INTRODUCTION :

Le cancer du sein métastatique (CSM) est la deuxieme cause de déces par cancer chez les
femmes dans les pays occidentaux [1]. Malgré les récents progres réalisés pour les tumeurs
présentant une surexpression de ERBB2, 1'évolution des autres phénotypes ne s'est guere
améliorée ces dernicres années et le taux de survie a 5 ans pour le CSM reste faible (26 %)
[2].

La voie de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT/cible mammifere de la rapamycine
(mTOR) est fréquemment activée dans les cancers du sein HER2-négatifs [3]. Elle est
associée a la carcinogenese du sein, a la positivité des récepteurs hormonaux, a la survie et a
la résistance aux hormonothérapies [4,5]. De plus, elle peut jouer un role dans la résistance a
la chimiothérapie, y compris les taxanes qui sont les principaux médicaments cytotoxiques
utilisés pour le CSM [6].

A ce jour, l'alpélisib est le seul traitement ciblant PI3K qui a été décrit comme améliorant la
survie dans le cadre des CSM en association avec une hormonothérapie [7]. Son efficacité est
limitée aux tumeurs ayant une mutation de PI3KCA. D'autres molécules ciblant cette voie sont
en cours de développement, comme les inhibiteurs d’AKT. LY2780301 est un double
inhibiteur de la p70S6 kinase et d’AKT, qui s'est révélé sir en monothérapie [8], ainsi qu'en
association avec la gemcitabine pour les tumeurs solides avancées présentant des altérations
de la voie PI3K/AKT/mTOR [9]. L’essai de phase IB/Il (TAKTIC) a ¢évalué l'innocuité et
I’efficacité de 1’association LY2780301-paclitaxel chez les patientes ayant un CSM HER2-
négatif, avec un taux de réponse objective (ORR) a 6 mois de 63% pour ’ensemble de la
population et 56% pour les 18 patientes avec altération de la voie PI3K/AKT/mTOR [10].
D'autres inhibiteurs de d’AKT ont été¢ ¢tudiés pour traiter le cancer du sein. L'association
ipatasertib-paclitaxel n'a pas permis d'améliorer les taux de réponse pathologique apres un
traitement néoadjuvant dans le cancer du sein triple négatif précoce [11], mais augmente la
survie sans progression (SSP) en cas de phase métastatique pour ces méme tumeurs triple-
négatives [12], tout comme le capivasertib [13]. Le Capivasertib n'a pas amélioré la SSP que
cela soit dans l'ensemble de la population, ou dans le sous-groupe des tumeurs mutées
PIK3CA, lorsqu'il est combiné au paclitaxel pour les CSM HER2-négatif et récepteur
oestrogénique positif [14]. Combiné au fulvestrant, dans le méme contexte, il permet une
amélioration de la SSP [15]. Cependant, les altérations de la voie PI3K/AKT/mTOR ne sont

pas prédictives de I'efficacité du traitement.



L’¢tude de 'ADN tumoral circulant (ADNtc) permet de surveiller la réponse ainsi que la
résistance aux thérapies systémiques et permet de mieux documenter 1'hétérogénéité tumorale
que les biopsies tissulaires [16]. Pour le cancer du sein, il a ét¢ démontré que les variations de
I'ADNtc sont plus sensibles pour détecter les modifications d’évolution de la maladie que les
marqueurs tumoraux actuellement utilisés tels que le Cal5-3 [17,18]. Des résultats similaires
ont été publiés pour de nombreux sites tumoraux dont le cancer du poumon [19] et le cancer
colorectal [20]. L'ADNtc est également un marqueur prédictif de 1’efficacité¢ de certains
traitements, comme dans le cas du cancer du poumon non a petites cellules, non épidermoide
avec la mutation T790M de I'EGFR, pour lequel I’osimertinib peut étre administré sur la
simple base d'une analyse plasmatique [21]. En ce qui concerne le CSM, la Food and Drug
Administration (FDA) a récemment approuvé l'alpelisib et un test compagnon (le kit
therascreen® PIK3CA RGQ PCR) pour détecter les mutations PIK3CA dans du tissu et/ou du
plasma. Les analyses plasmatiques de 1'essai SOLARI1 ont en effet montré que 'efficacité de
l'alpélisib peut étre prédite par les résultats de 'ADNtc [22]. Le Hazard ratio (HR) de la PFS
¢était de 0,55 (95% CI 0,39-0,79) pour les patientes ayant une mutation de PIK3CA mise en
évidence dans 1'ADN plasmatique contre 0,80 (95% CI 0,60-1,06) pour les patientes sans
mutation de PIK3CA dans le plasma.

L'objectif de ce travail était d’évaluer la valeur pronostique de I’ADNtc et de ces variations
pour les patientes incluses dans 1’essai TAKTIC. Nous avons évalué les corrélations entre les
criteres cliniques d’efficacit¢é (ORR et SSP), I’identification et le suivi de I’ADNtc
plasmatique grace a deux approches distinctes (droplet digital PCR (ddPCR) et séquengage du
génome entier a faible couverture (LC-WGNS)).
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MATERIEL ET METHODES :

Plan d'étude, patientes et collecte d'échantillons

TAKTIC est une étude prospective, multicentrique (6 hopitaux), nationale, non contrdlée, de
phase IB/II. Toutes les patientes ont donn¢ leur consentement éclairé par écrit. Conformément
a la réglementation frangaise, le protocole d'é¢tude a été approuvé par le comité d'éthique
(Comité de Protection des Personnes Sud Méditerranée 1) et l'autorité sanitaire francaise
(ANSM) et a été enregistré comme requis (NYEUDRACT 2013-000585-12, NCT01980277).
Les détails de cette étude ont été présentés précédemment [10]. En bref, les patientes atteintes
d'un CSM HER2-négatif, avec (phase Ib) ou sans (phase II) traitement cytotoxique préalable
pour la maladie avancée, étaient ¢ligibles. L’objectif de la phase IB était de déterminer la dose
maximale tolérée (DMT) et la dose recommandée en phase 2 (DRP2) de LY2780301 oral
(400 ou 500 mg) administrées quotidiennement en combinaison avec le paclitaxel
hebdomadaire intraveineux (70 ou 80 mg/m?2), tandis que la phase II visait principalement a
déterminer l'efficacité de la combinaison, a la fois dans la population globale et chez les
patientes ayant une activation de la voie PI3K/AKT/S6 (PI3KAKT+). Le PI3KAKT+ a été
défini comme l'identification d’une mutation de PIK3CA et/ou AKTI par séquencage de
nouvelle génération (NGS) ciblé ou la perte homozygote de PTEN par hybridation génomique
comparative en réseau (CGHarray) ou par immunohistochimie. L’évaluation tumorale se
faisait au cycle 3 jour 1 (C3J1) puis tous les 2 cycles jusqu'a la progression de la maladie ou
fin du traitement, en utilisant les critéres RECIST 1.1. Dans le cadre de 1'étude, des
¢chantillons de sang périphérique ont été prélevés dans quatre tubes EDTA de 5 ml a
l'inclusion ou au début du cycle 1 jour 1 (C1J1), a C3J1 (c'est-a-dire aprés 7 semaines de

traitement), et a la progression/fin de traitement.

Etude de ' ADN tumoral circulant plasmatique

Tous les échantillons de plasma ont été conservés a -80°C au Centre de recherche en
cancérologie de Marseille (CRCM) apres avoir été¢ centrifugés dans les 2 heures suivant le
prélévement sanguin. L'ADN libre circulant (ADNcf) a été extrait du plasma a l'aide de la
plateforme Maxwell® RSC Instrument et du Maxwell® RSC circulating cell-free DNA
Plasma Kit (Promega™) conformément aux instructions du fabricant. L'ADNcf plasmatique
extrait de chaque échantillon a été quantifi¢ par le fluorimetre Qubit (kit d'ADN ds de Qubit
HS, ThermoFisher Scientific ™).



Dans un premier temps, nous avons analysé¢ I'ADNtc plasmatique en ciblant les anomalies
mono-nucléotidiques par ddPCR (droplet digital PCR, BioRad QX200®). Chaque gouttelette
était constituée d’ADNcf avec les sondes pour le loci d’intérét et le milieu réactionnel pour la
Polymerase Chain Reaction (PCR). Les sondes qui se fixent sur le variant et celles sur ’ADN
non muté portent un fluorochrome différent ce qui permet de les distinguer et de les compter.
Nous avons utilisé une quantit¢ d'ADNfc plasmatique de 1ng par expérience. Le monitoring
de I’ADNtc plasmatique était basé sur le suivi des mutations hotspot PIK3CA, AKTI et TP53
qui avaient été précédemment identifiées sur les échantillons de tumeurs. Chaque point a été
analys¢€ au moins sur deux réplicas. Les données de ddPCR ont été analysées avec le logiciel
d'analyse QuantaSoft (version 1.7.4). Les résultats sont présentés sous forme de pourcentage,
nombre de fraction d’alleéles d'ADN mutants cibles par rapport au total d’alleles d'ADN
(mutant + type sauvage). Les données issues des réplicas ont été combinées pour l'analyse
des fractions de variant allélique (VAF) et un minimum de deux gouttelettes positives par
allele muté ont été nécessaires pour obtenir un point positif [23]. (Figure 1)

Dans un second temps, nous avons étudié ces mémes €chantillons, en ciblant les anomalies
structurelles de I’ADNtc plasmatique, en utilisant une analyse par séquencage du génome
entier a faible couverture (low-coverage whole genome sequencing ou LC-WGS). (Figure 2)
La constitution des librairies a ¢€té réalisée a l'aide d'un kit Diagenode disponible dans le
commerce (MicroPlex Library Preparation Kit v2) conformément aux instructions du
fabricant. La quantité d'ADNcf plasmatique utilisée €tait de 5 ng / préparation de librairie. La
qualité et la quantité de chaque librairie ont été évaluées respectivement par Agilent 2200
TapeStation system (Agilent HS D1000 Assay kit) et par fluorimétre Qubit (kit Qubit ™
dsDNA BR Assay, ThermoFisher Scientific ™). Chaque librairie a ensuite ¢t¢ ramenée a 4
nano-molaires avant d’étre poolée en quantités équimolaires (12 librairies par mix).
Conformément aux instructions du fabricant, tous les mix de librairies ont ¢été¢ séquencés sur
un séquenceur de nouvelle génération (NGS), NextSeqS00® d'lllumina (San Diego, CA,
USA) avec une moyenne de profondeur de couverture de 0,4, générant des lectures de 2*75
paires de base (pb). Nous avons déterminé pour chaque point une évaluation de la fraction
d’ADNcf issu des cellules tumorales (TF, la fraction tumorale). Les reads obtenus a 1'issue du
séquengage ont €t¢ alignés sur le génome de référence humain (hg19) a 1'aide du logiciel bwa
(version 0.7.15-r1140). L'alignement a ensuite été traité, de fagon a enlever les dupliquas de
séquences avec le logiciel Picard (version 2.9.2). Ensuite, un fichier wig contenant le nombre

de reads pour des intervalles réguliers de 50000 bp a été généré avec le logiciel readCounter.



Enfin l'estimation de la fraction d'ADNtc a été obtenue grace au logiciel ichorCNA (version

0.3.2).

Analyses statistiques

Les criteres d’évaluation cliniques ¢étaient 1'évaluation de ’ORR, défini comme le pourcentage
de patientes ayant obtenu une réponse compléte (CR) ou partielle (PR) selon RECIST 1.1 et la
SSP, définie comme le temps entre le premier jour du traitement et la progression de la
maladie ou le déces. Le temps de participation a ainsi été€ calculé pour chaque sujet. Tous les
sujets vivants a la date de point correspondaient a des données censurées a droite pour la
courbe de survie.

Les fréquences ont ¢été utilisées pour décrire les différentes variables qualitatives. Les
distributions des variables quantitatives n’étant pas toujours gaussiennes, la description de ces
variables a ¢été faite a I’aide de la moyenne mais aussi de la médiane et des valeurs minimales
et maximales. Les coefficients de corrélations ont été déterminés par un test de Pearson. La
SSP a ¢été estimée selon la méthode de Kaplan-Meier. La comparaison des courbes de survie
en fonction des facteurs pronostiques potentiels a été réalisée a 1’aide du test du Log Rank.
Les analyses de Cox unies et multivariées ont €té effectuées pour estimer le rapport des
risques avec un intervalle de confiance (IC) de 95 %. Le seuil de signification a été fixé a 5%
pour tous les tests utilisés, correspondant a une valeur p significative de p < 0,05. L’ensemble
des analyses statistiques a été effectu¢ avec le logiciel SAS® Entreprise Guide® .

L’analyse quantitative de I’ADNtc par LC-WGS s’est faite avec I’évaluation de 'ADNtc a
I’initiation du traitement, en évaluant la corrélation entre 1’absence/présence de I'ADNtc et les
critéres d’efficacité (SSP et ’ORR) a 1'aide d'analyses univariées et multivariées.

Nous avons ensuite évalué les variations de 'ADNtc en calculant un rapport entre la TF
mesurée entre deux points temporels. Soit entre le début du traitement (I’inclusion ou la C1J1)
et celle a C3J1 (c'est-a-dire aprés 7 semaines de traitement) ou a la progression/fin de
traitement en absence de données a C3J1. L’évolution de la TF entre ’initiation du traitement
(P1) et le C3J1 (P2) était calculée comme suit : (TF_P1-TF _P2) / TF_P1. Si nous n’avions
pas d’échantillon plasmatique a C3J1 mais qu’un échantillon était disponible a la
progression/fin de traitement, le rapport était calculé comme suit : (TF_P1-TF_P3) / TF PI,
(situation rencontrée dans 1 cas). Si la TF a P1 était égale a 0 et positive a P2 ou P3 (en
absence de données a P2) (PX), le rapport ¢€tait calculé comme suit : (0- TF_PX) / TF PX et
conduisant a un ratio a -1 (ce type de calcul a ¢été utilisé dans 2 cas). Si la TF était égale a 0 a

PX, le ratio a été calculé comme suit : TF P1/TF P1 conduisant a un ratio a 1 (ce type de



calcul a été utilis¢ dans 8 cas). Sur la base de ce rapport, nous avons défini 3 groupes de
patientes : Les patientes sans ADNtc détectable entre deux points temporaux ont été classées
dans le groupe "ADNtc négatif » (Neg) ; Les patientes avec un ADNtc détectable sur au
moins un des deux points temporels ont été divisées en 2 groupes selon la valeur du rapport :

ADNtc répondeur (Resp) et ADNct non-répondeur (NResp).



RESULTATS :

Caractéristiques des patientes

Au total, 12 et 35 patientes ont été inscrites et traitées respectivement dans la partie de la
phase IB et la partie de la phase II entre janvier 2014 et juin 2017.

Au moins un échantillon de plasma était disponible chez 43 des 47 patientes (93,5%) avec 31
patientes de phase II (Figure 3). Des échantillons de plasma étaient disponibles au départ, a
C3J1 et a progression chez 39 patientes (12 de phase IB et 27 de phase 11), 35 patientes (11 de
phase IB et 24 de phase II) et 21 patientes (7 de phase IB et 14 de phase II) respectivement.
La progression correspondait au C3J1 chez 2 patientes.

Les caractéristiques démographiques des 43 patientes pour legSquelles au moins un échantillon
de plasma était disponible, étaient similaires a celles des 47 patientes incluses dans I'essai
TAKTIC. Cette cohorte était constituée de femmes dont,la moyenne d’age était de 50,6 ans.
La majorité était des carcinomes canalaires infiltrant £79%); récepteurs hormonaux (RH)
positif (91%). Environ 50% avait >3 sites métastatiques-et 91% avait une atteinte viscérale.
Une hormonothérapie et une chimiothérapieddans an contexte métastatique avant inclusion ont
été rapportées respectivement chez 28% et 25,6% des patientes. L’efficacité de la
combinaison LY2780301-paclitaxel était similaire dans le sous-groupe de 43 patientes par
rapport a I’ensemble de la population de I’¢ssai TAKTIC (ORR : 64,28% [49,96%-78,6%] et
une SSP médiane de 9 mois [7,49-14,75]). Une activation de la voie PI3K/AKT/S6 a été¢ mise
en évidence dans les échantillons de tissus de 19 patientes. Les génes PIK3CA et AKTI étaient
mutés respectivement dans 42 et 5, cas. Une délétion homozygote de PTEN en
immunohistochimie était rapportée dans 4 cas. Le géne de TP53 était muté chez 6 patientes

dont 4 étaient associées a une,mutation du géne de PIK3CA ou AKTI. (Tableau 1)

Evaluation pronostique.de I’ADNCcf initial

Un échantillon de plasma initial était disponible chez 39 patientes. Aucun échec d’extraction
de ’ADNCcf n’a cté rapporté. La concentration moyenne d’ADNcf était de 36,2 ng/ml de
plasma (médiang 19,7 ng/ml de plasma [2,2- 579,6]). Nous n’avons pas mis en ¢vidence de
corrélationysignificative entre la concentration d’ADNcf a I’inclusion et la SSP, mais il existe
unedégere tendance, avec un risque relatif de 1,03 [0,995-1,064] p=0,0928, par augmentation
de 10ng/ml déplasma.



Comparaison des résultats obtenu par technique de LC-WGS et ddPCR

Une analyse par LC-WGS a ¢été effectuée sur 30 des 43 patientes, soit 67 (26+24+17) points
temporels différents. Parmi ces 30 patientes, nous avons pu réaliser des analyses par ddPCR
chez 10 d’entre elles soit 22 (8+8+6) points temporels différents. (Figure 3) En cas de
plusieurs mutations analysées en ddPCR chez une méme patiente, la mutation avec la valeur
initiale de VAF la plus élevée a été retenue. Les coefficients de corrélation calculés entre les
résultats obtenus par LC-WGS et par ddPCR a C1J1, C3J1 et a la progression étaient
respectivement de 0.5075 (p < .0001), de 0.003 (p <.0001) et de 0.7629 (p <.0001). Malgré
une corrélation faible a C3J1 pouvant étre expliquée par le faible nombre de cas ou I’analyse
par les technologies a pu étre réalisée pour ce timepoint, pour la suite des analyses, nous nous
sommes limités a corréler les résultats de I’ADNtc obtenu par LC-WGS et les criteres

d’évaluations cliniques.

Evaluation de I’ADNtc obtenu par LC-WGS

L’analyse d’au moins un échantillon de plasma par LC-WGS ¢était disponible au moment de
I’analyse pour 30 des 43 patientes. Les caractéristiques démographiques des patientes sont
rapportées dans le tableau 1. Concernant 1’analyse du tissu tumoral de ces patientes, une
activation de la voie PI3K/AKT/S6 a ¢été rapportée chez 12 d’entre elles (4 délétions de
PTEN, et respectivement 4 et 6 mutations du gene AKT1 et PIK3CA). Le gene TP53 était
muté dans 5 cas. Des co-mutations ont été retrouvées dans 3 cas. Aucun échec du séquencgage
n’a été rapporté.

Un échantillon de plasma initial était présent chez 26 des 30 patientes ayant eu une analyse
par LC-WGS. Aucun ADNtc n’a été détecté dans 8 (30,8%) des 26 échantillons plasmatiques
initiaux. La fraction tumorale moyenne a C1J1 était de 20,7% (médiane : 18,8% [0-56,89]).

Evaluation pronostique de I’ ADNtc initial

Parmi les 26 patients pour lesquels 1'analyse de LC-WGS était disponible au départ, la SSP
¢tait significativement différente entre les patientes avec et sans ADNtc détectable
initialement avec respectivement une médiane de 6,1 mois [5,5-10,2] vs non atteinte [9-NE]
avec un Hazard Ratio (HR) de 4,55 [1,44-0,14,3] p=0,0050. (Figure 4) Pour la SSP, en
analyse multivariée ajustée sur la présence de métastases viscérales et le statut RH positif, la
présence d’ADNtc détectable initialement représentait un HR de 4,93 [1,55-15,63] p= 0,0068.

L'ORR n'était pas significativement différent entre les patientes avec et sans ADNtc



détectable initialement avec respectivement 55% et 37,5%, et un HR de 0,42 [0,07-2,36] p=
0,3248. (Figure 5)

Evaluation pronostique des variations de ' ADNtc en cours de traitement

D’un point de vue descriptif, dans la majorit¢ des cas ou I’on avait les 3 points temporels,
nous avons observé une diminution des taux d’ADNtc a C3J1 puis une hausse a la
progression. (Figure 6)

Aucun rapport n’a pu étre calculé pour 7 patientes, qui ne présentaient qu'un seul point
temporel. Nous dénombrions 5 patientes Neg, 15 patientes Resp et 3 patientes NResp. La
moyenne de ce rapport était de 0,39 et une médiane de 0,47 [-1 a 1]. La SSP était
significativement différente entre les groupes des NResp, des Resp et des Neg avec
respectivement une médiane de 4,8 mois [1,6-NE], de 6,1 mois [5,6-12,2] et non atteinte
(14,8-NE) donnant un HR de 1,37 [0,30-6,27] et de 0,23 [0,03-1,64] avec p = 0,0353.

Une autre analyse a été effectuée en définissant 2 groupes de patientes en fonction de la
présence (Detect) ou non (NDetect) d’ADNtc détectable a C3J1. Nous avions des données de
LC-WGS a C3J1 pour 24 patientes et des analyses ont pu étre menées chez 10 patientes
Detect et 9 patientes NDetect. La SSP n’était pas significativement différente mais une
tendance entre les NDetect et les Detect a été rapportée, avec respectivement, une médiane de

10,2 mois [5,6-NE] et de 5,9 mois [4,4-19,1] donnant un HR de 1,9 [0,75-4,8], p = 0,1684.



DISCUSSION :

Les inhibiteurs PI3K/AKT sont des médicaments prometteurs pour le traitement du CSM et
sont apparus avec l'approbation récente de l'alpélisib. La nécessité de mise en évidence de ces
altérations mono-nucléotiques, a entrainé¢ le développement de techniques moins invasives
comme 1’¢tude par technique NGS de I’ADNtc plasmatique. L’étude de ce dernier pourrait
permettre la mise en évidence d’altérations prédictives non seulement de l'efficacité du
traitement, mais aussi d’améliorer le suivi du traitement en assurant une identification précoce
des non-répondeurs. Dans cette étude ancillaire de 1'essai TAKTIC de phase /I, nous avons
utilis€¢ une technique par LC-WGS sur des échantillons plasmatiques prélevés de maniere
prospective pour confirmer que le taux d'ADNtc initial avait une valeur pronostique sur la

SSP et que les variations précoces des taux ADNtc sous traitement étaient corrélées a la SSP.

Dans notre étude, la cohorte ancillaire dénombrait 43 patientes. L’analyse d’au moins un
¢échantillon de plasma par LC-WGS était disponible au moment de I’analyse pour 30 de ces
patientes. Nous avons pu détecter de ’ADNtc dans 18 (81,8%) des 26 échantillons
plasmatiques initiaux dont nous disposions. Parmi ces 18 patientes, 2 (9,1%) étaient porteuses
d’une mutation du gene PIK3CA. Dans 1’¢tude de Jacot et al, portant sur 39 patientes, 10
(27,8%) présentaient une mutation du géne PIK3CA détectable par ddPCR dans le plasma,
avant initiation du traitement [24]. Dans le cancer du pancréas, une étude de phase II
randomisée, cherchant a évaluer par NGS (panel de 22 genes) le caractére pronostique et
prédictif de I’ ADNtc plasmatique, rapporte une positivité des échantillons initiaux chez 77 des
113 patients testés (68%) [25].

Le LC-WGS est une technique de séquengage nouvellement explorée en oncologie médicale
mais ayant fait preuve de concept depuis plusieurs années en gynéco-obstétrique [26]. Les
principaux avantages du LC-WGS est qu’il est peu coliteux et souvent pleinement
opérationnel dans les laboratoires moléculaires de routine. On peut s'attendre a un délai
d'exécution de moins de 4 jours et a un prix total (c'est-a-dire incluant les colits de traitement)
d'environ 200 dollars [27]. Cette technique met en évidence des anomalies structurelles de
I’ADN ce qui nous permet d’augmenter notre capacité¢ d’identification des tumeurs ayant de
nombreuses altérations du nombre de copies mais pas forcément une charge mutationnelle
¢levée. De plus cette technique reste fiable avec de faibles quantités de concentration d’ADN
comme c’est le cas de ’ADNCcf plasmatique, a la différence du NGS utilisant un panel élargi.

Cette technique présente un large potentiel d’utilisation en oncologie médicale comme par
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exemple lors de la phase diagnostique de la maladie (principalement pour les patients fragiles
et/ou présentant des lésions difficiles a atteindre) [27], ou a visée pronostique, comme dans
notre ¢tude. Des études complémentaires utilisant le LC-WGS permettront d’évaluer le

caractere prédictif de la réponse au traitement, de suivi sous traitement et du risque de rechute.

Dans notre ¢tude nous avons pu mettre en évidence le fait que la présence d'ADNtc détectable
a Dinitiation du traitement était un facteur pronostique négatif pour la SSP. Ce résultat va
dans le sens de Darticle de I’équipe de Jacot et al, dans lequel la concentration initiale
d'ADNCcf et la fréquence de mutation de PIK3CA plasmatique initiale se sont révélées étre
significativement associées a la SSP. Comme nous, ils ne rapportent aucune corrélation entre
la détection d’ADNtc (mutation PIK3CA plasmatique) et la réponse tumorale, quel que soit le
point temporel analysé [24]. La valeur pronostique négative de la présence d’ADNtc
détectable avant initiation d’un traitement a aussi été décrite dans d’autres cancers [25].

Nous avons pu mettre en évidence une corrélation positive entre la diminution précoce des
taux d’ADNtc plasmatique et la SSP. Cela est cohérent avec les résultats de 1’étude BEECH
ou la négativité de 'ADNtc a un mois de traitement était associée de facon significative a la
SSP. Dans la cohorte de validation, la médiane de SSP était de 11,1 mois chez les patientes
dont d’ADNtc s’était négativé contre 6,4 mois chez les patientes dont I’ADNtc était ¢levé
(HR=0,20, 95% CI 0,083-0,50, P<0,0001), avec des résultats similaires pour les deux groupes
d'é¢tude [28]. L’équipe de Jacot et al, rapporte que la persistance de la mutation PIK3CA
plasmatique, aprés 1 mois d’hormonothérapie, semble fortement corrélée a une plus mauvaise
SSP (SSP a 1 an : 40 % contre 76,7 % ; p = 0,0053) [24]. Des observations similaires ont été
faites avec d'autres médicaments, comme les inhibiteurs CDK4/6, utilisés pour le traitement
du CSM [29]. L’essai POSEIDON phase Ib, décrit plusieurs cas allant dans le sens de ces
essais et de nos observations [30]. D'un point de vue clinique, cela pourrait permettre une
modification précoce du traitement pour les patients sans réponse de I'ADNtc. Il convient de
noter que cette hypothese doit étre explorée dans le cadre d'essais prospectifs randomisés pour
apporter la preuve de son utilité clinique [31].

La corrélation entre la clairance de I'ADNtc et la réponse au traitement peut également étre
explorée dans des contextes antérieurs. Dans cette étude publiée dans le JAMA oncology, la
détection d’ADNtc aprés une chimiothérapie néo-adjuvante a été associée de manicre
indépendante a la récurrence de la maladie [32]. Dans une autre étude, de 1'ADNtc

plasmatique a été détect¢ avant toute rechute clinique ou radiologique chez 16 des 18
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patientes ayant subi une rechute (sensibilit¢ de 89 % et spécificit¢ de 100 %) aprés un

traitement adjuvent pour un cancer du sein [33].

Ce travail présente quelques limites. Premierement, le fait que 1'essai TAKTIC soit une étude
a un seul bras, limite sa capacit¢ a différencier la valeur pronostique de 'ADNtc de son
impact sur la prédiction de l'efficacité du traitement. Deuxiemement, la taille moyenne de
I'échantillon (43 patientes avec des échantillons de plasma disponibles dont seulement 30
ayant eu pour le moment, au moins une analyse par LC-WGS) pourrait avoir réduit la validité
statistique de nos résultats. C’est pour cette raison que nous n’avons pas pu réaliser d’analyses
par rapport au statut PI3KAKT plasmatique. Des cohortes plus importantes sont donc
justifiées pour compléter et confirmer ces données. Ensuite, la comparaison entre les résultats
obtenus par LC-WGS et par ddPCR n’a pas pu étre faite pour toutes les patientes, car un
séquengage par NGS des échantillons tumoraux n’a pas pu étre réalis€¢ pour I’ensemble des
patientes de la cohorte. De plus, comme nos analyses étaient basées sur des mutations
identifiées dans les tissus tumoraux, nous avons peut-&tre omis certaines altérations
circulantes qui n'étaient pas présentes dans l'échantillon de tumeur du fait de I’hétérogénéité

intra tumorale et inter tumorale.

En conclusion, la présence ADNtc détectable avant initiation du traitement était corrélée a la
survie dans 1’essai TAKTIC. La diminution précoce de I'ADNtc plasmatique €était un signe
avant-coureur de l'efficacité du traitement. Nos résultats suggerent que la surveillance de
I'ADNtc par LC-WGS pourrait, sous réserve d’études complémentaires, €tre utilisée pour la

détection précoce de 1'échec du traitement et le choix des thérapies ultérieures.
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LEGENDES DES FIGURES :

Figure 1: Représentation graphique des résultats d’un échantillon plasmatique analysé en
droplet digital PCR. Les points en bleu représentent les gouttelettes comprenant uniquement
des fragments mutés, les gouttelettes vertes uniquement des fragments sauvages, les
gouttelettes vertes a la fois les mutés et les sauvages, et les gouttelettes grises ne comprenaient

pas la séquence d’ADN recherchée.

Figure 2 : Exemple de profil d’altération du nombre de copie (CNA) (Patiente P1-01001).

A : Profil CNA du tissu tumoral par technique de CHGarray. En rouge les gains et
amplifications, en vert les pertes et délétions. On voit clairement une amplification d’un
amplicon situé dans la région 10g22 et comprenant le gene KAT68

B : Profil CNA plasmatique par technique de séquengage du génome entier a faible
couverture (LC-WGS). On retrouve I’amplification de KAT6B

Légende : amp : Amplification du geéne ; CGHarray : Hybridation génomique comparative en

réseau.

Figure 3 : Flowchart de I’étude.

Légende : LC-WGS : séquengage du génome entier a faible couverture ; ddPCR : droplet
digital PCR.

Figure 4 : Courbes de survie sans progression selon la présence ou l'absence d’ADN tumoral
circulant plasmatique avant initiation du traitement.
Legende : sWGS : shallow whole genome sequencing; HR : hazard ratio; 95%CI : intervalle

de confiance a 95%.

Figure 5 : Représentation graphique du taux de réponse objective (ORR) en fonction de la
présence ou l'absence d’ADN tumoral circulant plasmatique avant initiation du traitement.

Légendes : HR : Hazard ratio.

Figure 6 : Exemple de profil d’altération du nombre de copie plasmatique par technique de
séquencgage du génome entier a faible couverture (LC-WGS) a 3 points temporels différents
(Patiente P1-01002).

A : Cycle 1 jour 1
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B : Cycle 3 jour 1

C : Progression

D : Variation de ’ADN tumoral circulant (ADNtc) plasmatique par LC-WGS

E : Variation de I’ADNtc plasmatique en droplet digital PCR (mutation E17K du géne AKT1)

Légende : amp : Amplification.
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Tableau 1 : Caractéristiques démographiques

Cohorte de 'essai

Cohorte de I'étude

Cohorte LC-WGS

Données manquantes

TAKTIC ancillaire

Nombre de patientes, N(%) 47 (100) 43 (100) 30 (100)
Age médian (ans, intervalle) 51[29-75] 54 [35-75] 52 [35-75]
Histologie, N(%)

. Adénocarcinome canalaire infiltrant 39 (90) 34(79) 22 (73,4)

. Autres 5(10,6) 5(11,6) 4(13,3)

® Données manquantes 3(64) 404) 4(13.3)
Statut récepteur hormonal (RH), N(%):

. Négatif 4 (8.51) 49,3) 3(10)

e Positif 43 (91.49) 39 (90,7) 27 (90)
Stade de la maladie a I’inclusion, N(%):

. Localement avancée 0 0 0

*  Métastatique 47 (100.0) 43 (100.0) 30 (100.0)
Sites métastatiques, N(%):

. Viscéral 42 (89.36) 39 (90,7) 29 (96,7)

e Non viscéral 5(10.64) 49,3) 1(3,33)
Nombre de sites métastatiques, N(%):

. 1 7 (14.89) 7(16,28) 6 (20)

. 2 16 (34.04) 15 (34,88) 10 (33,3)

. >3 24 (51.06) 21 (48,8) 14 (46,7)
Traitement de la maladie a un stade métastatique
avant inclusion, N(%):

. Chimiothérapie 11 (23.40) 11 (25,6) 11 (36,6)

*  Hormonothérapie 12 (25.53) 12 (27,9) 11 (36,6)
Nombre de ligne de Chimiothérapie a un stade
métastatique avant inclusion, N(%):

. Premieére ligne 2 (4.25) 2 (4,6) 2 (6,6)

* Deuxiéme ligne et plus 9(19,1) 9(20.9) 9(30)
Activation de la voie PI3K/AKT, N(%):

. PI3KAKT+ 19 (40.43) 19 (44,2) 12 (40)

e PIKAKT- 28 (59.57) 24 (55,8) 18 (60)
Mutation du géne PI3KCA, N(%):

. Oui 12 (30.77) 12 (28) 6 (20)

. Non 27 (69.23) 31(72) 24 (80)

® Données manquantes 8 0 0
Mutation du géne AKT1, N(%):

. Oui 5(12.82) 5(11,6) 4(13,3)

. Non 34 (87.18) 38 (88,4) 26 (86,7)

® Données manquantes 8 0 0
Expression de PTEN en IHC, N(%):

. Oui 34 (89.47) 39 (90,7) 26 (86,7)

. Non 4(10.53) 49,3) 4(13,3)

. 9 0 0

Légende : % : Pourcentage ; IHC : Immunohistochimie ; LC-WGS : Séquencage du génome

entier a faible couverture.
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Figure 4 :
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Figure 5 :
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Figure 6 :
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Serment d’Hippocrate

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre
fidele aux lois de ’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans
tous ses éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. J’interviendrai pour les
protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou
leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes
connaissances contre les lois de ’humanitg.

J’informerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a I’indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me
laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis(e) dans I’intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront
confiés. Recu(e) a I’'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et
ma conduite ne servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les

agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I’indépendance nécessaire a I’accomplissement de ma mission. Je

n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.
J’apporterai mon aide a mes confreres ainsi qu’a leurs familles dans 1’adversité.
Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes

promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j’y manque.
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