeurs décroissantes dans les tumeurs
primaires. Les modifications du nombre de copies (LOH, gain matériel) ont également été
présentées sous la forme d’un diagramme a barres des fréquences. Tous les tests étaient
bilatéraux, et le seuil de signification statistique a été fixé a une valeur P inférieure a 0,05. Il
s’agit d’'une méta-analyse sur des données publiées, de sorte que 1’approbation éthique n’a pas

été demandée.

2.2. Résultats
Sélection des études, caractéristiques et évaluation de la qualité
Apreés la recherche documentaire et la suppression des articles en double, nous avons identifié
3394 études. Apres une sélection minutieuse des titres et des résumeés, 3337 études ont été
exclues, principalement parce que les données génomiques n’étaient pas disponibles. Au total,
57 études ont finalement été incluses dans cette méta-analyse (Figure 14). Les caractéristiques

des 57 études sélectionnées sont résumées dans le Tableau 10.
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Tableau 10. Main characteristics of the 57 studies included in the meta-analysis

ID First Patient  Breast Primary Brain Extracerebral metastases
author, (N) cancer tumor metastases Genomic  Variant selection
year subtype Samples Samples Samples analyzed analysis criteria
analyzed analyzed ‘method
Yes N Yes/ N Yes N Sites
/No No /No
1 Nguyen et 2609 All Yes 1561 No - Yes 163 Lung, pleura, liver, bone, NGS Oncogenic
al', 2022 LN alterations, using
OncoKB
2 Cosgrove 39 All No - Yes 39 No - - NGS Driver mutations,
et al?, 2022 (WES) using the dndscv
R package
3 Wardell et 10 All No - Yes 10 No - - Targeted Significantly
al®, 2021 NGS mutated genes,
using dNdSCV
4 Huang et 1 TN Yes 2 Yes 4 Yes 24 Lung, liver, bone, skin, LN, NGS Somatic mutation
al*, 2021 Kidney, peripancreas (WGS) (based on
COSMIC data)
5 Thulin et 57 All Yes 42 Yes 52 No - - Targeted Pathogenic
al®, 2021 NGS mutation/
The Cancer
Hotspot Panel
6 Chenetal®, 157 All Yes 157 No - Yes 157 LN NGS Somatic mutation,
2021 using GENCODE
7 Aftimos et 242 All Yes 242 No - No - Lung, pleura, liver, bone, NGS Driver mutations,
al’, 2021 LN, skin, soft tissue, ovary using Target Gene
Sequencing (TGS)
data
8 Hagio et 24 HR+ Yes 13 Yes 1 Yes 10 Lung, chest wall, liver bone, Target List of 160
al®, 2021 LN, ovary NGS cancer-related

genes included in
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the CLHURC
comprehensive
cancer panel

9 Giannoudis 32 All Yes 32 Yes 32 No - - Multiplex 39 driver
et al®, 2021 PCR mutations across 5
oncogenes (TP53,
PIK3CA, ESR1,
ERBB2, AKT) in 8
multiplex assays
10 Akcakanat 41 All Yes 17 No - No - Distant metastases, local Targeted Actionable genes
et al®?, recurrent NGS (oncogene/tumor
2021 suppressor gene)
11 Huang et 10722 All No - Yes 733 No - - NGS APOBEC
al't, 2021 mutational
signatures
12 Dono et 21 All No - Yes 21 No - - NGS Somatic mutation,
al'?, 2021 using COSMIC
13 Callens et 82 All Yes 82 No - Yes 9 Lung, pleura, liver, bone, Targeted Most frequently
al'®, 2021 LN, skin, ovary NGS mutated genes in
breast cancer from
TCGA
14 Rinaldi et 11616 All Yes 4515  Yes 238 No - Lung, chest wall, liver, bone, = NGS somatic
al**, 2020 skin alterations, using
COSMIC v62
15 Fumagalli 128 All Yes 106 No - Yes 82 Lung, chest wall, pleural, NGS Driver mutation,
et al'®, liver, bone, LN, skin using COSMIC
2020
16 Geelen et 234 All Yes 76 No - No - Lung, liver, bone, LN, ovary  Targeted Targeted
al'®, 2020 NGS sequencing panel

and actionable
genes as per
ESMO guidelines
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17

Akahane et
al'’, 2020

11

All

Yes

11

No

Yes

Lung, pleural

Targeted
NGS

Somatic driver
mutation, using
The QlAseq
Human Breast
Cancer Panel and
the GeneRead
Human
Comprehensive
Cancer Panel

18

Kaur et
al'®, 2020

HR+/
TN

No

Yes

Yes

Pleural, liver

NGS
(WES)

Actionable genes,
using OncoKB

19

Hutchinson
et al'®,
2020

34

TN

Yes

34

No

No

Bone, LN, skin, other

Targeted
NGS

Oncogenic
variant, using the
FoundationOne®
targeted next-
generation
sequencing panel

20

Paul et al®°,
2020

66

All

Yes

17

Yes

Yes

63

Lung, sternum, contralateral
breast, liver, bone, LN, skin,
soft tissue, ovary

NGS
(WES)

MutSigCV2 (19)
was used to
determine SMGs
based on coding
mutations and per-
sample
background
mutation rates.

21

Hu et al!,
2020

67

All

Yes

67

No

No

Lung, liver, peritoneum,
bone, skin, ovary

NGS
(WES)

Driver mutations,
using COSMIC
(v87)

22

Freitag et
al??, 2020

223

All

No

No

Yes

223

Lung, liver, bone, LN, local
recurrent

NGS

Genetic
alterations for all
cases had been
previously
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detected via the
FoundationOne
CDX NGS assay.

23 Hempel et 41 All No - No - Yes 41 Visceral, bone NGS Point mutation,
al?®, 2020 using
FoundationOne
CDx
24 Mosele et 617 HR+/ No - No - Yes 617 Lung, Pleural, contralateral NGS Hotspot mutation,
al**, 2020 TN breast, liver, LN, skin (WES) using COSMIC
25 Arruda et 10 All No - Yes 8 No - Lung, liver, LN, ovary NGS Driver mutations
al*®, 2019 (WES)
26 Vareslijaet 21 All No - Yes 21 No - - NGS Utilizing EXAC,
al’®, 2019 dbSNP and
ClinVar databases.
27 Tyran et 14 All Yes 14 Yes 14 No - - Targeted panel of 494
al?’, 2019 NGS “cancer-
associated” and
“actionable”
genes
28 Angus et 442 All No - No - Yes 442 Lung, liver, bone, LN, soft NGS Driver mutations,
al’®, 2019 tissue (WGS) using COSMIC
29 Fergusonet 7069 All Yes 3496  Yes 99 Yes 3469 LN, other NGS Using the
al*®, 2018 customized
IHlumina TruSeq
Amplicon Cancer
Hotspot panel
30 Schrijveret 17 TN/ Yes 17 No - No Skin Targeted Somatic mutation,
al*®, 2018 HER2+ NGS using MSK-
Integrated

Mutation Profiling
of Actionable
Cancer Targets
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(MSK-IMPACT)
assay

31 Razavi et 1756 All Yes 918 No - No Lung, chest wall, pleural, Targeted Hotspot mutation,
al*t, 2018 liver, LN, ovary NGS using Variant
Effect Predictor
(VEP) ver. 81 and
vcf2maf ver. 1.6.3
32 Arruda et 6 HR+/ Yes 6 Yes 9 No - - Targeted Actionable
al*?, 2018 HER2+ NGS mutation, using
OncoKB
33 Diossy et 17 All Yes 19 Yes 19 No - - NGS Driver mutation,
al*®, 2018 (WES) using Genome
Analysis Toolkit
(GATK 3.7)
34 Siegel et 16 All No O Yes 10 No - - NGS Somatic
al**, 2018 (WES) mutations, using
DawnRank
35 Kjallquist 10 All Yes 10 No - Yes 10 Lung, liver, bone, LN, skin NGS Somatic
et al®®, (WGS) mutations, using
2018 set of 505
recurrent cancer
genes from
COSMIC census
database and The
Cancer Genome
Atlas
36 Krgigardet 6 HR+ Yes 6 No - Yes 6 Liver, bone NGS Somatic
al®®, 2018 mutations, using
nine publicly
available somatic
variant callers
37  Ngetal*, 9 All Yes 9 No - Yes 9 Lung, liver, bone NGS Pathogenic
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2017

(WES)

mutations, using a
combination of
MutationTaster,
CHASM and
FATHMM

38

Richichi et
al®®, 2017

12

All

No

Yes

12

No

NGS
(WES)

Somatic
mutations, using
cBioPortal
database

39

Priedigkeit
et al®,
2017

20

All

No

Yes

20

No

NGS
(WES)

Activating
mutation, using
CLC Genomics
Workbench and
IGV

40

Yates et
al*®, 2017

51

All

Yes

o1

No

Yes

o1

Distant metastases, local
recurrent

NGS
(WGS)

Driver mutations,
using mutation
calling algorithms
(CaVEMan,
Pindel and
BRASS) and post-
processing filters

41

Basho et
al*l, 2016

89

All

Yes

89

No

No

Visceral, LN, soft tissue

Multiplex
PCR

Hotspot
mutations, using
panel of 190
regions that
encompass 740
mutational
hotspots

42

Bertucci et
al*?, 2016

23

All

Yes

23

No

No

Liver, peritoneum, LN, skin,
muscles, ovary, bladder,
uterus

Targeted
NGS

SNVs (non-
synonymous,
stop/gain) and
indels, using panel
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of 365 “cancer-
associated” genes
selected for their
involvement in

cancers
43 Muller et 22 All No - Yes 4 No - Lung, chest wall, neck mass,  Targeted Somatic
al*®, 2016 liver, LN, skin NGS mutations, using
COSMIC
44 Manso et 11 HR+ Yes 11 No - Yes 11 Lung, peritoneum, bone NGS Panel covering the
al**, 2016 coding DNA
sequence of the
106 genes
45 Saunus et 11 All No - Yes 11 No - - NGS Somatic
al®®, 2015 (WES) mutations, using
gSNP and the
Genome Analysis
Tool Kit
46 Lee et al*®, 45 All Yes 18 Yes 42 No - - NGS Hotspot
2015 mutations, using
The lon AmpliSeq
Cancer Hotspot
Panel v2
47 Brastianos 21 All No - Yes 21 No - - NGS Actionable
et al*’, (WES) mutations, using
2015 COSMIC (v67)
48 Roy- 61 All Yes 61 No - Yes 61 Distant metastases, local NGS Hotspot
Chowdhuri recurrent mutations, using
et al*®, The IT AmpliSeq
2015 cancer panel
49 Salhia et 35 All No - Yes 11 No - - aCGH Genomic
al*®, 2014 identification

using Significant

67



Targets in Cancer

50 Staren et 101 All Yes 31 No - Yes 70 Distant metastases, local NGS Genomic
al*®, 2014 recurrent alterations, using
panel of 236
cancer-related
genes
51 Meric- 43 All Yes 36 No - No Lung, liver, skin, LN, ovary, Targeted Somatic mutations
Bernstam local recurrent NGS using the
et al!, COSMIC
2014 database (version
62),
52 Craig et 14 TN No - No - Yes 14 Lung, chest wall, liver, bone, = NGS Coding mutations,
al*?, 2013 LN using
MutationWalker
and Genome
Analysis Toolkit
(GATK)
53 Wikman et 30 All No - Yes 10 No - - Sanger The
al®®, 2012 entire PTEN codi
ng region was
screened for
mutations by
sequencing PTEN
cDNA.,
54 Qian et 41 NA No - Yes 20 No - - Sanger Using GeneBank
al’*, 2011 reference
sequence NM_00
0546
55 Dupont 104 All Yes 101 No - No - Lung, pleura, liver, bone, Multiplex  Hotspot
Jensen et LN, local recurrent PCR mutations,
al®®, 2011 analyzed by
SNaPshot
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genotyping assay

56 Da Silvia 12 All Yes 12 Yes 12 No NGS Somatic
et al®®, mutations, using
2010 the OncoCarta®
Panel Assay v1.0

57 Ding et 1 TN Yes 4 Yes 7 No NGS Somatic
al’’, 2010 mutations, using

glfSomatic

Note. Liste des 57 études en méta-analyse se trouve dans [’annexe dans [’ordre de 1 a 57
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Notre méta-analyse comprenait un total de 37218 patients avec un age médian au moment du
diagnostic de 53,5 ans, et un total de 18932 échantillons, dont 11906 échantillons de tumeurs
primaires, 5541 échantillons de métastases extra-cérébrales et 1485 échantillons de métastases
cérebrales.

Pour I’évaluation de la qualité, 29 études (50,9%) étaient de bonne qualité, 25 études (43,8%)
étaient de qualité modérée et 3 études (5,3%) étaient de mauvaise qualité (Tableau 11).
Cependant, étant donné que les études de bonne qualité comprenaient un nombre beaucoup
plus important d’échantillons tumoraux que les autres études, elles représentaient
respectivement 97,3%, 97,5% et 85,3% du nombre total d’échantillons pour les tumeurs

primaires, les métastases extra-cérébrales et cérébrales.

Profils de mutation génétique dans les metastases cérébrales du cancer du sein

En utilisant un seuil de 1% pour la prévalence des mutations dans la tumeur primaire, nous
avons identifie 53 génes. En considérant tous les echantillons tumoraux regroupés, nous avons
d’abord compar¢ la prévalence des mutations génétiques pour ces 53 geénes entre des études de
bonne qualité et des études de qualité modérée/mauvaise. Pour 16 genes, la prévalence de la
mutation était significativement plus elevée pour les études de qualité moderée et mauvais,

mais avec de petits nombres d’échantillons analysés (Tableau 12).
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Tableau 11. Details on individual scores for the included studies based on Q-genie tool

Questions
Study Rationale Selection Comparability Technical Non- Other Samples A priori  Statistical Testing of  Appropriateness Score
for study and of comparison exposure technical sources sizeand planning methods assumptions of inferences

outcome group exposure of bias  power of and control and drawn from
analysis for inferences for results
confounding genetic
analysis
Nguyen et 6 4 5 4 NA 5 6 5 4 5 6 50
alt, 2022
Cosgrove 6 5 4 4 NA 4 3 5 4 5 6 46
et al, 2022
Wardell et 6 4 4 4 NA 3 2 5 4 5 6 43
al®, 2021
Huang et 5 3 6 3 NA 2 1 3 4 3 4 34
al*, 2021
Thulin et 5 5 5 4 NA 4 3 4 5 4 5 44
al’, 2021
Chen et al®, 5 4 5 4 NA 5 6 4 4 3 3 43
2021
Aftimos et 4 4 2 4 NA 5 6 4 5 4 4 42
al’, 2021
Hagio et 6 5 6 4 NA 3 2 5 6 4 4 45
al®, 2021
Giannoudis 5 5 5 2 NA 4 3 4 3 4 4 39
et al®, 2021
Akcakanat 5 3 2 4 NA 4 3 4 5 5 4 39
et al'?,
2021
Huang et 5 5 4 3 NA 5 7 5 3 3 4 44
al't, 2021
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Dono et
al*?, 2021

NA

39

Callens et
al*®, 2021

NA

47

Rinaldi et
al**, 2020

NA

48

Fumagalli
et al®®,
2020

NA

45

Geelen et
al'®, 2020

NA

44

Akahane et
al'’, 2020

NA

38

Kaur et
al'®, 2020

NA

28

Hutchinson
et al'®,
2020

NA

41

Paul et al®°,
2020

NA

38

Hu et al??,
2020

NA

32

Freitag et
al??, 2020

NA

39

Hempel et
al?®, 2020

NA

39

Mosele et
al®*, 2020

NA

39

Arruda et
al®®, 2019

NA

36

Vareslija et
al*®, 2019

NA

36
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Tyran et
al’’, 2019

NA

38

Angus et
al’®, 2019

NA

43

Ferguson
et al?®,
2018

NA

50

Schrijver et
al*°, 2018

NA

37

Razavi et
al’!, 2018

NA

41

Arruda et
al*2, 2018

NA

38

Diossy et
al*®, 2018

NA

36

Siegel et
al**, 2018

NA

35

Kjallquist
et al®®,
2018

NA

35

Krgigard et
al®®, 2018

NA

33

Ng et al*’,
2017

NA

32

Richichi et
al*® 2017

NA

34

Priedigkeit
et al®,
2017

NA

36

Yates et
al*®, 2017

NA

42
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Basho et
al*t, 2016

NA

39

Bertucci et
al*?, 2016

NA

37

Muller et
al*®, 2016

NA

36

Manso et
al*4, 2016

NA

40

Saunus et
al*®, 2015

NA

36

Lee et al*®,
2015

NA

42

Brastianos
et al*’,
2015

NA

37

Roy-
Chowdhuri
et al*®,
2015

NA

46

Salhia et
al*®, 2014

NA

36

Staren et
al’®, 2014

NA

43

Meric-
Bernstam
et al?,
2014

NA

39

Craig et
al’?, 2013

NA

33

Wikman et
al’®, 2012

NA

29
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Qian et
al**, 2011

NA

26

Dupont
Jensen et
al’®, 2011

NA

28

Da Silvia
et al®®,
2010

NA

33

Ding et
al’’, 2010

NA

29
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Tableau 12. Comparison of prevalence among gene mutation according to the quality of studies (Q genie tool)

Sample Mutation prevalence % P value for subgroup Heterogeneity
Gene ID studies (n) [95%CI] (random effects differences (random 12 p
model) effects model)
TP53 0.78
Good studies 1356.78911121314.1516.19.23.28.29.31.40, 16380 47.0 [40.0-54.0] 96% <0.01
41,44,47,48,51
Moderate or low studies 17,20,21,27,30,32,33,34,35,36,37,42,43,454752, 1391 48.0 [39.0-57.0] 76%  <0.01
54,57
PIK3CA 0.81
Good studies 1356.7891011,12.1314,1516,19.23.2.28.29. 16974 28.0 [26.0-31.0] 82% <0.01
40,41,46,48,51
Moderate or low studies 17.20,21,27,30,32,33,35,36,37,38,42.43,45,4756 485 29.0 [23.0-37.0] 49%  <0.01
CCND1 0.61
Good studies 11,15,16,19,22,23,28,51 1559 12.0 [5.00-25.0] 86% <0.01
Moderate or low studies 21,3045 25 16.0 [6.00-36.0] 0% 0.79
MYC 0.05
Good studies 8.11,12,15,19,23,28,34,44 1540 13.0 [6.00-25.0] 87% <0.01
Moderate or low studies 27,3945 55 29.0 [19.0-42.0] 0% 0.88
FGF19 NA
Good studies 15,19.22 222 18.0 [13.0-23.0] 43% 0.17
Moderate or low studies 0 NA NA NA
FGF3 NA
Good studies 15,19.22,23 263 11.0 [5.00-21.0] 55% 0.08
Moderate or low studies 0 NA NA NA
KMT2C 0.27
Good studies 16.13,28,44 2511 11.0 [4.00-27.0] 95%  <0.01
Moderate or low studies 17,2021,27,32,35 221 20.0 [12.0-33.0] 65%  <0.01
BRCA2 0.1
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Good studies
Moderate or low studies

ATRX
Good studies
Moderate or low studies

GATA3
Good studies
Moderate or low studies

FGFR1

Good studies

Moderate or low studies
GRIN2A

Good studies

Moderate or low studies
NCOR1

Good studies

Moderate or low studies

CDKN2A

Good studies

Moderate or low studies
TSC2

Good studies

Moderate or low studies

PTEN
Good studies
Moderate or low studies

RB1

Good studies

Moderate or low studies
ARID1A

Good studies

8,12,13,14,15,16,19,23,29,40,50,51
30,32,36,42,45,47

27,30,32,35

1,6,7,10,11,12,13,14,16, 28, 40,44
17,20,21,27,37,38,42

14,15,16,19,23,29

14

57

1,13,14,40,44

10,11,19,28,51

26,45

19,40
30,42,47

15,6,7,8,10,11,13,15,16,19,23,28,29,40,41,46,48,51

4,21,27,33,42,45,53

1,5,7,8,11,16,19,29,40,46,50
4,21,27,30,34,37,52

1,3,6,7,8,10,11,13,15,16,23,28,31,40,51

12420
76

8374
239

8597

4762

6683

1262

43

93
44

11352
188

10399
155

3766

10.0 [7.00-14.0]
30.0 [8.00-68.0]

NA
14.0 [6.00-28.0]

11.0 [9.00-13.0]
12.0 [8.00-16.0]

5.00 [2.00-16.0]
NA

4.00 [2.00-8.00]
50.0 [7.00-93.0]

14.0 [2.00-58.0]
NA

10.0 [8.00-12.0]
14.0 [6.00-28.0]

4.00 [2.00-11.0]
7.00 [2.00-19.0]

7.00 [6.00-9.00]
24.0 [10.0-47.0]

5.00 [3.00-8.00]
21.0 [7.00-50.0]

6.00 [5.00-8.00]

NA

0.71

NA

<0.01

NA

0.41

0.54

<0.01

0.02

0.57

89%
55%

NA
0%

80%
0%

97%
NA

85%
NA

83%
NA

21%
0%

0%
0%

88%
60%

94%
60%

65%

<0.01
0.05

NA
0.92

<0.01
0.95

<0.01
NA

<0.01
NA

<0.01
NA

0.28
0.65

0.4
0.61

<0.01
<0.01

<0.01
0.01

<0.01
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Moderate or low studies
MDM2

Good studies

Moderate or low studies
MAP3K1

Good studies

Moderate or low studies
CDH1

Good studies

Moderate or low studies
AKT1

Good studies

Moderate or low studies
CDKN2B

Good studies

Moderate or low studies
RUNX1

Good studies

Moderate or low studies
BRCA1

Good studies

Moderate or low studies

ARID1B

Good studies

Moderate or low studies
MSH6

Good studies

Moderate or low studies
ESR1

Good studies

Moderate or low studies
KDM6A

21,32,35,47

15,2351
30,34,45,52

1,6,13,14,40
42

1,5,6,7,13,14,16,19,23,28,29,40,44,51
17,20,21,25,32,33,35,37,38,42,43

1,6,7,8,9,13,15,23,28,29,40,41,48,50,51
20,27,42,45,

11,1951
26

1,7,28,51
20,27,30,36,37

7,8,11,13,14,15,19,29,40
27,32,33,45,52

40,44
21,27,30,34,35

40,51
34,42,

1,7,8,9,14,15,16,22,23,31,50
17,20,21,27,39,57

1035

192
35

6924
23

14541
294

10474
136

11525
32

2452
129

13122
100

132
111

138
44

7965
1100

8.00 [4.00-16.0]

6.00 [3.00-10.0]
14.0 [6.00-30.0]

6.00 [6.00-7.00]
9.00 [1.00-28.0]

6.00 [3.00-11.0]
9.00 [6.00-13.0]

8.00 [5.00-11.0]
8.00 [5.00-14.0]

5.00 [5.00-6.00]
12.0 [5.00-29.0]

2.00 [1.00-4.00]
11.0 [7.00-17.0]

6.00 [5.00-8.00]
15.0 [9.00-23.0]

4.00 [1.00-15.0]
7.00 [3.00-15.0]

2.00 [1.00-7.00]
16.0 [8.00-30.0]

9.00 [5.00-16.0]
10.0 [3.00-28.0]

0.08

0.63

0.25

0.9

0.07

<0.01

<0.01

0.56

<0.01

0.89

0.01

81%

0%
1%

0%
NA

98%
0%

90%
0%

0%
0%

76%
22%

79%
0%

15%
0%

0%
0%

95%
93%

<0.01

0.77
0.36

0.67
NA

<0.01
0.98

<0.01
0.89

0.41
0.49

<0.01
0.26

<0.01
0.76

0.32
0.41

0.96
0.56

<0.01
<0.01
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Good studies

Moderate or low studies
APC

Good studies

Moderate or low studies
KMT2D

Good studies

Moderate or low studies
MAP2K4

Good studies

Moderate or low studies

ERBB2

Good studies

Moderate or low studies
FAT1

Good studies

Moderate or low studies
ATM

Good studies

Moderate or low studies
NRAS

Good studies

Moderate or low studies
NF1

Good studies

Moderate or low studies
ERBB3

Good studies

Moderate or low studies
JAK1

Good studies

14
18,30,34,35

29,31,46,48
4,21,35,43

14,31,44
21,27,32,27

6,7,8,16,28,40
20,32,

1,6,7,8,9,11,12,13,15,16,19,23,26,28,29,30,31,41
21,32,33,34,39,45,47

6,28,31
18,21,27,42

8,15,29,46,48,51
4,30,32,37

29,41
45,56

1,6,7,11,13,15,23,28,31,40,51
21,35,42,47,52

7
21,26,37,45

6,14

4798
32

7280
1039

4764
1032

1186
89

11069
1121

599
1038

7515
78

3657
35

3904
1063

242
117

5076

4.00 [3.00-5.00]
16.0 [7.00-32.0]

4.00 [4.00-5.00]
20.0 [2.00-73.0]

10.0 [9.00-11.0]
5.00 [1.00-15.0]

5.00 [3.00-9.00]
6.00 [2.00-13.0]

5.00 [3.00-9.00]
11.0 [5.00-23.0]

6.00 [5.00-9.00]
7.00 [2.00-17.0]

3.00 [3.00-4.00]
19.0 [12.0-29.0]

1.00 [0.00-4.00]
17.0 [8.00-33.0]

5.00 [3.00-8.00]
7.00 [3.00-12.0]

2.00 [1.00-5.00]
11.0 [5.00-22.0]

3.00 [2.00-6.00]

0.14

0.23

0.84

0.11

0.94

<0.01

<0.01

0.41

<0.01

0.41

20%
0%

44%
88%

0%
85%

68%
0%

95%
89%

55%
83%

2%
0%

92%
0%

87%
63%

NA
36%

86%

0.29
0.84

0.08
<0.01

0.59
<0.01

<0.01
0.75

<0.01
<0.01

0.14
<0.01

0.42
0.62

<0.01
0.99

<0.01
0.01

NA
0.18

<0.01
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Moderate or low studies
NOTCH1

Good studies

Moderate or low studies
IGF1R

Good studies

Moderate or low studies
MTOR

Good studies

Moderate or low studies
FOXA1l

Good studies

Moderate or low studies
PIK3R1

Good studies

Moderate or low studies
GNAS

Good studies

Moderate or low studies

ARID2

Good studies
Moderate or low studies

ASXL1

Good studies

Moderate or low studies
KRAS

Good studies

Moderate or low studies
EGFR

Good studies

Moderate or low studies

30,34

13,14,19,29
21,27,30

14,1551

14

27,4247

1,29,40,44
39,57

1,6,7,13,14,15,40
26,45

10,11,14,29,40
18,21,27,35

14,31,40
21,30,35

8,12,14
34,35,37

7,14,15,19,23,29,46,48,51

5,10,13,16,29,46,51
21,39,47

77

11842
95

4977

4753

72

2279
27

7003
32

12570
107

4864
1005

4775
39

7802

7353
108

5.00 [2.00-13.0]

2.00 [0.00-7.00]
6.00 [2.00-20.0]

4.00 [2.00-7.00]
NA

4.00 [2.00-7.00]
10.0 [5.00-19.0]

4.00 [2.00-10.0]
43.0 [15.0-76.0]

3.00 [2.00-5.00]
22.0 [11.0-39.0]

1.00 [0.00-3.00]
10.0 [4.00-24.0]

3.00 [2.00-5.00]
3.00 [0.00-16.0]

9.00 [2.00-32.0]
15.0 [7.00-30.0]

2.00 [1.00-3.00]
NA

1.00 [1.00-3.00]
8.00 [3.00-22.0]

0.19

NA

0.07

<0.01

<0.01

<0.01

0.97

0.48

NA

<0.01

0%

96%
55%

83%
NA

89%
0%

94%
76%

81%
49%

95%
43%

60%
87%

89%
0%

62%
NA

78%
72%

0.48

<0.01
0.11

<0.01
NA

<0.01
0.75

<0.01
0.04

<0.01
0.16

<0.01
0.14

0.04
<0.01

<0.01
0.57

<0.01
NA

<0.01
0.03
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MLH1

Good studies

Moderate or low studies
BRAF

Good studies

Moderate or low studies
FGFR2

Good studies

Moderate or low studies

FGFR4
Good studies
Moderate or low studies

29,40,46
32,

16,19,29,40,48
32,38,45

29
32,52

26,27,39

7121

7248
31

7001
44

0
987

2.00 [1.00-6.00]
11.0 [2.00-50.0]

1.00 [0.00-3.00]
19.0 [9.00-37.0]

1.00 [0.00-2.00]
16.0 [8.00-30.0]

9.00 [1.00-41.0]

0.14

<0.01

<0.01

NA

93%
NA

85%
0%

88%
0%

NA
93%

<0.01
NA

<0.01
0.57

<0.01
0.41

NA
<0.01

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup differences
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Ensuite, nous avons comparé la prévalence des mutations génétiques en fonction du site
d’échantillonnage de la tumeur : tumeur primaire, métastases extra-cérébrales et métastases
cerébrales (Figure 15A). Cinq d’entre eux avaient une prévalence de mutation supéricure a
10% dans les 3 types d’échantillons : TP53, PIK3CA, MYC, KMT2C et ATRX. Dans les
métastases cérébrales, la prévalence des mutations était particulierement élevée pour TP53
(58%), FOXA1 (43%), FGFR4 (33%), BRCA2 (22%), FGFR2 (20%), BRAF (19%) et PTEN
(15%).
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Figure 15. Gene mutation prevalence, loss of heterozygosity and copy number alterations in
primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases

Panel A shows a heatmap plot for the prevalence of gene mutations according to the tumor site
(primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases).

Panel B shows the increased prevalence of gene mutations in brain metastases for 8 genes:
TP53, BRCA2, PTEN, ESR1, ERBB2, NRAS, NOTCH1, EGFR. P values reported here
corresponded to those of Table 14 and of pairwise comparison of gene mutation prevalence
between brain metastases and extracerebral metastases.

Panel C shows the loss of heterozygosity and material gain identified in breast cancer brain
metastases.

Parmi les 53 genes initialement retenus, 21 étaient associés a des différences significatives de

prévalence entre les sous-groupes (Tableau 13).
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Tableau 13. Comparison of prevalence among gene mutation in primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases in breast cancers.

Mutation prevalence % Heterogeneity

Gene ID studies Sample [95%CI] (random effects P _value for subgroup
(n) model) differences (random 2 P
effects model)
TP53 0.04
1,5,6,7,8,9,13,14,15,16,17,19,20,21,27,29,30,31,
Extracerebral metastases 168,13,15,17,20,23,28,29,35,36,37,40,44,48,52 4605 36.0 [25.0-49.0] 81%  <0.01
3,5,8,9,11,12,14,20,27,29,32,33,34,43,45,46,47,5
Brain metastases 457 1346 58.0[47.0-69.0] 79% <0.01
PIK3CA 0.03
1,5,6,7,8,9,10,13,14,15,16,17,19,20,21,27,29,30,3
Extracerebral metastases 168,13,15,17,20,23,24,28,29,36,37,40,48 5187 33.0[28.0-38.0] 85%  <0.01
3,5,9,11,12,14,20,27,29,32,33,35,38,43,45,46,47,
Brain metastases 56 1332 23.0[18.0-28.0] 45% 0.02
CCND1 0.25
Primary 151619223051 261 21.0 [16.0-26.0] 1% 0.4
Extracerebral metastases 15.23,28 565 22.0[15.0-31.0] 67% 0.05
Brain metastases 11,2745 758 3.00 [0.00-28.0] 91%  <0.01
MYC 0.92
Primary 8,15.,19.44 200 20.0 [13.0-29.0] 9%  0.36
Extracerebral metastases 8,15,23.28,44 586 20.0[11.0-34.0] 76%  <0.01
Brain metastases 11,12,27,34,39.45 809 15.0[4.00-47.0] 90%  <0.01
FGF19 0.59
Primary 15,1922 140 14.0[6.00-31.0] 71% 0.06
Extracerebral metastases 15 15 18.0 [11.0-28.0] NA NA
Brain metastases 0 NA NA NA
FGF3 0.7
Primary 151922 140 14.0 [6.00-30.0] 62% 0.1
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Extracerebral metastases
Brain metastases
KMT2C

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
BRCA?2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ATRX

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
GATA3

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
GRIN2A

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
NCOR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
CDKN2A

15,23

1,6,17,20,21,27,32,35,44
1,6,13,20,28,35,44
27,32

13,14,16,19,29,30,36,40,42,50,51
8,13,15,23,29,36,40,50
12,14,29,32,45,47

30,35
35
27,32

1,6,7,10,13,14,16,17,20,21,27,37,40,42,44
6,13,20,28,37,40,44
11,12,14,27,38

14,15,16,19

15,23,29

14

14,30,57

14

1,13,14,40,44

1,40,44
14

123

1854
855
23

8359
3738
399

19
10
23

6853
742
1018

4767
3592
238
4528
238
6220

225
238

8.00 [2.00-29.0]
NA

11.0 [4.00-25.0]
17.0 [7.00-34.0]
35.0 [18.0-56.0]

11.0 [5.00-22.0]
8.00 [5.00-13.0]
22.0 [13.0-35.0]

11.0 [3.00-34.0]
20.0 [3.00-56.0]
13.0 [4.00-34.0]

10.0 [8.00-13.0]
13.0 [9.00-18.0]
12.0 [7.00-20.0]

9.00 [3.00-21.0]
3.00 [0.00-38.0]
3.00 [1.00-5.00]

9.00 [2.00-38.0]
NA
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Extracerebral metastases
Brain metastases

TSC2
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Extracerebral metastases
Brain metastases

PTEN
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Extracerebral metastases
Brain metastases

RB1
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Extracerebral metastases
Brain metastases
ARID1A
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Extracerebral metastases
Brain metastases
MDM2
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Extracerebral metastases
Brain metastases
MAP3K1
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Extracerebral metastases
Brain metastases
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Extracerebral metastases
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6066
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0.04
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0.15

0.11

0.51
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0%
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0%

0%
NA
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53%
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2%
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0%

0%
0%
0%

0%
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93%
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0.73
NA
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0.8
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<0.01
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0.72

<0.01
0.34
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0.33
0.65
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Brain metastases

AKT1
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Extracerebral metastases
Brain metastases
CDKN2B

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
RUNX1
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Extracerebral metastases
Brain metastases
BRCA1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ARID1B

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MSH6

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ESR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
KDM6A
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5,25,32,33,38,43

1,6,7,8,9,13,15,27,29,40,41,42,48,50,51
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1,20,28,36,37
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40,42,51
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683
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18.0 [7.00-39.0]

5.00 [5.00-5.00]
7.00 [5.00-9.00]

5.00 [1.00-15.0]
4.00 [2.00-9.00]
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6.00 [2.00-20.0]
8.00 [2.00-28.0]

5.00 [1.00-21.0]
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0.9
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0.07
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0%
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50%

0%
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67%
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2%
0%
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48%
0%

75%
NA
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95%
42%
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0%
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<0.01
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0.11

0.96
0.29

<0.01
0.02
NA

<0.01
0.62
0.17

0.3
0.14

0.8
0.02
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0.94

<0.01
0.11
<0.01

0.74



Extracerebral metastases
Brain metastases

APC
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Extracerebral metastases
Brain metastases
KMT2D

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
MAP2K4

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ERBB2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

FAT1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
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Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
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Extracerebral metastases
Brain metastases

NF1
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14,18,34

4,21,29,31,35,46,48
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14,21,27,31
37,44
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6929 4.00 [2.00-7.00]
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1022 4.00 [1.00-13.0]
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0.3

0.28
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0.41

0.19

<0.01
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NA
67%

64%
94%
8%

93%
NA
0%

69%
45%
NA

88%
98%
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84%
65%
NA

62%
67%
73%
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NA
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NA
0.05

<0.01
<0.01
0.35

<0.01
NA
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0.12
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<0.01
<0.01

<0.01
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<0.01
0.02
0.01
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NA
0.1



Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ERBB3

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

JAK1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
NOTCH1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

IGF1R

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MTOR

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FOXA1l

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
PIK3R1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

1,6,7,13,15,21,31,35,40,42,31
1,6,15,23,28,35,40,52
11,47

7,21,37
37
26,45

6,14,30
6
14,34

13,14,19,21,27,29,30
29
14,27
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15
14

14,27,42

14,27,47

1,40,44

1,28,40

39,57

1,7,13,14,15,40

6,40
14,26,45

3253
960
754

318
9
32

4748
157
248

8216
3469
252

4657
82
249

4552
0
273

1623
656
27

6557
208
270

3.00 [2.00-6.00]
9.00 [6.00-12.0]
9.00 [7.00-11.0]

3.00 [1.00-5.00]
11.0 [0.00-48.0]
22.0 [11.0-39.0]

3.00 [1.00-8.00]
4.00 [1.00-8.00]
4.00 [2.00-8.00]

3.00 [1.00-7.00]
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10.0 [6.00-14.0]
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3.00 [3.00-4.00]
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2.00 [1.00-4.00]

4.00 [2.00-8.00]
13.0 [5.00-30.0]

88

<0.01

0.86

<0.01

0.79

<0.01

<0.01

<0.01

82%
43%
0%

31%
NA
0%

86%
NA
0%

93%
NA
0%

86%
NA
0%

70%
0%
78%
33%
76%
86%

0%
80%

<0.01
0.09
0.93

0.23
NA
0.72

<0.01
NA
0.4

<0.01
NA
0.54

<0.01
NA
0.51

0.03
0.53
0.01
0.23
0.04
<0.01

0.97
<0.01



GNAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ARID2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ASXL1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

KRAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

EGFR

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MLH1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

BRAF

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR2

Primary

Extracerebral metastases

10,14,21,27,29,40
18,29,35,40
11,14,27

14,21,30,31,35,40
35,40
14

14,35
35,37
8,12,14,34

7,19,29,48,51
15,23,29,48
14,46

5,10,13,16,21,29,51
23,29
5,39,46,47

29,40,46
29,40
32,46

16,19,29
29,40,48
32,38,45

29
29,52

8160
3532
985

5570
61
238

4525
19
270

3869
3653
280

3816
3510
135

3565
3520
o1

3667
3581
31

3532
3483

2.00 [1.00-7.00]
4.00 [0.00-27.0]
3.00 [0.00-16.0]

2.00 [1.00-6.00]
7.00 [2.00-16.0]
5.00 [3.00-8.00]

2.00 [2.00-3.00]
21.0 [8.00-45.0]
12.0 [4.00-34.0]

2.00 [1.00-4.00]
3.00 [1.00-6.00]
1.00 [1.00-4.00]

2.00 [1.00-4.00]
0.00 [0.00-0.00]
7.00 [3.00-18.0]

2.00 [0.00-7.00]
0.00 [0.00-1.00]
14.0 [7.00-26.0]

1.00 [0.00-6.00]
1.00 [1.00-1.00]
19.0 [9.00-37.0]

1.00 [0.00-7.00]
0.00 [0.00-1.00]

89

0.9

<0.01

<0.01

0.52

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

92%
93%
90%

71%
65%
NA

55%
0%
72%

69%
69%
0%

66%
82%
64%

83%
70%
0%

91%
46%
0%

94%
87%

<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
0.09
NA

0.14
0.33
0.01

0.01
0.02
0.58

<0.01
0.02
0.04

<0.01
0.07
0.8

<0.01
0.16
0.57

<0.01
<0.01



Brain metastases 32 30 20.0[9.00-38.0] 0%

FGFR4 <0.01

Primary 27,31 932 1.00 [0.00-8.00] 88%
Extracerebral metastases - - - -
Brain metastases 26,27,39 55 33.0 [22.0-46.0] 12%

0.44
<0.01

0.32

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup difference
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Lorsque nous avons comparé les métastases cérébrales aux métastases extra-cérébrales, la

prévalence de la mutation était significativement plus élevée pour 10 génes. Nous avons

considéré que la prévalence de la mutation était fiable si un nombre minimum d’échantillons

de 100 métastases cérébrales était analysé. Nous avons finalement retenu 6 genes : TP53,
BRCA2, PTEN, NRAS, NOTCH1 et EGFR (Tableau 14, Figure 15B et Figure 16) pour BRCA2,
PTEN, NOTCHL1 et EGFR).

Tableau 14. Pairwise comparison of prevalence of gene mutations according to the tumor site

P value for pairwise comparisons of mutation prevalence

Gene Primary tumors vs Primary tumors vs Extracerebral metastases vs
extracerebral metastases brain metastases brain metastases
TP53 <0.0001 <0.0001 <0.0001
PIK3CA 0.06 0.04 0.33
BRCA2 0.002 <0.0001 0.002
PTEN 0.008 <0.0001 <0.0001
CDKN2B NA 0.95 NA
BRCA1 <0.0001 0.002 0.72
KDMG6A 0.06 0.02 0.34
NRAS <0.0001 0.35 <0.0001
NF1 <0.0001 <0.0001 0.8
ERBB3 0.65 <0.0001 0.8
NOTCH1 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MTOR NA 0.001 NA
FOXAl <0.0001 <0.0001 <0.0001
PIK3R1 0.68 <0.0001 0.06
ARID2 0.02 0.004 0.77
ASXL1 <0.0001 <0.0001 0.05
EGFR <0.0001 <0.0001 <0.0001
MLH1 0.001 <0.0001 <0.0001
BRAF 0.0001 <0.0001 <0.0001
FGFR2 0.29 <0.0001 <0.0001
FGFR4 NA <0.0001 NA

Bold = significant P value at the threshold of 0.05, NA: not available
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Zheng Hu, Nat Genet 2020 4 67 0.06 [0.02;0.15
Marguerite Tyran,Cancer (Basel) 2019 1 14 0.07 [0.00; 0.34]
Ferguson, Int J Cancer 2018 154 3496 0.04 [0.04; 0.05]
Yates, Cancer cell 2017 4 51 0.08 [0.02;0.19
Reva K, Oncotarget 2016 1 89 0.01 [0.00; 0.06]
Francois Bertucci, Oncotarget 2016 2 23 0.09 [0.01;0.28
Funda Meric-Bernstam, Mol Cancer Ther 2014 4 36 0.11 [0.03; 0.26
Sebastien Nguyen, Cell 2023 12 163 0.07 [0.04;0.13]
Xiaomeng Huang, Genome Med 2021 11 24 0.46 [0.26; 0.67
Bo Chen, Ebiomedecine 2021 15 157 0.10 [0.05; 0.15]
Caterina F, Breast Cancer Res 2020 8 82 0.10 [0.04; 0.18]
Dirk Hempel, Sci Rep 2020 7 41 0.17 [0.07;0.32
Angus, Nat Gene 2019 60 442 0.14 [0.11;0.17
Ferguson, Int J Cancer 2018 174 3469 0.05 [0.04; 0.06]
Yates, Cancer cell 2017 4 51 0.08 [0.02;0.19
Sinchita, Am J Clin Pathol 2015 2 61 0.03 [0.00; 0.11
Xiaomeng Huang, Genome Med 2021 4 4 1.00 [0.40; 1.00]
Anna Thulin, Sci Rep 2021 2 52 0.04 [0.00; 0.13]
Richard S P Huang, Oncologist 2021 120 733 0.16 [0.14; 0.19]
Marguerite Tyran,Cancer (Basel) 2019 1 14 0.07 [0.00; 0.34]
Ferguson, Int J Cancer 2018 6 99 0.06 [0.02;0.13
M Diossy, Ann Oncol 2018 3 19 0.16 [0.03; 0.40]
Jodi M Saunus, The journal of pathology 2015 4 11 0.36 [0.11; 0.69]
Ji Yun Lee, Oncotarget 2015 3 42 0.07 [0.01; 0.19]
Harriet Wikman, Breast cancer research 2012 3 10 0.30 [0.07; 0.65]
Random effects model 11540 0.09 [0.07;0.12]

Heterogeneity: /2 = 87%, t? = 0.5711, p < 0.01
Test for subgroup differences: cg =6.32,df =2 (p = 0.04)
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BRCA2

Study Events Total Proportion 95%-Cl

Callens, Genome Med 2021 3 82 = 0.04 [0.01;0.10]

Jacob R, Plos one 2020 321 4515 H 0.07 [0.06; 0.08]

Courteney T.van Geelen, Breast Cancer Res 2020 9 7% 0.12 [0.06; 0.21]

Katherine E Hutchinson, Clin Cancer Research 2020 6 34 ——— 0.18 [0.07;0.35]

Ferguson, Int J Cancer 2018 514 3496 0.15 [0.14;0.16]

Willemijne AS, Cancer Res 2018 (Her+) 1 9 — 0.11 [0.00; 0.48]

Anne Bruun K, Plos One 2018 6 6 : _— 1.00 [0.54; 1.00]

Yates, Cancer cell 2017 1 51 = 0.02 [0.00; 0.10]

Francois Bertucci, Oncotarget 2016 2 23— 0.09 [0.01;0.28]

Edgar D Staren, Annals of Surgical Oncology 2014 6 31 0.19 [0.07;0.37]

Funda Meric-Bernstam, Mol Cancer Ther 2014 2 36 ——— 0.06 [0.01;0.19]

<=

Kanako Hagio, Sci Rep 2021 1 10 —+— 0.10 [0.00; 0.45]

Callens, Genome Med 2021 1 9 —————— 0.11 [0.00; 0.48]

Caterina F, Breast Cancer Res 2020 4 82 —— 0.05 [0.01;0.12]

Dirk Hempel, Sci Rep 2020 2 41 ——— 0.05 [0.01;0.17]

Ferguson, Int J Cancer 2018 444 3469 0.13 [0.12;0.14]

Anne Bruun K, Plos One 2018 2 6 - 0.33 [0.04;0.78]

Yates, Cancer cell 2017 1 51 —! 0.02 [0.00; 0.10]

Edgar D Staren, Annals of Surgical Oncology 2014 5 70 0.07 [0.02;0.16]

<

Antonio, Research Human Clinical studies 2021 8 21 L 0.38 [0.18;0.62]

Jacob R, Plos one 2020 34 238 ko 0.14 [0.10;0.19]

Ferguson, Int J Cancer 2018 20 99 A 0.20 [0.13;0.29]

Leticia De Mattos-Arruda, Oncotarget 2018 2 9 —/— 0.22 [0.03; 0.60]

Jodi M Saunus, The journal of pathology 2015 6 11 : —_— 0.55 [0.23; 0.83]

Brastiano, Cancer Discov 2015 1 21 = 0.05 [0.00; 0.24]

Random effects model 12496 <> 0.12 [0.08; 0.17]

Heterogeneity: /2 = 87%, t> = 0.9841, p < 0.01

Test for subgroup differences: c§ =7.49,df =2 (p = 0.02) 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Study Events Total Proportion 95%-Cl
Callens, Genome Med 2021 1 82 +— 0.01 [0.00; 0.07]
Jacob R, Plos one 2020 203 4515 0.04 [0.04; 0.05]
Katherine E Hutchinson, Clin Cancer Research 2020 3 34 —— 0.09 [0.02; 0.24]
Zheng Hu, Nat Genet 2020 1 67 +—— 0.01 [0.00; 0.08]
Marguerite Tyran,Cancer (Basel) 2019 2 14 - 0.14 [0.02; 0.43]
Ferguson, Int J Cancer 2018 14 3496 0.00 [0.00; 0.01]
Willemijne AS, Cancer Res 2018 (TN) 1 8 — 0.12 [0.00; 0.53]

<>
Ferguson, Int J Cancer 2018 3 3469 0.00 [0.00; 0.00]
Jacob R, Plos one 2020 22 238 1 —— 0.09 [0.06; 0.14]
Marguerite Tyran,Cancer (Basel) 2019 2 14 0.14 [0.02; 0.43]
. <=

Random effects model 11937 <= 0.03 [0.01; 0.07]
Heterogeneity: /* = 94%, t* = 2.6420, p < 0.01 T T T T 1
Test for subgroup differences: cg =62.45,df =2 (p <0.01) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Figure 16. Forest plots of mutation prevalence for 6 genes: ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN,
BRCA2 and NOTCH1
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Nous avons ensuite analysé des échantillons tumoraux appariés entre la tumeur primaire, les
métastases extra-cérébrales et les métastases cérébrales : la plupart des différences observées
n’ont pas atteint la signification statistique en raison du petit nombre d’échantillons (Tableau
15). Lorsque nous avons considéré les genes les plus fréqguemment mutés tels que TP53,
PIK3CA ou BRCAZ2, la prévalence de la mutation génétique était comparable aux données
obtenues a partir de tous les échantillons tumoraux regroupés (Tableaux 13 et 15).

L’hétérogénéité de la prévalence des mutations génétiques entre les études était moins
marquée pour les échantillons de meétastases cérébrales

Parmi les 53 génes, il y avait une hétérogénéité significative entre les études, a I’exception de
26 geénes dans les échantillons de métastases cérébrales (Tableau 13).

Pour remédier a cette limite, nous avons effectué plusieurs analyses de sous-groupes. Nous
avons d’abord évalu¢ la prévalence des mutations génétiques dans tous les échantillons selon la
méthode d’analyse génomique (NGS, NGS ciblé et autres) et les conditions de préservation de
la tumeur (congele vs fixé au formol). Le NGS était la principale méthode utilisee, pour 61,4%
des éetudes et 91% de tous les échantillons tumoraux, avec une hétérogenéité significative
persistante entre les études. En ce qui concerne la prévalence des mutations, une différence
significative entre les méthodes d’analyse génomique n’a été observée que pour 9 génes, dont
7 genes présentant une prévalence de mutation plus élevée avec NGS ciblé qu’avec NGS a
I’exome entier / génome entier (Tableau 16).

Pour les conditions de préservation de la tumeur, la congélation est généralement considérée
comme la condition standard pour les analyses du génome entier'®, Il représentait 28% des
¢tudes et seulement 7,1% des échantillons tumoraux, avec moins d’hétérogénéité entre les
études. De plus, la prévalence des mutations était significativement plus élevée pour 16 génes
lorsque 1’état congelé était comparé a I’état fixé au formol (Tableau 17). Etant donné que
I’hétérogénéité dans les études génomiques pourrait étre liée a I’hétérogénéité tumorale elle-
méme, nous avions I’intention d’évaluer la prévalence des mutations génétiques en comparant
I’échantillonnage multiple a I’échantillonnage unique. Cependant, les données n’étaient
disponibles que pour 7% des études, ce qui représente 0,5% du nombre total d’échantillons

analyses.
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Tableau 15. Paired data comparison of prevalence among gene mutation in primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases

Mutation prevalence %

Heterogeneity

Gene ID studies Sample [95%CI] (random effects P _value for subgroup

(n) model) differences (random 2 p

effects model)

TP53 0.52
Primary 56.9.13,20,27,32,33,36,37,40,44,46,38 196 45.0[32.0-59.0] 66% <0.01
Extracerebral metastases 6.13,20,35,36,3740,44,48 139 37.0[19.0-59.0] 80%  <0.01
Brain metastases 59,20.21,32,33,46,57 74 55.0 [33.0-76.0] 12% 0.34
PIK3CA 0.17
Primary 5,6.9,13,20,27,32.33,35,36,37,40,46,48.56 455 23.0 [17.0-30.0] 40%  0.05
Extracerebral metastases 6.13,20,36,37,40.48 310 32.0[25.0-41.0] 46% 0.08
Brain metastases 59,21,32,33,46,56 138 25.0[18.0-33.0] 0% 0.6
MYC 0.34
Primary a4 11 9.00 [1.00-44.0] NA NA
Extracerebral metastases 44 11 9.00 [1.00-44.0] NA NA
Brain metastases 27 14 29.0 [11.0-56.0] NA NA
KMT2C 0.2
Primary 6132027323544 41 32.0 [16.0-54.0] 40%  0.17
Extracerebral metastases 6.13,20,35,44 21 57.0[36.0-76.0] 0% 0.8
Brain metastases 21,32 23 35.0[18.0-56.0] 0% 0.32
BRCAZ2 0.06
Primary 133640 66 6.00 [1.00-33.0] 82%  0.02
Extracerebral metastases 13,3640 57 8.00[1.00-46.0] 83% 0.02
Brain metastases 32 9 22.0[6.00-58.0] NA NA
ATRX 0.8
Primary 3 10 10.0 [1.00-47.0] NA NA
Extracerebral metastases 3 10 20.0 [5.00-54.0] NA NA
Brain metastases 21,32 23 13.0 [4.00-34.0] 0% 0.83
GATA3 0.89
Primary 6132027374044 268 10.0 [7.00-15.0] 0% 091
Extracerebral metastases 6.13,20,37,40,44 254 10.0 [7.00-15.0] 0% 0.8
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Brain metastases
NCOR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

PTEN

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

RB1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ARID1A

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

CDH1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

AKT1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
RUNX1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
BRCA1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

27

40,44
40,44

4,6,20,27,40
4,6,20,40,48
4,5,20,27,33

4,5,6,37,40,46
4
4,5,27,46

6,13,35,40
13,35,40
32

5,20,32,33,35,40,44
6,13,20,35,37,40,44
5,32,33

20,27,36
20,36,37
27

20,27,33,40
20,40
20,27,32,33

14

62
62

241
310
74

63
75
70

227
70

151
264
65

126
o1
14
20
24
84

51
42

14.0 [2.00-43.0]

83.0 [0.00-100]
84.0 [0.00-100]

10.0 [7.00-14.0]
10.0 [4.00-24.0]
19.0 [2.00-77.0]

19.0 [3.00-64.0]
12.0 [1.00-69.0]
18.0 [1.00-77.0]

5.00 [3.00-9.00]
16.0 [9.00-26.0]
11.0 [0.00-48.0]

8.00 [5.00-13.0]
7.00 [4.00-12.0]
5.00 [1.00-13.0]

5.00 [2.00-11.0]
12.0 [5.00-24.0]
7.00 [1.00-37.0]

21.0 [4.00-63.0]
17.0 [2.00-63.0]
8.00 [2.00-28.0]

8.00 [2.00-22.0]
2.00 [0.00-13.0]
14.0 [7.00-28.0]

97

0.99

0.87

0.95

0.02

0.68

0.28

0.64

0.14

NA

0%
0%

0%
84%
0%

40%
92%
0%

0%
0%
NA

0%
0%
0%

5%
NA
NA

73%
NA
0%

58%
NA
0%

NA

[

0.96
<0.01
0.45

0.17
<0.01
0.57

0.52
0.87
NA

0.47
0.65
0.59

0.35
NA
NA

0.05
NA
0.8

0.09
NA
0.65



ARID1B

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ESR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
KMT2D

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
MAP2K4

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ERBB2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

FAT1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ATM

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

NF1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ERBB3

35,40,44
35,40,44
27

20,40
9,27,57

27
37,44
27,32

6,20,40
6,40
32

6,9,32,33
6
9,32,33

20,27
6,20
20,27

27,32,46,48
4,37,48
27,46

6,35,40
6,35,40

72
72
14

0
o1
21

14
11
33

o1
51
9

25
0
28

14
0
14

96
61
39

61
61
0

3.00 [0.00-16.0]
6.00 [2.00-20.0]
7.00 [1.00-37.0]

6.00 [2.00-17.0]
24.0 [10.0-46.0]

21.0 [7.00-49.0]
18.0 [5.00-51.0]
12.0 [5.00-28.0]

2.00 [0.00-13.0]
2.00 [0.00-13.0]
11.0 [2.00-50.0]

8.00 [2.00-27.0]
7.00 [2.00-24.0]
21.0 [7.00-49.0]
14.0 [4.00-43.0]
6.00 [1.00-24.0]
2.00 [0.00-11.0]
10.0 [4.00-24.0]

3.00 [1.00-12.0]
8.00 [3.00-18.0]

98

0.75

0.04

0.7

0.36

0.91

0.62

0.23

0.26

0.41

0%
48%
NA

NA
48%
NA
NA
0%
NA
NA
NA
0%
0%
NA
NA
55%
NA
0%

28%
49%

1
0.14
NA

NA
0.16
NA
NA
0.95
NA
NA
NA
0.39
0.58
NA
NA
0.08
NA
0.8

0.24
0.16



Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FOXA1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

GNAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ARID2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ASXL1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

KRAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MLH1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR4

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

37
37

40,44
40
57

13,27,40
35,40
27

35,40

35,40

35
33,37

48
48

40,46
40
32,46

27

27

O ©

62
51
7

74
61
14

61
61
0

10
10
10

61
61
0

66
o1
24

14
0
14

11.0 [2.00-50.0]
22.0 [4.00-70.0]

5.00 [2.00-14.0]
6.00 [2.00-17.0]
71.0 [33.0-93.0]

6.00 [2.00-17.0]
6.00 [1.00-27.0]
14.0 [4.00-43.0]

3.00 [1.00-12.0]
7.00 [2.00-16.0]

10.0 [1.00-47.0]
30.0 [10.0-62.0]
10.0 [1.00-47.0]

2.00 [0.00-11.0]
5.00 [2.00-14.0]

3.00 [1.00-11.0]
2.00 [0.00-13.0]
17.0 [6.00-37.0]
7.00 [1.00-37.0]

21.0 [7.00-49.0]

<0.01

0.55

0.41

0.41

0.33

0.04

0.3

NA

NA

0%
NA
NA

32%
74%
NA

28%
65%

NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

0.48
NA
NA

0.23
0.05
NA

0.24
0.09

NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA

NA

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup differences
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Tableau 16. Comparison of prevalence among gene mutation according to the genomic analysis method (whole sample)

Sample Mutation prevalence % P value for subgroup :
Gene ID studies (n) [95%CI] (random effects differences (random Heterogeneity
model) effects model) 12 P
TP53 0.27
1,6,7,11,12,14,15,20,21,23,28,29,33,34,35,36,37,
NGS 40,4445 47 4748,52,57 16123 46.0 [40.0-53.0] 94% <0.01
Targeted NGS 358,13,16,17.19,27,30,31,32,42,43,51 1405 53.0 [42.0-64.0] 83% <0.01
Other 941,54 173 34.0[18.0-55.0] 86% <0.01
PIK3CA 0.31
1,6,7,11,12,14,15,20,21,23,24,28,29,33,35,36,37,

NGS 38,40.45.46,47 48,56 16719 27.0 [24.0-31.0] 84% <0.01
Targeted NGS 358,10,13,16,17,19.27,30,32,42,43,51 486 30.0 [26.0-34.0] 0% 0.52
Other a4 254 33.0 [25.0-42.0] 58% 0.07
CCND1 0.34

NGS 11,1522,23,28.45 1415 10.0 [3.00-31.0] 90% <0.01
Targeted NGS 16,19,27,30,51 169 18.0[13.0-25.0] 0% 0.44
Other 0 NA NA NA
MYC 0.6

NGS 11,12,15.23.28.34,39.44.45 1468 16.0 [7.00-31.0] 86% <0.01
Targeted NGS 8.19.27, 71 20.0[12.0-31.0] 0% 0.7
Other 0 NA NA NA
FGF19 0.07

NGS 1522 188 20.0 [15.0-26.0] 0% 0.67
Targeted NGS 19 34 6.00 [1.00-20.0] NA NA
Other 0 NA NA NA
FGF3 0.32

NGS 15.22.23 229 13.0[6.00-25.0] 54% 0.11
Targeted NGS 19 34 6.00 [1.00-20.0] NA NA
Other 0 NA NA NA
KMT2C 0.05
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NGS
Targeted NGS
Other

BRCA2

NGS
Targeted NGS
Other

ATRX

NGS
Targeted NGS
Other

GATA3

NGS

Targeted NGS
Other

FGFR1

NGS
Targeted NGS
Other
GRIN2A
NGS
Targeted NGS
Other
NCOR1

NGS
Targeted NGS
Other
CDKN2A
NGS
Targeted NGS
Other

TSC2

1,6,20,21,28,35,44
13,17,27,32

8,12,13,14,15,19,23,29,36,40,45,47,50
16,19,30,32,42,51

35
27,30,32

1,6,7,11,12,14,
20,21,27,28,37,38,40,44
10,13,16,17,27,42

14,15,23,29
16,19,

14,57
30

1,14,40 44
13

11,26,28,45
10,19,51

2669
63

12208
288

20
32

8367
246

8451
110

4757

6601
82

1207
87

12.0 [5.00-24.0]
28.0 [18.0-42.0]
NA

12.0 [8.00-18.0]
9.00 [6.00-14.0]
NA

15.0 [5.00-38.0]
13.0 [5.00-29.0]
NA

11.0 [9.00-13.0]

12.0 [9.00-17.0]
NA

3.00 [1.00-14.0]
17.0 [9.00-29.0]
NA

7.00 [2.00-27.0]
11.0 [0.00-48.0]
NA

18.0 [2.00-72.0]
2.00 [0.00-9.00]
NA

11.0 [8.00-14.0]
8.00 [4.00-16.0]
NA

93%
1%
NA
0.47
92%
0%
NA
0.8
0%
0%

0.5
76%%
0%

0.04
97%
S57%
NA
0.72
92%
NA
NA
0.13
85%
NA
NA
0.47
48%
0%
NA
0.21

<0.01
0.41
NA

<0.01
0.45
NA

0.54
0.96

<0.01
0.58

<0.01
0.13
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
NA
NA

0.12
0.73
NA
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NGS
Targeted NGS
Other

PTEN

NGS
Targeted NGS
Other

RB1

NGS
Targeted NGS
Other
ARID1A
NGS
Targeted NGS
Other

MDM2

NGS
Targeted NGS
Other
MAP3K1
NGS
Targeted NGS
Other

CDH1

NGS
Targeted NGS
Other

AKT1

NGS
Targeted NGS
Other
CDKN2B
NGS

40,47
19,30,42

1,4,6,7,11,15,21,23,28,29,33,40,45,46,48
5,8,10,13,16,19,27,42,51
41,53

1,4,5,7,11,21,29,34,37,40,46,50,52

8,16,19,27,30,

1,3,6,7,11,13,15,21,23,28,35,40,47
8,10,16,31,32,51

15,23,34,45,52
30,51

1,6,14,40
13,42

1,5,6,7,14,20,21,23,25,28,29,33,35,37,38,40,43,44

13,16,17,19,32,42,51

1,6,7,15,20,23,28,29,40,45,48,50
8,13,27,42,51
9,41

11,26

72
65

11080
361
99

10285
258

3631
1170

227
45

6942
105

14444
391

10254
192
153

754

3.00 [1.00-10.0]
8.00 [3.00-17.0]
NA

10.0 [7.00-14.0]
6.00 [0.00-47.0]
7.00 [5.00-11.0]

8.00 [4.00-16.0]
7.00 [4.00-12.0]
NA

7.00 [5.00-9.00]
6.00 [4.00-10.0]
NA

7.00 [4.00-11.0]
9.00 [3.00-21.0]
NA

6.00 [6.00-7.00]
8.00 [4.00-15.0]
NA

6.00 [3.00-10.0]
8.00 [6.00-12.0]
NA

7.00 [5.00-8.00]
7.00 [3.00-17.0]
17.0 [4.00-54.0]

6.00 [5.00-8.00]

0.44

0.78

0.78

0.59

0.55

0.31

0.48

0.8

0%
0%
NA

91%
89%
2%

95%
26%
NA

75%
53%
NA

41%
0%
NA

0%
0%
NA

97%
0%
NA

83%
60%
89%

0%

0.52
0.8
NA

<0.01
<0.01
0.42

<0.01
0.21
NA

<0.01
0.03
NA

0.15
0.79
NA

0.58
0.83
NA

<0.01
0.57
NA

<0.01
<0.01
<0.01

0.57
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Targeted NGS
Other
RUNX1

NGS
Targeted NGS
Other

BRCA1

NGS
Targeted NGS
Other
ARID1B
NGS
Targeted NGS
Other

MSH6

NGS
Targeted NGS
Other

ESR1

NGS
Targeted NGS
Other
KDM6A
NGS
Targeted NGS
Other

APC

NGS
Targeted NGS
Other
KMT2D

NGS
Targeted NGS

19,51

1,7,20,28,36,37
27,30,51

7,11,14,15,29,33,40,45,52
8,13,19,27,32

21,34,35,40,44
27,30,

42,51
34,40

1,7,9,14,15,20,21,22,23,39,50,57
8,16,17,27,31,

14,18,34,35
30

4,21,29,35,43,46,48
31

14,21,37,44
27,31,32

o o

2509
72

13046
176

221
22

112
59

7959
1042
64

4785
45

7363
956

4840
955

6.00 [2.00-14.0]
NA

4.00 [2.00-11.0]
7.00 [3.00-16.0]
NA

7.00 [5.00-9.00]
8.00 [4.00-16.0]
NA

4.00 [2.00-9.00]
14.0 [4.00-35.0]
NA

3.00 [1.00-8.00]
9.00 [2.00-33.0]
NA

8.00 [5.00-14.0]
8.00 [3.00-19.0]
43.0 [23.0-66.0]

6.00 [2.00-16.0]
4.00 [1.00-16.0]
NA

10.0 [4.00-24.0]
2.00 [0.00-20.0]
NA

10.0 [9.00-10.0]
5.00 [1.00-24.0]

0.49

0.61

0.1

0.2

<0.01

0.81

0.43

0.44

0%
NA

86%
0%
NA

80%
32%
NA

0%
19%
NA

0%

75%%

NA

94%
85%
84%

2%
1%
NA

83%
89%
NA

2%
91%

0.95
NA

<0.01
0.93
NA

<0.01
0.18
NA

0.54
0.27
NA

0.4
0.04
NA

<0.01
<0.01
0.01

<0.01
0.31
NA

<0.01
<0.01
NA

0.39
<0.01
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Other
MAP2K4
NGS
Targeted NGS
Other

ERBB2

NGS
Targeted NGS
Other

FAT1

NGS
Targeted NGS
Other

ATM

NGS
Targeted NGS
Other

NRAS

NGS
Targeted NGS
Other

NF1

NGS
Targeted NGS
Other

ERBB3

NGS
Targeted NGS
Other

JAK1

NGS
Targeted NGS
Other

6,7,20,28,40
8,16,32

1,6,7,11,12,15,21,23,26,28,29,33,34,39,45,47

8,13,16,19,30,31,32,
941

6,18,21,28

27,31,42

4,15,29,37,46,48
8,30,32,51

29,45,56

41

1,6,7,11,15,21,23,28,35,40,47,52

13,31,42,51

7,21,26,37,45

6,14,34
30

NA

4.00 [3.00-7.00]
12.0 [7.00-20.0]
NA

7.00 [4.00-11.0]
6.00 [3.00-12.0]
2.00 [1.00-6.00]

6.00 [4.00-10.0]
7.00 [2.00-19.0]
NA

3.00 [3.00-4.00]
8.00 [4.00-16.0]
NA

4.00 [1.00-21.0]
NA
1.00 [0.00-6.00]

5.00 [3.00-9.00]
3.00 [2.00-5.00]
NA

7.00 [3.00-17.0]
NA
NA

3.00 [2.00-5.00]
NA
NA

0.01

0.15

0.88

0.02

0.37

0.09

NA

NA

NA

66%
0%
NA

96%
82%
0%

S57%
88%
NA

56%
22%
NA

93%
NA
NA

84%
61%
NA

73%
NA
NA

78%
NA
NA

NA

<0.01
0.98
NA

<0.01
<0.01
0.7

0.07
<0.01
NA

0.01
0.26
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
0.05
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
NA
NA
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NOTCH1
NGS
Targeted NGS
Other

IGFR1

NGS
Targeted NGS
Other

MTOR

NGS
Targeted NGS
Other

FOXAl

NGS
Targeted NGS
Other
PIK3R1

NGS
Targeted NGS
Other

GNAS

NGS
Targeted NGS
Other

ARID2

NGS
Targeted NGS
Other

ASXL1

NGS
Targeted NGS
Other

KRAS

14,21,29
13,19,27,30

14,15
51

14,47
27,42

1,29,39,40,44,57

1,6,7,13,14,15,26,40,45

11,14,18,21,29,35,40
10,27

14,21,35,40
30,31

12,14,34,35,37
8

11785
152
0

4941
36
0

4774
o1
0

2306

6953
82

12632
45

4942
927

4813
1
0

1.00 [0.00-5.00]
7.00 [3.00-16.0]
NA

3.00 [2.00-6.00]
8.00 [2.00-22.0]

NA

4.00 [2.00-7.00]

12.0 [5.00-24.0]
NA

9.00 [3.00-22.0]
NA
NA

4.00 [2.00-8.00]

1.00 [0.00-7.00]
NA

2.00 [1.00-5.00]
11.0 [5.00-24.0]
NA

3.00 [2.00-6.00]
1.00 [0.00-14.0]
NA

8.00 [3.00-17.0]

100.0 [3.00-100.0]

NA

0.05

0.15

0.03

NA

0.23

<0.01

0.36

0.02

97%
25%
NA

84%
NA
NA

78%
0%
NA

93%
NA
NA

86%
NA
NA

94%
0%
NA

70%
90%
NA

88%
NA
NA

<0.01
0.26
NA

<0.01
NA
NA

0.01
0.83
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
0.7
NA

<0.01
<0.01
NA

<0.01
NA
NA
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NGS
Targeted NGS
Other

EGFR

NGS
Targeted NGS
Other

MLH1

NGS
Targeted NGS
Other

BRAF

NGS
Targeted NGS
Other

FGFR2

NGS
Targeted NGS
Other

FGFR4

NGS
Targeted NGS
Other

7,14,15,23,29,46,48
19,51

5,21,29,39,46,47
10,13,16,51

29,40,46
32

29,38,40,45,48
16,19,32

29,52
32

26,39
27,31

7732
70
0

7156
305
0

7127
9
0

7161
119

7000
9
0

41
946
0

2.00 [1.00-3.00]
6.00 [2.00-14.0]
NA

2.00 [1.00-7.00]
3.00 [2.00-6.00]
NA

2.00 [1.00-6.00]
11.0 [0.00-48.0]

1.00 [0.00-3.00]
7.00 [3.00-13.0]
NA

2.00 [0.00-12.0]
11.0 [0.00-48.0]
NA

37.0 [23.0-52.0]
3.00 [0.00-24.0]
NA

0.47

0.14

<0.01

0.18

0.02

54%
6%
NA

92%
0%
NA

93%
NA
NA

80%
36%
NA

96%
NA
NA

15%
92%
NA

0.03
0.3
NA

<0.01
0.79
NA

<0.01
NA
NA

<0.01
0.21
NA

<0.01
NA
NA

0.28
<0.01
NA

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup differences
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Tableau 17. Comparison of prevalence among gene mutation according to the conservation method (whole sample)

. Sample  Mutation prevalence % .
Gene ID studies " [9506CI] (random effects P value for subgroup  Heterogeneity
model) differences (random
effects model) 12 P
TP53 0.19
3,5,6,7,9,12,14,15,16,17,19,20,21,23,29,30,31,32,33,41,43,44
FFPE 47, 14550 49.0 [44.0-55.0] 93%  <0.01
48,51,54
Fresh frozen 13,27,28,34,35:42,52 618 42.0 [33.0-52.0] 53% 0.03
PIK3CA 0.27
3,5,6,7,9,10,12,14,15,16,17,19,20,21,23,29,30,32,33,38,41,43
FFPE 46, 13727 27.0 [24.0-30.0] 57%  <0.01
47,48,51,56
Fresh frozen 13.24,21,28,35,42, 1211 32.0 [24.0-42.0] 91%  <0.01
CCND1 0.02
FFPE 15,16,19,22,30,51 354 20.0[16.0-25.0] 0% 0.65
Fresh frozen 21,28 456 27.0 [23.0-31.0] 13% 0.28
MYC <0.01
FFPE 12,15.19,39.44.45 332 23.0[19.0-28.0] 27% 0.21
Fresh frozen 21,28,34 466 35.0[31.0-40.0] 0% 0.51
FGF19 NA
FFPE 15,1922 222 18.0[13.0-23.0] 43% 0.17
Fresh frozen 0 NA NA NA
FGF3 NA
FFPE 15,1922 222 16.0[12.0-21.0] 25% 0.26
Fresh frozen 0 NA NA NA
KMT2C 0.13
FFPE 16.13,17,20,21,32,44 509 15.0[8.00-26.0] 76% <0.01
Fresh frozen 27,28,35 499 28.0[16.0-45.0] 80%  <0.01
BRCAZ2 0.04
FFPE 12,14,15,16,19,29,30,32,36,47,51 12230 14.0[8.00-22.0] 90% <0.01
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Fresh frozen
ATRX
FFPE

Fresh frozen
GATAS3
FFPE

Fresh frozen
FGFR1
FFPE

Fresh frozen
GRIN2A
FFPE

Fresh frozen
NCOR1
FFPE

Fresh frozen
CDKN2A
FFPE

Fresh frozen
TSC2

FFPE

Fresh frozen
PTEN
FFPE

Fresh frozen
RB1

FFPE

Fresh frozen
ARID1A
FFPE

Fresh frozen
MDM2
FFPE

13,42,

30,32
27,35

6,7,10,12,14,16,17,20,21,38,44
13,27,28,42

14,15,16,19,23,29

14,30

14,44

13

10,19,26,51
28

19,30,40,42,47

4,5,6,7,10,15,16,19,21,29,33,41,42,46,48,51,53

4,13,27,28,

4,5,7,16,19,21,29,30,46
4,27,34,52

3,6,7,10,15,16,21,28,31,32,47,51
13,35,

15,30,51

114

5735
584

8556

4762

4877

82

119
453

114
23

8416
613

7617
519

1737
553

162

5.00 [2.00-11.0]

9.00 [9.00-10.0]
15.0 [10.0-21.0]

5.00 [1.00-15.0]
NA

4.00 [2.00-8.00]
NA

37.0 [2.00-94.0]
2.00 [1.00-9.00]

10.0 [6.00-17.0]
12.0 [10.0-16.0]

4.00 [2.00-10.0]
9.00 [1.00-28.0]

7.00 [5.00-9.00]
17.0 [6.00-39.0]

5.00 [2.00-10.0]
19.0 [6.00-43.0]

7.00 [5.00-10.0]
8.00 [6.00-11.0]

8.00 [4.00-18.0]

108

0.03

NA

NA

0.09

0.5

0.4

0.11

0.04

0.45

0%

31%
14%

97%
NA

85%
NA

0%
NA

0%
0%

0%
NA

63%
73%

87%
79%

71%
22%

52%

0.48

0.1
0.32

<0.01
NA

<0.01
NA
NA

0.63
0.74

0.61
NA

<0.01
<0.01

<0.01
<0.01

<0.01
0.28

0.1



Fresh frozen
MAP3K1
FFPE

Fresh frozen
CDH1
FFPE

Fresh frozen
AKT1
FFPE

Fresh frozen
CDKNZ2B
FFPE

Fresh frozen
RUNX1
FFPE

Fresh frozen
BRCA1
FFPE

Fresh frozen
ARID1B
FFPE

Fresh frozen
MSH6
FFPE

Fresh frozen
ESR1
FFPE

Fresh frozen
KDM6A
FFPE

Fresh frozen
APC

FFPE

34,52

6,14
13,42

5,6,7,14,16,17,19,20,21,23,29,32,33,38,43,44,51
13,25,28,35,42

6,7,9,15,20,23,28,29,41,48,51
13,27,28,42

19,26,51

7,20,30,36,37,51

27,28

7,14,15,19,29,32,33
13,27,52

21,30,44
27,34,35

51
34,42

7,9,14,15,16,17,20,21,22,31,39
27

14,18,30
34,35

4,21,29,31,43,46,48

24

5118
105

12486
584

8135
586

91
0

387
470

12342
124

199
44

138
44

6453
14

4800
30

8271

8.00 [2.00-28.0]

6.00 [5.00-7.00]
8.00 [4.00-15.0]

6.00 [4.00-8.00]
11.0 [9.00-14.0]

7.00 [5.00-12.0]
7.00 [5.00-9.00]

7.00 [3.00-14.0]
NA

7.00 [3.00-19.0]
2.00 [1.00-4.00]

7.00 [5.00-9.00]
9.00 [3.00-23.0]

4.00 [1.00-10.0]
11.0 [5.00-25.0]

2.00 [1.00-7.00]
16.0 [8.00-30.0]

9.00 [4.00-16.0]
14.0 [2.00-43.0]

4.00 [3.00-5.00]
13.0 [5.00-31.0]

4.00 [2.00-9.00]
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0.48

<0.01

0.75

NA

0.03

0.6

0.1

<0.01

0.5

0.01

<0.01

0%

0%
0%

93%
0%

91%
4%

0%
NA

64%
44%

70%
63%

26%
0%

0%
0%

95%
NA

55%
0%

68%

0.8

0.68
0.83

<0.01
0.93

<0.01
0.39

0.83
NA

<0.01
0.17

<0.01
0.04

0.24
0.81

0.96
0.56

<0.01
NA

0.06

<0.01



Fresh frozen
KMT2D
FFPE

Fresh frozen
MAP2K4
FFPE

Fresh frozen
ERBB2
FFPE

Fresh frozen
FAT1
FFPE

Fresh frozen
ATM

FFPE

Fresh frozen
NRAS
FFPE

Fresh frozen
NF1

FFPE

Fresh frozen
ERBB3
FFPE

Fresh frozen
JAK1

FFPE

Fresh frozen
NOTCH1
FFPE

Fresh frozen
IGFR1
FFPE

4,35

14,21,31,32,37,44
27

6,7,16,20,32
28

6,7,9,12,15,16,19,21,26,29,30,31,32,33,39,41,47

13,28,34

6,18,21,31
27,28,42

4,15,29,30,32,46,48,51
4

29,41,45,56

6,7,15,21,23,31,47,51,52

13,28,35,42

7,21,26

6,14,30

34

14,19,21,29,30
13,27

14,1551

48

5768
28

823
442

9148
534

1144
493

7517
63

3692
0

1888
581

359
0

5143
10

11827
110

4977

39.0 [11.0-77.0]

5.00 [2.00-13.0]
18.0 [8.00-36.0]

4.00 [3.00-7.00]
10.0 [8.00-13.0]

7.00 [4.00-11.0]
8.00 [2.00-25.0]

2.00 [1.00-5.00]
8.00 [6.00-11.0]

3.00 [3.00-4.00]
19.0 [11.0-31.0]

3.00 [1.00-14.0]
NA

5.00 [3.00-7.00]
11.0 [9.00-14.0]

7.00 [3.00-17.0]
NA

3.00 [2.00-6.00]
10.0 [0.00-45.0]

2.00 [0.00-7.00]
6.00 [1.00-20.0]

4.00 [2.00-7.00]

110

0.05

<0.01

0.81

<0.01

<0.01

NA

<0.01

NA

0.28

0.25

NA

32%

87%
0%

45%
NA

91%
80%

72%
28%

45%
0%

91%
NA

63%
0%

73%
NA

84%
NA

96%
61%

83%

0.22

<0.01
0.62

0.07
NA

<0.01
<0.01

0.01
0.25

0.04
0.48

<0.01
NA

<0.01
0.63

<0.01
NA

<0.01
NA

<0.01
0.07

<0.01



Fresh frozen
MTOR
FFPE

Fresh frozen
FOXA1l
FFPE

Fresh frozen
PIK3R1
FFPE

Fresh frozen
GNAS
FFPE

Fresh frozen
ARID2
FFPE

Fresh frozen
ASXL1
FFPE

Fresh frozen
KRAS
FFPE

Fresh frozen
EGFR
FFPE

Fresh frozen
MLH1
FFPE

Fresh frozen
BRAF
FFPE

Fresh frozen
FGFR2
FFPE

14,47
27,42

29,39,44
28

6,7,14,15,26
13

10,14,18,21,29
27,35

14,21,30,31
35

12,14,34,37
35

7,14,15,19,23,29,46,48,51

5,10,16,21,29,39,46,47,51

13

29,32,46

16,19,29,32,38,48

52

29,32

4774
51

133
442

5392
82

11906
38

5849
20

4783
30

7761

7338

82

7136

7268

11

7031

NA

4.00 [2.00-7.00]
12.0 [5.00-24.0]

8.00 [4.00-18.0]
12.0 [9.00-15.0]

5.00 [3.00-8.00]
1.00 [0.00-7.00]

2.00 [1.00-5.00]
16.0 [7.00-31.0]

2.00 [1.00-5.00]
15.0 [5.00-38.0]

6.00 [2.00-15.0]
17.0 [7.00-34.0]

2.00 [1.00-3.00]
NA

2.00 [1.00-6.00]
1.00 [0.00-7.00]

2.00 [1.00-7.00]
NA

2.00 [1.00-5.00]
27.0 [9.00-59.0]

2.00 [0.00-11.0]

111

0.03

0.44

0.16

<0.01

<0.01

0.11

NA

0.52

NA

<0.01

0.36

NA

78%
0%

59%
NA

73%
NA

94%
0%

73%
0%

90%
0%

62%
NA

89%
NA

92%
NA

87%
NA

95%

NA

0.01
0.83

0.06
NA

<0.01
NA

<0.01
0.91

<0.01
0.54

<0.01
0.41

<0.01
NA

<0.01
NA

<0.01
NA

<0.01
NA

<0.01



Fresh frozen 52 14 7.00 [1.00-37.0]
FGFR4

FFPE - -

Fresh frozen - -

NA

NA

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup differences
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Altérations du nombre de copies et perte d’hétérozygotie dans les métastases cérébrales
du cancer du sein.

Pour I’amplification génique, des données ont été obtenues pour 11950 patients et 9286
échantillons. Lorsque nous avons analysé et comparé la prévalence entre la tumeur primaire,
les métastases extra-cérébrales et les métastases cérébrales, la plupart des différences observées
n’ont pas atteint la signification statistique en raison du petit nombre d’échantillons, en
particulier pour les métastases extra-cérébrales et cérébrales. Fait intéressant, pour PTEN, la
prévalence de la mutation est passée de 11 % a 0 % (Tableau 18).

Pour la perte d’hétérozygotie et d’autres altérations du nombre de copies, seules 7 études
portant sur 628 patients et 614 échantillons ont fourni des données. En raison du petit nombre
d’échantillons analysés pour chaque geéne et chaque site tumoral, nous n’avons pas €té en
mesure d’effectuer des comparaisons statistiques fiables (Tableau 19). Fait intéressant, dans les
3 loci 9p21.3, 10923.31 et 17911.2, la prévalence de LOH a augmenté entre les métastases
extra-cerébrales et les métastases cérébrales. Par exemple, pour le locus 10923.31, comprenant
PTEN, la prévalence des métastases cérébrales était de 75%, mais dans seulement 10

échantillons de cerveau (Figure 15C).
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Tableau 18. Comparison of prevalence among gene amplification in primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases in breast

cancers.
Sample  Amplification frequency % P value for subgroup Heterogeneity
Gene ID studies (n) [95%CI] (random effects as differences 5
appropriate) | P
TP53 NA
Primary >t 36 36.0 [21.0-54.0] NA NA
Extracerebral metastases 0 NA NA NA
Brain metastases 0 NA NA NA
PIK3CA 0.26
Primary 719,51 312 7.00 [1.00-31.0] 94% <0.01
Extracerebral metastases 52 14 7.00 [0.00-34.0] NA NA
Brain metastases 211 872 2.00 [2.00-4.00] 0% 0.69
CCND1 0.7
Primary 1,7.10.11,14.16,19,23,27.40,51 3992 18.0 [17.0-19.0] 36% 0.12
Extracerebral metastases 40 51 16.0 [7.00-29.0] NA NA
Brain metastases 211,27 886 11.0 [3.00-34.0] 88% <0.01
CCNE1 0.12
Primary 14.7.101114,1619.27.29.30404751 3547 10.0 [1.00-54.0] 92% <0.01
Extracerebral metastases 40 75 73.0 [28.0-95.0] 91% <0.01
Brain metastases 211,27 18 28.0 [12.0-52.0] 0% 1
MYC 0.68
Primary 14.7,11,14,19,30,4047,51 3925 21.0 [14.0-32.0] 96% <0.01
Extracerebral metastases 4,4052 89 39.0 [5.00-89.0] 91% <0.01
Brain metastases 2411,27 890 32.0[9.00-68.0] 79% <0.01
BRCA2 NA
Primary 5t 36 6.00 [0.00-19.0] NA NA
Extracerebral metastases 0 NA NA NA
Brain metastases 0 NA NA NA
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GATA3

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
CDKN2A

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

PTEN

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

RB1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
MAP2K2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MCL1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
MDM2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
MDM4

1,10

2,47

2,49

51

2,11

49

1,4,14,51
4
24,11

1,10,11,14
23
2

1578

190

150

36

872

11

24

3549
24
876

3539
41
139

2.00 [0.00-29.0]
NA
2.00 [1.00-5.00]

NA
NA
2.00 [1.00-6.00]

11.0 [3.00-26.0]
NA
0.00 [0.00-1.00]

NA
NA
9.00 [0.00-41.0]

100.0 [16.0-100.0]
92.0 [73.0-99.0]
100.0 [40.0-100.0]

15.0 [1.00-69.0]
96.0 [79.0-100.0]
5.00 [4.00-7.00]

2.00 [1.00-7.00]

5.00 [1.00-17.0]
2.00 [0.00-6.00]
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0.99

NA

<0.01

NA

<0.01

0.57

0.66

97%
NA
0%

NA
NA
S57%

NA
NA
0%

NA
NA
NA

NA
NA
NA

96%
NA
0%

89%
NA
NA

<0.01
NA
0.93

NA
NA
0.13

NA
NA
0.62

NA
NA
NA

NA
NA
NA

<0.01
NA
0.38

<0.01
NA
NA



Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

AKT1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

AKT?2

Extracerebral metastases
Brain metastases
Primary

AURKA

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
CDKN2B

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
RUNX1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

MSH6

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ESR1

Primary

1,7,14

51

49

49

51

51

49

4,10

3753

139

53

11

24

1961
24

11

36

36

11

19

2.00 [0.00-12.0]
NA
3.00 [1.00-7.00]

4.00 [1.00-14.0]
NA
9.00 [0.00-41.0]

92.0 [73.0-99.0]

100.0 [40.0-100.0]
100.0 [16.0-100.0]

9.00 [7.00-10.0]
79.0 [58.0-93.0]
NA

NA
NA
18.0 [2.00-52.0]

6.00 [0.00-19.0]
NA
NA

3.00 [0.00-14.5]
NA
9.00 [0.00-41.0]

11.0 [3.00-4.00]
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0.46

<0.01

NA

NA

0.95

<0.01

94%
NA
NA

0%
NA
NA

NA
NA
NA

0%
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

60%

<0.01
NA
NA

0.59
NA
NA

NA
NA
NA

0.95
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

0.11



Extracerebral metastases
Brain metastases
ERBB2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

ATM

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

NF1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
NOTCH1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FOXA1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

GNAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
ASXL1

Primary

Extracerebral metastases

4
4,11

1,7,10,11,14,16,27,29,30,40,47,51

4,23,40

2,4,11,27,29,47

451

10

10

10

27

10,14

11

24
737

6804
116
1021

38

17

139

17

17

14

1967

733

75.0 [53.0-90.0]
2.00 [1.00-3.00]

20.0 [13.0-29.0]
32.0 [17.0-52.0]
21.0 [8.00-44.0]

8.00 [3.00-22.0]
NA
NA

6.00 [0.00-29.0]
NA
2.00 [0.00-6.00]

23.5 [7.00-50.0]
NA
NA

18.0 [4.00-43.0]
NA
7.00 [0.00-34.0]

10.0 [9.00-12.0]
NA
5.00 [3.00-7.00]

NA
NA
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0.42

NA

0.92

NA

0.74

<0.01

NA

NA
0%

99%
81%
69%

0%
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

0%
NA
NA

NA
NA

NA

[

<0.01
<0.01
<0.01

NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

0.32
NA
NA

NA
NA



Brain metastases

KRAS

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

EGFR

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

BRAF

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR1

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR2

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases
FGFR4

Primary

Extracerebral metastases
Brain metastases

10,19

52

1,7,11,27,29,51

2,27,29,47,49

52

49

4,7,10,14,16,19,27,40,51

2,4,23,40,52

4,11,27,47

7,10,11,40,51

40

7,10

139

51

14

2703

660

14

11

2422

130

941

357

o1

1820
0
0

2.00 [0.00-6.00]

10.0 [4.00-21.0]
7.00 [0.00-34.0]
NA

3.00 [1.00-11.0]
NA
3.00 [2.00-5.00]

NA
7.00 [0.00-34.0]
27.0 [6.00-61.0]

14.0 [12.0-15.0]
27.0 [6.00-68.0]
5.00 [4.00-7.00]

3.00 [2.00-5.00]
2.00 [0.00-10.0]
NA

5.00 [2.00-15.0]
NA
NA

0.76

0.91

0.41

0.66

0.66

NA

NA

0%
NA
NA

94%
NA
0%

NA
NA
NA

25%
90%
0%

48%
NA
NA

NA
NA

NA

0.51
NA
NA

<0.01
NA
0.73

NA
NA
NA

0.22
<0.01
0.5

0.1
NA
NA

NA
NA

Bold: Gene’s name and significant P value at the threshold of 5% for subgroup differences
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Tableau 19. Prevalence of gain-loss of heterozygosity in primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases in breast cancers

Gain of heterozygosity

Loss of heterozygosity

Primary tumor Extracerebral Brain metastases Primary tumor Extracerebral Brain metastases
Locus metastases metastases
Sample % Sample % Sample % Sample % Samle % Sample %
(n) (n) (n) (n) (n) (n)

1p21.3 47 825 - - 10 20.0 30 25.8 442 22.06 - -
1p36.11 17 6.67 - - - - 17 33.3 442 26.47 - -
1p36.22 17 6.67 - - - - 56 3215 442 26.13 39 38.0
1g21.3 56 40.34 - - 39 79.0 17 40.0 - - - -
1932.1 34 42.64 442 41.06 - - 34 46.67 - - - -
2037.1 39 310 - - 39 31.0 39 21.0 - - 39 26.0
3013.33 17 133 - - - - 39 15.0 - - 39 21.0
4pll 39 5.0 - - 39 15.0 39 54.0 - - 39 46.0
4022.1 17 7.1 - - - - 56 48.7 442 18.44 39 44.0
6g25.1 17 143 - - - - 27 36.3 10 50.0 - -
6g25.3 39 36.0 - - 39 46.0 39 28.0 - - 39 26.0
6q27 17 7.1 - - - - 17 39.3 442 23.53 - -
7pl1.2 17 46.67 - - - - 56 9.84 - - 39 15.0
7p21.1 47 279 - - 10 70.0 47 7.55 - - - -
7p21.3 47 243 - - 10 80.0 47 7.55 - - - -
7036.2 17 250 - - - - 17 32.1 442 13.58 - -
8p11.23 56 24.35 442 21.72 39 10.0 17 25.0 - - - -
8p21.2 17 6.67 - - - - - - 442 35.41 39 82.0
8g24.21 17 64.3 442 36.31 - - 17 3.6 - - - -
9p21.3 34 2715 - - - - 73 25,73 442 26.81 39 46.0
9p23 17 200 - - - - 17 13.3 442 24.89 - -
10p14 18 3v7 - - 10 40.0 17 10.7 - - 10 20.0
10g23.31 30 485 - - 10 5.0 30 6.45 442 18.44 10 75.0
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10926.2
10926.3
11p13
11p15.5
11913.3
11925
12p13.1
13914.2
13q34
16924.2
17p12
17q11.2
17912
17922
17923.1
18923
19p13.2
19p13.3
19913.2

47
30
64
64
34
17
17
17
34
17
17
30
34
17
17
17
17
17
56

7.78
4.85
341
10.57
38.1
3.6
40.0
40.0
27.15
7.1
3.6
27.4
17.35
26.67
57.1
10.7
6.67
42.9
20.67

47
69
17
64
34
17
17
17
73
47
17
30
34
17
17
17
56
34
17

26.43
25.23
21.4
27.52
8.69
57.1
20.0
20.0
39.26
81.05
67.9
19.35
31.45
13.33
14.3
50.0
32.0
32.29
20.0
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Les mutations ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN, BRCA2 et NOTCHL1 pourraient étre liées a
des processus métastatiques dans le cerveau.

Pour les 6 génes avec un nombre d’échantillons minimum de 100 métastases cérébrales
analysees et une prévalence de mutation plus élevée dans les échantillons de métastases
cérebrales que dans les métastases extra-cérebrales, nous avons effectué des méta-régressions
univariées et multivariées pour déterminer si la prévalence de la mutation génétique était
associée a des sous-groupes d’échantillons. En nous concentrant sur les localisations des
métastases cérébrales, nous avons montré qu’elles influencaient significativement la
prévalence des mutations pour 4 génes : EGFR, PTEN, BRCA2 et NOTCHL1 (Tableau 20).
Nous avons également décidé de conserver ESR1 et ERBB2, car leur prévalence de mutation a
augmenté progressivement de la tumeur primaire, aux métastases extra-cérébrales et aux
métastases cérebrales (Tableau 13, Figure 15B et Figure 16), une observation qui peut avoir
des implications thérapeutiques. Pour ces 6 genes, nous avons réalisé une cartographie des

mutations rapportées dans notre méta-analyse (Figure 17).
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Tableau 20. Univariate and multivariate meta-regression

Gene Samples Univariate meta-regression Multivariate meta-regression
Estimate  Standard error P Estimate Standard error P
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) -
Extracerebral metastases -0.42 0.27 0.11
P53 Brain metastases 0.44 0.27 0.1
Quality of studies (good) -0.29 0.24 0.22
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS 0.24 0.25 0.33
Other -0.5 0.47 0.28
Preservation (Frozen) -0.25 0.29 0.39
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases -0.24 0.35 0.49 -0.12 0.41 0.77
Brain metastases 0.94 0.35 0.008 0.92 0.37 0.01
BRCAZ Quiality of studies (good) -0.79 0.44 0.07
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS -0.29 0.4 0.48
Other - - -
Preservation (Frozen) -0.87 0.66 0.19 -0.59 0.58 0.31
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases 0.46 0.32 0.15 0.47 0.29 0.1
Brain metastases 0.84 0.35 0.01 0.32 0.35 0.36
PTEN Quiality of studies (good) -1.26 0.32 <0.0001 -1.21 0.37 0.01
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS -0.41 0.38 0.27
Other -0.58 0.78 0.45
Preservation (Frozen) 0.88 0.37 0.01 0.23 0.36 0.52
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Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases -3.81 1.12 0.0007 -3.05 0.88 0.0005
NRAS Brain metastases 0.88 0.89 0.32 0.65 0.71 0.35
Quality of studies (good) -3.42 1.11 0.002 -1.95 0.64 0.002
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS - - -
Other -1.62 2.38 0.49
Preservation (Frozen) - - -
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases -3.55 1.18 0.002 -2.97 1.1 0.006
Brain metastases 1.46 0.87 0.09 1.5 0.76 0.04
NOTCH1 - .
Quiality of studies (good) -1.52 1.09 0.16 -0.39 0.81 0.62
Method analysis: NGS 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Targeted NGS 1.8 0.99 0.07 1.04 0.75 0.16
Other - - - - - -
Preservation (Frozen) 1.12 1.21 0.35
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases -1.89 0.78 0.01 -1.42 0.39 0.0003
EGFR Brain metastases 1.38 0.61 0.02 1.46 0.44 0.001
Quiality of studies (good) -1.83 0.77 0.01 -1.49 0.46 0.001
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS 0.33 0.79 0.67
Other - - -
Preservation (Frozen) -0.99 1.67 0.55

Uni- and multivariate meta-regressions were run to assess sample groups significantly associated with prevalence of gene mutations. Sample

groups yielding P-values under 0.20 in the univariate analysis were considered for inclusion in the multivariate analysis.

Bold = significant P value at the threshold of 0.05.
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Figure 17. Cartography of the mutations reported in the meta-analysis for the 6 genes with an
increased mutation prevalence in brain metastases. Mutations exclusive to brain metastases
are identified in green. Those exclusive to extracerebral metastases are in red, and the
mutation common to both sites are in black.

AF-1: activation function-1, AF-2: activation function-2, TM: transmembrane, JM:
juxtamembrane, PBD: PIP2-binding domain, NTD: N-terminal domain, OB folds:
oligonucleotide binding folds, T: tower domain, NLS: nuclear localization sequence, EGF-like
repeats: epidermal growth factor-like repeats, LNR: Lin12/Notch repeat, HD-N:
heterodimerization domain- N terminal, HD-C: heterodimerization domain- C terminal, RAM:
Rbp-associated molecule, TAD: transactivation domain, PEST: a region rich in prolone (P),
glutamate (E), serine (S) and threonine (T)
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Pour ESR1, toutes les mutations rapportées étaient communes aux métastases extra-cérébrales
et cerébrales, situees dans le domaine de liaison au ligand, qui comprend la fonction
d’activation transcriptionnelle-2 (AF2). Ces mutations activent des mutations, elles peuvent
favoriser la croissance cellulaire en I’absence d’cestradiol’®®1%7 et elles pourraient étre liées a
un risque accru de métastases cérébrales, par exemple la mutation pD538G 1%,

Pour ERBB2, la plupart des mutations étaient courantes aux métastases extra-cérébrales et

cérébrales. La plupart d’entre eux sont des mutations activatrices, Situées dans le domaine de la
tyrosine Kinase. pP1227S était la seule mutation limitée a un échantillon de métastases
cérébrales. I est situ¢ dans le domaine de I’autophosphorylation et pourrait étre responsable de
I’activation des récepteurs constitutifs, comme décrit pour les mutations EGFR pY1068F et
pY 992100110,

Pour ’EGFR, une mutation pL858R a éteé trouvee dans un échantillon métastatique cérébral.
Ce point chaud de mutation, bien décrite dans 1’adénocarcinome pulmonaire non a petites
cellules, est prédictive de la réponse aux inhibiteurs de la tyrosine kinase du R-EGF!1112, |es
mutations pE282K et pT594N sont situées dans le domaine de liaison au ligand extracellulaire.
Les mutants ectodomaines EGFR sont oncogenes dans les modeles précliniques de
glioblastome!?2,

Pour PTEN, trois mutations ont été identifiées dans des échantillons de métastases cérébrales,
pE18fs, pQ171X et pE242*. Le pE18fs et le pQ171X sont tous les deux situés dans le domaine
de la phosphatase, ce qui est important pour la liaison membranaire du PTEN et facilite
I’hydrolyse des phospholipides!'#!1®, Des mutations survenant dans le domaine phosphatase
telles que pY65S, pQ171R, pC124S et pG129E, ont été associées a une perte de la fonction
PTEN1Y7 | a mutation pE242* est située dans le domaine C2, qui interagit avec le domaine
phosphatase, régulant 1’activit¢ de la phosphatase PTEN. Il peut également se lier aux
membranes phospholipidiques, permettant au PTEN d’inhiber la migration cellulaire!!>!18,
Pour BRCA2, deux mutations ont été identifiées dans des échantillons de métastases cérébrales,
pH2563R et pE3343K. La mutation pE3343K est située entre les régions NLS2 et NLS3, et sa
valeur fonctionnelle n’est pas encore déchiffrée!'®. La mutation pH2563R est située dans le
domaine hélicoidal du domaine de liaison a I’ADN, qui est a son tour impliqué dans la liaison
BRCA2 a ’ADN simple brin et double brin. Cette mutation pourrait étre responsable d’une
réparation anormale de I’ ADN, comme décrit pour la mutation G2609D*?°,

Les deux mutations de NOTCHL1 identifiées dans les échantillons métastatiques cérébraux
étaient pL912W et pH2107D. pL912W est situé dans le domaine de type EGF, impliqué dans
la liaison du ligand, et il pourrait étre oncogéne!?!, pH2107D est situé dans le domaine de
I’ankyrine qui est responsable de la médiation des interactions protéine-protéine!?,
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Dans [D’ensemble, certaines mutations génétiques pourraient é&tre liées au processus

metastatique cérébral du cancer du sein, avec de fortes implications thérapeutiques.

2.3.  Discussions
Ici, nous rapportons la premiére méta-analyse de données génomiques concernant 37218
patientes atteintes de cancers du sein métastatiques, dont 1485 échantillons de métastases
cerébrales. Nous avons récemment montré que cette approche méthodologique fournit des
valeurs de prévalence de mutation génétique plus fiables que les données obtenues a partir de
sources individuelles®®. En outre, la méthodologie rigoureuse que nous avons utilisée est une
force de notre étude, avec deux algorithmes de recherche complémentaires, une sélection
minutieuse des études, un contrdle de la qualité des études et une approche pour expliquer
I’hétérogeénéité entre les sous-groupes. Dans une revue récente des donnees genomiques de 164
métastases cérébrales liées au cancer du sein, la prévalence des mutations génétiques pour les
deux génes les plus freqguemment mutés, TP53 et PIK3CA, était similaire a celle de notre méta-
analyse??®. En revanche, il y avait de nombreuses divergences pour les autres génes. Dans cette
revue, la prévalence de la mutation était de 4% pour PTEN et BRCA2, comparativement a 15%
et 22% respectivement dans notre méta-analyse, dans laquelle un nombre beaucoup plus

important d’échantillons de métastases cérébrales ont été analysés.

Notre méta-analyse met en évidence la nécessité de séquencer les métastases cérébrales, et
donc d’obtenir des échantillons de tissus, ce qui pourrait étre facilité par I’utilisation de
biopsies guidées par imagerie®. Notre méta-analyse a également montré la valeur ajoutée de
’utilisation de NGS ciblés pour fournir des données fiables sur la prévalence des mutations
génétiques. Par rapport au séquencage de I’exome entier/génome, le NGS ciblé est plus rapide
et moins colteux avec une plus grande sensibilité pour détecter les mutations a faible
fréquence allélique’?*. Ce type d’approche pourrait étre proposé pour séquencer un panel de
genes ayant des implications thérapeutiques sur des échantillons de métastases cérébrales.

L’une des valeurs de notre méta-analyse est que nous avons comparé les données génomiques
obtenues a partir de meétastases cérébrales, de métastases extra-cérébrales et de tumeurs
primaires. Les cellules métastatiques peuvent provenir de clones minoritaires au sein d’une
tumeur primaire®, mais aussi de clones minoritaires au sein de métastases extra-cérébrales,
avec des mutations liées a la propagation métastatique spécifique au site12>126_ En effet, une
métastase cérébrale est le résultat de propriétés biologiques favorisant le franchissement de la

barriére hémato-encéphalique par les cellules cancéreuses, et leur implantation dans le cerveau.
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Les facteurs biologiques associés a un risque accru de métastases cérébrales ne sont pas
entierement compris. 1l existe des signatures transcriptomiques de tumeurs primaires ou de
métastases extra-cérébrales qui sont associées a un risque accru de métastases
cérébrales’t72(P2)121.128 - Cependant, il n’existe aucune donnée démontrant que certaines
mutations génétiques pourraient étre responsables du franchissement de la barriere hémato-

encéphalique par les cellules cancéreuses.

Dans notre méta-analyse, nous avons identifié 6 genes a forte prévalence de mutation dans les
métastases cérébrales, particulierement intéressants pour leur rdle potentiel dans le processus
meétastatique cérébral et la résistance aux médicaments anticancéreux de premiere intention :
ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN, BRCA2 et NOTCHL1 (Figure 18).
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Figure 18. Gene alterations and signaling pathways involved in breast cancer carcinogenesis
and brain metastatic processes

E: estrogen, CoA: coactivators, ERES: estrogen receptor elements, NEC: Notchl extracellular
cell, NICD: Notchl intracellular cell domain, CSL (CSL proteins): CBF-1/RBPJ-x in Homo
sapiens/Mus musculus respectively, Suppressor of Hairless in Drosophila melanogaster, Lag-1
in Caenorhabditis elegans, PCNA: proliferating cell nuclear antigen.
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ESR1 code pour la protéine du récepteur 1 des cestrogénes. Aprés la liaison aux cestrogénes,
ESRI se transloque vers le noyau et se lie aux éléments récepteurs des cestrogénes dans les
régions amplificateurs du génome, médiant la transcription des genes au cours des processus
physiologiques normaux, mais aussi au cours de la tumorigenése du cancer du sein'?®. Des
mutations activatrices dans le domaine de liaison au ligand d’ESR1 ont été observées dans 10%
a 40% des cancers du sein ER+ métastatiques, conférant une résistance endocrinienng?%130®D),

ERBB2 est un proto-oncogéne codant pour un membre de la famille des récepteurs du facteur
de croissance épidermique. L’amplification ERBB2 est fréquente dans différents types de
cancer’3:132 C’est un facteur de risque bien établi des métastases cérébrales dans le cancer du
sein. Cependant, les mecanismes biologiques de cette association ne sont pas entierement
déchiffrés. In vitro, les cellules cancéreuses surexprimées de HER2 sont plus susceptibles
d’interagir avec I’intégrine 4, favorisant leur adhésion aux cellules endothéliales de la barriére
hémato-encéphalique'®. De plus, dans un modéle murin de métastases cérébrales, la
surexpression de HER2 augmente la croissance des cellules tumorales métastatiques dans le
cerveau®®*, Les mutations ERBB2 sont moins fréquentes, avec une prévalence allant de 0,2% a
12,6%%>1%, Dans le cancer du sein, des mutations ERBB2 ont été décrites dans tous les sous-
types histologiques, généralement en 1’absence d’amplification ERBB2'%"1%, Dans les études
précliniques, les mutations ERBB2 situées dans les domaines extracellulaire et C-terminal, sont
généralement prédictives de la sensibilité au trastuzumab, alors que la plupart des mutations
dans le domaine tyrosine kinase sont des mutations résistantes. Par exemple, les mutations
pL755P/S, fréquentes dans le cancer du sein, sont associées a une résistance au lapatinib, un
ITK (Inhibiteur de tyrosine kinase) anti-HER2. En revanche, la mutation A775_776insYVMA,
fréquemment identifiée dans les métastases cérébrales du cancer du poumon, est associée a une
réponse & ’afatinib et au nératinib*3>13%(20),

L’EGFR est un oncogéne fréquemment modifié. L’activation de I’EGFR, par amplification ou
mutation, active a son tour de nombreuses voies de transduction du signal en aval, y compris
les voies Ras-Raf-MAPK et PI3K/Akt*. Dans les modeles précliniques, ’association entre
’activation de la voie EGFR et les métastases cérebrales du cancer du sein, y compris par la
surexpression de ’EGF liant 'EGF (HBEGF) du ligand EGFR (EGF) a également été
rapportée!’141, Les mutations EGFR, généralement des mutations activatrices indépendantes
du ligand, sont des événements oncogéniques bien connus dans les cancers du poumon non a
petites cellules'?®142, De plus, chez 384 patients atteints d’un cancer du poumon non a petites

cellules, I’incidence des métastases cérébrales était de 49,5 % chez les patients atteints d’un
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cancer avec mutation EGFR L858R, contre 27,3 % chez ceux atteints d’un cancer de type
sauvage®.

PTEN est un gene suppresseur de tumeur. La protéine PTEN est principalement impliquée
dans le blocage de la signalisation PI3K/Akt provenant de I’activation de I’EGFR. Des
mutations PTEN inactivantes ont été identifiées dans de nombreux types de cancer, en
particulier les carcinomes de 1’endométre et les glioblastomes!*®!*4 Dans 56 métastases
cerébrales de différents types de cancer, la prévalence de la perte de PTEN était trés élevée en
cas de cancers du poumon et du sein, combinant parfois LOH et une mutation inactivante,
suggérant que la perte de fonction PTEN pourrait contribuer aux processus métastatiques
cérébraux!*. La perte de PTEN s’est également avérée prédire la résistance au trastuzumab
chez les patientes atteintes d’un cancer du sein’4®,

BRCAZ2 est un gene suppresseur de tumeur. La proteine BRCA2 joue un rdle important dans la
réparation de I’ADN et la régulation de la transcription. Les mutations germinales BRCA2 sont
associées a un risque accru de cancers du sein, de ’ovaire et du pancréas'4”#8, Dans le cancer
du sein, les mutations germinales BRCA2 se sont avérées significativement associées aux
métastases cérébrales, quel que soit le sous-type de tumeur4°,

NOTCHL1 code pour un récepteur transmembranaire qui appartient a une voie de signalisation
bien conservée. Lorsque NOTCH1 est activé, il se divise pour former un domaine
extracellulaire et un domaine intracellulaire, lui-méme transloqué vers le noyau pour réguler la
transcription des génes cibles. Des mutations activatrices de NOTCHL1 ont été identifiees dans
différents types de cancer'®. Dans les modéles précliniques de cancer du sein, I’activation de
la voie de signalisation NOTCH1 a été associée a un risque accru de métastases

cérébrales®1%2,

Ces genes ont également des implications thérapeutiques potentielles considérables.

Pour les mutations ESR1, les antagonistes des récepteurs des cestrogénes tels que le fulvestrant
apparaissent globalement efficaces in vitro, en particulier le mutant D538G. Chez la souris,
la combinaison de fulvestrant et de palbociclib ou d’évérolimus inhibe la croissance tumorale
dans les cancers du sein porteurs de mutations D538G ou Y537S ESR1'%, Chez les patientes
atteintes d’un cancer du sein résistant au systéme endocrinien, les mémes combinaisons étaient
efficaces'®. D’autres cibles ESR1 telles que le lasofoxiféne et H3B-5942 se sont révélées
supérieures au fulvestrant dans I’inhibition des processus métastatiques dans les xenogreffes de

cancer du sein hébergeant des mutants Y537S et D538G ESR1%1%, |eurs avantages pour le
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traitement des femmes atteintes d’un cancer du sein ER-positif avec mutations ESR1 acquises
sont actuellement évalués dans le cadre d’essais cliniques®™"%®,

Dans les cancers avec mutation ERBB2, le bénéfice des TKI anti-HER2 a été évalué. Dans un
essai de phase Il impliquant 125 patientes présentant des mutations ERBB2 dans 21 types de
cancer, le traitement par nératinib, un pan HER2-TKI, a fourni un taux de réponse de 24% chez
les patientes atteintes de cancer du sein présentant des mutations ERBB2 S310, L755, V777,
G778_P780dup et Y772_A775dup®®®. Parmi 16 patientes atteintes de cancers du col de I’utérus
avec mutation ERBB2, la réponse au nératinib était liée a la mutation pS310F°,

En reégle générale, les mutations du EGFR sont associées a des taux de réponse élevés aux TKI
anti-EGFR dans le cancer du poumon non a petites cellules métastatique. Cela est également
vrai pour les localisations cérébrales, avec des taux de réponse allant de 36,5% & 91%1162 En
particulier, I’osimertinib, un anti-EGFR de troisieme géneération, a une meilleure pénétration
cérébrale, avec des taux de réponse de plus de 70%¥2. Dans une étude préclinique,
I’0simertinib a également montré une efficacité marquée dans le glioblastome muté EGFR®,
Pour une patiente atteinte d’un cancer du sein métastatique porteuse de la mutation L861Q du
EGFR, le traitement anti-EGFR a permis de controler la maladie pendant 6 mois®®4,

La voie PISBK/AKT /mTOR est frequemment activée dans les métastases cérébrales du cancer
du sein en raison de la perte de fonction PTEN et des mutations fréquentes d’activation
PIK3CA, AKT et mTOR, comme en témoigne notre méta-analyse. Dans un modele murin de
xénogreffes cérébrales dérivées d’un cancer du sein surexprimé¢ en HER2 avec perte de PTEN,
une combinaison d’inhibiteurs de PI3K et de mTOR a considérablement inhibé la croissance
tumorale®®®. Etant donné que la perte de PTEN diminue la recombinaison homologue et
sensibilise les cellules tumorales aux inhibiteurs de la polyadénosine diphosphate ribose
polymérase (PARP), une combinaison d’inhibiteur de PARP avec un inhibiteur de PIK3
pourrait étre prometteuse pour les cancers présentant des mutations de perte de fonction
PTEN?®,

Les inhibiteurs de PARP sont actuellement approuvés pour le traitement de plusieurs cancers
métastatiques présentant des mutations BRCA 716, Etant donné que les métastases cérébrales
surviennent chez environ la moitié des patientes atteintes d’un cancer du sein avancé
présentant des mutations BRCA et que la prévalence de la mutation BRCA2 a atteint 22%
dans notre méta-analyse, les inhibiteurs de PARP pourraient étre des outils prometteurs pour le
traitement des métastases cérébrales. En effet, pour une femme présentant des métastases
cérébrales d’origine cancéreuse de I’endométre et porteuse d’une mutation BRCAL circulante,

le traitement par un inhibiteur de PARP a fourni une excellente réponse dans les localisations

130



cérébrales'’®. Dans les modéles précliniques de métastases cérébrales du cancer du sein triple
négatif, le carboplatine en association avec le véliparib, un inhibiteur de PARP, a diminué le
volume tumoral chez le mutant BRCA'L, Un essai clinique en cours teste la combinaison de
cisplatine et de véliparib pour les métastases cérébrales du cancer du sein abritant des
mutations BRCA"2,

Enfin, la voie NOTCH est fréqguemment activée dans les cancers métastatiques, ce qui conduit
au développement de thérapies ciblées par NOTCH!"74 Dans les modéles précliniques de
cancer du sein, les inhibiteurs de la y-sécrétase ont montré une activité prometteuse dans les
métastases cérébralest®1%2,

A ce jour, plusieurs médicaments commercialisés comme 1’osimertinib ou le nératinib ne sont
pas actuellement approuvés pour le traitement du cancer du sein métastatique. Leur utilisation
est discutée lors de réunions multidisciplinaires spécifiques. Des essais cliniques
supplémentaires sont nécessaires, idéalement des essais paniers dédiés aux métastases
ceérébrales de différents types de cancer.

Notre méta-analyse présente certaines limites. Premiérement, elle a été effectuée sur des
données agrégees et non sur des donneées individuelles. Pour cette raison, certaines analyses de
sous-groupes n’ont pas pu é&tre évaluées en raison de données manquantes (données sur
I’origine ethnique, sous-types histologiques). Deuxiemement, il y avait une hétérogeneite
significative entre les études pour la prévalence des mutations, persistant généralement malgré
diverses analyses de sous-groupes pour remedier a cette limitation. En particulier, étant donné
que I’hétérogénéité dans les études génomiques pourrait étre lice a 1’hétérogénéité tumorale
elle-méme, nous avions I’intention d’évaluer la prévalence des mutations génétiques en
comparant I’échantillonnage multiple a 1’échantillonnage unique. Cependant, les données
n’étaient disponibles que pour 7% des études, ce qui représente 0,5% du nombre total
d’échantillons analysés. D’autre part, cette hétérogenéité a disparu pour la plupart des genes
lorsque nous avons considéré uniquement les échantillons de métastases cérébrales. Selon
I’hypothese des semences et du sol, les métastases cérébrales peuvent provenir d’un clone
minoritaire au sein d’une tumeur primaire ou d’une autre localisation métastatique®®'”® avec
des signatures spécifiques possibles liées a des sites métastatiques spécifiques a un organe®?®,

Cela souligne la nécessité de biopsies et d’analyses de métastases cérébrales.

2.4.  Conclusion et perspective
Il s’agit de la premiére méta-analyse des altérations génomiques des métastases cérébrales du

cancer du sein. Nos résultats soulignent la valeur ajoutée de ’obtention de biopsies a partir de
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métastases cérébrales pour explorer pleinement leur biologie, pour le développement de
traitements personnalisés.

Au Viet Nam, en collaboration avec les acteurs du site et le soutien du directeur de 1’hdpital
national du cancer du Viet Nam, nous allons mettre en place un panel NGS reposant sur les
données de ma méta-analyse pour I’analyse moléculaire des métastases cérébrales de cancer du
sein. Une premiére étude pilote que je conduirai permettra d’évaluer la mise en place de cet
outil biologique, a la fois son efficacité diagnostique et son impact thérapeutique en médecine

personnalisée.
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3. Peut-on identifier une signature moléculaire transcriptomique commune a des
métastases cerébrales dérivées de différents types de cancers ?
Pour répondre & cette question, nous avons proposé une approche originale. A partir
d’échantillons métastatiques de trois types de cancer différents — cancer du sein, mélanome et
lymphome — nous avons cherché & identifier une signature moléculaire commune liée aux
metastases cérébrales.

3.1. Matériels et méthodes

Les échantillons métastatiques de patients

Cent cinquante-cinq patients ont été inclus dans 1’étude, avec les échantillons de biopsie
métastatique disponibles provenant de métastases cérébrales ou de métastases extra-cérébrales.
Tous les patients avaient soit un cancer du sein métastatique, soit un mélanome métastatique,
soit un lymphome non hodgkinien de stade IV selon la stadification d’ Ann Arbor!"’.

Au moment de la biopsie, tous les patients avaient une tomodensitométrie du corps entier au
cours du dernier mois, y compris I’imagerie cérébrale. Des échantillons métastatiques
cérébraux ont ¢été fournis par I’Hopital Sainte Anne Tumorbank. Des échantillons
métastatiques extra-cérébraux ont été fournis par I’Hopital Saint-Louis Tumorbank pour les
cancers du sein et les mélanomes, et par la banque de tumeurs de 1’hopital Rui-jin (Shanghai,
Chine) pour le lymphome.

Conformément a la loi francaise sur la bioéthique (2004-800; 8 juin 2004), tous les patients
avaient ¢t¢ informés de 1’utilisation a des fins de recherche de la partie de leurs échantillons
restante aprés 1’établissement du diagnostic, et aucun ne s’y est opposé€. Le consentement
éclairé a éte obtenu de chaque patient. Le Comité d’éthique du Conseil de recherches cliniques
a approuve cette étude (CPP-lle-de-France#13218). Sur la base de données cliniques et
d’imagerie, nous avons séparé les patients ayant ou pas de métastases cérébrales. Dans la
littérature, le délai médian entre la maladic métastatique et 1’apparition de métastases
cérébrales varie de 8 a 14 mois pour les femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique**78,
de 8 & 9 mois pour le mélanome®17° et de 6 mois pour le lymphome non hodgkinien®. Dans
notre série, pour le cancer du sein et le lymphome non hodgkinien, le suivi médian était de 24
mois pour les patientes présentant des metastases extra-cérébrales. Pour le mélanome, le suivi
médian était de 48 mois. Pour le cancer du sein et le mélanome, certaines données de patientes

ont déja été décrites’* "2,

133



Microdissection laser de cellules cancéreuses et analyses transcriptomiques

Les 155 patients avaient au moins une biopsie métastatique congelée disponible. Pour chaque
échantillon, des coupes cryodécoupées de 7 um ont été microdisséquées au laser pour
sélectionner un minimum de 1500 cellules tumorales pour une surface minimale de 471000
um?, a I'aide d’un systétme PALM Microbeam/Zeiss. L’ARN total a été extrait de cellules
tumorales microdisséquées par laser a I’aide de RNeasy-Mini-Kit (Qiagen, France), quantifié
sur NanoDrop et qualifié sur Bio-RadExperionTM Automated-Electrophoresis-Station
(BioRad, France).

Les analyses transcriptomiques ont ¢té effectuées a 1’aide du service MiltenyiBiotec
Microarray. Une étape d’amplification linéaire basée sur T7 a été réalisée sur 0,5 ug de tous les
¢chantillons d’ARN. Pour produire de ’ARNc marqué Cy3, les échantillons d’ARN ont été
amplifiés et marqués a 1’aide du kit de marquage Agilent-Quick. Les rendements de ’ARNc et
les taux d’incorporation de colorants ont été mesurés avec le spectrophotométre ND-1000
(NanoDrop, LabTech, France). L hybridation a été réalisée selon le protocole Agilent 60-mer-
oligomicroarray : 1,65 ug d’ARNc marqués au Cy3 ont été hybridés (pendant la nuit/65°C) sur
des puces Agilent-Whole-Human-Genome-Oligo-Microarrays 8 x 60K V2, et des signaux de
fluorescence détectés a I’aide d’AgilentMicroarray-Scanner. Agilent-FE-Software a déterminé
I’intensité des fonctionnalités. La normalisation quantile a été réalisée a I’aide du paquet
Limma sur R-software version 4.1.0 (Foundation for Statistical Computing, Vienne, Autriche),

basé sur des données d’expression log2 d’intensité unique.

Analyse bio-informatique des données transcriptomiques

Pour identifier les genes impliqués dans les métastases cérébrales, des analyses ont éte
effectuées a I’aide de I’environnement informatique R-statistique. Le package Bioconductor
Limma a été utilisé pour lire les fichiers de données de 1’essai d’expression génique, pour
appliquer une correction de fond, pour filtrer les sondes et pour normaliser 1’expression
génique entre les échantillons. Les métastases cérébrales des cancers du sein (n = 13), des
lymphomes (n = 4) et des mélanomes (n = 11) ont été comparées a 1’aide d’un test de Kruskal-
Wallis. Les valeurs de p ont été ajustées par la méthode de Bonferroni. GeneSet a été généré
comme la liste des génes avec une valeur de > 0,5, identifiant les génes dont 1I’expression
n’était pas statistiquement différente entre les trois types de cancers. Sur la base du GeneSet
généré par le test de Kruskal-Wallis (FDR<0.05, fold change >1.5), I’ensemble SAMR a été
utilisé pour identifier les génes exprimés differemment entre les métastases cérébrales et les
métastases extra-cérébrales pour chaque type de cancer séparément, en utilisant la méthode

non appariée a deux classes.
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Nous avons ensuite comparé les trois listes de génes pour finalement retenir les génes
communs surexprimés dans les métastases cérébrales des trois types de cancers. Le
regroupement hiérarchique a été réalisé avec la fonction heatmap.2 de R, évaluant la distance
entre les échantillons et les genes en utilisant la méthode de Manhattan et les réorganisant avec
I’algorithme de Ward. L’ensemble de données du microréseau a été déposé dans la base de

données publique ArrayExpress de I’Institut européen de bio-informatique.

RT-qPCR et la validation de I’expression de I’ARNm Kallikrein 6 dans des échantillons
métastatiques

Sur les sections suivantes des mémes échantillons métastatiques microdisséqués au laser, nous
avons utilisé RT-qPCR (reverse transcription quantitative real-time PCR) pour valider les
résultats transcriptomiques. L’ARN total a été transcrit a I’envers (ADNc) avant amplification
qPCR a I’aide d’amorces aléatoires avec SuperScriptTM-I1-Reverse Transcriptase (Invitrogen,
France). Les réactions qPCR ont été réalisées a 1’aide de sondes fluorescentes sur un systéme
temps réel CFX96 (Bio-Rad) conformément aux directives MIQE*L, Un échantillon blanc sans
ADNCc a été inclus, et les expériences ont été réalisées en triple exemplaire pour les genes
KLK6 [Hs00160519 ml], AQP4 [Hs00242342_m1], chaque échantillon étant dupliqué sur la
plaque PCR. Les deux genes de référence TBP [Hs00427620 ml] et GAPDH
[Hs02786624 gl1] ont ¢été utilisés pour normaliser les résultats de 1’expression génique. Les

résultats ont été exprimés en dCt (quantification relative).

Expression de KLKG6 dans des échantillons métastatiques

En utilisant I’'immunochimie, I’expression de KLK6 a ¢été évaluée sur les échantillons
métastatiques cérébraux et les échantillons métastatiques extra-cérébraux des 155 patients. Une
méthode indirecte d’immunoperoxydase (Discovery/RocheDiagnostics) sur des coupes de
tissus congelés de 5 um d’épaisseur a été réalisée en utilisant 1’anti-KLK6 (clone E24,
anticorps monoclonal, Merck Millipore) comme anticorps primaire. L’anticorps secondaire
anti-souris se trouvait dans le kit de détection DABMAP (Roche-Diagnostics). Les controles
systématiques étaient I’absence d’anticorps primaire et ’utilisation d’un anticorps primaire non
pertinent du méme isotype. Pour chaque section de tissu, les cellules exprimant KLK6 ont été
comptées par deux pathologistes différents (GB, AJ) sur cing champs différents a un
grossissement de x 400, a I’aide d’un microscope ProvisAX70 (Olympus, Tokyo) avec un
oculaire a grand champ numéro 26,5, fournissant une taille de champ de 0,344 mm? a ce
grossissement. Une distribution membraneuse et cytoplasmique de KLK6 a été considérée
comme positive. Pour chaque champ, un minimum de 100 cellules tumorales ont été analysées.

Le pourcentage de cellules exprimant KLKG6 était le nombre de cellules positives dans ces 100
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cellules tumorales. Chaque echantillon a recu un score en multipliant le grade d’intensité des
taches (0 = aucune coloration, 1 = faible intensité, 2 = intensité moyenne, 3 = intensité forte)
par le code numérique pour le pourcentage de cellules positives (0 = 0%, 1 = inférieur a 10%, 2
= 10-50%, 3 = 51-80%, 4 = plus de 81%). Le score maximum était de 12 lorsque plus de 81%
des cellules exprimaient KILK6 avec un signal d’intensité forte. Les résultats ont été exprimés

sous forme d’erreur type (ET) moyenne.

Lignées cellulaires de cancer du sein et de lymphome

Nous avons choisi deux lignées cellulaires murines et une lignée cellulaire humaine pour leur
potentiel métastatique cérébral aprés injection intracardiaque'®184 Les deux lignées
cellulaires murines obtenues de I’ATCC (Rockville, MD, Etats-Unis) étaient la lignée
cellulaire triple négative du cancer du sein 4T1 et la lignée cellulaire T du lymphome S49.1. La
lignée cellulaire humaine était MDA-MB-231, une lignée cellulaire triple négative de cancer
du sein achetée auprés de I’ ATCC (Rockville, MD, Etats-Unis).

Les lignées cellulaires ont été cultivées dans une atmosphére humidifiée contenant 5% de CO2 a
37 °C. Les cellules 4T1 ont eté cultivées dans RPMI a haute teneur en glucose (Gibco), 10% de
sérum bovin feetal (PAA), 1% de pénicilline / streptomycine (Sigma Aldrich). Les cellules S49.1
étaient la croissance dans le DMEM a haute glycémie (Gibco), 10% de sérum de cheval (PAA),
1% de pénicilline / streptomycine (Sigma Aldrich). La cellule MDA-MB-231 était une
croissance dans DMEM a haute glycémie (Gibco), 20% de sérum de cheval (PAA), 1% de
pénicilline/ streptomycine (Sigma Aldrich).

Modéles murins de métastases cérébrales

Pour des expériences in vivo, des souris nudes NMRI agées de six semaines, maintenues dans
des conditions spécifiques exemptes d’agents pathogeénes, ont recu une injection intracardiaque
avec 50 000 cellules pour obtenir des localisations métastatiques cérébrales (N = 5 animaux
pour chaque lignée cellulaire).

Le comité d’éthique du conseil d’administration de I’Institut universitaire pour les études
expérimentales sur les animaux a approuvé cette étude (APAFIS #31871-2021060213196041),
et la maison animaliere du centre de recherche est certifiée (accord D93-008-01). Les souris
ont été suivies, avec une observation quotidienne de la perte de poids, des comportements de
toilettage, de la posture, de la fréquence respiratoire et de I’activité. Lorsque des signes de
souffrance ont été observés, des souris ont été euthanasiées par une prolongation cervicale.

Au moment de I’euthanasie, pour chaque souris, tous les organes ont été prélevés pour évaluer
la propagation métastatique. En particulier, le cerveau entier a été enlevé et coupé

longitudinalement en deux parties, I'une immédiatement congelée et 1’autre fixée au formol.
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L’évaluation de la propagation métastatique cérébrale a été réalisée sur des lames de 2 pum
colorées a I’hématoxyline-éosine. Chaque diapositive a été numérisée a 1’aide d’un scanner
Nanozoomer 2.0 HT (Hamamatsu, Japon). Pour chaque souris, les zones métastatiques
cérébrales ont été délimitées sur quatre lames virtuelles consécutives et quantifiées a ’aide du
logiciel DotSlide.

Au moment de I’euthanasie, pour chaque souris, la surface moyenne de I’extension
métastatique cérébrale a été calculée en pourcentage (%) de la surface des métastases

cérébrales et de la surface du cerveau entier.

Evaluation de Pexpression de KLK6 sur les métastases cérébrales de souris et les
métastases extra-cerébrales

Pour chaque échantillon (métastases cérébrales et métastases extra-cérébrales), des coupes
tissulaires de 7 um d’épaisseur ont été microdisséquées au laser pour sélectionner un minimum
de 1500 cellules tumorales pour une surface minimale de 430000 um?, a I’aide d’un systéme
PALM-Microbeam/Zeiss (Carl Zeiss, Allemagne). L’expression de ’ARNm KLK6 a ensuite

été évaluée a ’aide de la RT-gPCR comme décrit précédemment.

Analyses statistiques

Les variables quantitatives ont été exprimées sous forme de moyenne + d’écart-type (ET) et les
variables catégorielles sous forme de nombres et de pourcentages.

Pour résumer les données de ’ensemble de données sur ’expression génique, nous effectuons
d’abord une analyse en composantes principales (ACP). L’ACP est capable d’identifier les
composantes principales qui sont une combinaison linéaire de I’ensemble de données
d’origine’®®. Chaque expression génique est considérée comme sa propre dimension unique.
L’objectif de ’ACP est de réduire le nombre de dimensions aux axes principaux permettant
d’expliquer la variance maximale de I’ensemble de données d’expression génique et d’éviter la
perte d’information tout en limitant la redondance de I’information. Pour la présente analyse,
nous avons retenu les neuf premieres dimensions qui expliquaient 80% de la variance totale de
I’ensemble de données sur ’expression génique. Ensuite, a partir de I'’ACP, nous effectuons
une classification hiérarchique ascendante non supervisée pour regrouper des échantillons
homogeénes. La classification hiérarchique ascendante a permis de conserver six groupes
homogeénes distincts (a savoir le cluster).

Les grappes ont ensuite été comparées a 1’aide du test chi2 (variables qualitatives : types de
cancer et localisations métastatiques) ou du test ANOVA (variable quantitative : expression

génique).
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Le Mann Whitney a été utilis€ pour comparer les niveaux d’expression de I’ARNmM KLK6 ou
AQP4 dans des échantillons métastatiques de cancer du sein, de mélanome et de lymphome
non hodgkinien. Tous les tests étaient bilatéraux, et le seuil de signification retenu était pour
une valeur P < 0,05.

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel R (version 4.1.0, R Foundation for Statistical

Computing, Vienne, Autriche; http://www.r-project.org).

3.2. Résultats

Caractéristique de 155 patients avec analyses transcriptomiques d’échantillons
métastatiques

Parmi les 155 patientes atteintes d’un cancer métastatique, 58 avaient un cancer du sein, 62
avaient un mélanome et 35 avaient un lymphome non hodgkinien. Les patients ont eté divises
en 3 groupes en fonction du type d’échantillon métastatique analysé et de la présence ou non
de metastases cerébrales: le groupe 1 comprenait des patients présentant des métastases
cérébrales et un échantillon métastatique cérébral; Le groupe 2 comprenait des patients
présentant des métastases cérébrales et un échantillon métastatique extra-cérébral ; Le groupe 3
comprenait des patients qui ayant pas de métastases céréebrales et un échantillon métastatique
extra-cérébral. La plupart des échantillons extra-cerébraux métastatiques étaient des métastases

ganglionnaires (N = 89) ou des métastases hepatiques (N = 12) (Tableau 21).

Tableau 21. Repartition of the 155 patients with transcriptomic analyses of metastatic samples

Breast Melanoma Non-Hodgkin
cancer lymphoma
Patients with brain metastasis N= 13 N=11 N=4
Group 1 Biopsy samples of brain
metastasis
N=23 N=18 N=14
Patients with brain metastasis Lymph Lymph nodes=  Testis= 6
Group 2 Biopsy samples of nodes= 15 18 Adrenal
extracerebral metastasis Lung=4 gland= 8
Liver=4
Patients without brain N= 22 N=33 N=17
Group 3 metastasis Lymph Lymph nodes=  Lymph nodes=
Biopsy samples of nodes= 14 33 9
extracerebral metastasis Liver=8 Skin=8
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Chacun des 155 échantillons métastatiques a été microdisséqué au laser pour sélectionner au
moins 1500 cellules cancéreuses pour d’autres analyses transcriptomiques (Figure 19A). Apres
I’extraction de ’ARN, tous les échantillons étaient de bonne qualité, avec un indice moyen

d’intégrité de I’ARN de 8,4 (plage de 5,5 a 10) (Figure 19B).

Lymph node metastasis
of breast cancer

Before laser-microdissection After laser-microdissection

1

10—

Mean RNA Intergrity

Breast cancer Melanoma Lymphoma 3 types of cancer

Figure 19. Laser-microdissection of cancer cells and mean RNA integrity of cancer samples
A Laser-microdissection of breast cancer cell from a lymph node metastasis.

B. Mean RNA integrity number of the 155 metastatic samples.
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Une signature commune aux métastases cérébrales des patientes atteintes d’un cancer du
sein, d’un mélanome ou d’un lymphome

Sur les données transcriptomiques obtenues a partir des 155 échantillons métastatiques, nous
avons d’abord effectué une analyse factorielle de données mixtes en tenant compte des
données transcriptomiques qualitatives (type de tumeur, groupe de patients) et quantitatives, et
effectué une classification hiérarchiqgue non supervisée. En considérant 6 grappes, les
échantillons étaient regroupés selon le type de tumeur pour 5 grappes, mais un grappe

« Cluster 1 », compris 6 métastases cérébrales de mélanome (Figure 20).
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Figure 20. An unsupervised hierarchic clustering of transcriptomic data from 155 metastatic
samples

Six clusters are identified, mainly corresponding to the different cancer types: Clusters 1, 2
and 6 are melanoma metastases; cluster 3 is only including lymphoma metastases; clusters 4

and 5 are breast cancer metastases.
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Nous avons ensuite analysé séparément des échantillons métastatiques cérébraux provenant de
cancers du sein (N = 13), de mélanomes (N = 11) et de lymphomes non hodgkiniens (N = 4),
afin d’identifier les génes qui ne s’exprimaient pas significativement différemment entre ces
trois types de cancer. En utilisant un test de Kruskal-Wallis et un seuil de signification pour

une valeur P de 5%, nous avons retenu 13623 genes communs (Figure 21A).

B Breast cancer
Brain metastases Upregulated genes
(n=13) in brain metastases

] S
Extracerebral

metastases
(n=22)

Upregulated

200
potsts]
000
000
208
258
200

Dowregulated genes common genes
in brain metastases in brain metastases
Melanoma
Brain metastases Upregulated genes
- (n=11) in%ragln melagtases - 21 —
@ - ] —_—
Q
c E 1 146 e —
8t 3 -
-l 6 Extracerebral
n -—= 2 metastases
s = by
o [
m Not-significantly Dowregulated genes
different gene list in brain metastases —0—
in brain metastases

Downregulated

common genes
Lymphoma in brain metastases

Brain metastases Upregulated genes

(n=4) in brain metastases
129
Extracerebral S
metastases —
(n=17) 0

Dowregulated genes
in brain metastases

Figure 21. Analytical approach of transcriptomic data from metastases

A From brain metastases of breast cancers, melanomas and lymphomas, using a
Kruskal-Wallis test to identify common genes not significantly expressed differently between
the 3 cancer types.

B. Comparisons between brain metastatic samples and extracerebral metastatic samples
for each cancer type to identify common genes up-regulated in brain metastases of breast

cancers, melanomas, and lymphomas
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Pour chaque type de cancer, a ’aide de ce panel de 13623 génes, nous avons comparé¢ des
échantillons métastatiques cérébraux avec des échantillons métastatiques extra-cérébraux afin
d’identifier les génes significativement sur-exprimés ou sous-exprimés dans les métastases
cérébrales. Nous nous sommes ensuite demandé s’il existait des génes couramment Sur-
exprimés ou sous-exprimés dans les métastases cérébrales des trois types de cancer. Nous
avons recupére 21 genes communs sur-exprimés dans les métastases cérebrales du cancer du
sein, du mélanome et du lymphome (Figure 21B, Tableau 22).

Tableau 22. Common genes up-regulated in brain metastases of breast cancer, melanoma,
and non-Hodgkin lymphoma

Breast cancer Melanoma Non-Hodgkin
lymphoma
Gene Fold Rank Fold Rank Fold Rank
Change Change Change
NKX6-2 20.01 1 26.63 1 83.1 1
KLK6 19.02 2 4.86 15 38.08 3
GFAP 13.81 3 13.07 3 50.01 2
DPYSL5 10.01 4 11.42 4 34.44 5
AQP4 9.11 5 14.78 2 25.35 9
APC2 6.89 6 7.19 8 36.91 4
NCAM1 5.95 7 7.32 7 33.02 6
GAP43 571 8 5.21 14 16.36 14
STMN4 5.55 9 8.08 6 30.31 7
MOBP 4.43 10 6.35 12 9.52 18
FAM123A 3.8 11 6.95 9 18.01 13
GPR37L1 3.58 12 8.96 5 26.19 8
Clorf6l 3.57 13 3.27 19 12.26 15
GRM3 3.47 14 2.58 21 12 16
CACNG7 3.47 15 5.35 13 23.71 10
SOX2-OT 3.33 16 6.4 11 19.59 11
SPOCK3 3.17 17 6.88 10 18.52 12
MAG 3.12 18 2.93 20 6.84 20
TMEM229A 3.01 19 4.02 16 7.32 19
OMG 2.73 20 3.45 18 5.94 21
LOC284570 2.27 21 3.8 17 9.6 17

Encore une fois, lorsque nous avons fait une classification hiérarchique non supervisée avec 6
grappes ne considérant que les 21 genes surexprimés dans les métastases cérébrales, deux
grappes « grappes 5 et 6 » étaient indépendantes sur le type de tumeur et correspondaient

exclusivement a des échantillons métastatiques cérébraux (Tableau 23 et Figure 22).
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Tableau 23. Characteristics of 6 clusters with unsupervised hierarchical classification

Variables Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Cluster6 P*

N =23 N =26 N=31 N =54 N=11 N=10
Cancer <0.0001
Melanoma 0 (0) 0 (0) 0(0) 54 (100) 4 (36) 4 (40)
Lymphoma 0 (0) 0 (0) 31 (100) 0(0) 1(9) 3 (30)
Breast-HER2 23 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (18) 2 (20)
Breast-TN 0 (0) 26 (100) 0(0) 0 (0) 4 (36) 1(10)
Groups <0.0001
Group 1 1(4.5) 3(11.5) 0(0) 3(5.5) 11 (100) 10 (100)
Group 2 10 (43.5) 13 (50) 14 (45) 18 (33.5) 0(0) 0 (0)
Group 3 12 (52) 10 (38.5) 17 (55) 33 (61) 0(0) 0 (0)
Transcriptome (mean £ SD)
NKX6.2 3.8+0.5 41+07 43%05 45+0.6 8.6+19 11.8+1.1 <0.0001
KLK6 45+21 47+20 47x15 3.9+0.8 59+19 8.7+22 <0.0001
GFAP 34+0.6 3.8+09 33+04 34+05 7.6+1.0 96+16  <0.0001
DPYSL5 53+22 44+24 39%09 40+16 72+1.1 10.3+1.4 <0.0001
AQP4 49+13 55+16 49+16 52+0.9 8.3+0.8 10.6 +£1.6 <0.0001
APC2 57+1.4 6.0+16 55+1.1 6.5+1.6 8.8+£0.9 10.8 £0.7 <0.0001
NCAM1 3.9+0.7 3.6+0.7 4.0%1.0 5.2+1.9 70+£1.2 9.3+0.8 <0.0001
GAP43 3.7+20.5 39+12 4.0%0.8 44 +17 6.4+£0.9 78+15 <0.0001
STMN4 3.8+0.8 39+08 45+0.7 40+0.7 6.8+1.4 9.0+09 <0.0001
MOBP 3.3+0.6 3.1+0.7 3.7%x05 3.2+0.6 49+09 7.8+0.8 <0.0001
FAM123A 3.9+0.7 3.8+0.7 4.2+0.8 41+0.9 58+1.0 8.8+05 <0.0001
GPR37L1 5.2+0.8 52+13 39%0.6 40+1.3 6.9+0.6 8.9+08 <0.0001
Clorf6l 4.0+0.9 44+11 54+11 41+0.6 6.2+1.4 79+13 <0.0001
GRM3 3.3+0.6 3.3+0.7 34%1.0 3.6+0.6 5.1+£0.7 6.7+04  <0.0001
CACNG7 3.4+0.8 3.8+0.8 3.3%+0.6 3.0+0.7 5.6+0.8 7.7+10 <0.0001
SOX2.0T 3.8+0.8 3.7+04 3707 42+0.9 55+1.0 85+08 <0.0001
SPOCK3 3.9+0.7 3.6+06 3.8%+1.3 3.4+0.6 55+£0.9 8.2+0.7 <0.0001
MAG 52+0.4 54+1.1 6.8+0.7 6.4+1.0 6.9+1.0 95+10 <0.0001
TMEMZ229A 3.5+0.7 3.7+06 43+1.1 42+1.2 55+1.1 74+07 <0.0001
OMG 3.5+0.9 3.4+06 3.8%+05 43+13 50+£1.0 7.2+04  <0.0001
LOC284570 41+05 42+06 3.6+0.6 3.9+0.7 52+0.6 72+11 <0.0001

* P value for Chi2 test (qualitative variables) or ANOVA test (quantitative variables)
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Figure 22. An unsupervised hierarchic clustering of transcriptomic data from 21 genes up-
regulated in brain metastases

Six clusters are identified. Clusters 1, 2,3 and 4 correspond to the three cancer types
(respectively HER-2 positive breast cancer, tripple negative breast cancer, lymphoma and
melanoma); clusters 5 and 6 exclusively include brain metastatic samples from the three
different cancer types

La plupart de ces 21 genes sont impliqués dans le développement du systeme nerveux central.
Nous avons effectué une recherche documentaire systématique pour ces 21 génes, afin de
comprendre leur lien potentiel avec les métastases céréebrales, les tumeurs cérébrales primaires
et les caractéristiques de la cancérogenése (Tableau 24). Un seul géne, GAP43, a été signalé
comme étant surexprimé dans les métastases cérébrales du cancer du poumon par rapport aux
tumeurs primaires!®. En considérant les 10 premiers génes, y compris Kallikrein-6 (KLK6), 8
d’entre eux ont ¢été décrits dans la pathogenése des tumeurs cérébrales primaires,
principalement le glioblastome. Leur surexpression était associée a une survie plus courte!®’
190 Nous avons décidé de nous concentrer sur KLK6 car il y avait 14 références liées aux
caractéristiques de la cancérogenése dans plusieurs types de cancer différents (Tableau 24), y

compris la prolifération, la migration et 1’invasion%*-1%,
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Tableau 24. Role of 21 overexpressed genes in brain metastases of breast cancer, melanoma and lymphoma

Brain metastasis Primary brain tumor Carcinogenesis hallmarks
. Yes N° Cancer Ref Yes Typeoftumor N Ref  Yes N° Cancer type Ref
Genes Function INoO type /No INoO
NKX6-2 Homeobox protein Nkx-6.2; No - - - Yes Oligo- 1 194 Yes 1  Gastric 195
Transcription factor. dendroglioma
Regulation of axon-glial
interactions at myelin
paranodes in
oligodendrocytes
GFAP Glial fibrillary acidic Yes 2 Lung, *  Yes Glioblastoma 4 0% No - - -
protein, distinct astrocytes breast™ 10 200
from other glial cells during
the development of the CNS
DPYSL5 Dihydropyrimidinase- No - - - Yes Glioblastoma 1  2®  Yes 5  Prostate, 201,202,203(pS),
(CRMP5) related protein 5; neuronal colorectal, 204,205
differentiation osteosarcoma-
glioblastoma
AQP4 Aquaporin-4; regulates body No - - - Yes Glioblastoma 5 2%2% Yes 3  Lung, glioma 211-213

water balance and mediates
water flow within the CNS

APC2 Adenomatous polyposiscoli No - - - No - - - No - - -
protein 2; Stabilizes
microtubules and may
regulate actin fiber
dynamics through the
activation of Rho family

GTPases.

NCAM1 Neural cell adhesion No* - - - Yes Glioblastoma, 2 %2 Yes 3  Melanoma, 216-218
molecule 1; neuron-neuron primary CNS ameloblastoma,
adhesion, outgrowth of lymphoma pancreatic cancer
neurites cell
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KLK6 Kallikrein-6; regulation of ~ No - - Yes High grade 3 18718 yes 14 Colorectal, 191-193,220-
axon outgrowth following astrocytoma, 219 gastric, 229
spinal cord injury glioblastoma squamous skin

tumors, colon,
lung,
melanoma,
breast, head
and neck cancer

STMN4 Stathmin-4; involved in No - - Yes Neuroblastoma 1 2% No - - -
neuron projection
development

GPR37L1 Prosaposin receptor No - - No - - - No - - -
GPR37L1; Receptor for the
neuroprotective

FAM123A APC membrane recruitment  No - - No - - - No - - -
protein 2; Negative regulator
of the canonical Wnt
signaling pathway involved
in neuroectodermal
patterning

GAP43 Growth associated protein ~ Yes NSCLC ¥  No - - - Yes 1 NSCLC 186,231
43; Neuromodulin;
associated with nerve
growth. Plays a role in
axonal and dendritic
filopodia induction

SOX2-0T SOX2 Overlapping No - - No - - - Yes 9  Breast, ovarian,  232(Pp2).233-

Transcript/ non protein
coding; This gene produces
alternatively spliced long

non-coding RNAs,

Overexpression of these

prostate, head
and neck,
glioblastoma,
cholangio-
carcinoma,

237,238(p4),239,
240
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transcripts may promote cell

proliferation

osteosarcoma

CACNG7

Voltage-dependent calcium No

channel gamma-7 subunit;
Promotes their targeting to
the cell membrane and

synapses

No

No

SPOCK3
(Testican 3)

Sparc/osteonectin, cwcv
and kazal-like domains
proteoglycan; May
participate in diverse steps
of neurogenesis.

No

No

Yes

241

MOBP

Myelin-associated
oligodendrocyte basic
protein; involved in nervous
system development

No

No

No

Clorf6l

- Chromosome 1 open
reading frame 61;
development and
remodeling of neurons

No

No

Yes

HCC

242

GRM3

Metabotropic glutamate
receptor 3; Ligand binding
causes a conformation

change that

triggers signaling via
guanine nucleotide-binding
proteins (G proteins) and
modulates the activity of
down-stream effectors.

No

No

Yes

Breast, colon
cancer,
melanoma

243-246

TMEM229A

Transmembrane protein
229A, Predicted to be
integral component of

No

No

Yes

NSCLC

247
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membrane, role in tooth
differentiation and
development

LOC284570

Uncharacterized

MAG

Myelin-associated No
glycoprotein; Adhesion

molecule that mediates
interactions between

myelinating cells and

neurons, maintenance of

normal axon myelination.
Protects motoneurons

against apoptosis

Yes

Astrocytic,
meningeal
tumor

1

248(p)

No

OMG

Oligodendrocyte-myelin No
glycoprotein; Cell adhesion,
required for myelination in

the CNS

No

No
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La surexpression de KLKG6 est liée a la localisation métastatique cérébrale

A l’aide de la RT-qPCR, nous avons ensuite évalué¢ I’expression de KLK6 dans des cellules
cancéreuses microdisséquées au laser & partir des 155 échantillons métastatiques de notre série
initiale. Nous avons comparé 1’expression de KLK6 dans les trois groupes en fonction des
localisations métastatiques et du type d’échantillons métastatiques analysés (Figure 23A).
Lorsque les 155 échantillons ont été regroupés, nous avons montré une surexpression
significative de KLK6 dans le groupe 1 par rapport au groupe 2 ou au groupe 3 (p<0,001 et
p<0,05, respectivement) (Figure 23B).

Lorsque nous avons analysé chaque type de cancer séparément, nous avons confirmé que
I’expression de KLKG6 était significativement plus élevée dans les métastases cérébrales
(groupe 1) que dans les métastases extra-cérébrales (groupes 2 et 3) (Figure 23C, D et E). En
particulier, il convient de noter que KLK6 n’était pas surexprimé dans les métastases extra-

cerébrales du patient ayant developpé des métastases cérébrales.
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Figure 23. KLK6 mRNA expression according to subgroups in the 3 cancer types

A Group 1 includes patients with brain metastases and a brain metastatic sample; group
2 includes patients with brain metastases and an extracerebral metastatic sample; group 3
includes patients without brain metastases, and an extracerebral metastatic sample.

B. KLK6 mRNA expression among the three groups, and then separately in each cancer
type (C, D, E)
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Pour confirmer les résultats de nos données transcriptomiques sur des échantillons individuels,
nous avons évalué I’expression de I’ARNm d’un autre géne significativement surexprimé dans
les métastases cérébrales des trois types de cancer, AQP4 (Tableau 22). Encore une fois, nous
avons constaté une surexpression significative de I’AQP4 dans le groupe 1 par rapport au

groupe 2 ou au groupe 3 (Figure 24).
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Figure 24. AQP4 mRNA expression according to subgroups in the 3 cancer types.
AQP4 mRNA expression among the three groups (A), and then separately in each cancer type
(B, C, D)
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Au niveau des protéines, nous avons également évalué 1’expression de KLK6 sur les 155
échantillons de métastases cérébrales et extra-cérébrales par immunohistochimie (Figure 25A).
Lorsque nous avons comparé le score moyen KLK6 dans les trois groupes différents, nous
avons montré que le « score IHC » moyen de KLKG®6 était significativement plus éleve dans le
groupe 1 par rapport au groupe 2 (6,0 vs 2,1, p<0,001) et au groupe 1 par rapport au groupe 3
(6,0 vs, 1,9, p<0,001) (Figure 25B). En particulier, I’expression de la protéine KLK6 n’était
pas significativement plus élevée dans les échantillons métastatiques extra-cérébraux de

patients ayant développé des métastases cérébrales par rapport a ceux qui n’en avaient pas.
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Figure 25. KLK®6 protein expression using an immunohistochemistry score

A This panel shows KLK6 expression in a melanoma lymph node metastasis with a low
“IHC score” of 2 (left panel), and in a breast cancer brain metastasis with a high “IHC
score” of 12 (right panel).

B. KLK6 mean “IHC score” is significantly higher in Group 1 compared to Group 2 (6.0
vs. 2.1, P <0.001), and Group 1 compared to Group 3 (6.0 vs. 1.9, P <0.001)
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Dans I’ensemble, les résultats suggerent que la surexpression de KLK6 est lice a des
localisations métastatiques cérébrales et a I'implantation de cellules cancéreuses dans le

parenchyme cérébral, quel que soit le type de cancer.

En modélisant la propagation métastatique cérébrale chez la souris, KLK6 est-il un
facteur adaptatif?

Apres linjection intracardiaque de lignées cellulaires cancéreuses, les souris ont éte
euthanasiées apres un temps médian de 12 jours pour les cellules 4T1, de 42 jours pour les
cellules MDA-MB-231 et de 45 jours pour les cellules S49.1. Toutes les souris sauf deux ont
développé des meétastases cérébrales. Au moment de 1’euthanasie, pour chaque souris, le
pourcentage d’extension métastatique cérébrale a été calculé et I’expression de I’ARNm KLK6
a été evaluée dans des cellules cancereuses microdisséquees au laser. En considérant toutes les
souris, il y avait une corrélation significative entre I’expression de I’ARNm KLK® et la surface

moyenne des métastases cérébrales (R? = 0,87, P < 0,001) (Figure 26A).

Pour les trois lignées cellulaires, les métastases extracérébrales ont été distribuées dans divers
organes, y compris les poumons, le foie, la rate, les ovaires et les reins (données non
présentées). Pour les lignées cellulaires 4T1 et MDA-MB-21, les localisations métastatiques
pulmonaires ¢étaient les plus fréquentes, tandis qu’elles étaient principalement distribuées dans
la rate pour la lignée cellulaire S49.1. Pour chaque souris, nous avons également évalué
I’expression de ’ARNm KLK6 dans des cellules cancéreuses microdisséquées au laser d’un
échantillon métastatique extracérébral. Pour les deux lignées cellulaires murines (4T1 et S49.1)
et en considérant chaque lignée cellulaire comme référence, I’expression de ’ARNm KLKG6
était significativement plus élevée dans les métastases cérébrales que dans les métastases
extracéerébrales (-ddCq = 6,9 vs -3,1, P < 0,001 pour 4T1 et 12,3 vs 8,6, P < 0,01 pour S49.1),
imitant ainsi ce que nous avons observé chez les patients. En revanche, des résultats similaires
n’ont pas été obtenus pour la lignée cellulaire cancéreuse humaine MDA-MB-231 greffée chez

des souris receveuses, ce qui suggeére un mécanisme intra-espéce (Figure 26B).
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Figure 26. Modeling KLK6 overexpression in syngeneic models of brain metastases

A Correlation between KLK6 mRNA expression and the mean surface area of brain
metastases. The Kendall rank correlation coefficient is calculated between KLK6 mRNA
expression and the mean surface area of brain metastases for corresponding mouse models.

B. For 4T1 and S49.1 cell lines, KLK6 mRNA expression is significantly higher in brain
metastases compared to extracerebral metastases (-ddCg= 6.9 vs. -3.1, P < 0.001 for 4T1, and
12.3 vs. 8.6, P < 0.01 for S49.1). For MDA-MB-231 cell line, the difference is not significant.
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3.3.  Discussions

Dans cette étude, chez des patientes et dans des modéles murins, nous avons démontré que la
surexpression de KLK6 est liée a I’implantation métastatique cérébrale dans les cancers du sein
metastatiques, les mélanomes et les lymphomes.

KLKS®6, également connu sous le nom de hK6, neurosine, protéase M ou zyme, est codé par le
géne KLKG6 et est une protéase sérine avec des propriétés semblables a celles de la trypsine. Il
est physiologiquement exprimé dans un large éventail de tissus, avec la plus haute expression
dans le systeme nerveux central. En particulier, KLK6 est fortement exprimé dans les cellules
luminales qui tapissent le plexus choroide, dans les oligodendrocytes et les cellules
endothéliales cérébrales de la matiére grise, et dans les nerfs périphériques®®2*°, Dans les 155
métastases cérébrales humaines de notre étude clinique, la surexpression de I’ARNm KLK6
ainsi que les signatures cérébrales que nous avons trouvées n’étaient pas lies a cette
expression physiologique de KLKG6 et a une contamination avec le tissu cérébral normal. En
effet, tous les échantillons ont eté microdisséqués au laser pour sélectionner et analyser
uniquement les cellules cancéreuses, ce qui est la force de notre étude. Nous avions
précédemment démontré la faisabilit¢ d’effectuer des études transcriptomiques complétes
pertinentes sur des échantillons métastatiques congelés microdisséqués au laser’ 2,

Nous avons confirmé que la surexpression de ’ARNm KLKG6 dans les métastases cerébrales
était associée a une surexpression accrue des protéines KLK6 par les cellules cancéreuses.
Cette surexpression partagee de KLK6 dans les métastases cérébrales du cancer du sein, du
mélanome et du lymphome non hodgkinien n’a jamais été rapportée. Notre approche est
originale puisque la plupart des études se concentrent généralement sur un seul type de cancer,
et les signatures partagées entre les types de cancer sont donc limitées. Une étude précédente a
proposé une signature métastatique commune a différents types de cancer en comparant 12
échantillons métastatiques a des tumeurs primaires non appariées®!. Selon I’hypothése des
semences et du sol, la croissance réussie d’une métastase dépend des interactions entre les
cellules cancéreuses (graines) et I’organe métastasé (sol). Pour s’implanter, les cellules
cancéreuses circulantes ont besoin d’un « sol adapté », et moins de 0,01% d’entre elles
réussissent a former des métastases??. Différents types et sous-types de cancer ont des sites
métastatiques préferés distincts. Le profil d’expression génique des cellules métastatiques est
un déterminant clé de la formation de métastases spécifiques au site?®*?>. Mais il n’est pas
clair s’il existe des signatures spécifiques liées a des sites métastatiques spécifiques aux
organes*’®. A I’aide de bases de données transcriptomiques publiques, Zhang et al. ont identifié

une signature de métastases cérébrales commune aux cancers du poumon et du sein, tout en
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normalisant leurs données a I’aide d’une « signature cérébrale normale »*°. Dans notre étude,
nous avons mis en évidence que la signature de 21 génes, y compris la surexpression de KLK6
dans les métastases cérébrales, semble liée a un processus adaptatif des cellules cancéreuses
métastatiques, imitant la « biologie normale » de I’organe métastasé, afin de faciliter leur
implantation.

Dans notre modele préclinique, nous avons également confirmé que la surexpression de KLK6
est liée a I'implantation métastatique cérébrale, mais uniquement dans des modeles
syngéniques et non xénogéniques. Etant donné que 1’homologie de la protéine KLK6 est de

68% entre I’homme et la souris?®®

, nos résultats sont en faveur d’un processus adaptatif intra-
espéce de surexpression de KLK6 apres implantation cérébrale de cellules cancéreuses
métastatiques.

Une autre force de notre étude est que nous avons effectué une analyse transcriptomique sur
des échantillons métastatiques cérébraux et les avons comparés aux données transcriptomiques
des métastases extra-cérébrales. Nous avons identifié 21 génes associés a une signature de
métastases cerébrales. Dans une méta-analyse des altérations genomiques dans les métastases
cérébrales du cancer du sein, nous avons souligné la valeur ajoutée de 1’obtention de biopsies a
partir de métastases cérébrales pour explorer pleinement leur biologie!®. Dans cette méta-
analyse, nous avons identifié un panel de 6 genes présentant une prévalence de mutation plus
élevée dans les métastases cérébrales que dans les métastases extra-cérébrales, d’un intérét
particulier pour leur réle potentiel dans le processus métastatique cérébral. Les métastases
cérébrales peuvent provenir d’un clone minoritaire au sein d’une tumeur primaire ou d’une
autre localisation métastatique®7®, et il existe peu d’études transcriptomiques obtenues a

partir d’échantillons métastatiques cérébraux, la plupart d’entre elles comparant les données

transcriptomiques des tumeurs primaires et des métastases cerébrales (Tableau 25).
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Tableau 25. Main characteristics of the 10 studies with transcriptomic analysis of brain metastases

ID Firstauthor, Cancertype Samplescompared Method Results
year
1  Tsakonas et NSCLC 25 BMvs. 13 MRNA array analysis using 12-gene immune signature separated brain metastases from primary
al®’, 2020 primary tumor (13 the nanoString Pan-Cancer tumours: (CCL19, CCL21, CXCL9, CCL14, CCL18) or cytokine-
paired) Immune Oncology panel receptor families (IL2RB, IL21R), and the five most differentially
expressed transcripts: CD48, GZMA, ITGA4, RUNX3 and TPSAB1
2 Liuetal®®, Lung cancer 10 BMvs. 18 single-cell transcriptome 801 upregulated and 249 downregulated genes in the primary tumor
2020 primary tumors compared to brain metastasis
3 Iwamoto et Breast cancer 16 BM vs. 16 Genome-wide expression VEGFA and DNMT3A demonstrated significantly higher gene
al*®®, 2019 primary tumors using Affymetrix U133A expression in brain metastases.
gene chips
4 Ferguson et Breast, 16,999 unmatched gene amplification (assayed TOP2A expression was increased in brain metastases from all 3
al’®, 2018 melanoma, primary tumor by in situ hybridization) cancers
NSCLC and/or systemic
metastases; brain
metastases
5  Priedigkeit et Breast cancer 17 BMvs. 17 Nanostring gene expression ERBB2/HER2 was the most recurrent alteration showing at least a 2-
al’®1, 2017 primary tumors fold expression increase in 35% of brain metastases. FGFR4 showed
(paired) increased expression in 30% of brain metastases
6 Leeetal®®, Breast cancer 20 primary tumors NanoString nCounter Expression levels of SOX2 and OLIG2 were downregulated in
2016 vs. 41 BM Analysis covering 252 target  primary BC compared to BCBM.
genes
7  Jeevan et NSCLC 26 BM vs. normal cDNA microarray Metastatic brain tumor samples displayed expression of epithelial
al?®3, 2016 brain markers (zinc finger protein SNAI1 and Twist-related protein-1), and
the mesenchymal marker vimentin. The stem cell marker CD44 was
also highly expressed.
8  Wikman et Breast cancer 39 primary tumor 20 ¢-RT PCR SPARC, RECK, TNFAIP3 and CXCL14 were down-regulated (p <
al?®4, 2014 BCBM tissue 0.05) in BCBM as compared to primary BC samples irrespectively of
samples. the cancer subtype.
9  Palmieri et Breast cancer 9 primary tumors vs.  Microarray Q-PCR analysis confirmed statistically significant differences or
al*®®, 2009 8 BM strong trends in the expression of six genes: BMP1, PEDF, LAMY3,
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SIAH, STHMN3 and TSPD2. Hexokinase 2 (HK2) was increased
expression in brain metastases

10 Bos et al'’, breast cancer 13 brains, 8 bone, 3

2009

liver, 12 lung and 2
ovary human
metastases from
breast cancer
patients

Microarray

17 genes whose expression was correlated with the presence of brain
metastases, the 17 genes are: COL13A1, HBEGF, BAGALT6, MMP1,
PLOD2, PELI1, CSF3, ANGPTL4, PTGS2, PSCN1, LTBP1,
LAMA4, RGC32, RARRES3, TNFSF10, SCNN1A and SEPP1

BM: brain metastases
BCBM: breast cancer brain metastases

158



Fait intéressant, dans notre modele préclinique, nous avons constaté qu’une expression plus
¢levée de ’ARNm KLK6 dans les métastases cérébrales était également associée a une plus
grande surface métastatique cérébrale, ce qui suggere que la surexpression de KLK6 contribue
non seulement a I’implantation cérébrale adaptative des cellules cancéreuses, mais aussi a la
progression de la maladie elle-méme. Des études in vitro ont montré que KLK6 dégrade le

fibrinogéne et divers collagénes, qui sont des composants de la membrane basale!922%¢,
191,193,222,223,225,228. La

\ \

contribuant a l’invasion et a la migration des cellules cancéreuses
surexpression de KLK6 a également été signalée pour augmenter la prolifération des cellules
cancéreuses'®1%% mais aussi la résistance cellulaire. Chez les patients atteints de glioblastome,
la surexpression de KLKG6 est associée a un grade plus élevé et a un pronostic défavorable, lié a

une résistance & ’apoptose’®’.

3.4.  Conclusion et perspective

Il s’agit de la premiere analyse transcriptomique sur des échantillons métastatiques
microdisséqués au laser provenant de trois types de cancer différents, le cancer du sein, le
mélanome et le lymphome. Dans cette étude, nous avons identifié que la surexpression de
KLKG6 est liée aux localisations cérébrales, ce qui pourrait étre une stratégie prometteuse pour
utiliser I’anti-KLK6 pour ces localisations difficiles, quel que soit leur organe d’origine, en
attendant le ciblage spécifique des cellules cancéreuses pour éviter la cytotoxicité sur les
cellules cérébrales normales.

Dans ce projet, nous visons a décrypter une signature commune aux metastases cérébrales dans
trois types de cancer, liée a cette localisation spécifique de mauvais pronostic. Nous souhaitons
également voir s'il existe des différences entre deux populations de patients francais et
vietnamiens. En effet, dans les cancers somatiques, les études génétiques comparatives des
populations asiatiques et occidentales sont rares. Et les données des populations occidentales
ne doivent pas étre automatiquement généralisées a d’autres populations. Ce projet
translationnel est d’'une grande importance car il répond a un défi de soins quotidien. Il offre
I’opportunité d’appliquer des approches biologiques innovantes au domaine des soins aux

patients et de la valorisation des potentiels et du développement industriel.
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WILEY

Increased risk of brain metastases among patients with
melanoma and PROM2 expression in metastatic lymph

nodes

Dear Editor,

Brain metastases occur in the progression of metastatic
melanoma in up to 44% of cases.! Despite evidence of clin-
ical benefit of combined immunotherapies on melanoma
brain metastases,” more than 50% of patients will have
brain progression, challenging daily practice in oncology.
Molecular markers predictive of the risk of melanoma
brain metastases remain largely to be identified.’

In our study, we performed transcriptomic analyses on
laser-microdissected tumor cells from metastatic lymph
nodes of patients with melanoma, to identify biomarkers
associated with the occurrence of brain metastases over a
median follow-up of 48 months. We followed REMARK
recommendations for tumor marker prognostic studies.*
All methods are fully detailed in Material and Method in
the Supporting Information.

Among the 51 patients selected for the development
cohort (Figure S1), after a median follow-up of 48 months
from the time of regional lymph node disease, 19 (37%)
developed brain metastases (Group 3), whereas 32 (63%)
did not (Group 1 including patients with only regional
lymph node metastases and who did not relapse, and
Group 2 including patients without brain metastases but
with other metastatic localizations) (Table S1 for patients’
characteristics and Figure 1A). The median overall sur-
vival calculated from first diagnosis of regional lymph
node metastasis was significantly shorter among patients
with brain metastases than among patients without (39 vs
76 months, P < .01) (Figure S2). The median survival from
the time of brain metastases was 13.3 months (range: 2-72
months).

Each metastatic lymph node was laser microdissected to
select a minimum number of 1500 tumor cells. After RNA
extraction, all samples had a RNA integrity number over 7,
enabling transcriptomic analyses. On transcriptomic data,
multivariate analysis was carried out to compare patients
with and without brain metastases. We focused on the

PROM?2 gene, also called prominin-2, with some of the
highest d-scores at 4.6 and fold change of 3.3 (Table S2),
and because PROM2, a membrane glycoprotein and a sec-
ond member of the prominin family, induces membrane
protrusions’ and could thus be implicated in invasive pro-
cesses. Using reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-qPCR), the median expression of PROM2 mRNA
was significantly higher in metastatic lymph nodes from
patients who subsequently developed brain metastases (A
cycle threshold [Ct] = 4.9, interquartile range [IQR] = 6.3
vs ACt = 2.1, IQR = 3.9; P = .005; Figure 1A).

We then analyzed transcriptomic data downloaded from
three public databanks (the Cancer Genome Atlas SKCM
and GSE22155 and GSE65904 cohorts®®), and found that
a high PROM?2 expression in melanoma metastatic lymph
nodes was associated with poor survival (Figure S3).

Using immunohistochemistry (IHC) on the 51
metastatic lymph nodes of the development cohort,
PROM?2 was only expressed by cancer cells and the mean
“PROM2 IHC score” was significantly higher among
patients with brain metastases compared to patients
without (8.8 vs 4; P < .01) (Figure 1B). Overall survival was
significantly longer among patients who had a “PROM2
IHC score” <5 than among patients who reached the
cutoff of 5 (P < .01; Figure 1C).

Across the three groups of patients, we observed a grad-
ual, significant increase in PROM2 mRNA and protein
expression from Group 1 to Group 3 (Figure 2B). After a
median follow-up of 80 months, overall survival was also
much longer for Group 1 with only metastatic regional
lymph nodes (Figure 2C).

Using multivariate regression, a “PROM2 IHC score”
>5 (odds ratio at 28.2) and the presence of bone metas-
tases were the two variables significantly associated with
the risk of brain metastases (Table S3).

Between 2013 and 2014, 50 additional patients with
stage III melanoma at diagnosis and a frozen biopsy
sample from lymph node metastases were included in

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the

original work is properly cited.
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FIGURE 1
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PROM?2 mRNA expression, “PROM2 IHC score” in metastatic lymph nodes, and survival data in the development cohort. (A),

PROM2 mRNA expression is significantly higher in metastatic lymph nodes from patients with brain metastases than in those from patients
without brain metastases (P < .05). (B), Using immunostaining on metastatic lymph nodes, the mean “PROM2 ITHC score” is significantly
higher among patients with brain metastases than among those without (P < .05). (C), Survival according to the “PROM2 IHC score” level in
the development cohort of 51 patients. A “PROM2 IHC score” >5 is significantly associated with a shorter survival

the validation cohort. After a median follow-up of 48
months from the time of the regional lymph node disease,
19 patients (38%) developed brain metastases, whereas 31
(62%) did not. There was no significant difference between
the development and the validation cohorts (Table S4).

In this validation cohort, when PROM2 mRNA expres-
sion was assessed on melanoma cancer cells laser
microdissected from metastatic lymph nodes, it was signif-
icantly higher among patients who developed brain metas-
tases (median ACt = 5.1, IQR = 2.3 vs ACt = 2, IQR = 4.6)

(P < .01). The “PROM2 IHC score” was also significantly
higher in case of brain metastases (7.4 vs 2.1; P < .01). Using
a cutoff of >5 for the “PROM2 THC score” in multivari-
ate regression, the “PROM2 IHC score” was the only factor
associated with the risk of brain metastases.

In the two cohorts, in univariate analysis, a high
“PROM2 IHC score” >5 in metastatic lymph nodes was
not associated with the risk of other metastatic sites
(lung, liver, and bone), except for lung metastases in the
validation cohort (Table S2). In both the development
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and validation cohorts, the presence of brain metastases
and a “PROM2 IHC score” of > 5 were the only two
factors significantly associated with mortality (Table 1;
Figure S4).

In this study, among patients with resectable regional
lymph node metastases from cutaneous melanoma, we
identified PROM2 as a biomarker significantly associ-
ated with the risk of distant metastases, particularly brain
metastases, and a decreased survival. This association is
strength of our study, with potential translational appli-
cations among patients with stage III melanoma. Indeed,

adjuvant treatment using immunotherapy or targeted
anti-BRAF and anti-MEK (anti-Mitogen-activated protein
kinase) therapies is recommended for patients with stage
III disease. No other marker than regional lymph node
involvement is currently included in the therapeutic deci-
sion. After validation in a larger cohort, the “PROM2 IHC
score” could be used to identify high- and low-risk patients
with stage III melanoma more efficiently, and could thus
be included in adjuvant clinical trials.

In the management of metastatic melanomas, 20%
to 40% of patients remain insensitive to targeted
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TABLE 1 Univariate and multivariate analyses of factors associated with mortality in the development and validation cohorts
Development cohort (n = 51) Validation cohort (n = 50)
Univariate Multivariate Univariate Multivariate
analysis HR analysis aHR analysis HR analysis aHR
Variables [95% CI] P-value [95% CI] P-value [95% CI] P-value [95% CI] P-value
Age (years), mean +  1.01[0.98-1.03] .37 0.98[0.96-1.01] .26
SD
Gender (women) 0.94 [0.46-1.93] .88 0.82[0.39-1.75] .62
Initial TNM .01 - 94
classification
IIIB 1 (reference) - 1 (reference)
I1IC 1.22[0.57-2.60] - 1.12[0.53-2.34]
IID 7.26 [1.85-28.4] = 0.86 [0.11-6.58]
Primary site of .49 .20
melanoma
Head and neck 1 (reference) 1 (reference)
Trunk 0.91 [0.26-3.15] 0.42[0.10-1.64]
Upper limb 0.48 [0.13-1.75] 0.80 [0.19-3.26]
Lower limb 0.46 [0.15-1.44] 1.08 [0.30-3.86]
Unknown 0.49 [0.05-4.45] -
Metastatic site
Brain 2.61[1.28-5.34] .008 = = 5.20 [2.39-11.3] <.0001 8.08 [2.49-26.2] .0005
Lung 3.82[1.78-8.18]  .0005 10.7[2.86-39.9] .0004 2.36 [1.13-4.96] .02 - -
Bone 2.00 [0.91-4.36] .08 = 2.50 [1L17-5.37] .01 = =
Liver 1.85[0.90-3.79] .09 - - 2.07[0.99-4.31] .05 - -
Breslow index (mm), 119 [1.04-1.36] .01 - - 0.93 [0.82-1.06] .28
per 1 IQR of more
Ulceration (yes) 2.75[1.26-6.00] .01 - - 1.19[0.53-2.65] .67
BRAF status:
BRAF V600E (yes) 1.49[0.73-3.04] .26 1.49 [0.65-3.42] .34
PROM2 mRNA 1.02[0.99-1.05] .11 = = 116 [1.03-1.31] .01 = =
expression, per 1
IQR of more
PROM2 IHC score
High (> 5) 2.41[116-5.03] .01 6.48 [1.65-25.5] .007 3.60 [1.69-7.70] .0001 3.95[114-13.7] .02
Interaction terms
Lung metastases X 0.12 .01
PROM2 IHC [0.02-0.64]
score >5
Brain metastases X 0.21[0.04-1.10] .06

PROM2 IHC
score >5

Note. Univariate and multivariate Cox proportional hazard regression models were run with the sample of deceased patients. The assumptions of the model were
verified. Hazard ratios (HRs) for continuous variables were expressed per 1 SD or 1 interquartile range (IQR) as appropriate. Variables yielding P-values under .2 in
the univariate analysis were considered for inclusion in the multivariate analysis. A stepwise selection process of the lowest P-values was used for the multivariate
analysis, also using interaction terms. aHR: adjusted hazard ratio.

treatments.”'’ Our study opens new perspectives for
the use of PROM2 as a potential therapeutic target for the
treatment of metastatic melanoma.

The role of PROM?2 in the metastatic process has not
been investigated, and further studies are required to elu-

cidate this role and to see whether PROM2, like PROM1,
provides stemness properties.
Our findings open new perspectives for further
studies to validate PROM2 as a useful biomarker in
adjuvant clinical trials, and as a potential biotarget
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for the treatment of metastatic melanoma in resort
situations.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank Ms S. Leyshon and Ms A. Swaine
for revising the English language. The study was supported
by INSERM, University of Paris, and University Paris 13.

ETHICS APPROVAL AND CONSENT TO
PARTICIPATE

All patients had been informed that a part of their remain-
ing samples could be used for research after diagnosis had
been established, and none opposed it. Written informed
consent was obtained from each patient. The Clinical
Research Board Ethics Committee approved this study
(CPP-Ile-de-France#13218).

DATA AVAILABILITY STATEMENT

All data generated or analyzed during this study are
included in this published article and its Supporting Infor-
mation.

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare no conflict of interest.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

GB, AJ, and MB conceived and designed the study. PT, BB,
JD, CL, and SM provided patient clinical data. MB provided
patient tumor samples. TTN and MEB carried out the laser
microdissections. GG and JPF analyzed the transcriptomic
data. TTN and ChL performed the immunostaining. FP
did statistical analyses. AJ, GB, and MB provided financial
support. AJ and GB provided administrative support. TTN,
GB, and MB drafted the manuscript. All authors read and
approved the final version of the manuscript.

Thuy Thi Nguyen?>
Guillaume Gapihan’*
Pauline Tetu®
Frédéric Pamoukdjian"%’
Morad El Bouchtaoui'
Christophe Leboeuf!
Jean-Paul Feugeas®”’
Justine Paris'
Barouyr Baroudjian’
Julie Delyon™'©
Samia Mourah*10:11
Céleste Lebbg* 10
Anne Janin"*

Guilhem Bousquet"*’
Maxime Battistella*!%-12

T INSERM U942, Universités de Paris et Sorbonne Paris
Nord, Bobigny, France

2 AP-HP Hépital Avicenne, Oncologie Médicale,

Bobigny, France
3 Medical Oncology Department A, National Cancer
Hospital, Hanoi, Vietnam

4 Hépital Saint-Louis, Université de Paris, Paris, France

2 Dermatologie, AP-HP Hopital Saint Louis, Paris, France
6 Médecine Gériatrique, AP-HP Hopital Avicenne,
Bobigny, France

7 Université Sorbonne Paris Nord, Cardiovascular Markers
in Stressed Conditions, MASCOT, Bobigny, France

8 INSERM U722, Paris, France

9 Université de Franche-Comté, Besangon, France

10 INSERM U976, Paris, France

1 Solid Tumor Genomic Department, AP-HP, Hopital Saint
Louis, Paris, France

12 Laboratoire de Pathologie, AP-HP Hoépital Saint-Louis,
Paris, France

Correspondence

Maxime Battistella, Hopital Saint-Louis, Université de
Paris, 1 avenue Claude Vellefaux, Paris, F-75010, France.
Email: maxime.battistella@aphp.fr

Guilhem Bousquet, INSERM U942, Universités de Paris
et Sorbonne Paris Nord, SMBH, Rue de Chablis, Bobigny,
F-93000, France.

Email: guilhem.bousquet@aphp.fr

Guillaume Gapihan, Pauline Tetu, and Frédéric
Pamoukdjian contributed equally to this work.

Guilhem Bousquet and Maxime Battistella are co-senior

authors.
ORCID
Guilhem Bousquet (» https://orcid.org/0000-0001-5594-
6694
REFERENCES

1. Cagney DN, Martin AM, Catalano PJ, et al. Incidence and
prognosis of patients with brain metastases at diagnosis of
systemic malignancy: a population-based study. Neuro Oncol.
2017;19(11):1511-1521.

2. Tawbi HA, Forsyth PA, Algazi A, et al. Combined nivolumab and
ipilimumab in melanoma metastatic to the brain. N Engl J Med.
2018;379(8):722-730.

3. Jilaveanu LB, Parisi F, Barr ML, et al. PLEKHAS as a biomarker
and potential mediator of melanoma brain metastasis. Clin Can-
cer Res. 2015;21(9):2138-2147.

4. McShane LM, Altman DG, Sauerbrei W, et al. REporting
recommendations for tumour MARKer prognostic studies
(REMARK). British journal of cancer. 2005;93(4):387-391.


https://orcid.org/0000-0001-5594-6694
mailto:maxime.battistella@aphp.fr
mailto:guilhem.bousquet@aphp.fr
https://orcid.org/0000-0001-5594-6694
https://orcid.org/0000-0001-5594-6694
https://orcid.org/0000-0001-5594-6694

60f6 CLINICAL AND TRANSLATIONAL MEDICINE
DI R S TS OpenAccess)

LETTER TO EDITOR

5. Singh RD, Schroeder AS, Scheffer L, et al. Prominin-2 expression

increases protrusions, decreases caveolae and inhibits Cdc42
dependent fluid phase endocytosis. Biochem Biophys Res Com-
mun. 2013;434(3):466-472.

. Cirenajwis H, Ekedahl H, Lauss M, et al. Molecular stratification
of metastatic melanoma using gene expression profiling: predic-
tion of survival outcome and benefit from molecular targeted
therapy. Oncotarget. 2015;6(14):12297-12309.

. Guan J, Gupta R, Filipp FV. Cancer systems biology of TCGA
SKCM: efficient detection of genomic drivers in melanoma. Sci
Rep. 2015;5:7857.

. Jonsson G, Busch C, Knappskog S, et al. Gene expression
profiling-based identification of molecular subtypes in stage IV
melanomas with different clinical outcome. Clin Cancer Res.
2010;16(13):3356-3367.

10.

Manzano JL, Layos L, Buges C, et al. Resistant mechanisms
to BRAF inhibitors in melanoma. Ann Transl Med. 2016;4(12):
237.

Gide TN, Wilmott JS, Scolyer RA, Long GV. Primary and
acquired resistance to immune checkpoint inhibitors in
metastatic melanoma. Clin Cancer Res. 2018;24(6):1260-
1270.

SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information may be found online
in the Supporting Information section at the end of the
article.



cancers

Article

Genomics of Breast Cancer Brain Metastases: A Meta-Analysis
and Therapeutic Implications

Thuy Thi Nguyen 1234, Diaddin Hamdan 250, Eurydice Angeli
2,4,9

Frédéric Pamoukdjian

check for
updates

Citation: Nguyen, T.T.; Hamdan, D.;

Angeli, E.; Feugeas, ].-P,; Le, Q.V,;
Pamoukdjian, F.; Bousquet, G.
Genomics of Breast Cancer Brain
Metastases: A Meta-Analysis and
Therapeutic Implications. Cancers
2023, 15,1728. https:/ /doi.org/
10.3390/ cancers15061728

Academic Editor: David Wong

Received: 15 January 2023
Revised: 5 March 2023
Accepted: 5 March 2023
Published: 12 March 2023

24,6, Jean-Paul Feugeas 7%*, Quang Van Le /2,

and Guilhem Bousquet >4/%*

1 National Cancer Hospital, Ha Noi 100000, Vietnam

2 Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale (INSERM), Université Paris Cité, UMR_S942
MASCOQOT, 75006 Paris, France; frederic.pamoukdjian@aphp.fr (EP.)

Department of Pediatrics, Hanoi Medical University, Ha Noi 100000, Vietnam

Institut Galilée, Université Sorbonne Paris Nord, 93439 Villetaneuse, France

Hopital La Porte Verte, 78000 Versailles, France

Service d’Oncologie Médicale, Hopital Avicenne, Assistance Publique Hopitaux de Paris,

93000 Bobigny, France

7 INSERM U1098, 25030 Besangon, France

Laboratoire de Biochimie Hopital Jean Minjoz, Université de Franche-Comté, 25000 Besangon, France
Service de Médecine Gériatrique, Hopital Avicenne, Assistance Publique Hopitaux de Paris,

93000 Bobigny, France

Correspondence: jean-paul.feugeas@univ-fcomte.fr (J.-P.F.); guilhem.bousquet@aphp.fr (G.B.)

o G o W

Simple Summary: Breast cancer brain metastases are a challenging daily practice, and the biological
link between gene mutations and metastatic spread to the brain remains to be determined. We
performed a meta-analysis on genomic data obtained from primary tumors, extracerebral metastases
and brain metastases, to identify gene alterations associated with brain metastatic processes. Fifty-
seven publications were selected for this meta-analysis, including 37,218 patients in all, 11,906 primary
tumor samples, 5541 extracerebral metastasis samples, and 1485 brain metastasis samples. Using a
threshold of 1% for mutation prevalence in the primary tumor, we identified 53 genes, among which
21 were associated with significant differences in prevalence between subgroups (primary tumor,
extracerebral metastases, and brain metastases). In particular, we identified six genes with a higher
mutation prevalence in brain metastases than in extracerebral metastases: ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN,
BRCA2 and NOTCH1. These mutated genes could be responsible for the crossing of the blood-brain
barrier by cancer cells, and thus have considerable potential therapeutic implications, underlining
the added value of obtaining biopsies from brain metastases to develop personalized treatments.

Abstract: Breast cancer brain metastases are a challenging daily practice, and the biological link
between gene mutations and metastatic spread to the brain remains to be determined. Here, we
performed a meta-analysis on genomic data obtained from primary tumors, extracerebral metastases
and brain metastases, to identify gene alterations associated with metastatic processes in the brain.
Articles with relevant findings were selected using Medline via PubMed, from January 1999 up
to February 2022. A critical review was conducted according to the Preferred Reporting Items for
Systematic Review and Meta-analysis statement (PRISMA). Fifty-seven publications were selected for
this meta-analysis, including 37,218 patients in all, 11,906 primary tumor samples, 5541 extracerebral
metastasis samples, and 1485 brain metastasis samples. We report the overall and sub-group preva-
lence of gene mutations, including comparisons between primary tumors, extracerebral metastases

and brain metastases. In particular, we identified six genes with a higher mutation prevalence in brain

Copyright: © 2023 by the authors.

Licensee MDPL Basel, Switzerland, ~ M€tastases than in extracerebral metastases, with a potential role in metastatic processes in the brain:

ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN, BRCA2 and NOTCH1. We discuss here the therapeutic implications. Our
results underline the added value of obtaining biopsies from brain metastases to fully explore their
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1. Introduction

Brain metastases are becoming a leading cause of mortality among patients with
metastatic cancers, including breast cancer. In the last twenty years, the incidence of brain
metastases has increased [1,2] as a result of the improved control of metastases outside the
central nervous system, and of better imaging techniques that led to improved detection of
brain metastases. Despite therapeutic advances, breast cancer brain metastases develop
in 15% to 25% of patients [3], mainly due to HER2 overexpressing and triple negative
subtypes where they occur in up to 50% of cases [4]. They have a poor life quality impact
(neurological deficit, major asthenia, headaches, epileptic manifestations), and a poor
prognosis, with a median survival of 16 months [5].

Brain metastatic colonization is a multistep complex process. To migrate into the brain,
tumor cells have first to adhere to the brain endothelium, then disrupt the blood-brain
barrier, and finally invade through the endothelial layer. Then, only a few tumor cells,
which adapt to brain environment, probably have the ability to survive and form brain
metastases [6]. Overall, the biological and genomic characteristics of breast cancer cells
leading to this process are not fully deciphered [7].

The treatment of brain metastases remains a major therapeutic challenge, with limited
indications for and benefits of curative surgery and radiation therapy [8]. Systemic drugs
have limited effects on brain metastases, because most anti-cancer drugs fail to cross the
blood-brain barrier [9]. Innovative approaches using physical methods or physiological
transporters are being explored to facilitate drug penetration across this barrier to deliver
them to brain metastases at relevant pharmacological concentrations [9]. New generation
tyrosine kinase inhibitors such as osimertinib and tucatinib have been engineered to cross
the blood-brain barrier more efficiently, with greater, but time-limited, control of brain
metastases [10,11].

Following recent improvements in the genomic sequencing of malignant tumors, tar-
getable genetic alterations are being increasingly identified. However, most alterations
have been identified in primary tumors and not metastases [12]. Additionally, this is partic-
ularly true for brain metastases, because of the difficulty accessing these localizations [13].
Although primary tumors and metastases can harbor a common genomic signature, signifi-
cant discrepancies have also been identified between matched samples from a given patient,
since metastases can derive from a minority clone in the primary tumor [14]. In addition,
there are few studies comparing genomic data from primary tumors and metastases.

Here, we performed the first meta-analysis on genomic data from breast cancer brain
metastases. The integrative study we performed enabled us to identify gene alterations
associated with brain metastasis, a requisite for the development of new targeted therapies
for these localizations.

2. Methods
2.1. Search Strategy and Selection Criteria

We conducted this systematic review following the methods outlined by Preferred
Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA) [15].

2.2. Eligibility Criteria
2.2.1. Inclusion Criteria

Our objective was to perform meta-analysis on genomic data obtained from breast
cancer brain metastases. The inclusion criteria were: (1) any study assessing the genomics
of breast cancer metastases in any localization, and (2) any article in English from 1999 to
the present.

2.2.2. Exclusion Criteria

The following exclusion criteria were applied: (1) studies with unusable or unavailable
genomic data on metastases; (2) studies limited to genomic data from primary tumors
without available genomic data on metastases; (3) genomic data obtained from samples
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other than tissue samples (e.g., circulating DNA); (4) reviews, meta-analyses, letters to the
editor; (5) experimental data and non-human studies, (6) articles without full text available.
The PRISMA flow diagram template used in this study is detailed in Figure 1.

Records identified through Records identified through
Medline searching (algorithm 1) Medline searching (algorithm 2)
c (n =2776) (n=631)
S
8
=
é v r
- Records duplicates removed
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E - Genomic data obtained from
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2 =339%4 > ’
& ( ) - Reviews, meta-analysis: 1203

- Expermental data and non-

human studies: 525
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Figure 1. PRISMA flowchart for the screening and selection of the studies.

2.2.3. Search Strategy

For a systematic meta-analysis, we searched MEDLINE via PubMed and used the
following research algorithm: (“Breast Neoplasms”[Mesh] AND “metast*” AND (“Ge-
nomics”[Mesh] OR “mutation*”)). In total, 2776 articles were initially identified. We
then tested a second algorithm to focus on brain metastases: “Breast” AND “brain” AND
“metast*” AND (“Genom*” OR “mutation*” OR “sequenc*”). We obtained 631 publications.
We manually searched the reference lists of all included articles to identify any potentially
related articles. Zotero software version 5.0.95.1 was used to manage the references and
remove any duplicates. In addition, the references contained in the literature searched and
relevant reviews were also considered to avoid eligible articles being missed.

2.2.4. Study Selection

Two authors (TTN and GB) independently screened the papers retrieved, initially by
title, then by abstract, and finally by full text.

2.2.5. Protocol and Registration

We registered the review in PROSPERO, an international prospective register of sys-
tematic reviews. The protocol can be accessed at: https:/ /www.crd.york.ac.uk/PROSPERO
(accessed on 10 September 2021)/Registration number: CRD42021272358.

2.2.6. Quality Assessment

To assess the quality of studies, we used the Q-genie tool [16]. It consists of 11
questions addressing the following aspects of the study methodology: rationale for the
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study, selection and outcomes, comparability of comparison groups, technical and non-
technical exposure, bias, sample size and power, analyses, statistical methods, control for
confounders, inferences for genetic analyses and inferences from results. Each question
was scored from 1 to 7, as follows: “1 (poor)”, “2”, “3 (good)”, “4”, “5 (very good)”, “6” or
7 (excellent)”. For studies with a control group, a total score of < 35 indicates poor quality,
a score of 36—45 indicates moderate quality and a score of > 45 indicates good quality [16].
In our meta-analysis on genomic data, as the criterion “non-technical exposure” was not
applicable, we considered that a total score of <28 indicated poor quality, a score between
29 and 38 indicated moderate quality and a score of >38 indicated good quality.

2.2.7. Statistical Analysis

The data were analyzed using R statistical software (version 4.1.0; R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria; http:/ /www.r-project.org (accessed on 1 May
2022)). On the basis of the articles selected, we performed a meta-analysis (with the package
“meta”) to assess the gene mutation prevalence in breast cancers according to the tumor
site: primary tumor, extracerebral metastases and brain metastases. We only considered
genes associated with a prevalence >1% in the primary tumor.

For all studies, we assessed the gene mutation prevalence according to the quality
of studies, good or moderate/poor, and the tumoral site: primary tumor, extracerebral
metastases and brain metastases for all tumor samples. We also assessed the gene mutation
prevalence in matched tumor samples from the same patient between primary tumor,
extracerebral and brain metastases; the genomic method (NGS, targeted NGS or other); and
the conditions of tissue preservation (fresh frozen or formalin-fixed). For each outcome, to
test the sub-group differences, we used the Q-test based on analysis of variance.

Here is a typical R script example of a single proportion using logit transformation and tak-
ing only random effect into account: metaprop(event = name.database$variable.number.of event,
n =name.database$variable.total.number.of.observations, studlab = name.database$name.of.
studies, subgroup = name.database$variable.subgroup, sm = “PLOGIT”, common = FALSE,
random = TRUE).

We performed a pairwise comparison of gene mutation prevalence across tumor sites
using z test, as follows: primary tumors vs. extracerebral metastases, primary tumors
vs. brain metastases, and extracerebral metastases vs. brain metastases. We then selected
all genes associated with significant differences in prevalence between subgroups and
retained only those with prevalence in each tumor site (primary, extracerebral and brain
metastases), and with greater prevalence in brain metastases than in the primary tumor. Of
these selected genes, we performed univariate and multivariate meta-regression to take
into account the effect size of tumor site, quality of studies (good vs. moderate or poor),
genomic method (NGS, targeted NGS or other) and tissue preservation condition (frozen or
formalin-fixed). Univariate variables yielding p-values under 0.20 in the univariate analysis
were considered for inclusion in the multivariate analysis. Results of the meta-regression
were presented as estimates (f3-coefficient) £ standard error.

We assessed the heterogeneity of the study results using the 12 indicator and Cochran'’s
Q-test [17]. 12 values of 0%, 25%, 50% and 75% were considered to indicate absence, low,
moderate and marked heterogeneity, respectively. A p-value < 0.05 of the Q tests indicated
significant heterogeneity. Due to a significant heterogeneity in gene mutation prevalence,
pooled results were summarized using the random-effect model and ordered in decreasing
prevalence values (%) with their 95% Confidence Interval (95%ClI), including a comparison
of subgroup prevalence.

Graphically, the gene mutation prevalence according to the tumor site was presented
as a heatmap plot. Gene mutations associated with an increased prevalence in brain
metastases were presented as a bar plot of frequencies ordered in decreasing values in
primary tumors. Copy-number alterations (LOH, material gain) were also presented
as a bar plot of frequencies. All tests were two-tailed, and the threshold for statistical
significance was set at a p-value < 0.05.
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This is a meta-analysis on published data, so ethical approval was not sought.

3. Results
3.1. Study Selection, Characteristics and Quality Assessment

After the literature search and removal of duplicate articles, we identified 3394 studies.
By careful selection based on titles and abstracts, 3337 studies were excluded, mainly
because genomic data were not available. A total of 57 studies were finally included in this
meta-analysis (Figure 1).

The characteristics of the 57 studies selected are summarized in Table S1. Our meta-
analysis included a total of 37,218 patients with a median age at diagnosis of 53.5 years,
and a total of 18,932 samples, including 11,906 primary tumor samples, 5541 extracerebral
metastasis samples, and 1485 brain metastasis samples.

For the quality assessment, 29 studies (50.9%) were good quality, 25 studies (43.8%)
were of moderate quality, and three studies (5.3%) were poor quality (Table S2). However,
since good quality studies included much larger numbers of tumor samples than other
studies, they accounted for 97.3%, 97.5% and 85.3% of the total number of samples for
primary tumors, extracerebral and brain metastases, respectively.

3.2. Gene Mutation Profiles in Breast Cancer Brain Metastases

Using a threshold of 1% for mutation prevalence in the primary tumor, we identified 53
genes. Considering all pooled tumor samples, we first compared gene mutation prevalence
for these 53 genes between studies of good quality and studies of moderate/poor quality.
For 16 genes, the mutation prevalence was significantly higher for moderate and poor-
quality studies, but with small sample numbers analyzed (Table S3).

Then, we compared gene mutation prevalence according to tumor sample site: primary
tumor, extracerebral metastases, and brain metastases (Figure 2A). Five of them had a
mutation prevalence over 10% in all three types of samples: TP53, PIK3CA, MYC, KMT2C
and ATRX. In brain metastases, mutation prevalence was particularly high for TP53 (58%),
FOXAT1 (43%), FGFR4 (33%), BRCA2 (22%), FGFR2 (20%), BRAF (19%) and PTEN (15%).
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Figure 2. Gene mutation prevalence, loss of heterozygosity and copy number alterations in primary
tumor, extracerebral metastases and brain metastases. Panel (A) shows a heatmap plot for the
prevalence of gene mutations according to the tumor site (primary tumor, extracerebral metastases
and brain metastases). Panel (B) shows the increased prevalence of gene mutations in brain metastases
for 8 genes: TP53, BRCA2, PTEN, ESR1, ERBB2, NRAS, NOTCH1, EGFR. p-values reported here
corresponded to those of Table 1 and of the pairwise comparison of gene mutation prevalence
between brain metastases and extracerebral metastases. Panel (C) shows the loss of heterozygosity
and material gain identified in breast cancer brain metastases.
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Table 1. Pairwise comparison of prevalence of gene mutations according to the tumor site.

p-Value for Pairwise Comparisons of Mutation Prevalence

Primary Tumors vs. Pri Extracerebral
Gene Extracerebral rmary Tumors vs. Metastases vs. Brain

Metastases Brain Metastases Metastases
TP53 <0.0001 <0.0001 <0.0001
PIK3CA 0.06 0.04 0.33
BRCA2 0.002 <0.0001 0.002
PTEN 0.008 <0.0001 <0.0001
CDKN2B NA 0.95 NA
BRCA1 <0.0001 0.002 0.72
KDM6A 0.06 0.02 0.34
NRAS <0.0001 0.35 <0.0001
NF1 <0.0001 <0.0001 0.8
ERBB3 0.65 <0.0001 0.8
NOTCH1 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MTOR NA 0.001 NA
FOXA1 <0.0001 <0.0001 <0.0001
PIK3R1 0.68 <0.0001 0.06
ARID2 0.02 0.004 0.77
ASXL1 <0.0001 <0.0001 0.05
EGFR <0.0001 <0.0001 <0.0001
MLH1 0.001 <0.0001 <0.0001
BRAF 0.0001 <0.0001 <0.0001
FGFR2 0.29 <0.0001 <0.0001
FGFR4 NA <0.0001 NA

Bold = significant p-value at the threshold of 0.05, NA: not available.

Among the 53 genes initially retained, 21 were associated with significant differences
in prevalence between subgroups (Table S4). When we compared brain metastases with
extracerebral metastases, the mutation prevalence was significantly higher for 10 genes.
We considered that the mutation prevalence was reliable if a minimum sample number of
100 brain metastases was analyzed. We finally retained six genes: TP53, BRCA2, PTEN,
NRAS, NOTCH]1 and EGFR (Table 1, Figure 2B and Figure S1 for BRCA2, PTEN, NOTCH1
and EGFR).

We then analyzed matched tumor samples between primary tumor, extracerebral
metastases and brain metastases. Most differences observed did not reach statistical
significance due to small sample numbers (Table S5). When we considered the most
frequently mutated genes, such as TP53, PIK3CA or BRCA2, the gene mutation prevalence
was comparable with data obtained from all pooled tumor samples (Tables S4 and S5).

3.3. Heterogeneity of Gene Mutation Prevalence between Studies Was Less Marked for Brain
Metastasis Samples

Among the 53 genes, there was significant heterogeneity across studies except for 26
genes in the brain metastasis samples (Table 54). To address this limitation, we performed
several subgroup analyses. We first assessed the prevalence of gene mutations in all
samples according to the genomic analysis method (NGS, targeted NGS and others) and
tumor preservation conditions (frozen vs. formalin-fixed). NGS was the main method
used, for 61.4% of the studies and 91% of all tumor samples, with persistent significant
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heterogeneity across studies. For mutation prevalence, a significant difference across
genomic analysis methods was only observed for nine genes, of which seven had a higher
mutation prevalence with targeted NGS than with whole exome/genome NGS (Table S6).

For the conditions of tumor preservation, freezing is usually considered to be the
standard condition for whole genome analyses [18]. It accounted for 28% of studies and
only 7.1% of tumor samples, with less heterogeneity across studies. In addition, mutation
prevalence was significantly higher for 16 genes when the frozen condition was compared
to the formalin-fixed condition (Table S7).

3.4. Copy-Number Alterations and Loss of Heterozygosity in Breast Cancer Brain Metastases

For gene amplification, data were obtained for 11,950 patients and 9286 samples.
When we analyzed and compared the prevalence between primary tumor, extracerebral
metastases and brain metastases, most differences observed did not reach statistical sig-
nificance due to small sample numbers, especially for extracerebral and brain metastases.
Interestingly, for PTEN, the mutation prevalence decreased from 11% to 0% (Table S8).

For the loss of heterozygosity and other copy-number alterations, only seven studies
with 628 patients and 614 samples provided data. Due to the small number of samples
analyzed for each gene and each tumor site, we were not able to perform reliable statistical
comparisons (Table 59). Interestingly, in the three loci 9p21.3, 10923.31 and 17q11.2, the
prevalence of LOH increased between the extracerebral metastases and brain metastases.
For example, for the 10q23.31 locus, comprising PTEN, the prevalence in brain metastases
was 75%, but in only 10 brain samples (Figure 2C).

ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN, BRCA2, and NOTCH1 mutations could be linked to
metastatic processes in the brain.

For the six genes with a minimum sample number of 100 brain metastases analyzed
and a mutation prevalence that was higher in brain metastasis samples than in extracerebral
metastases, we ran univariate and multivariate meta-regressions to determine whether
gene mutation prevalence was associated with sample subgroups. Focusing on brain
metastasis localizations, we showed that they significantly influenced mutation prevalence
for four genes: EGFR, PTEN, BRCA2 and NOTCH1 (Table 2). We also decided to retain ESR1
and ERBB2, since their mutation prevalence increased gradually from primary tumor to
extracerebral metastases and brain metastases (Table S4, Figures 2B and 3), an observation
that may have therapeutic implications. For these six genes, we produced a cartography of
the mutations reported in our meta-analysis (Figure 3).

For ESR1, all reported mutations were common to extracerebral and brain metastases,
located in the ligand binding domain, which includes the transcriptional activating function-
2 (AF2). These mutations are activating mutations; they can promote cell growth in
the absence of estradiol [19-21], and they could be linked to an increased risk of brain
metastases, for instance the pD538G mutation [22].

Table 2. Univariate and multivariate meta-regression.

Univariate Meta-Regression Multivariate Meta-Regression
Gene Samples . Standard . Standard
Estimate p Estimate P
Error Error
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) -
Extracerebral metastases —0.42 0.27 0.11
Brain metastases 0.44 0.27 0.1
TP53 Quality of studies (good) —0.29 0.24 0.22
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS 0.24 0.25 0.33
Other —-0.5 0.47 0.28

Preservation (Frozen) —0.25 0.29 0.39
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Table 2. Cont.

Univariate Meta-Regression

Multivariate Meta-Regression

Gene Samples . Standard . Standard
Estimate Estimate
Error Error
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases —0.24 0.35 0.49 —-0.12 0.41 0.77
Brain metastases 0.94 0.35 0.008 0.92 0.37 0.01
BRCA2 Quality of studies (good) —0.79 0.44 0.07
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS -0.29 0.4 0.48
Other - - -
Preservation (Frozen) -0.87 0.66 0.19 —0.59 0.58 0.31
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases 0.46 0.32 0.15 0.47 0.29 0.1
Brain metastases 0.84 0.35 0.01 0.32 0.35 0.36
PTEN Quality of studies (good) —1.26 0.32 <0.0001 —1.21 0.37 0.01
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS —0.41 0.38 0.27
Other —0.58 0.78 0.45
Preservation (Frozen) 0.88 0.37 0.01 0.23 0.36 0.52
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases —3.81 1.12 0.0007 —3.05 0.88 0.0005
Brain metastases 0.88 0.89 0.32 0.65 0.71 0.35
NRAS Quality of studies (good) —3.42 1.11 0.002 —-1.95 0.64 0.002
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS - - -
Other —1.62 2.38 0.49
Preservation (Frozen) - - -
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases —3.55 1.18 0.002 —-297 1.1 0.006
Brain metastases 1.46 0.87 0.09 1.5 0.76 0.04
NOTCH1 Quality of studies (good) —1.52 1.09 0.16 —0.39 0.81 0.62
Method analysis: NGS 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Targeted NGS 1.8 0.99 0.07 1.04 0.75 0.16
Other - - - - - -
Preservation (Frozen) 1.12 1.21 0.35
Tumor site: Primary tumors 1 (ref) - - 1 (ref) - -
Extracerebral metastases —1.89 0.78 0.01 —1.42 0.39 0.0003
Brain metastases 1.38 0.61 0.02 1.46 0.44 0.001
EGFR Quality of studies (good) —1.83 0.77 0.01 —1.49 0.46 0.001
Method analysis: NGS 1 (ref) - -
Targeted NGS 0.33 0.79 0.67
Other - - -
Preservation (Frozen) —0.99 1.67 0.55

Uni- and multivariate meta-regressions were run to assess sample groups significantly associated with prevalence
of gene mutations. Sample groups yielding p-values under 0.20 in the univariate analysis were considered for
inclusion in the multivariate analysis. Bold = significant p-value at the threshold of 0.05.

For ERBB2, most mutations were common to extracerebral and brain metastases. Most
of them are activating mutations, located in the tyrosine kinase domain. pP1227S was the
only mutation restricted to a brain metastasis sample. It is located in the autophosphoryla-
tion domain, and could be responsible for constitutive receptor activation as described for
pY1068F and pY992F EGFR mutations [23,24].

For EGFR, a pL858R mutation was found in one brain metastatic sample. This hotspot
mutation, well-described in non-small-cell lung adenocarcinoma, is predictive of the re-
sponse to EGFR tyrosine kinase inhibitors [25,26]. pE282K and pT594N mutations are
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located in the extracellular ligand-binding domain. EGFR ectodomain mutants are onco-
genic in preclinical models of glioblastoma [27].
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Figure 3. Cartography of the mutations reported in the meta-analysis for the 6 genes with an increased
mutation prevalence in brain metastases. Mutations exclusive to brain metastases are identified in
green. Those exclusive to extracerebral metastases are in red, and the mutations common to both
sites are in black. AF-1: activation function-1, AF-2: activation function-2, TM: transmembrane, JM:
juxtamembrane, PBD: PIP2-binding domain; NTD: N-terminal domain, OB folds: oligonucleotide
binding folds, T: tower domain, NLS: nuclear localization sequence, EGF-like repeats: epidermal
growth factor-like repeats, LNR: Lin12 /Notch repeat, HD-N: heterodimerization domain- N terminal,
HD-C: heterodimerization domain- C terminal, RAM: Rbp-associated molecule, TAD: transactivation
domain, PEST: a region rich in prolone (P), glutamate (E), serine (S) and threonine (T), *: means there
is a codon stop.

For PTEN, three mutations were identified in brain metastasis samples: pE18fs,
pQ171X and pE242*. Both pE18fs and pQ171X are located in the phosphatase domain,
which is important for the membrane-binding of PTEN and facilitates phospholipid hy-
drolysis [28,29]. Mutations occurring in the phosphatase domain, such as pY65S, pQ171R,
pC124S, and pG129E, have been associated with the loss of PTEN function [30,31]. The
pE242* mutation is located in the C2 domain, which interacts with the phosphatase do-
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main, regulating PTEN phosphatase activity. It can also bind to phospholipid membranes,
enabling PTEN to inhibit cell migration [29,32].

For BRCA2, two mutations were identified in brain metastasis samples: pH2563R
and pE3343K. The pE3343K mutation is located between the NLS2 and NLS3 regions, and
its functional value is as yet undeciphered [33]. The pH2563R mutation is located in the
helical domain within the DNA binding domain, which is in turn implicated in BRCA2
binding to both single-strand and double-strand DNA. This mutation could be responsible
for abnormal DNA repair, as described for the G2609D mutation [34].

The two mutations of NOTCH]1 identified in brain metastatic samples were pL912W
and pH2107D. pL912W is located in the EGF-like domain, involved in ligand binding, and
it could be oncogenic [35]. pH2107D is located in the ankyrin domain, which is responsible
for mediating protein—protein interactions [36].

Overall, some gene mutations could be linked to the breast cancer brain metastatic
process, with strong therapeutic implications.

4. Discussion

Here, we report the first meta-analysis of genomic data concerning 37,218 patients with
metastatic breast cancers, including 1485 brain metastasis samples. We have recently shown
that this methodological approach provides more reliable gene mutation prevalence values
than data obtained from individual sources [12]. In addition, the stringent methodology we
have used is a strength of our study, with two complementary search algorithms, careful
selection of the studies, quality control of the studies, and an approach to explaining
heterogeneity across subgroups. In a recent review on genomic data for 164 breast cancer
brain metastases, the gene mutation prevalence for the two most frequently mutated genes,
TP53 and PIK3CA, was similar to those in our meta-analysis [37]. In contrast, there were
many discrepancies for the other genes. In that review, the mutation prevalence was 4% for
PTEN and BRCA2, compared to 15% and 22%, respectively, in our meta-analysis, in which
a much larger number of brain metastasis samples were analyzed.

Our meta-analysis highlights the need to sequence brain metastases, and thus to obtain
tissue samples, which could be facilitated by the use of imagery-guided biopsies [13]. Our
meta-analysis has also shown the added value of using targeted NGS to provide reliable
data on gene mutation prevalence. Compared with whole exome/genome sequencing,
targeted NGS is faster and less costly, with a greater sensitivity to detect mutations with
low allelic frequency [38]. This type of approach could be proposed to sequence a panel of
genes with therapeutic implications on brain metastasis samples.

One value of our meta-analysis is that we compared genomic data obtained from
brain metastases, extracerebral metastases and primary tumors. Metastatic cells can derive
from minority clones within a primary tumor [14], but also from minority clones within
extracerebral metastases, with mutations linked to site-specific metastatic spread [39-41].
Indeed, a brain metastasis is the result of biological properties favoring the crossing of the
blood-brain barrier by cancer cells, and their implantation in the brain. Biological factors
associated with increased risk of brain metastases are not fully understood. There are
transcriptomic signatures of primary tumors or extracerebral metastases that are associated
with an increased risk of brain metastases [42-45]. However, there are no data demon-
strating that some gene mutations could be responsible for the crossing of the blood-brain
barrier by cancer cells.

In our meta-analysis, we identified six genes with high mutation prevalence in brain
metastases, of particular interest for their potential role in brain metastatic process and
resistance to first-line anti-cancer drugs: ESR1, ERBB2, EGFR, PTEN, BRCA2 and NOTCH1
(Figure 4).
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Figure 4. Gene alterations and signaling pathways involved in breast cancer carcinogenesis and
brain metastatic processes: estrogen, CoA: coactivators, EREs: estrogen receptor elements, NEC:
Notchl extracellular cell, NICD: Notch1 intracellular cell domain, CSL (CSL proteins): CBF-1/RBPJ-«
in Homo sapiens/Mus musculus, respectively, Suppressor of Hairless in Drosophila melanogaster,
Lag-1 in Caenorhabditis elegans, PCNA: proliferating cell nuclear antigen.

ESR1 encodes for the estrogen receptor 1 protein. After estrogen binding, ESR1
translocates to the nucleus and binds to estrogen receptor elements in enhancer regions
of the genome, mediating gene transcription during normal physiological processes, but
also in the course of breast cancer tumorigenesis [46]. Activating mutations in the ligand-
binding domain of ESR1 have been observed in 10% to 40% of metastatic ER+ breast
cancers, conferring endocrine resistance [46,47].

ERBB2 is a proto-oncogene encoding a member of the epidermal growth factor receptor
family. ERBB2 amplification is common in different cancer types [48,49]. It is a well-
established risk factor for brain metastases in breast cancer. However, the biological
mechanisms for this association are not fully deciphered. In vitro, HER2 overexpressed
cancer cells are more likely to interact with integrin 4, promoting their adhesion to
endothelial cells of the blood-brain barrier [50]. Additionally, in a murine model of brain
metastases, HER2 overexpression increases the outgrowth of metastatic tumor cells in
the brain [51]. ERBB2 mutations are less common, with prevalence ranging from 0.2% to
12.6% [52,53]. In breast cancer, ERBB2 mutations have been described in all histological
subtypes, usually in the absence of ERBB2 amplification [54,55]. In preclinical studies,
ERBB2 mutations located in the extracellular and the C-terminal domains are usually
predictive of sensitivity to trastuzumab, whereas most mutations in the tyrosine kinase
domain are resistant mutations. For example, pL755P /S mutations, common in breast
cancer, are associated with resistance to lapatinib, an anti-HER2 TKI. In contrast, the
A775_776insYVMA mutation, frequently identified in lung cancer brain metastases, is
associated with response to afatinib and neratinib [52,56].

EGFR is a frequently altered oncogene. EGFR activation, through either amplification
or mutation, in turn activates numerous downstream signal transduction pathways includ-
ing the Ras-Raf-MAPK and PI3K/ Akt pathways [57]. In preclinical models, the association
between EGFR pathway activation and breast cancer brain metastases, including through
EGFR ligand heparin binding EGF (HBEGF) overexpression, was also reported [7,58]. EGFR
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mutations, usually ligand-independent activating mutations, are well-known oncogenic
events in non-small-cell lung cancers [40,59]. In addition, in 384 patients with non-small-
cell lung cancer, the incidence of brain metastases was 49.5% among patients with L858R
EGFR-mutated cancer versus 27.3% among those with wild-type cancer [60].

PTEN is a tumor suppressor gene. The PTEN protein is mainly involved in the
blockade of PI3K/Akt signaling originating from EGFR activation. Inactivating PTEN
mutations have been identified in many cancer types, particularly endometrial carcinomas
and glioblastomas [61,62]. In 56 brain metastases from different cancer types, the prevalence
of PTEN loss was very high in cases of lung and breast cancers, sometimes combining LOH
and an inactivating mutation, suggesting that PTEN loss of function could contribute to
brain metastatic processes [63]. The loss of PTEN was also found to predict trastuzumab
resistance among breast cancer patients [64].

BRCA2 is a tumor suppressor gene. The BRCA2 protein plays an important role in
DNA repair and transcription regulation. BRCA2 germline mutations are associated with
an increased risk of breast, ovarian, and pancreas cancers [65,66]. In breast cancer, BRCA2
germline mutations have been found to be significantly associated with brain metastasis,
regardless of tumor subtype [67].

NOTCH1 encodes a trans-membrane receptor that belongs to a well-conserved signal-
ing pathway. When NOTCHL1 is activated, it splits to form an extracellular domain and an
intracellular domain, itself translocated to the nucleus to regulate the transcription of target
genes. Activating NOTCHI mutations have been identified in different cancer types [68].
In preclinical models of breast cancer, NOTCHI1 signaling pathway activation has been
associated with an increased risk of brain metastases [69,70].

These genes also have considerable potential therapeutic implications.

For ESR1 mutations, estrogen receptor antagonists such as fulvestrant appear broadly
effective in vitro, in particular the D538G mutant [20]. In mice, the combination of ful-
vestrant and palbociclib or everolimus inhibits tumor growth in breast cancers harboring
D538G or Y537S ESR1 mutations [71]. In patients with endocrine-resistant breast cancer,
the same combinations were efficacious [72]. Other ESR1 targets, such as lasofoxifene and
H3B-5942, have proved superior to fulvestrant in inhibiting metastatic processes in breast
cancer xenografts harboring Y537S and D538G ESR1 mutants [73,74]. Their benefits for
the treatment of women with ER-positive breast cancer with acquired ESR1 mutations are
currently being assessed in clinical trials [75,76].

In ERBB2-mutated cancers, the benefit of anti-HER2 TKIs has been evaluated. In a
phase Il trial involving 125 patients with ERBB2 mutations across 21 cancer types, treatment
with neratinib, a pan HER2-TKI, provided a 24% response rate among breast cancer patients
with ERBB2 5310, L755, V777, G778_P780dup and Y772_A775dup mutations [77]. Among
16 patients with ERBB2-mutated cervical cancers, the response to neratinib was linked to
the pS310F mutation [78].

Typically, EGFR mutations are associated with high response rates to anti-EGFR TKIs in
metastatic non-small-cell lung cancer. This is also true for brain localizations, with response
rates ranging from 36.5% to 91% [79,80]. In particular, osimertinib, a third-generation anti-
EGFR, has better brain penetration, with response rates of over 70% [80]. In a preclinical
study, osimertinib also showed marked efficacy in EGFR-mutated glioblastoma [81]. For a
metastatic breast cancer patient with EGFR L861Q mutation in a resort situation, treatment
with anti-EGFR provided 6 months of disease control [82].

The PI3K/AKT/mTOR pathway is frequently activated in breast cancer brain metas-
tases due to PTEN loss of function and frequent PIK3CA, AKT and mTOR activating
mutation, as evidenced in our meta-analysis. In a murine model of brain xenografts de-
rived from HER2-overexpressed breast cancer with PTEN loss, a combination of PI3K and
mTOR inhibitors considerably inhibited tumor growth [83]. Since a loss of PTEN decreases
homologous recombination and sensitizes tumor cells to polyadenosine diphosphate ribose
polymerase (PARP) inhibitors, a combination of PARP-inhibitor with PIK3-inhibitor could
be promising for cancers with PTEN loss of function mutations [84].
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PARP inhibitors are currently approved for the treatment of several metastatic cancers
with BRCA mutations [85-87]. Since brain metastases occur in approximately half the
patients with advanced breast cancer with BRCA mutations [67], and BRCA2 mutation
prevalence reached 22% in our meta-analysis, PARP inhibitors could be promising tools
for the treatment of brain metastases. Indeed, for a woman with brain metastases of
endometrial cancer origin and with a circulating BRCA1 mutation, treatment with a PARP
inhibitor provided an excellent response in brain localizations [88]. In preclinical models of
triple-negative breast cancer brain metastases, carboplatin in combination with veliparib,
a PARP inhibitor, decreased tumor volume in the BRCA-mutant [89]. An clinical trial
is testing the combination of cisplatin and veliparib for breast cancer brain metastases
harboring BRCA mutations [90].

Finally, the NOTCH pathway is frequently activated in metastatic cancers, leading
to the development of NOTCH-targeted therapies [91,92]. In preclinical models of breast
cancer, y-secretase inhibitors showed promising activity in brain metastases [69,70].

To date, several commercialized drugs, such as osimertinib or neratinib, are not cur-
rently approved for the treatment of metastatic breast cancer. Their use shall be discussed
during dedicated multidisciplinary meetings. Additional clinical trials are required, ideally
basket trials dedicated to brain metastases of different cancer types.

Our meta-analysis has some limitations. First, it was performed on aggregated data
and not individual data. For this reason, some subgroup analyses could not be assessed
because of missing data (data on ethnicity, histological subtypes). Second, there was
significant heterogeneity across studies for mutation prevalence, usually persisting despite
various subgroup analyses to address this limitation. Particularly, since heterogeneity
in genomic studies could be linked to tumor heterogeneity itself, we intended to assess
gene mutation prevalence, comparing multiple sampling with single sampling. However,
data were only available for 7% of the studies, accounting for 0.5% of the total number of
samples analyzed. On the other hand, this heterogeneity disappeared for most genes when
we considered solely brain metastasis samples. According to the seed and soil hypothesis,
brain metastases can derive from a minority clone within a primary tumor or from another
metastatic localization [14,93] with possible specific signatures linked to organ-specific
metastatic sites [94]. This highlights the need for biopsy and brain metastasis analyses.

5. Conclusions

This is the first meta-analysis of genomic alterations in breast cancer brain metastases.
Our results underline the added value of obtaining biopsies from brain metastases to fully
explore their biology, for the development of personalized treatments.
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